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RESUME

IMPLICATIONS DES GENES IMMUNS ET DES CELLULES IMMUNES DANS LE

GLIOBLASTOME.

Introduction : Le glioblastome (GBM) est la tumeur cérébrale primitive la plus fréquente et la
plus grave de I’adulte. Des études épidémiologiques ont mis en évidence que les antécédents
d’allergie sont un facteur protecteur, soulignant le possible impact de I’immunité sur le GBM.
Plusieurs études transcriptomiques ont également mis en évidence des signatures immunes

plus ou moins associées a la survie.

Matériel et méthodes : Pour clarifier ce lien et déterminer quels géenes immuns étaient les plus
impliqués dans le GBM, nous avons étudié I’expression de 791 genes immuns dans des
échantillons de GBM et de cerveaux normaux. Les interactions entre les génes immuns ont été
étudi€es par une analyse de co-expression. Nous avons ensuite recherché une association entre
les genes immuns et la survie selon 3 méthodes statistiques, avant d’établir un modele de
risque mathématique validé sur plusieurs jeux de données. Enfin, nous avons étudié les
cellules immunes infiltrantes sur des échantillons de gliomes dont 73 GBM par cytométrie de

flux.

Résultats : Un profil d’expression génique différent significativement entre le cerveau normal
et le GBM a été établi de maniere robuste, mais pas au sein des GBM. L’analyse de co-
expression a mis en évidence 6 modules dont 5 sont enrichis en genes ayant un lien avec la
survie. Cent huit génes immuns ont une association significative avec la survie et un
prédicteur de risque a 6 genes immuns a permis de distinguer deux groupes de patients en
fonction de leur survie, y compris chez les patients dont la tumeur a un promoteur MGMT

méthylé et dans le sous-groupe de GBM proneuraux. Enfin, nous avons mis en évidence, dans

Xii



tous les échantillons de GBM analysés, une infiltration leucocytaire par des cellules
macrophagiques/microgliales et parfois par des cellules lymphocytaires ou granulocytaires.
L’infiltration de lymphocytes uniquement est associée significativement avec la survie dans

notre cohorte.

Conclusion : Des genes, impliqués dans diverses fonctions immunes, sont différentiellement
exprimés entre le cerveau normal et le GBM et au sein des GBM. Un prédicteur a 6 genes
robuste a été établi, il sépare les patients en 2 groupes bas et haut risque y compris ceux ayant
un bon pronostic. Nous avons enfin mis en évidence dans une série de GBM une infiltration

de cellules immunes, dont une infiltration lymphocytaire associée positivement a la survie.
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ABSTRACT

IMPLICATIONS OF IMMUNE-ASSOCIATED GENES AND IMMUNE CELLS IN

GLIOBLASTOMA.

Background: Glioblastoma is the most common and lethal primary brain tumor in adults.
Epidemiological studies have revealed that a history of allergies is a protective factor, thereby
underlining the likely impact of the immune system on GBM. A number of transcriptomic

studies have also identified immune signatures more or less associated with patient survival.

Methods: In order to clarify and identify which immune-associated (IA) genes were the most
involved in GBM, we studied the expression of 791 immune genes in GBM and normal brains
samples. Interactions between IA genes were studied through an analysis of co-expression
network. We then searched for a link between IA genes and patient survival according to 3
statistical methods, before defining a mathematical risk model based on different data sets.

Finally, we studied the infiltrative immune population of 73 GBM by cytometry.

Results: A significantly different profile of IA genes expression between healthy brains and
GBM was consistently defined, but not among GBM. The analysis of co-expression network
revealed 6 modules, 5 of which were enriched by genes associated with patient survival. 108
IA genes have a significant association with patient survival and the 6-IA gene risk predictor
allowed us to distinguish two groups of patients according to their survival, including patients
whose tumor had a methylated MGMT gene promoter and in the subset of proneural GBM.
Finally, in every analyzed GBM sample, we have shown that there was a leukocyte

infiltration by macrophages/microglial cells and sometimes by lymphocytes or granulocytes.

X1V



Only the lymphocytes infiltration was significantly associated with the survival in our group

of patients.

Conclusion: IA genes that are involved in various immune functions are expressed
differentially between healthy brains and GBM and amongst GBM. A robust 6-IA gene risk
predictor was defined: it divides patients into two low and high risk groups, including those
who have a good prognosis. Finally, we revealed an infiltration of immune cells in a series of

GBM, only the lymphocytic infiltration was positively associated with patient survival.
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1. INTRODUCTION

1.1 Prise en charge diagnostique et thérapeutique du GBM

1.1.1. Epidémiologie et facteurs de risque

Le glioblastome multiforme (GBM) représente la tumeur cérébrale primitive la plus fréquente
correspondant a 60-75 % des gliomes de haut grade (1-3). En France, I’incidence du GBM est
d’environ 3 cas pour 100000 habitants (4), un peu moins de 3000 nouveaux cas sont ainsi
enregistrés par an (5-7). Le pic de fréquence du GBM est d’environ 64 ans, mais le diagnostic
peut etre posé a tout age. D’apres le registre frangais, 1’incidence du GBM augmente d’1%
chaque année, elle est quasi-nulle chez I’enfant et augmente de maniere linéaire jusqu’a 75
ans avant de décroitre (7;8). Cette augmentation peut etre liée au vieillissement de la
population mais aussi aux progres de I’imagerie et des moyens diagnostiques. Leur acces est
facilité depuis quelques années permettant 1’obtention d’un diagnostic histologique et donc un
enregistrement croissant du nombre de tumeurs cérébrales (6). Le sexe ratio est de 1,6 avec

une prédominance masculine (9).

Le GBM représente la tumeur cérébrale primitive la plus grave de 1’adulte : le déces du
patient survient dans les 3 mois environ apres le diagnostic sans traitement; la résection
chirurgicale allonge la survie des patients de 6 mois et la radiothérapie adjuvante de 9 mois
(10). Les GBM peuvent correspondre a une évolution péjorative d’une tumeur de plus bas
grade, ils sont dits secondaires contrairement aux GBM de novo. Ces GBM secondaires,
représentant 10 % de I’ensemble des GBM, surviennent chez des sujets plus jeunes, avec une

histoire naturelle plus longue et un meilleur pronostic (11).



Les tumeurs cérébrales, en général, ont probablement une origine multifactorielle avec
quelques facteurs de risque établis et d’autres suspectés et/ou en cours d’études
épidémiologiques. Rarement, dans moins de 5% des cas, il est retrouvé des formes familiales
de gliomes notamment dans le cadre de syndromes génétiques prédisposant (12;13): le
syndrome de Li Fraumeni, le syndrome de Lynch avec des manifestations cérébrales
(anciennement appelé syndrome de Turcot), la sclérose tubéreuse de Bourneville et la

neurofibromatose de type I et II.

L’antécédent de radiothérapie cérébrale, est un facteur de risque reconnu de tumeurs
cérébrales (1), que ce soit une radiothérapie thérapeutique pour les teignes (14-16) ou en
prophylaxie cérébrale pour une leucémie lymphoblastique (17-19). D’autres facteurs sont
encore en cours d’études épidémiologiques avec une forte suspicion d’imputabilité comme
I’exposition aux dérivés nitrés (20) et aux pesticides (21-23). D’autres études sont encore
controversées notamment sur 1I’impact des champs magnétiques a basse fréquence (24-26) et

de la téléphonie (27-31).

A T’inverse certaines études ont mis en évidence des facteurs protecteurs des gliomes comme
les hormones féminines (32) et certaines infections virales. En effet, une étude rapporte
qu’'une primo-infection au cytomégalovirus (CMV) dans la petite enfance pourrait étre
associée a un risque plus faible de GBM contrairement a une infection plus tardive dans
I’enfance ou a I’age adulte (33). Cependant une autre étude épidémiologique américaine
n’observe pas d’association entre 1’incidence du GBM et la prévalence de I'infection a CMV
d’apres les données de surveillance de I’organisme SEER (surveillance epidemiology and end
results). En effet, la prévalence du CMV est plus faible chez I’homme caucasien alors que
I’incidence du GBM est plus élevée que chez la femme et les hommes noirs et hispaniques

(34). Cobbs et al.ont été les premiers a mettre en évidence 1’antigene du CMV dans le GBM



(35). L’expression des protéines virales du CMV (IE1, pp65, et les antigenes tardifs) par
immunohistochimie (IHC) a été retrouvée dans tous les 27 échantillons de gliomes malins, et
dans aucun tissu cérébral normal ou dans des échantillons d’autres pathologies cérébrales. Les
acides nucléiques du CMV ont été détectés dans la tumeur par hybridation in situ et par
réaction de polymeérisation en chaine (polymerase chain reaction en anglais PCR) nichée.
L’ADN viral du CMV a été détecté dans le sang de 80% de patients pris en charge pour un
GBM, contrairement a une cohorte de 17 témoins dont 11 ayant un antécédent de CMV (36).
Plus de 90% des GBM présentent dans cette étude une positivité des antigenes viraux pp65 et
IE1 en IHC. Dans une autre étude, les 11 patients ayant un GBM positif pour le CMV en IHC
présentent tous dans le sang des lymphocytes T spécifiques ciblant les antigenes pp65 et IE1
(37). Apres la premiere injection d’un vaccin a base de cellules dendritiques pulsées avec un
lysat tumoral autologue, il a été observé une augmentation significative de lymphocytes
dirigés contre pp65, suggérant la présence de cette prot€ine dans le lysat tumoral (38).
Certains auteurs suggerent que le CMV exprimé par les GBM pourrait constituer une cible
thérapeutique (39;40). Deux autres études ont rapporté une bonne tolérance de 1’ajout de
valganciclovir, un traitement anti-CMV, au traitement standard d’'un GBM. Cette étude
rétrospective indique qu’un tel traitement pourrait allonger la survie des patients (41;42).
Cependant une autre étude ne retrouve pas de CMV dans le sang, par analyse PCR apres
transcription inverse d’un acide ribonucléique (ARN) en acide désoxyribonucléique (ADN)
complémentaire (RT-PCR pour reverse transcriptase PCR en anglais) chez 5 patients ayant un
GBM et lors de I’analyse de cultures de sang périphérique (43). Des études complémentaires
sont donc nécessaires pour évaluer I'impact du CMV dans I’incidence du GBM et dans la
possibilité d’une nouvelle arme thérapeutique. D’autres infections virales ont également été

étudiées : polyomavirus simian virus SV40, JC virus (JCV) dont I’incidence est plus élevée



chez patients atteints d’une tumeur cérébrale (44-46) et le virus de la varicelle et du zona dont

I’incidence est plus faible (47).

Enfin, il a ét€ mis en évidence dans des études épidémiologiques une corrélation inverse entre
les antécédents d’allergie et I'incidence des gliomes, ceci étant confirmé par la méta-analyse
de Linos (48-54). En effet, ’asthme, ’eczéma et toutes autres formes d’allergie sont associés
a un risque plus faible de gliome avec un risque relatif entre 0,5 et 0,7 avec un intervalle de
confiance statistiquement significatif dans ces différentes études. L’association inverse entre
les antécédents d’allergie et I’incidence des gliomes semblerait renforcée par la présence du
polymorphisme en 9p21.3 codant pour le gene cycline dépendante kinase inhibiteur 2B et 2A
(49). Cette région est notamment délétée dans certaines néoplasies dont les tumeurs cérébrales
(55;56). Les réactions immunes excessives dues au phénomene allergique via les cellules B, T
et les cytokines, pourraient interférer avec la croissance cellulaire tumorale (48;51). De plus,
les patients trait€és pour un gliome auraient une survie plus longue si le taux
d’immunoglobuline E (IgE) sanguine, témoin d’une réaction allergique, est élevé (57). Une
autre étude a montré que le taux sérique de cluster de différenciation 14 (CD14) est plus élevé
et le taux de CD23 plus bas chez des patients ayant un gliome comparé a des témoins (54).
Ces taux ne sont pas modifiés par la chirurgie, ni par la radiothérapie ni par le témozolomide,
ni par les corticoides. Le CD14 inhibe la prolifération de cellules T et le développement des
cellules B (58). Le CD23 induit entre autres la synthese d’IgE, la différenciation de cellules B
et T (59). Cette étude est un autre témoin de I’interférence du systeme immun et notamment
de la réponse innée et adaptive humorale dans la gliomagenese.

Ces différentes données sur les liens entre les infections virales, les allergies et les gliomes
confortent I’idée d’une implication du systtme immun dans la gliomagenese et dans la

croissance tumorale.



1.1.2. Diagnostic clinique, radiologique et histologique

1.1.2.1. Diagnostic clinique

Les circonstances de découverte d’une tumeur cérébrale sont multiples et variées, elles
dépendent entre autres de sa localisation, de son type, de sa rapidité de croissance tumorale,
des complications possibles, et du patient avec notamment I’importance de 1’hémisphere
dominant du patient (gaucher ou droitier) pour expliquer la symptomatologie clinique. Le
GBM, comme les autres gliomes de haut grade, a une histoire de la maladie récente et parfois

brutale.

Les signes cliniques peuvent etre aspécifiques (céphalées, trouble cognitif, crise convulsive
d’emblée généralisée) ou évocateurs de complications (hypertension intracranienne (HTIC),
compression des voies d’écoulement du liquide céphalo-rachidien (LCR), engagement,
hémorragie). Cependant des signes de focalisation (crise partielle, signes déficitaires) peuvent

orienter vers la localisation tumorale.

La sémiologie de ’'HTIC associe des céphalées en casque surtout matinales, des nausées et
des vomissements en jet, des troubles visuels (cedeme papillaire, diplopie horizontale par
paralysie du VIeme nerf cranien : nerf abducens ou moteur oculaire externe), des troubles de

vigilance et/ou des troubles des fonctions supérieures. L hydrocéphalie aiglie peut étre un

%

signe lié a la compression brutale des voies d’écoulement du LCR par les tumeurs
croissance rapide comme le GBM. Cliniquement, des troubles de la marche sont associés a
des troubles urinaires et cognitifs. De plus, le cerveau est compartimenté avec des structures
rigides, comme la tente du cervelet et la faux du cerveau, et des structures fluides, comme le
parenchyme cérébral. Sous l’effet de la compression de la tumeur, le parenchyme est
« poussé » dans toutes les directions induisant un engagement ou une hernie du cerveau a

travers des orifices.



La sémiologie déficitaire est dépendante de I’hémisphere dominant et du siege de la tumeur.
Une lésion frontale postérieure induira une hémiplégie controlatérale, une 1ésion frontale
antérieure créera un syndrome frontal qui peut associer une indifférence ou moria, a des
troubles de I’attention, des troubles mnésiques, un phénomene de persévération et un
grasping. Une lésion non seulement frontale mais fronto-calleuse entrainera une confusion,
des troubles d’équilibre, et des troubles mnésiques antérogrades. Une 1ésion temporale gauche
sera évoquée devant une aphasie de Wernicke associée a une paraphasie et/ou une
hémianopsie latérale homonyme (HLH). Une 1€sion temporale droite sera mise en évidence
souvent devant un tableau d’HTIC. Une lésion pariétale peut etre mise en évidence devant une
astéréognosie, une apraxie, des troubles du schéma corporel et/ou une HLH. Une lésion
occipitale peut etre diagnostiquée devant une HLH. Une lésion des noyaux gris centraux est a
évoquer devant une hémiplégie par envahissement de la capsule interne et/ou un hémi-
syndrome sensitif. Une 1ésion de la fosse postérieure latéralisée, des hémispheres cérébelleux,
engendrera des signes cérébelleux cinétiques et une lé€sion médiane du vermis des signes
cérébelleux statiques plus ou moins associés a une atteinte des paires craniennes. Une 1ésion

de I’angle ponto-cérébelleux sera diagnostiquée devant des troubles auditifs, des troubles

d’équilibre, une paralysie faciale et/ou une névralgie du trijumeau.

L’épilepsie est inaugurale dans 30 % des cas de tumeur cérébrale avec des crises partielles ou
généralisées. Elles peuvent étre localisatrices grace a leur variabilité clinique. Une Iésion
frontale engendrera une crise frontale paroxystique. Une 1ésion temporale dans I’hémisphere
dominant amenera des troubles paroxystiques du langage voire une crise olfactive,
psychomotrice ou auditive. Une 1€sion pariétale sera diagnostiquée devant une crise sensitive
paroxystique paresthésique. Une lésion occipitale sera évoquée devant des hallucinations

visuelles élémentaires.



Les métastases extranévratiques par voie hématogene sont rarissimes du fait de la barriere
hémato-encéphalique (BHE) mise en évidence au XIXeme siecle suite a la faible diffusion
intracérébrale des substances injectées dans le sang et inversement ; la propagation tumorale

est donc restreinte au niveau du parenchyme, des méninges et du LCR.

1.1.2.2. Diagnostic radiologique

Devant des troubles neurologiques, I’examen clinique est complété par un scanner cérébral
sans injection pour confirmer le diagnostic de processus occupant I’espace. Une imagerie par
résonnance magnétique (IRM) injectée avec du produit de contraste (Gadolinium) permet de
caractériser la tumeur (localisation, prise de contraste, nécrose), mais aussi les conséquences
(cedeme périlésionnel, hémorragie, effet de masse sur la ligne médiane, sur les ventricules

et/ou engagements).

Majoritairement, le GBM se présente radiologiquement par une lésion hétérogene en
hyposignal T1 et en hypersignal T2, avec une prise de contraste irréguliere hétérogene,
correspondant a la partie infiltrante hypercellulaire de la tumeur, avec une zone de nécrose
centrale, associées a un hypersignal Flair périphérique correspondant en partie a I’cedeme
périlésionnel plus ou moins associé aux cellules infiltrantes isolées autour de la 1ésion
tumorale. Comme la 1ésion est expansive rapidement dans la voute cranienne inextensible, un
effet de masse voire un engagement sont souvent retrouvés. Parfois, le GBM est multifocal,
avec plusieurs 1ésions cérébrales ayant sensiblement les mémes caractéristiques radiologiques.
Cependant, 5 a 15 % des GBM n’ont aucun réhaussement apres I’injection de gadolinium (ce
qui est considéré comme le témoin d’une tumeur de haut grade) alors que 20 % des gliomes
de bas grade ont une prise de contraste apres I’injection de gadolinium (60). Un hypersignal

est parfois visible avant I’injection de gadolinium en cas de saignement spontané.



Cette imagerie peut étre complétée par une imagerie fonctionnelle multimodale avec des
séquences de perfusion, de diffusion et/ou de spectroscopie, pour confirmer les différentes
caractéristiques du GBM (tumeur hypervascularisée avec des signes de néoangiogenese sur
les séquences de perfusion, avec une hyperdensité cellulaire périphérique et hyperactive
métaboliquement) et éliminer les diagnostics différentiels des tumeurs cérébrales. L.’ imagerie
évocatrice de gliomes de haut grade est parfois trompeuse. En effet, des images en cocarde
prenant le contraste en périphérie peuvent également correspondre a un abces atypique. Cet
abces a un centre rempli de pus, visqueux, limitant la diffusion de I’eau libre. Le coefficient
de diffusion apparent (ADC pour apparent diffusion coefficient en anglais) est bas au centre
d’un abces, contrairement a la nécrose tumorale des gliomes malins (61). La nécrose est peu
cellulaire dans les gliomes de haut grade donc I’eau peut diffuser librement et I’ADC est
élevé, alors qu’il est bas au niveau de la zone hypercellulaire en périphérie.

La spectro-IRM a permis également d’éliminer certains diagnostics différentiels et de mieux
comprendre le métabolisme cérébral. La choline reflete le turn-over membranaire, la créatine
correspond a I’énergie cellulaire, le N-acétyl-L-aspartate (NAA) représente 1’activité des
neurones. Les lactates apparaissent en cas de métabolisme anaérobie donc d’ischémie, les
lipides sont les témoins d’une rupture cellulaire donc de la présence de nécrose. En
spectroscopie IRM, les tumeurs de haut grade ont des pics de NAA diminués, un rapport
choline sur créatine supérieur a 2, un rapport choline sur NAA supérieur a 2 et une apparition
de pics de lactates et lipides.

L’imagerie est nécessaire pour la prise en charge thérapeutique initiale, en cours de traitement
et lors du suivi thérapeutique. L’IRM initiale de diagnostic devient en effet indispensable en
cas de tumeur non résécable, pour cibler le trajet de biopsie stéréotaxique le plus optimal, en
condition de neuro-navigation, pour obtenir un échantillonnage tumoral le plus significatif

sans risque de séquelles. En effet le GBM est hétérogene, si une biopsie est retenue et non une



exérese chirurgicale, il faudra que le neurochirurgien préleve la zone la plus représentative de
la tumeur. Il faudra soit cibler la zone de haut grade, soit la zone la plus cellulaire ou la plus
vascularisée sur 'IRM et non la nécrose qui n’est pas informative en anatomopathologie pour
affirmer le diagnostic. Les progres des appareils interactifs de neuro-navigation permettent
maintenant de déterminer la position du scalpel du neurochirurgien en temps réel en le
transposant virtuellement sur I'IRM pré-opératoire via un logiciel dédié. Le trajet le plus
efficient et le moins risqué pour obtenir le diagnostic est donc ainsi défini en pré et en per-
opératoire (62). L’IRM initiale pré-opératoire peut également aider a guider le
neurochirurgien quand la lésion est proche des zones potentiellement a risque de séquelles
(aire motrice, aire de la parole...) grace aux séquences fonctionnelles. Elles déterminent
quelles zones sont réellement utilisées chez le patient pour le langage, la motricité... etc...
Elles permettent de fixer les limites de I’exérese en pré-opératoire pour diminuer ou éviter les
risques de séquelles en post-opératoire. Comme les gliomes de bas grade ou la chirurgie
éveillée est utilisée par certaines équipes, son intérét peut se discuter dans la prise en charge
du GBM. De méme, la chirurgie peut etre également facilitée surtout en zone fonctionnelle
par la résection fluoroguidée par de I’acide 5 aminolevulinique (5 ALA), en cours d’étude
dans un soutien aux techniques innovantes et coliteuses (STIC) conduit par Professeur
Guyotat de Lyon. Cependant, le GBM n’est pas une tumeur limitée comme les gliomes de bas
grade, il s’agit d’une tumeur infiltrante avec des cellules isolées parfois a distance de la
tumeur initiale (63). Cette aide a une chirurgie « limitée » en zone fonctionnelle n’est donc
pas toujours applicable raisonnablement en cas de GBM. En effet, le challenge du
neurochirurgien vis-a-vis du GBM est d’obtenir une exérese si possible totale ou la plus large

possible sans risque de séquelle, pour privilégier la qualité de vie.



L’IRM post-opératoire devient obligatoire dans les 24 heures, voire dans les 48 heures pour
évaluer la qualité de I’exérese chirurgicale (complete, sub-totale ou partielle). En effet, une
IRM plus tardive ne permettra pas de distinguer une prise de contraste d’origine tumorale ou
cicatricielle (64). L’évaluation de la qualit¢ d’exérese mise en évidence par I’'IRM post-
opératoire est importante, des études ont non seulement mis en évidence un gain de survie en
cas d’exérese totale (65) mais la présence d’un reliquat tumoral doit aussi étre prise en compte

dans la définition des volumes d’irradiation.

Le traitement adjuvant, notamment la radiothérapie, a besoin de I’IRM initiale pour la fusion
avec les images de centrage pour permettre de mieux définir les différents volumes
d’irradiation, que nous décrirons dans le paragraphe du traitement. Un essai de phase III est
actuellement ouvert en France, qui évalue I’intérét de rajouter un boost au traitement standard.
Le volume d’irradiation dit standard (PTV1), qui correspond a la prise de contraste avec une
marge de 2 cm, recevra la dose de 60 Grays (Gy). Les zones actives selon la spectro-IRM
(PTV2) correspondant aux zones ou le ratio Cho/NAA est supérieur a 2 avec une marge de
0,7 mm et les zones de prise de contraste avec une marge de 3 mm recevront un boost de 2,4

Gy par jour pour une dose cumulative de 72 Gy (NCT01507506).

Une IRM est effectuée dans le mois qui suit la radio-chimiothérapie concomitante pour servir
de référence pour I’évaluation de la réponse afin de ne pas confondre une progression et une
pseudoprogression sur I’'IRM ultérieure. Cette derniere correspond a une augmentation de
taille de la 1ésion avant qu’une réponse partielle n’apparaisse, témoignant d’un bon pronostic
(66). Enfin, le suivi par IRM permettra d’évaluer la réponse thérapeutique et de diagnostiquer
les récidives dans le suivi. Les criteres de réponse actuellement retenus sont ceux de RANO

(response assessment in neuro-oncology) plus que les criteres de Mac Donald (67;68).

10



Ces criteres associent des items cliniques (état neurologique, posologie de la corticothérapie)
aux criteres radiologiques (somme des diametres perpendiculaires des 1€sions prenant le
contraste; mesure du signal en T2/FLAIR sans lien avec une comorbidité : post-opératoire,
post-irradiation, ou post-critique...). En effet, certaines comorbidités, comme un état de mal
épileptique meéme infraclinique, peuvent modifier les images d’IRM sans impact sur
I’évolution ou la survie. La difficulté de diagnostic entre une récidive et une radionécrose liée
aux effets des thérapeutiques est maintenant facilitée par la spectro-IRM. En effet le
métabolisme tumoral est différent de celui de la nécrose, permettant de faire la distinction
entre les deux cas. Cependant, il s’agit souvent d’un mélange de nécrose et de tumeur, qui est

mis en évidence a I’IRM.

La tomographie par émission de positrons (TEP) est une technique de médecine nucléaire qui
peut etre également utilisée en neuro-oncologie. La plus utilisée, la TEP au fluor marqué au
18 fluorodésoxyglucose (18-FDG) avec acquisition des images a un temps tardif, permet de
distinguer les tumeurs de bas ou haut grade et de distinguer la tumeur d’une toxicité de la
radiothérapie (69). Un essai de phase II étudie la corrélation entre la TEP 18-FDG avant la
chirurgie et le caractere anatomopathologique de malignité (notamment I’index KI 67 > 15 %)
(étude GLIO-TEP, NCT00624728). D’autres substrats et traceurs sont encore en cours
d’études : notamment la méthionine qui serait un témoin plus sensible du caractere tumoral
(70), le 18 fluoro-éthyl-tyrosine (18-FET), qui est un traceur de malignité et le
fluoromisonidazole qui est un traceur de I’hypoxie. Une étude francaise est en cours pour
évaluer une escalade de dose de radiothérapie a 74 Gy au niveau des zones d’hypoxie connues
pour étre radiorésistantes. Ces zones sont déterminées par la fixation de la TEP au
fluoromisonidazole (71) (NCT00906893). La TEP au 18-FET, marqueur de la malignité, a
mis en évidence des zones hypermétaboliques correspondant a du haut grade (III et IV)

confirmé histologiquement. Ces zones n’étaient pas visualisées par I’IRM, qui était en faveur
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d’un gliome de bas grade (72). La TEP a la méthionine est utilisée dans un essai américain
pour aider au diagnostic non invasif de tumeur cérébrale de I’enfant (NCT00840047), il n’est

pas ouvert en France.

1.1.2.3. Diagnostic anatomopathologique

La clinique et I’imagerie peuvent faire suspecter un gliome mais le diagnostic formel d’un
gliome est uniquement histopathologique. En effet, le diagnostic est actuellement posé selon
la classification de 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) de 2007 (73), qui différencie
les gliomes a partir de la différenciation cellulaire (astrocytome, oligodendrogliome, mixte
oligoastrocytome), de la présence d’atypie nucléaire ou de mitose, de nécrose et de
prolifération endothéliale. Selon cette classification, le GBM correspond aux astrocytomes de
grade IV. Le diagnostic de GBM est ainsi posé devant la présence d’une tumeur présentant
une densité cellulaire élevée, une prolifération endothéliocapillaire et des plages de nécrose

avec des pseudo-palissades (Cf. Figure 1).

Figure 1 : glioblastome de I’Atlas de ’TANOCEF (TM 50x).

Coupe histologique typique d’'un GBM : forte densité cellulaire (1), nombreuses mitoses,
nombreux vaisseaux avec prolifération endothéliale (2) et nécroses focales avec
arrangement palissadique (3).
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Le GBM multiforme peut-étre composé notamment de quelques cellules giganto-cellulaires

avec des noyaux anisocaryotiques et de nombreux nucléoles. De nombreuses mitoses sont

également retrouvées a fort grossissement (Cf. Figure 2).

Figure 2 : glioblastome de I’Atlas de ’TANOCEF (HE 100x).

Coupe histologique de GBM giganto-cellulaire en gros plan avec monstruosités cellulaires
(1) avec taille géante, noyaux multiples et polymorphes contenant parfois un nucléole tres
volumineux.

Les GBM regroupent non seulement les GBM dits classiques mais également les GBM a
composante oligodendrogliale, qui correspondent a 15 a 20% des GBM (avec non seulement
une majorité de cellules de type astrocytaire mais également des cellules oligodendrogliales
d’aspect en «nid d’abeille » en anatomopathologie). Les GBM dont la composante
majoritaire est constituée de cellules géantes représentent 5% des GBM, ils ont une
localisation superficielle dans plus de 60 % des cas. Les GBM a petites cellules sont
caractérisés par au moins 80% de petites cellules et non des cellules gigantocellulaires comme
son nom I’indique. Enfin, les GBM peuvent correspondre a des gliosarcomes dans 2% des cas
(dont les cellules ont parfois une morphologie de type sarcomateux et une différenciation
mésenchymateuse) et encore plus rarement a des GBM lipidisés (caractérisés par des cellules

dont le cytoplasme est surchargé en lipides) (73).
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Les GBM dits secondaires, se développent sur un gliome de bas grade. Cette évolution vers
un grade supérieur semble correspondre a 1’accumulation d’anomalies génétiques dans un
ordre chronologique déterminé. Nous décrirons ces altérations dans le chapitre sur les genes

impliqués dans le GBM.

Malheureusement, cette classification histologique a ses limites notamment quand les
prélevements histologiques ne sont pas exhaustifs. En effet, le GBM étant une tumeur
hétérogene, le diagnostic n’est pas aisé notamment en cas de biopsie, qui n’a pas prélevé la
zone réellement tumorale. Il est donc nécessaire de mieux caractériser ces tumeurs du point de
vue subcellulaire, plus particulierement au niveau moléculaire, pour palier ces difficultés liées

a I’hétérogénéité intrinseque tumorale.

1.1.3. Traitements

Un traitement symptomatique peut €tre nécessaire, des corticoides par exemple en cas de

signes d’HTIC, des antiépileptiques en cas de crise convulsive.

Le traitement spécifique standard du GBM, chez le patient de moins 70 ans, est I’exérese
chirurgicale, suivie d’une radiochimiothérapie concomitante puis adjuvante avec du
témozolomide selon le protocole publié par Stupp (74) (Cf. Figure 3). Trois posters a I’ASCO
2011 ont rapporté que ce schéma publié par Stupp est faisable et efficace dans la pratique

quotidienne aux Etats-Unis, au Canada et en Autriche (75-77).

Nous allons détailler ce traitement standard, puis nous nous intéresserons au cas particulier

des sujets agés.
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Chirurgie Radiochimiothérapie Chimiothérapie adjuvante

concomitante (6 cycles)

J42 Cl C2 C3 C4 C5C6

Témozolomide 75 mg/m? 150 mg/m? C1 J1a J5 /28j
J12aJ42 puis 200 mg/m? C2 a C6

Figure 3 : schéma de traitement standard selon protocole Stupp (74).
Le traitement standard du GBM est une chirurgie suivie d’une radiothérapie associée a une
chimiothérapie concomitante et adjuvante par témozolomide.

- chirurgie

La chirurgie est la pierre angulaire de la prise en charge, non seulement diagnostique mais
aussi thérapeutique. Elle consiste en une exérese la plus complete possible sans séquelle, avec
une imagerie fonctionnelle préopératoire si la 1ésion est proche des zones a risque fonctionnel.
La qualité d’exérese est évaluée non seulement par le neurochirurgien mais aussi par une IRM
post-opératoire dans les 24 heures suivant le geste (65). Le risque de morbidité est

actuellement évalué entre 3 a 5%.

- radiothérapie

L’irradiation cérébrale est effectuée dans un délai optimal de 4 semaines apres la chirurgie, de
maniere conformationnelle (avec modulation d'intensité pour certaines localisations
spécifiques : région temporale...), a la dose de 60 grays (Gy) - 30 fractions de 2 Gy étalées sur
6 semaines, associée a une chimiothérapie par t€émozolomide a une dose de 75 mg/m? du
premier au dernier jour d’irradiation sans interruption.

Le contourage permet d’établir le volume d’irradiation grace a la définition des 3 différents
volumes de référence de radiothérapie (78). Le volume de référence pour le traitement est par
définition le volume tumoral macroscopique (ou Growth Tumour Volume en anglais GTV).I1

s’agit du volume de la prise de contraste et/ou du volume de la cavité post-opératoire.
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Le volume anatomo-clinique (ou Clinical Tumour Volume en anglais CTV) correspond a
I'union du GTV et d’une zone périphérique d’infiltration tumorale, c'est-a-dire une marge de 2
a 3 cm tout en incluant la totalité de I’cedeme (hypersignal T2) dans le contourage (limitée par
les barrieres anatomiques : faux du cerveau, os, tente du cervelet). Le volume cible
prévisionnel de traitement (ou Planning Target Volume en anglais PTV) s’étend au-dela du
CTV d’environ 5 a 7 mm, pour prendre en compte essenticllement les incertitudes de
reproductibilité du repositionnement du patient survenant durant les 6 semaines d'irradiation.
Cette marge dépend des systtmes de contention et de l'appareillage utilisé, elle est

généralement de 5 mm et ne doit pas etre limitée par des structures anatomiques.

Les organes a risque doivent étre contourés et la dose qu'ils recoivent doit etre analysée :
moins de 54 Gy pour le tronc cérébral, le chiasma et les nerfs optiques, moins de 45 Gy pour
la rétine et les oreilles internes, moins de 10 Gy pour les cristallins. Un volume maximal
irradiable a été défini : un tiers de 1’encéphale ne doit pas recevoir plus de 60 Gy, deux tiers

pas plus de 50 Gy et I’ensemble pas plus de 45 Gy (79-81).

Un essai de phase I de radio-chimiothérapie avec la chimiothérapie standard a 75 mg/m? de
témozolomide et une escalade de dose de radiothérapie par modulation d’intensité (IMRT) est
en cours en France (NCT01043536). Le bras expérimental recoit au PTV 70 Gy en 28
fractions au 1 niveau d’escalade de dose, 75 Gy en 30 fractions au 2°™ niveau et 80 Gy en

32 fractions au 3™ niveau.
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- chimiothérapie concomitante a I’irradiation et adjuvante

Le témozolomide ou TEMODAL® est un agent de chimiothérapie de type alkylant, de la
famille des triazenes affectant la synthese de I’ADN par alkylation de la guanine en position
O6 (voire une autre en position N7). La prise est orale, nécessite d’étre a jeun avant et apres la
prise pendant au moins 2-3 heures. Pendant I’irradiation, le ttmozolomide est pris de maniere
optimale a heure fixe 1 heure avant I’irradiation cérébrale a une dose de 75 mg/m? du premier
au dernier jour d’irradiation sans interruption. Apres la fin de I’irradiation, une pause de 4
semaines est nécessaire avant le début de la chimiothérapie adjuvante par témozolomide a une
dose de 150 mg/m2, 5 jours tous les 28 jours pour le 1% cycle. La dose de témozolomide est
augmentée ensuite a 200 mg/m? en cas de bonne tolérance clinique et biologique. Six cycles
sont prévus en adjuvant en cas d’absence de maladie résiduelle et plus de 6 cycles en cas de
poursuite de réponse ou de stabilité 1€sionnelle. Ceci est réalisé en pratique courante et a été

validée par une étude rétrospective (82).

Des essais étudient I’adjonction d’autres molécules au traitement standard publié par Stupp.
Quarante essais sont considérés comme ouverts en France selon le site www.clinicaltrial.gov,
mais certains sont clos sans que ce soit précisé dans la mise a jour du site. Les molécules sont
testées en fonction des sous-groupes de GBM (promoteur méthylé ou non du gene de
I’enzyme O6-méthylguanine méthyl-transférase (MGMT)) et elles ciblent I’angiogenese dont
le facteur de croissance endothelial vasculaire (vascular endothelial growth factor en anglais

VEGF), le microenvironnement dont les intégrines, les cellules immunitaires...

Par exemple, I’essai de phase III, CENTRIC évaluant 1’adjonction au traitement standard du
cilengitide, un inhibiteur d’intégrine, dans les GBM dont le promoteur du gene de la MGMT
est méthylé (NCT00689221). Chez les patients ayant un GBM dont le promoteur MGMT non

méthylé, un essai de phase Il randomisé de I’organisation européenne pour la recherche et le
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traitement du cancer (European Organisation for Research and Treatment of Cancer en
anglais EORTC) EORTC 26082 compare actuellement le traitement standard plus ou moins

associé au temsilorimus, inhibiteur de mTOR (NCT01019434).

Chez les patients ayant un GBM non résécable, un essai de phase II randomisé, TemAvir, a
évalué un traitement néoadjuvant et adjuvant par bévacizumab et irinotécan en plus de la
radio-chimiothérapie concomitante par témozolomide (NCTO01022918). Bien que le bras
expérimental a augmenté la survie sans progression (SSP) a 6 mois de 41% a 65,1%, il n’a pas
permis de valider ’hypothese initiale d’'une SSP a 6 mois de 66 % . L’étude est donc
statistiquement négative (83). Plusieurs causes sont possibles : le début de la radiothérapie
retardé de 3 mois par le traitement néoadjuvant bévacizumab-irinotécan, 1’absence de
chimiothérapie adjuvante par témozolomide, ou la sélection des patients (sous-groupes de
mauvais pronostic de classe V selon ’EORTC). Un début de réponse peut-etre évoqué par les
résultats concernant la SSP de I’essai AVAGLIO, phase III randomisée, qui a évalué
I’efficacité de I’association du bévacizumab au traitement standard avec un bénéfice en terme
de SSP (6,2 versus 10,6 mois, HR=0,64 1C95% [0,55-0,74] p<0,0001) et de qualité de vie
sans impact sur la survie globale (SG) pour I’instant d’apres la présentation lors du congres de
la société de neuro-oncologie américaine et de [’association des neuro-oncologues

d’expression francaise (ANOCEF) cette année par Professeur Chinot (NCT00943826).

D’autres approches thérapeutiques sont également étudiées. Par exemple, NovoTTF-100A
inhibe la croissance tumorale par inversion des champs électriques a basse fréquence grace
aux électrodes posées sur le crane du patient 22h sur 24. Un essai évalue I’efficacité de son

association avec le traitement standard (NCT00916409).
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L’immunothérapie a été étudiée sous diverses formes, les essais de vaccination ciblant le
récepteur du facteur de croissance épidermique (epidermal growth factor receptor en anglais
EGFR) semblent les plus prometteurs. Normalement le facteur de croissance épidermique
(epidermal growth factor en anglais EGF) se lie a son récepteur EGFR qui est surexprimé a la
surface des cellules de GBM pour induire la croissance cellulaire (84). Dans les tumeurs
cérébrales contrairement au tissu sain, ’EGFR peut &tre muté et ainsi activé, il s’agit du
variant III de ’EGFR (EGFRVIII). Il favorise la prolifération cellulaire et la survie des

cellules souches neurales murines et bloque la différenciation neuronale (85).

Le rindopepimut ou PePvIIl, est un peptide de 13 acides aminés avec une cystéine
additionnelle en position terminale couvrant la mutation EGFRVIII. Une étude de phase II de
vaccination a base de PePvIII en injections intradermiques avec du facteur de croissance des
granulocytes et macrophages (granulocyte macrophage colony stimulating factor en anglais
GM-CSF) chez des patients sélectionnés, apres résection complete ou supérieure a 95% de la
tumeur, sans progression apres la radiochimiothérapie, a mis en évidence une réponse
immune (anticorps et réaction d’hypersensibilité retardée) avec un impact dans ce cas sur la
SG. De plus, seuls deux patients réopérés lors de la récidive présente une expression
d’EGFRVIII en THC dont une est faible inférieure a 1%, les 9 autres n’ont plus d’expression
d’EGFRVIII (86) (NCT00643097). Cela semble témoigner de I’efficacité de la vaccination
pour éradiquer les clones EGFRVIII positifs. La SG des 6 patients ayant développé une

réponse immune est significativement plus longue (47,7 versus 22,8 mois).

Ceci a incité a la réalisation d’un essai de phase III aux Etats-Unis, auquel s’est annexé

dernierement 1’essai européen initialement prévu (EORTC 26111-22115).
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Le cas particulier du sujet agé est de plus en plus étudié, en effet le protocole publié par Stupp
était limité aux patients agés de moins de 70 ans. Cependant se pose tout d’abord la question
de la définition du sujet agé, qui n’est pas la méme d’un pays a I’autre : plus de 60, 65, 70 ou
plus de 75 ans. D’autre part, 1’état général du patient est tres important a prendre en compte
pour définir la stratégie thérapeutique, car 1’état physiologique n’est pas toujours en rapport

avec I’age réel du patient.

Actuellement plusieurs possibilités de prise en charge sont possibles chez le sujet agé:

le protocole publié par Stupp pour le sujet agé en bon état général

une radiothérapie exclusive hypofractionnée (40,5 Gy en 15 fractions (87) ou 50 Gy
en 25 fractions (88), qui amene un gain de survie dans une étude de phase III par
rapport aux soins palliatifs de confort),

- une monochimiothérapie par t€mozolomide, qui semble apporter un bénéfice clinique

en phase II (étude TAG) notamment si I’état général est altéré (89) (NCT01242566).

Plus récemment, les essais de phase III randomisée NORDIC ET NOA-08 ont mis en
évidence que si le statut de I’enzyme MGMT n’est pas connu ou si le promoteur n’est pas
méthylé, il vaut mieux traiter les sujets agés par une irradiation hypofractionnée et ne
proposer la chimiothérapie exclusive qu’en cas de méthylation du promoteur (90;91)
(NCT00820963 et NCT01502241).

Un essai randomisé de phase III de 'EORTC 26062-22061 compare actuellement une
radiothérapie accélérée a cette méme irradiation de 40,5 Gy en 15 fractions associée a du
témozolomide concomitant et adjuvant chez les patients agés de plus de 70 ans
(NCT00482677).

Une phase II ATAG étudie I’association du témozolomide et du bévacizumab chez les sujets
agés ayant un indice de performance status selon Karnofsky (Karnofsky performance status

en anglais KPS) supérieur ou égal a 60 % (NCT01149850).
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1.1.4. Pronostic

Malgré les progres récents dans la prise en charge thérapeutique des GBM, le pronostic reste
péjoratif avec une survie médiane d’environ 15 mois (74). L’actualisation de 1’essai de phase
IIT a ’origine du traitement standard publié par Stupp a mis en évidence environ 10% de
longs survivants a 5 ans (92). Ainsi non seulement la tumeur est hétérogene mais le pronostic
aussi, amenant une classification basée sur des classes de partitionnement appelées en anglais
Recursive Partitioning Analysis (RPA) établies par le groupe américain d’oncologie
radiothérapique (en anglais Radiation Therapy Oncology Group RTOG) (93) et modifiées par
EORTC (94). Les criteres de classification sont les suivants : age (plus de 50 ans ou non),
I’indice de performance status (PS) selon ’OMS, la qualité de I’exérese (chirurgie complete
ou subtotale versus biopsie), 1’état neurologique notamment I’examen minimental test
(MMSE). La survie des patients inclus dans le bras expérimental de 1’essai EORTC
26981/22981-NCIC de phase III (74) montrant I’intérét de I’adjonction du témozolomide a été

analysée selon la classification RPA modifiée. Elle est décrite dans le tableau 1.

RPA Age | PS Chirurgie | Etat Neurologique | Survie médiane | Survie a 2 ans
11 <50 |0 Oui >27 21,4 mois 43,4 %
v <50 | 1-2 Oui >27 16,3 mois 27,9 %
>50 | 0-1-2 | Oui >21
\Y >50 | 0-1-2 | Biospie | <27 10,3 mois 16,5 %

Tableau 1 : groupes RPA modifiés des GBM (94).

Les GBM sont regroupés en 3 classes pronostiques selon I’age, le performance status (PS), la chirurgie
et I’état neurologique. La survie médiane et la survie a 2 ans rapportées sont celles du bras
expérimental de 1’essai publié par Stupp, qui est devenu le traitement standard.
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Cette classification permet de définir des groupes de patients ayant des survies globales
différentes, que ce soit la survie médiane, la survie a 1 an et a 3 ans. Cette classification

simplifiée a été validée et est désormais appliquée dans les essais thérapeutiques (95).

Comme on I’a décrit précédemment, le pronostic reste péjoratif avec une survie médiane
courte de 15 mois apres le traitement standard de chirurgie suivie par une radiothérapie
associée a une chimiothérapie concomitante et adjuvante par témozolomide. Sans traitement
le déces du patient survient dans les 3 mois environ apres le diagnostic, la résection
chirurgicale seule allonge la survie de 6 mois et la radiothérapie adjuvante exclusive 1’allonge
de 9 mois (10). Avant I’avenement de la radio-chimiothérapie (96), le pronostic des GBM
secondaires reste plus favorable que celui des GBM de novo (médiane de survie de 7,8 versus
4,7 mois p=0,003). Les étiologies de cette issue fatale sont la résistance aux traitements
(97;98) et/ou la récidive (99). Plusieurs causes ont ét€ évoquées, notamment au niveau
anatomique avec la BHE, mais également au niveau cellulaire avec la mise en évidence des

cellules souches (ou encore appelées cellules initiatrices de tumeur) (100-102).

1.1.5. Traitement de la récidive

La prise en charge thérapeutique de la récidive ou de la progression tumorale dépend en
premier lieu de la prise en charge thérapeutique initiale. Ainsi la grande majorité des patients
opérés d’un GBM puis traités par un protocole standard de radio-chimiothérapie concomitante
et adjuvante selon le schéma publié par Stupp, présenteront une récidive, dont la prise en
charge reste difficile. Elle est discutée au cas par cas en réunion de concertation
pluridisciplinaire de neuro-oncologie.

Une ré-intervention doit etre privilégiée si celle-ci est envisageable car elle semble apporter

un bénéfice chez des patients selectionnés (103). Cependant aucun essai randomisé n’a été
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réalis€ pour le prouver formellement. La réintervention peut etre associée a une
chimiothérapie in sifu comme I’utilisation de pastilles de carmustine GLIADEL® (104;105).
Ce traitement nécessite une confirmation histologique d’ou son utilisation surtout lors de la
récidive. Le GLIADEL® est parfois placé en cas d’exérese quasi-complete lors de la prise en
charge initiale du GBM apres confirmation histologique extemporanée. La combinaison avec
le protocole de Stupp est réalisable (106;107) mais aucun bénéfice n’a été mis en évidence
dans une étude rétrospective comparative (108). De plus, aucune étude prospective
randomisée n’a évalué son intérét en plus du traitement standard initial. La tolérance semble
correcte méme en cas de récidive (109). Cependant, d’autres études montrent une
augmentation des complications iatrogenes (méningite, cedeme, abces, retard de cicatrisation)
altérant la qualité de vie (110). De plus, le bénéfice du GLIADEL® en récidive n’a pas été

mis en évidence dans la méta-analyse publiée par Cochrane de Hart (111).

Une ré-irradiation peut étre discutée en réunion de concertation pluridisciplinaire en condition
stéréotaxique en fonction de la dose délivrée et du délai par rapport a I'irradiation initiale

(112-115). Cependant, aucun essai randomisé n’a évalué le bénéfice de cette ré-irradiation.

La chimiothérapie et les traitements médicaux ont été les plus étudiés et sont actuellement les
plus utilisés en cas de récidives. Les essais de phase II utilisant des traitements systémiques
comme les nitrosourées (bélustine, carmustine, fotémustine), la procarbazine, le cisplatine ou
I’irinotecan mettent en évidence des taux de réponse faibles d’environ 6%, une survie sans
récidive a 6 mois d’environ 15% et une survie globale a partir de cette récidive comprise entre
3 2 6 mois (116). Un essai de phase III étudie I’efficacité dans les GBM récidivant de la
lomustine 100 a2 130 mg/m? en une prise toutes les 6 semaines comparée a 1’enzastaurin,
inhibiteur de la protéine kinase C a, B, v, €, 1125 mg puis 500 mg pris oralement en continu
(NCTO00295815). La reprise du témozolomide est discutée en réunion de concertation

pluridisciplinaire surtout si I’intervalle libre entre I’arrét du témozolomide adjuvant et la
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récidive est long. Plusieurs schémas d’administration ont été rapportés (standard, continu ou
accéléré) (117;118). Les schémas dit dose-dense ont ét€ développés pour saturer I’enzyme
MGMT et limiter ainsi la résistance au témozolomide (119). Cependant une étude randomisée
(RTOG 0525) n’a pas mis en évidence de bénéfice de ce schéma dose-dense (120;121) par
rapport au schéma standard dans la prise en charge initiale. Un essai de phase II randomisée
compare dans le GBM récidivant I’efficacité du témozolomide ou carmustine a I’erlotinib

(TARCEVA®) en continu, un inhibiteur de tyrosine kinase de ’EGFR (NCT00086879).

Non seulement le GBM est une tumeur hypervascularisée, mais nous savons que certaines
molécules interagissent sur la BHE et la perméabilité capillaire dont notamment le VEGF. 11
est produit par la tumeur et le microenvironnement tumoral. Le VEGF joue ainsi un role
important dans le GBM notamment dans I’angiogenese et dans les voies de signalisation qui
favorisent la croissance tumorale (122). Il s’agit d’une cible potentielle thérapeutique avec un
traitement spécifique déja utilisé en clinique dans d’autres pathologies cancéreuses: un
anticorps anti-VEGF, le bévacizumab (123). L’inhibition de I’angiogenese via cet anticorps
associé a I’irinotécan ont permis dans un essai de phase II, d’obtenir des taux de réponse
élevés de 57% et une SG a 6 mois de 77% (124). Ces données ont permis I’obtention de
I’autorisation de mise sur le marché du bévacizumab aux Etats-Unis, mais pas encore en
Europe. Une méta-analyse a confirmé ce bénéfice clinique avec un taux de réponse élevé et
une bonne tolérance (30% d’hypertension artérielle, 10% de thrombose veineuse profonde et
embolie pulmonaire, 3% d’hémorragie intratumorale, et moins de 1% de leuco-
encéphalopathie postérieure) (125). Cependant I’adjonction d’irinotécan au bévacizumab, qui
permet un meilleur taux de réponse, ne met pas en évidence de bénéfice sur la survie (126).

L’observatoire inter-régional des médicaments et de 1’innovation thérapeutique (OMIT)
Bretagne et Pays de Loire qui avait autorisé 1’administration de 1’association irinotécan et

bévacizumab, a présenté aux congres de I’ANOCEF et de ’ASCO en 2011 les données
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d’efficacité d’une cohorte de plus de 200 GBM traités (127;128) avec une SSP médiane de
plus de 5 mois et une SG médiane de 7,87 mois. La majorité des patients (85%) avait un
bénéfice clinique a 3 mois.

Nous avons réalisé une étude rétrospective monocentrique (Centre Eugene Marquis) de
cohortes historiques de la prise en charge des patients ayant une récidive apres un protocole
thérapeutique selon Stupp, comparant un traitement par chimiothérapie conventionnelle a
’association irinotécan et bévacizumab. Il a été mis en évidence une SG de 11,5 et 5 mois
dans les cohortes traitées respectivement par I’association d’irinotécan et bévacizumab et par
la chimiothérapie conventionnelle (129). Il s’agit d’une analyse rétrospective de cohorte
comportant par définition de nombreux biais, cependant elle reflete notre pratique clinique,
hors essai, de neuro-oncologie avant et apres les résultats de la phase II associant irinotécan et
bévacizumab dans les GBM récidivant.

ARTICLE N°1 (129)

Analyse rétrospective de 24 glioblastomes récidivant apres radiochimiothérapie
concomitante et traités par nitrosourées ou par I’association irinotécan et bévacizumab.
Vauléon E, Mesbah H, Gédouin D, Lecouillard I, Louvel G, Hamlat A, Riffaud L, Carsin B,

Quillien V, Audrain O, Lesimple T.
Bull Cancer. 2012 Feb 1; 99 (2), 121-126.

Un essai de phase II randomisée de 'EORTC 26101 étudie actuellement I’intérét de
I’association et/ou la s€quence de lomustine et bévacizumab en 1 ligne de GBM récidivant
(NCTO01290939). Dans le GBM, apres un traitement par un anticorps anti-VEGF, il a été
montré que 46 % des récidives étaient caractérisées par une augmentation de I’infiltration ne
prenant pas le contraste (130-133). Des analyses étudiant biologiquement ce phénomene sont
en cours ; il a été rapporté une surexpression de c-Met dans les 1ésions invasives (134). Des
études pilotes avec des thérapeutiques anti-c-Met lors de progression sous bévacizumab sont

également en cours de développement apres des études précliniques prometteuses (135).
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Une phase II a 3 bras évalue lefficacité et la tolérance de I’anticorps anti-c-Met :
onartuzumab, en combinaison au bévacizumab, versus les 2 traitements administrés en
monothérapie dans le GBM récidivant (NCT01632228).

D’autres thérapeutiques ciblant le VEGF sont en cours d’étude dans les gliomes de haut
grade. Malheureusement, les essais déja publiés ou présentés lors de congres sur I’efficacité
des inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK) ciblant entre autres le VEGFR (pazopanib, sunitinib,
aflibercept, cediranib, sorafenib, vatalanib, lenvatinib) dans les GBM ou les gliomes de haut
grade sont tous négatifs en phase I ou II (136-143) ou en phase III (144). De plus, un
traitement de rattrapage par bévacizumab apres un ITK ciblant VEGFR est moins efficace

qu’en premiere intention (5 réponses sur 73 patients) (145;146) .

1.2. Genes et GBM

1.2.1. Généralités sur les méthodes d’analyse des genes

Le génome représente I’ensemble du matériel génétique d’un individu et contient environ
30000 genes chez ’homme. La génomique correspond a 1’étude structurale et fonctionnelle
du génome. Elle porte notamment sur 1’€tablissement de la séquence complete génomique et
I’étude de ses variations, mais également sur 1’analyse systématique de I’expression des genes

séquencés et I'inférence de leurs fonctions.

Le transcriptome est I’ensemble des transcrits de genes présents a un moment donné et lors
d’une situation biologique déterminée, c'est-a-dire I’ensemble des ARN messagers, qui seront
potentiellement traduits en protéines. Cette étude est souvent limitée a un type tissulaire ou
cellulaire pour analyser I’expression du génome dans des circonstances particulieres

(physiologiques, pathologiques...).
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Le protéome est I’ensemble des protéines exprimées a un moment donné. Cette analyse est
également limitée a un tissu ou un type cellulaire. Cette étude est plus complexe car un gene
peut coder plusieurs protéines qui peuvent subir des modifications post-traductionnelles

(clivage, glycosylation, phosphorylation, acétylation...).

La puce a ADN ou biopuce permet d’analyser en une seule expérience, les variations de la
structure du génome ou de leur expression (transcriptome). L’analyse de la structure du
génome s’effectue généralement par rapport a un échantillon de référence. Une puce peut
contenir une partie ou I’ensemble du génome sous forme de molécules d’ADN fixées en
rangées ordonnées sur une matrice de verre, silicium ou plastique. Le principe de la biopuce
repose sur les propriétés d’hybridation du brin d’ADN dénaturé et du brin complémentaire.
Les bases de I'ADN (Adénine, Guanine, Cytosine, Thymine) se lient par des liaisons
hydrogenes (entre Adénine et Thymine ou Cytosine et Guanine). La puce d’hybridation
génomique comparative (CGH-array) est une puce a ADN qui permet d’analyser le nombre de
copies d’ADN d’intérét, grace au rapport de fluorescence de I’ADN test par rapport a I’ADN
de référence marqués par des fluorochromes différents. L’analyse quantitative et statistique
des données exprimées en log 2 du rapport de I’intensité de fluorescence permet
I’identification de variations du nombre de copies de fragment d’ADN pouvant correspondre
a différents types d’aberrations chromosomiques (insertion, délétion, translocations
équilibrées, amplification). Ainsi, les différents niveaux moléculaires étudiés par la
génomique (le génome, 1’épigénome et le transcriptome en particulier) peuvent étre analysés

de maniere conjointe par des méthodes de génomique intégrative.
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Enfin, I’annotation fonctionnelle de réseaux de co-expression de genes (co-expression
network) ou de groupes de genes est une méthode d’analyse qui permet d’inférer les fonctions
biologiques de groupes ou classes ou modules de genes ainsi que les voies de signalisation
associées. On parle de contextualisation biologique. Cette méthode permet de mettre en valeur
les corrélations fortes qui existent entre des profils d’expression de genes et de grouper les
genes en modules ou classes de co-expression. En particulier, les genes hautement connectés
dits « hub » genes jouent potentiellement un role clé dans la compréhension, le comportement

biologique et la régulation du module de co-expression.

1.2.2. Principaux genes impliqués dans le GBM

Ces diverses technologies révolutionnaires, dites a haut-débit, ont permis d’identifier ou de
mieux caractériser les genes impliqués dans la gliomagenese et de créer un atlas du génome
des GBM et de ses altérations par le consortium TCGA (The Cancer Genome Atlas) (147).
Les aberrations les plus fréquentes dans le GBM sont le gain du chromosome 7 avec ou sans
amplification de gene EGFR, la perte du bras court du chromosome 9 avec ou sans délétion

du gene CDKN2A (cycline dépendante kinase N2A) et la perte du chromosome 10.

1.2.2.1. Description des genes

La voie EGFR/RAS/NF1/PTEN/PI3K a pour but de promouvoir la prolifération et d’inhiber
I’apoptose. Les ligands ’EGF, le facteur de croissance de transformation o (en anglais
transforming growth factor TGFa), le facteur de croissance dérivé des plaquettes (en anglais
platelet derived growth factor PDGF) se fixent sur leurs récepteurs membranaires EGFR et le
récepteur du PDGF le PDGFR, activant la phosphatidil-inositol-3 kinase (PI3K) ou RAS.
PI3K active AKT puis mTOR. Le consortium TCGA a mis en évidence des altérations de
RAS dans 18% des GBM, PTEN dans 36%, PI3KR dans 15%, EGFR dans 45%, ERBB2 dans

8%, PDGFRA dans 13%, MET dans 4%, AKT dans 2 %.
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La voie TP53/MDM2/MDM4/p14 est également altérée dans 87% des GBM. Le gene TP53
code pour une protéine (protéine 53 P53) qui controle le cycle cellulaire : elle induit
I’apoptose en cas de dépassement du systeme de réparation et en induisant la transcription du
gene P21 qui bloque le passage de la phase G1 a S du cycle. L’expression de P53 est
contrdlée par I’E3 ubiquitine ligase appelée MDM2 qui la dégrade, si p14**"/CDKN2A n’est
pas activée. Le TCGA a mis en évidence des mutations ou délétions homozygotes de TP53
dans 35% des GBM, surtout secondaires, une mutation de CDKNZA/p14ARF dans 49% des

GBM, une amplification de MDM?2 dans 14% des GBM.

La voie p16INK4“/CDK4RB1 est altérée dans 78 % des GBM. Le complexe cycline
dépendante kinase 4 CDK4-cycline D libere le facteur de transcription E2F en phosphorylant
le gene du rétinoblastome 1 (RB/). La protéine p16INK4“ inhibe ce complexe, controdlant le
cycle cellulaire et notamment le passage G1/S. Il a été retrouvé une délétion homozygote ou
une mutation de CDKN2A/p16™*** dans 52% des GBM, une délétion homozygote ou une
mutation de RBI dans 11% ou une méthylation de son promoteur dans 11% des GBM de

novo et 43% des GBM secondaires.

Dans les GBM a composante oligodendrogliale (GBMO), on retrouve ces anomalies mais
aussi dans une majorité des cas celles associées au contingent oligodendroglial : une perte de
I’hétérozygotie du chromosome 1p et/ou celle du chromosome 19q (96;148-150) . Seule la

vraie codélétion 1p-19q semble associée a un meilleur pronostic dans les GBMO (151).

Les GBM secondaires sont souvent désormais décrits comme des « GBM IDH muté ». En
effet, une mutation du gene de l'isocitrate déshydrogénase (IDH) est retrouvée quasiment
exclusivement dans les GBM secondaires et non de novo (152;153). La mutation plus

fréquente, R132H touche le gene IDH] et représente 93% des mutations, elle peut tre mise
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en évidence par IHC ou par séquencage (154). L’analyse moléculaire n’est actuellement
nécessaire qu’en absence de fixation par ’anticorps en IHC (155), qui détecte 100% des
mutations R132H, et pour rechercher les autres mutations d’/DH1 et les mutations d’/DH?2.
Les genes IDHI et IDH2 codent normalement pour les isocitrates déshydrogénases 1 et 2, qui
catalysent la carboxylation oxydative de I’isocitrate en o—kétoglutarate en induisant du
nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) dans le cytosol ou la mitochondrie
(cycle de Krebs). La mutation de ces genes induit non seulement une production de
I’oncométabolite 2-hydroxyglutarate (2HG) qui est un inhibiteur compétitif des réactions
cellulaires a-kétoglutarate dépendantes, mais également une dysrégulation du facteur induit
par I’hypoxie-1la (en anglais hypoxia-inducible factor HIF-1a) (156;157). Les mutations des
genes IDH joueraient ainsi un role important dans la tumorigenese bien que les mécanismes
utilisés ne sont pas encore clairement €lucidés : le 2HG inhiberait la déméthylation des
histones qui serait suffisante pour bloquer la différenciation des cellules non transformées et

eétre a I’origine du phénotype méthylateur GCIMP (158-160).

Ces données de gliomagenese amenent I’hypothese que les GBM dériveraient d’une
transformation néoplasique de précurseurs gliaux ou de cellules souches (102). Les GBM
secondaires dériveraient d’une transformation maligne d’un précurseur glial commun aux
astrocytes et oligodendrocytes suite a une mutation d’/DH1. Les marqueurs cellulaires de ces
précurseurs varient dans les études, avec des expressions possibles du ganglioside A2BS5, de la
protéine chondroitine sulfate protéoglycane NG2, la protéine d’adhésion cellulaire neurale (en
anglais neural cell adhesion molecule NCAM) et le récepteur a du PDGF (161). Les GBM de
novo dériveraient des cellules souches neurales. Par définition, les cellules souches ont les
capacités non seulement de proliférer et de se différencier mais aussi de s’autorenouveler et

d’initier des tumeurs (162). Nous développerons ce sujet dans un prochain paragraphe.
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Les gliomes pourraient ainsi etre considérés comme issus de ces cellules dites « précurseurs
gliaux », qui se différencient secondairement selon les altérations génétiques en morphologies
cellulaires différentes (astrocytaire et/ou oligodendrogliale) et en stades différents (bas grade,

anaplasique ou grade IV) (Cf. Figure 4).

Glial progenitor cells Gilial progenitor cells

+

Precursor cells with a IDH7 mutation (>80%)
l TP53 mutation (>65%) l Loss 1p/19q (>75%)
o
“ <
LOH 10g (>70%)
EGFR amplification (~40%) l MR l
TP53 mutation (~30%) - tic A
PTEN mutation (~30%) aplas naplastic
NF1 alteration {~20%) astrocytoma oligodendroglioma
MDM2Z amplification (~15%)
MDM4 amplification (7%)
¥ IDHT mutation (<5%) l T )

Primary (08 novo) Secondary
ghoblastoma ghoblastoms

Figure 4 : schéma de gliomagenese d’apres Ohgaki et al, 2009 (163).

Les gliomes ont différentes altérations génétiques en fonction du type cellulaire et du grade,
permettant notamment de distinguer les GBM secondaires et primaires. Les altérations
génétiques les plus fréquemment retrouvées dans le GBM sont la perte d’hétérozygotie 10q,
I’amplification de I’EGFR, la mutation de TP53, la mutation de PTEN, I’altération de NF1,
I’amplification de MDM?2 et MDM4 et plus rarement la mutation d’IDH]1.

Les profils d’expression géniques rapportés dans la littérature ont permis de distinguer des
sous-groupes de GBM : proneuraux, mésenchymateux, proliférants selon Phillips et al. (164),
ou proneuraux, mésenchymateux, classiques et neuraux selon Verhaak et al. (147). Les deux
groupes semblant les plus robustes sont donc les proneuraux et les mésenchymateux (165).

Le sous-groupe de GBM dit mésenchymateux est de moins bon pronostic, incluant une
majorité de GBM avec nécrose. Les anomalies moléculaires intéressent les genes CHI3LI,

CD44 et VEGF.
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Le sous-groupe de GBM dit proneural comporte une fréquence élevée de GBM secondaires,
de GBM avec composante oligodendrogliale et de sujets jeunes lors du diagnostic. Du point
de vue moléculaire, il présente un taux €levé de mutations du gene IDHI, des altérations du
gene PDGFRA et de mutations du gene TP53. La survie des patients appartenant a ce sous-

groupe est plus longue que celle des autres sous-groupes (147;164).

1.2.2.2. Intéret dans la prise en charge des patients

En neuro-oncologie, ces données d’analyses génomiques et transcriptomiques sont
actuellement utilisées comme une aide diagnostique, pronostique et prédictive de réponse aux

traitements.

Du point de vue diagnostique, ces classifications biologiques semblent meilleures que le grade
histologique par leur reproductibilité, leur robustesse indépendante des anatomopathologistes
et leur corrélation avec la survie (166;167). Le diagnostic de gliome peut etre aussi facilité par
les analyses transcriptomiques, qui ont permis de distinguer les gliomes de bas et de hauts
grades (147;164;168), les anaplasiques des GBM (169) selon les genes différentiellement
exprimés, pour pouvoir proposer le traitement le plus optimal aux patients. Dans notre équipe,
Marie de Tayrac et Marc Aubry ont effectué une méta-analyse de données de puces de 3 jeux
de données concernant 267 patients ayant un gliome de haut grade, dont 144 avec des données
de survie. Ils ont établi un modele de risque basé sur 1’expression pondérée de 4 genes
(CHAFIB, PDLIM4, EDNRB, et HIURP), qui a été validé sur deux cohortes locales de 59 et
194 patients (169). Elle permet de séparer les gliomes de haut grade selon la survie globale
(hazard ratio= 0.46; avec un intervalle de confiance a 95 % entre 0.26 a 0.81; p=0.007). Cette
signature est plus robuste que I’histologie pour séparer les gliomes de haut grade

indépendamment du statut de MGMT et IDH.
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Du point de vue pronostique, nous avons déja souligné le caractere pronostique des mutations
d’IDH1,2 dans les GBM. Aucun autre biomarqueur ne s’est avéré pronostique de maniere
robuste pour [I'instant (147;164). Néanmoins, la classification basée sur les profils
transcriptomiques (proneuraux, mésenchymateux, autres) est associée a un impact pronostique

mais qui est en partie li€¢ a la présence des mutations IDH1.

Du point prédictif de réponse au traitement, seul le statut de méthylation du promoteur de
MGMT a été confirmé vis-a-vis de la réponse au témozolomide. L’absence de méthylation de
MGMT est un facteur reconnu de résistance au témozolomide (92;170). Les anomalies de
I’ADN sont reconnues par un systtme de reconnaissance et de réparation des
mésappariements de I’ADN dit mismatch repair (MMR). La protéine de réparation MGMT
enleve le groupe méthyl en position 6 de la guanine comme son nom I’indique. L’action du
témozolomide est donc contrecarrée par la MGMT, conférant une résistance (Cf. Figure 5).
En absence de protéine MGMT, les anomalies de I’ADN induites par le t¢émozolomide ne sont
pas réparées, les cellules entrent en apoptose. Inversement, en absence de méthylation du
promoteur du gene de la MGMT, la MGMT est transcrite et les cellules sont alors résistantes

au témozolomide avec un impact négatif sur la survie.

ARTICLE N°2 (171)

Intérét de la MGMT dans les gliomes.

Quillien V, Vauléon E, Saikali S, Lesimple T, Hamlat A, Etcheverry A, Mosser J.
Bull Cancer. 2011 Mar ; 98 (3) : 291-303.
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Figure S : mode d’action de la MGMT.

Le systeme mismatch repair (MMR) reconnait les mésappariements de I’ADN créés entre
autres par le témozolomide et la MGMT enleve le groupe méthyl en position 6 guanine. Si le
MMR est fonctionnel (+) et la MGMT inhibée par la méthylation de son promoteur, le
témozolomide est efficace : la cellule entre en apoptose.

Les essais thérapeutiques analysent actuellement les résultats en stratifiant les patients sur le
statut fonctionnel ou pas de la MGMT, voire sélectionnent les patients selon ce statut. La
détermination du statut fonctionnel de la MGMT peut etre effectuée par plusieurs méthodes :
la mise en évidence ou non de la protéine par IHC, I’expression ou non de I’ARN messager et
la méthylation ou non du promoteur par techniques de biologie moléculaire... Une étude
francaise, nommée ECOM, actuellement close aux inclusions, a comparé les qualités
techniques et I’intérét clinique de 5 de ces méthodes (MS-PCR, MethyLight, pyroséquencage,
MS-HRM, THC), pour déterminer la meilleure d’entre elles puis standardiser la procédure de
diagnostic de biologie moléculaire (172) (NCTO01345370). Cette étude montre que le
pyroséquencage, en permettant la mesure quantitative et absolue du niveau de méthylation du
promoteur, est la méthode testée la plus reproductible et la plus sensible. De ce fait, elle

permet une bonne prédiction de la survie.
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Ceci permettra dans 1’avenir d’adapter la prise en charge en fonction du statut du promoteur
de MGMT. Cependant, aucune alternative thérapeutique au protocole classique n’est

actuellement validée en adjuvant en premiere ligne.

L’importance de ce statut et de sa valeur prédictive de réponse au témozolomide a cependant
été démontrée dans le GBM du sujet agé dans deux essais de phase III randomisée (NORDIC
et NOAOS). Dans I’essai NOA-08 (91), si le promoteur est méthylé, la médiane de survie sans
événement est de 8,4 mois en cas de chimiothérapie par témozolomide versus 4,6 mois en cas
de radiothérapie. Aucune différence n’est retrouvée dans le groupe traité par radiothérapie
quel que soit le statut de MGMT. Ces résultats incitent a rechercher le statut MGMT chez le
sujet agé pour proposer du témozolomide en cas de méthylation ou de la radiothérapie en cas

d’absence de méthylation ou si le statut ne peut etre déterminé.

Dans notre équipe, Amandine Etcheverry a étudié les variations du méthylome de patients
atteints de GBM. Elle a mis en évidence des variations épigénétiques a valeur pronostique. Le
niveau de méthylation des promoteurs de 4 genes: FNDC3B, TBX3, DGKI, et FSD1 refleterait
la résistance du GBM au traitement standard de radio-chimiothérapie concomitante et

adjuvante selon le protocole Stupp (173).

Ces données génomiques et transcriptomiques seront probablement une aide essentielle au

design des futurs essais cliniques.
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1.2.3. Genes immuns

1.2.3.1. Généralités sur GBM et immunité

1.2.3.1.1. Preuve de la fonctionnalité du systeme immun dans le GBM
Etant donné le lien entre des antécédents d’infections virales, d’allergies et 1’incidence des

gliomes, le systtme immun pourrait intervenir dans la gliomagenese.

Longtemps, le systeme nerveux central (SNC) a été considéré comme un organe immuno-
privilégié (174). En effet, la BHE a été décrite comme une barriere anatomique et
physiologique, le protégeant de la circulation périphérique (175) et aucune structure
lymphatique n’avait été mise en évidence (174;176;177). De plus, aucun lymphocytes T (LT)
quiescent n’a été retrouvé dans le cortex cérébral lors d’une série d’autopsies (178). Enfin, la

greffe tumorale est plus facile dans le cerveau que dans les autres organes (179-182).

Cependant, plusieurs données réfutent ce dogme. Premierement, il a été montré dans des
modeles animaux la possibilité d’induire une réaction immunitaire spécifiquement dirigée
contre des déterminants antigéniques tumoraux. Les cellules dendritiques pulsées avec un
antigene, injectées en intra-cérébral, quittent le parenchyme cérébral en migrant le long de la
capsule externe pour se rendre au niveau des ganglions cervicaux ou va étre initiée la réponse
immunitaire spécifique (183). Les lymphocytes spécifiques qui proliferent dans les ganglions
drainants ont un phénotype particulier qui leur procure un tropisme vers le cerveau. Ce
phénomene, connu sous le nom «d’imprinting » en anglais ne serait cependant pas dii a
I’environnement ganglionnaire. Dans le modele d’implantation tumorale cérébrale décrit par
Calzascia et al., des cellules présentatrices d’antigenes (CPA) interviennent dans ce
phénotype particulier (184). Deuxiemement, une activité immune phagocytaire est présente

avec la microglie, les macrophages infiltrant la tumeur (tumour-associated macrophage en
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anglais TAM) (185). La microglie peut représenter jusqu’a un tiers des cellules d’'un GBM
(186). Les macrophages associés aux tumeurs peuvent également induire une
immunosuppression (187). De plus, il existe dans le sang circulant des patients des
lymphocytes spécifiques de déterminants antigéniques du GBM. Ceci a été montré in vitro
pour 5 patients ayant un GBM pour lesquels il a été possible d’obtenir une activation de
lymphocytes CD8+ en réponse a la lignée de GBMU118. Ces lymphocytes avaient été activés
contre des antigenes communs a la lignée tumorale et la tumeur autologue (188). Enfin, la
présence de lymphocytes infiltrants la tumeur (tumour infiltrating lymphocyte en anglais TIL)

a été retrouvée chez des patients longs survivants (189-192).

1.2.3.1.2. L’immunothérapie : une thérapie envisageable pour le GBM ?

La plupart des essais thérapeutiques d’immunothérapie dans les gliomes malins n’ont pas
pour le moment permis d’obtenir de bénéfice clinique pour la majorité des patients. Nous
avons rapporté dans une revue de la littérature les essais thérapeutiques d’immunothérapie
utilisant des lymphocytes tueurs activés (lymphocyte-activated killer en anglais LAK), LT
cytotoxiques, TIL, cellules tumorales autologues et cellules dendritiques dans les gliomes de
haut grade publiés durant les 25 dernieres années (193). Nous avons discuté 1’efficacité et les
limites de ces différents essais de phases I/II. Cette approche prometteuse d’immunothérapie
pourrait etre plus efficiente en cas de meilleure caractérisation de la cible et des agents
d’immunomodulation impliqués.

ARTICLE N°3: (193)

Overview of cellular immunotherapy for patients with glioblastoma.

Vauleon E, Avril T, Collet B, Mosser J, Quillien V.
Clin Dev Immunol. 2010 ; 2010. pii : 689171.
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Savoir que les cellules immunes peuvent etre soit une cible potentielle soit des effecteurs de
I’immunothérapie et de I’immunomodulation a permis de nombreuses avancées
thérapeutiques récentes. Hsu a rapporté le premier essai de vaccination avec des cellules
dendritiques dans le lymphome B folliculaire (194) et Yu le premier essai dans les gliomes
malins (195). Récemment, dans le cancer de la prostate métastatique résistant a la castration,

le spilucel-T a obtenu son autorisation de mise sur le marché aux Etats-Unis (196).

De plus, 'immunomodulation est actuellement une voie thérapeutique innovante notamment
dans la prise en charge du mélanome localement avancé et métastatique. En effet, les deux
essais de phase III publiés en 2011 utilisant I’ipilimumab, anticorps anti-CTLA4, ont permis
d’obtenir une différence de survie globale (197;198). Cet anticorps associé a une
chimiothérapie standard permet de reverser la tolérance immune des cellules mélanomateuses.
La tolérance est correcte avec uniquement des effets secondaires auto-immuns avec une prise
en charge maintenant codifiée. Aucune autre thérapeutique anticancéreuse n’avait pu obtenir
ce résultat significatif de différence de survie depuis plus de 15 ans dans la prise en charge du

mélanome métastatique.

Les propriétés qu’ont les tumeurs de se soustraire au systtme immun a d’ailleurs été ajouté

dans les « hallmarks of cancer : the next generation » mis a jour en mars 2011 par Hanahan et

Weinberg (199) (Cf. Figure 6).
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Figure 6 : ‘“‘Hallmarks of cancer : the next generation”(199).

Ce schéma représente la mise a jour de ’ensemble des propriétés des cellules cancéreuses et des
principales thérapies ciblées correspondantes. Les cellules cancéreuses étaient caractérisées par 6
fonctions : I'indépendance vis a vis des facteurs inhibiteurs de croissance, 1’activation de 1’invasion et
des métastases, I'immortalité, I’induction de I’angiogenese, la résistance a la mort cellulaire et la
prolifération (hanahan 2000). De nouvelles cibles thérapeutiques potentielles et ’exemple le plus
connu de la biothérapie correspondante ont été ajoutés avec notamment I’ utilisation d’inhibiteur de
cycline dépendante kinase, de 1’activation de la réponse immune via un anticorps anti-CTLA4, de
I’utilisation d’inhibiteur de télomérase, de drogue anti-inflammatoire, d’inhibiteur de c-MET et HGF,
d’inhibiteur de proapoptotique BH3, d’inhibiteur de la glycolyse aérobique, d’inhibiteur de VEGEF,
d’inhibiteur de PARP, et d’inhibiteur d’EGFR par exemple.

L’immunothérapie et I'immunomodulation sont ainsi toujours en cours de développement en
cancérologie, avec des résultats récents prometteurs. A ’ASCO en 2012, I’anticorps anti-PD-
1 (programmed-death 1 en anglais) a été étudié en phase I dans de multiples localisations
néoplasiques. Cette thérapie ciblant 2 nouveau un gene d’immunomodulation semble
prometteuse. De plus, aucune réponse n’a été obtenue chez les patients dont la tumeur
n’exprimait pas le ligand PD-L1 en IHC. Donc, non seulement 1’anticorps anti-PD-1 induit un

bénéfice clinique mais il existe également un facteur prédictif de réponse (200).
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En neuro-oncologie, I’ipilimumab a permis 1’obtention de réponses au niveau des métastases
cérébrales de mélanomes et I’anticorps anti-PD-1 dans quelques cas de GBM en phase 1. De

prochains essais vont probablement étudier ces thérapeutiques dans les gliomes de haut grade.

Nous nous sommes donc intéressés aux genes immuns pour connaitre les plus impliqués dans

la gliomagenese et les plus liés a la survie des patients.

1.2.3.2. Genes immuns

De récentes études transcriptomiques ont rapporté des signatures immunes dans les profils

d’expression des genes dans les gliomes (166;201-203) et dans le GBM (204-209).

Nous avons rapporté les différentes études sous forme d’un tableau avec le nombre, le type
d’échantillons analysés et les genes retrouvés, dont I’impact pronostique est indiqué dans la

derniere colonne quand il existe (Cf. Tableau 2).

Les genes immuns retrouvés dans les différentes études sont rapportés par certains auteurs
comme appartenant a des signatures immunes différentes : des signatures générales de type
réponse Immune (147;166;190;201-203;205;209-211), signature cytokinique
(147;166;201;212-217), présentation via les molécules du complexe majeur
d’histocompatibilit¢ (CMH) de type II (201;203;214), ou des signatures cellulaires plus
précises de type macrophagique-microgliale (190;201;206;208;209;211), lymphocytaire
(203;206;212;217)  plus  spécifiquement T  (147;190;202-204;210;217;218), B

(147;201;203;204;213;217), granulocytaire (147;202;203;217) ou NK (201;210;217).
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Nous allons nous attarder dans ce paragraphe sur les genes immuns impliqués dans les
gliomes de haut grade les plus rapportés dans la littérature c'est-a-dire par ordre décroissant
IGFBP2, SERPINI/NEXIN, CDI14, IFI30, CD44.

Le gene IGFBP2, codant pour la protéine 2 de liaison du facteur de croissance apparenté a
I’insuline (insulin-like growth factor-binding protein 2 en anglais) (229), a été rapporté dans 9
études (165;203;209;220-222;225). Les autres genes de la méme famille ont été également
retrouvé dans 3 études pour IGFBP3 (217;219;223), dans 2 études pour IGFBP6 (165;219) et
dans une seule étude pour IGFBP5 (219). IGFBP2 est un gene qui est surexprimé dans les
cancers de la prostate (230), ovarien (231), mammaire (232), colique (233) et dans 80 % des
GBM et 20% des gliomes anaplasiques (234) entre autres. Il est fortement exprimé dans les
cellules astrogliales feetales puis son expression dans I’astroglie diminue apres la naissance
suggérant que la progression des gliomes est due a une dédifférenciation ou un blocage de
différenciation (234;235). Ce gene est surexprimé dans les gliomes de haut grade notamment
dans les GBM (168;203;209;219-221;225) par rapport aux gliomes de bas grade et
anaplasiques. Le taux sérique d’IGFBP2 est corrélé au grade des gliomes dans une étude
(236), il est plus élevé en préopératoire chez les patients ayant un gliome de haut grade sans
effet de I’age, du sexe, de I'indice KPS préopératoire dans une autre (237). Il est corrélé a la
SSP des patients pris en charge pour un GBM dans cette étude (237) et la surexpression du
gene est corrélée a une survie péjorative dans 4 autres études (203;225;238;239). MacDonald
et al. ont montré notamment que le sous-groupe de GBM n’exprimant ni IGFBP2 ni IQGAP1
avait une survie plus longue de plus de 3 ans (239). Hsieh et al. ont montré que la
surexpression d’IGFBP2 est présente dans les cellules souches gliales, son inhibition est
responsable de la diminution de résistance aux traitements de ces cellules souches gliales in

vitro (238).
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La premiere fonction décrite est celle de se lier au facteur de croissance de I’insuline (insulin
growth factor en anglais IGF 1 et 2) par son motif spécifique (IGF-binding en anglais) et
d’inhiber la croissance cellulaire (240) en séquestrant IGF 2 et empéchant ainsi son
interaction avec son récepteur. Cependant de récentes études ont montré que I'IGFBP2 a pour
fonction de favoriser la croissance cellulaire et la tumorigénicité de certains cancers
(241;242). IGFBP2 est impliqué dans la croissance cellulaire via la voie de signalisation
AKT/PI3K (243;244). Mehrain-Shai et al. ont montré que l’expression d’IGFBP2 est
négativement régulée par PTEN (244). In vitro, p16 ™* inhibe la fonction oncogénique
d’IGFBP2 dans des lignées de gliomes ainsi que dans 90 lignées de cancers. En cas de

délétion de p16™%*

, il semblerait intéressant d’inhiber 1’expression d’ IGFBP2 comme dans le
modele murin décrit par Moore et al. (245). Non seulement IGFBP2 active la voie AKT mais
il collabore avec K-Ras ou PDGFB dans le développement astrocytaire et oligodendroglial
respectivement et dans la progression tumorale de ces deux types de gliomes (243).

Il intervient également dans 1’invasion cellulaire via des interactions avec les métalloprotéases
notamment MMP-2 (matrix métalloprotease 2 en anglais MMP-2) (246), les intégrines a5 in
vitro (247;248), B1 (249), les kinases liées aux intégrines (intégrin-linked kinase en anglais
ILK) (248;250;251). Notamment Rorive et al. ont montré que MMP-9 protéolyse le complexe
formé par IGFBP2-IGF 2 in vitro libérant I'IGF 2, favorisant ainsi non seulement la
croissance des cellules astrocytaires LN229 mais également leur motilité (252).

Du point de vue immun, les cellules microgliales macrophagique CD68+ infiltrant la tumeur
expriment IGFBP2 dans le modele de rat C6 GBM (253). Ce gene est un facteur de croissance
qui favorise également la prolifération des cellules mononuclées du sang périphérique et leur
activation par I’anticorps anti-CD3 (254). IGFBP2 est immunogene dans le cancer du sein :

des anticorps IgG spécifiques d’IGFBP2 sont détectés dans le sang de patientes traitées pour

un cancer du sein comparativement aux témoins (255). La majorité des peptides d’IGFBP2
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présentés par des molécules de classe II sont reconnus par des cellules T humaines. Dans un
modele de souris, la vaccination a base de 3 peptides d’IGFBP2, épitopes humains
immunogenes chez la souris, inhibe la croissance cellulaire de 50% par rapport aux controles
(255). Dans le GBM, Dutoit et al. ont recherché des antigenes spécifiques des GBM en
étudiant 1’élution des peptides liés aux molécules du CMH de classe I, a partir de 32 tumeurs
de GBM HLA-AO02. Plus de 3000 peptides restreints HLA-A2 ont ainsi ét€ mis en évidence,
dont 309 dérivés de genes surexprimés dans les GBM par rapport au cerveau normal. Parmi
ces 309 peptides, les auteurs en ont retenu 35 impliqués dans des voies de signalisations
oncogéniques de prolifération et d’invasion, dont 10 sont immunogenes, notamment un gene
de cette grande famille : /IGF2BP3 (256). Le vaccin IMA-950, comportant ces 10 peptides
immunogenes, est actuellement étudié en phase I/II aux Etats-Unis (NCT01403285). Une
étude a rapporté que ce gene IGF2BP3, qui module également le taux de la protéine IGF 2,

peut étre considéré comme un marqueur de prolifération et d’invasion dans le GBM (257).

La famille des genes appelés SERPIN ou inhibiteurs de sérine protéase a été retrouvée dans
de nombreuses études dans le GBM (153;164;165;168;203;207;209;216;217;219;222). Ces
genes sont connus pour intervenir dans les processus biologiques tels que la coagulation,
’apoptose et I’inflammation (258;259).

SERPINE 1 ou I’inhibiteur de I’activateur du plasminogene (plasminogen activator inhibitor 1
en anglais PAI-1) correspond comme son nom I’'indique a un médiateur important de la
coagulation grace a I’inhibition de I’urokinase activatrice du plasminogene (urokinase-type
plasminogen activator en anglais uPA) et I’activateur tissulaire du plasminogene (tissue-type
plasminogene activator en anglais tPA). Il intervient dans la migration et 1’invasion cellulaire
au niveau tumoral. En effet, PAI-1 bloque les interactions entre les intégrines et le récepteur
d’uPA, induisant la dégradation de la matrice extracellulaire, qui libere des facteurs de

croissance et des facteurs angiogéniques (260-262).
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SERPINB3 ou SCCA1 a été également étudié en oncologie. Il est rapporté comme un facteur
pronostique indépendant dans une série rétrospective de 296 patientes traitées par
anthracycline plus ou moins docétaxel en séquentiel pour un cancer du sein. La positivité de
SERPINB3 en THC est associée a une survie plus courte des patientes si elles ont été traitées
par anthracycline seule par rapport a celles traitées par anthracycline et docétaxel ou
SERPINB3 négative (263). Une expression forte de la protéine SERPINB3 a été également
rapportée dans le cancer de 1’ovaire résistant au platine (264), et elle est associée a une SSP
plus courte. Dans les cancers bronchopulmonaires non a petites cellules traités par des
chimiothérapies a base de platine, I’expression de SERPINB3 est corrélée négativement a la
réponse clinique (265).

Dans le GBM, les genes de la famille des SERPIN semblent surexprimés dans la plupart des
études a I’exception de 2 études ou le (s) gene (s) Nexin (168), SERPIN et SERTPINH?2 (222)
sont retrouvés sous-exprimés dans les GBM. Les genes les plus fréquemment rapportés sont
Nexin ou PAI-1 ou SERPINE] dans 6 études (164;165;168;203;209;219), SERPING] dans 3
études (164;165;207) dont une met en évidence un impact pronostique positif (207). Un taux
sérique de SERPIN/NEXIN/PAI-1 est plus élevé chez les patients ayant un gliome de haut
grade par rapport a ceux ayant un gliome de bas grade; un taux bas chez un patient ayant un
haut grade est associé a une survie plus longue dans une étude (266). Une concentration
élevée de SERPIN a été également mise en évidence dans les cellules de GBM résistantes au
cisplatine in vitro (267). L’expression a été rapportée comme plus élevée dans les GBM que
dans les autres grades dans 2 autres études (216;268) et elle serait également associée a la
survie dans une autre (269). En IHC, la localisation de PAI-1 est proche des vaisseaux et des
zones nécrotiques palissadique (269;270) et stimulerait I’expression de VEGF in vitro (271).
Dans le GBM, il a été€ mis en évidence que I’expression de SERPINEI est régulée par TGFf

(272), notamment au niveau du promoteur du gene SERPINE] (273;274). Les cytokines telles
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que le facteur de nécrose tumorale o (tumor necrosis factor o en anglais TNFa) et TGFp, qui
sont également rapportés différentiellement exprimés dans le GBM, favorisent 1’induction de
I’expression de PAI-1 dans les astrocytes (275;276). Les chimiokines telles que CXCL12
seule ou avec TNFa et TGFp, augmentent également I’expression de PAI-1 dans les
astrocytes exprimant la chimiokine de type C-X-C 4 (CXCR4+) via la voie ERK ou MAPK
(277). La voie de signalisation CXCLI12/CXCR4 intervient ainsi dans l’invasion et
I’angiogenese tumorale des gliomes via I’expression de PAI-1 (277).

Du point de vue immun, de récentes études ont montré I’implication des SERPIN dans le
systeme immun (278;279). En effet, des altérations des SERPIN notamment SERPINB3 ont
été rapportées chez les patients présentant des maladies auto-immunes (278;279). Récemment
un modele murin déficient en SERPINB1 a montré une susceptibilité plus élevée d’infections
suite a la mort cellulaire programmée de neutrophiles matures (278). Le gene SERPINGI,
surexprimé dans le GBM, code pour une protéine C1 inhibiteur esterase, qui peut intervenir

dans la réponse immune innée et notamment dans la prévention du sepsis (280).

CDI4 est le 3*™ gene immun le plus fréquemment rapporté dans le glioblastome dans la
littérature (147;165;203;208;209;214;217). D’autres genes exprimés par les monocytes et les
macrophages sont également fréquemment rapportés dans la littérature, comme par exemple
les clusters de différenciation CD163 et CD68 rapportés dans 4 (165;208;209;222) et 3 études
(190;206;222). CD14 code pour deux protéines, une forme soluble secrétée par les monocytes
et les hépatocytes et une forme ancrée dans la membrane (281;282). CD14 est exprimé
principalement par les macrophages, et moins fréquemment par les neutrophiles et les cellules
dendritiques (281;283). La protéine CD14 intervient dans I'immunité innée, elle forme un
complexe avec les récepteurs de type toll 4 (Toll-like receptor en anglais TLR4) et le co-

récepteur membranaire MD2 (284;285) pour détecter notamment le liposaccharide bactérien
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(LPS). Le CD14 est également capable de favoriser la formation du complexe tertiaire TLR1-
TLR2-Pam3-CSK4 en réponse aux infections microbiennes (286). Le dosage sérique du
CD14 soluble a été étudié dans une cohorte de 1079 patients ayant un gliome et 736
volontaires sains. Le gliome est associé a un taux élevé de CD14 soluble (OR=3,94 (95% CI :
2,98-5,21)) notamment chez les patients ayant un GBM (54). Le CD14 est capable d’inhiber
I’activation et la prolifération lymphocytaire T, dans un systeme in vitro de stimulation, via
une interaction directe avec les lymphocytes ou via une inhibition de production d’IL2. Le
CD14 soluble peut également entrainer une diminution de production d’interféron y (IFNy) et
d’interleukine 4 (IL4) (58). CD14 soluble peut par ailleurs réprimer le développement des
lymphocytes B et réduire la production d’IgE. De récentes études dans le cancer ovarien et
pancréatique montre que les anticorps IgE peuvent avoir une activité antitumorale par
cytotoxicité dépendante des anticorps (antibody-dependent cellular cytotoxicity en anglais
ADCC) (287;288).

Les TLR sont exprimés entre autres a la surface des macrophages et des cellules dendritiques
et ils ont comme principale fonction la reconnaissance des éléments pathogenes et I’activation
de I'immunité. Récemment, I’'implication de la famille des TLR a été décrite dans la
progression tumorale et la résistance a la chimiothérapie (289). Dans les gliomes, le gene
codant TLR2 est trouvé différentiellement exprimé dans 4 études (147;190;202;206), TLR1
dans 3 études (202;208), TLR7 dans 3 études (190;204;217), TLR8 dans 2 études (190;208),
et TLR3, 5 et 6 dans une étude (190). Dans le GBM, un niveau plus élevé de TLR4 a été
rapporté versus le tissu cérébral normal (290). Le TNFa augmente 1’expression de TLR4 dans
les cellules gliales et active in vitro deux voies de signalisation via I’axe TLR4-AKT et HIF-
la et via I’axe TLR4-NF«B (290). Dans un modele murin de xénogreffe de GBM, I’injection
de LPS permet une réduction tumorale. Cette injection induit une infiltration premiere de

neutrophiles puis de macrophages, sans expression de TLR4 et CD14 au niveau des cellules
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de GBM. L’effet antitumoral du LPS, via TLR4 serait médié non pas par les cellules
gliomateuses mais par la microglie et d’autres cellules inflammatoires (291).

Le TLR9 est exprimé au niveau des cellules macrophagiques, microgliales au niveau du GBM
(292). Les oligonucléotides riches en CpG (CpG-ODN) induisent la sous-expression de TLR9
et I’apoptose des cellules de GBM in vitro et in vivo. La stimulation par des CpG favorise la
présentation des antigenes par la microglie, la réponse immune T CD8+ et diminue le nombre
de lymphocytes T régulateurs (LTreg) (293). Une phase II a étudié Defficacité de
I’administration de CpG-ODN (CpG-28) localement chez 34 patients présentant un GBM
récidivant (294). L’administration de CpG-28 est bien tolérée et la SSP a 6 mois est de 19%,
avec 8 patients vivants 1 an apres I’inclusion et 5 a 2 ans. Une infiltration importante du GBM
par les cellules immunes avec une expression forte de TLR9 pourrait étre un moyen de

sélectionner des patients qui bénéficieraient le plus de cette approche thérapeutique.

Les genes codant pour I'IFN ou régulés par I'IFN sont également différentiellement exprimés
dans le GBM : notamment /FI30 dans 6 études (147;165;203;209;214;225), AIFI dans 3
études (190;201;206), IFITM3 (203;217), IFNG (210;217), MX1 (201;227) dans 2 études,
IFN9-27 (212), IFI44 (227), IF1116 (222), IFITM1 (217), IFIT3 (227), IFNGRI1 (217), IFNA
(217), IFNAR2 (217) dans une étude. La famille des IFN est constituée de polypeptides
sécrétés, qui sont classés chez I’homme en 3 groupes : IFN de type I (IFN o/B) qui se lie au
récepteur d’IFNa (IFNAR) et dont la fonction principale est la défense de 1’organisme contre
les virus ; IFN de type II (IFNy), produit par les cellules immunes, qui se lie aux récepteurs
d’IFNy (IFNGR) et dont la fonction principale est I’activation et la modulation de la réponse
immune innée et acquise ; IFN de type III (IFNA ou IL28 et IL29), qui ont des activités

antivirales et antiprolifératives (295;296).
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L’IFN active également la voie de signalisation du signal de transduction et d’activation de
transcription 1 (STAT1) qui inhibe la prolifération et favorise 1’apoptose (297-299), mais une
activation constitutive de cette voie dans les cellules cancéreuses stimule la croissance
cellulaire et la résistance a la radiothérapie et a la chimiothérapie (300-302). Cette signature
IFN/STATI a été étudiée dans le GBM, montrant que les genes IFI44, ISG15, MX1, OAS],
STATI sont associés a la survie dans les GBM proneuraux (227). L’activation constitutive de
cette voie de signalisation pourrait etre une des explications de la résistance aux traitements et

I’absence de bénéfice d’un traitement intensif (147).

Le gene, qui code pour la protéine 30 inductible par I'IFNy ou I’enzyme lysosomale thiol-
réductase inductible par I'IFNy (IFI30 ou GILT) est surexprimé dans le GBM. Dans les
lignées de mélanome, GILT augmente les molécules HLA-DM, qui favorisent I’endocytose
d’antigenes retreints au CMH II et la reconnaissance par les LT CD4+ (303;304). La famille
des genes codant pour des protéines transmembranaires induites par I’IFEN telles que IFITM1,
IFITM3 peut moduler 1’adhésion cellulaire et influencer la différenciation cellulaire dans les

cellules germinales d’'un modele murin (305).

AIFI ou facteur inflammatoire 1 d’allogreffe (appelé également Ibal) est un gene également
induit par 'IFN et exprimé dans les macrophages. Il joue un rdle important dans I’activité
pro-inflammatoire macrophagique (306). Dans les gliomes humains, il a été rapportée une
corrélation entre un grade élevé et une expression forte d’AIF1 en IHC au niveau des cellules
microgliales activées (co-expression AIF1 et HLA-DR, DP, DQ) présentes dans les zones de
croissance tumorale et des macrophages infiltrants (co-expression AIF1 et CD68) présents

dans les zones d’infiltration tumorale importante ainsi qu’en zone périvasculaire (307).
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Le gene CD44 est retrouvé différentiellement exprimé dans 4 études (164;203;206;223). La
protéine CD44 est une glycoprotéine de surface, qui présente de nombreux variants suite a
divers épissages alternatifs. Elle participe avec les cytokines telles que TNFa et IL1P a
I’activation lymphocytaire, la recirculation, le homing et la réponse immunitaire (308). Elle
est impliquée dans les interactions cellules-cellules, cellules-matrice extracellulaire,
I’adhésion cellulaire et la migration. En effet, elle correspond a un récepteur pour 1’acide
hyaluronique, composant crucial de la matrice extracellulaire, et elle peut interagir avec de
nombreux ligands tels que les MMP, le collagene, 1’ostéopontin. Le variant d’épissage v6 de
CD44 interagit avec les MMP et des facteurs de croissance pour induire une invasion
cellulaire et une inhibition de I’apoptose (309-311). Dans un modele de xénogreffe de GBM,
MMP-9 est associé a CD44 a la surface des cellules et MMP-9 est capable de cliver CD44

(312), permettant aux cellules de diffuser et d’infiltrer le tissu cérébral (313;314).

CD44 interagit également avec le récepteur a activité kinase c-Met dont le ligand est le facteur
de croissance hépatocytaire (hepatocyte growth factor en anglais HGF), responsable non
seulement de la migration des cellules musculaires au cours du développement de I’embryon
mais également de la prolifération et de I’invasion cellulaire de cellules adénocarcinomateuses
coliques humaines (315;316). Le gene c-Met est surexprimé ou muté dans de nombreux
cancers. CD44 agit comme promoteur de tumeur dans les cellules de carcinome pancréatique
ou c-Met est surexprimé (317). L’interaction entre CD44 et c-Met permettrait 1’activation de
c-Met (316), grace a la formation d’un complexe tertiaire CD44-c-Met-HGF, dont la partie
cytoplasmique de CD44 est nécessaire pour transmettre le signal du récepteur de c-Met aux

cibles cytoplasmiques.
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Mais d’autres études ont montré a 1I’opposé que la surexpression de CD44 standard ou variant
peut inhiber I’invasion et le potentiel métastatique, comme un suppresseur de tumeur
notamment dans le cancer de la prostate (318;319). Le role suppresseur de tumeur de CD44
semble en partie i€ in vitro a la merline, qui est le produit du geéne de la neurofibromatose de
type 2 (NF2). La protéine merline se lie a CD44 interférant avec la transduction du signal
Ras/PI3K/AKT, induisant I’arrét de la croissance cellulaire (320;321).

CD44 peut également former un complexe avec CD74, qui code la chalne invariante associée
a HLA-DR (322;323) impliquée dans la formation et le transport des protéines du complexe
majeur d’histocompatibilité de classe II (324). Le facteur d’inhibition de la migration
macrophagique (macrophage migration inhibitory factor en anglais MIF) a été identifié
comme le ligand naturel de CD74, favorisant I’activation de cellules immunes telles que les
monocytes/macrophages (325). MIF active les voies AKT et ERK MAPK via un complexe
formé par CD74 et CXCR4 (326-328) et MIF attire les monocytes et les LT via son
interaction avec les récepteurs CXCR4 et CXCR?2 (329;330). RPS19, secrété par les cellules
apoptotiques (331), est capable d’inhiber I’interaction entre MIF, CD74 et CXCR2 a la
surface cellulaire (332). Dans le GBM, I’accumulation de MIF dans les zones nécrotiques et
la surexpression de MIF lors du stress hypoxique pourraient jouer un role dans la
néovascularisation (333). Dans une étude de 36 gliomes de haut grade dont 20 GBM, la
surexpression de MIF est corrélée a un pronostic péjoratif avec une survie sans récidive plus
courte (334). Dans une autre étude, I’expression de MIF est corrélée aux grades et
I’expression de I’ARNm est 800 fois plus élevée dans les 166 gliomes versus les 23 cerveaux
normaux (335). Les lignées de gliomes p53 sauvage ont une expression également plus élevée
que celles mutées. Le blocage de MIF par un ARN interférant augmente la susceptibilité de

lyse cytotoxique médiée par les cellules NK. MIF participerait a la tolérance immune dans les
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gliomes malins via son action sur les cellules NK et CD8+ en sous-exprimant le récepteur

activateur NKG2D (335).

D’autres genes impliqués dans la matrice extracellulaire comme celui de I’inhibiteur de la
MMP-1 (tissue inhibitor of MMP1 en anglais TIMP-1) (164;209;225) ou dans la migration
des cellules leucocytaires tels que CD99 (203;214;223), CD74 (167;201;203;204), CXCR4
(165;217;220), MIF (219) et d’autres genes codant pour des chimiokines sont

différentiellement exprimés dans le GBM.

Potentiellement d’autres genes d’intérét ont été rapportés dans la littérature, cependant il est
difficile de mettre en évidence que 1’action de ces genes dans le GBM est liée principalement

a des fonctions immunes.

1.3. Infiltration cellulaire du GBM

Apres I’étude des genes immuns différentiellement exprimés dans le GBM, nous avons
souhaité étudier les cellules immunitaires impliquées dans le GBM. Apres un rappel des
cellules immunitaires impliquées dans la réponse immune, nous décrirons les cellules
immunes infiltrant le GBM. Puis nous rapporterons les autres cellules du GBM, qui peuvent
moduler les fonctions et/ou le recrutement des cellules immunitaires. Enfin, nous nous

intéresserons a I’environnement immunosuppresseur du GBM.
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1.3.1. Rappel sur les principales populations du systeme

immunitaire

La finalité¢ du systtme immun est d’€éliminer les éléments considérés comme étrangers « non
soi » plus ou moins spécifiquement. La surveillance immune correspond par définition a la
fonction physiologique de destruction des cellules transformées ou néoplasiques par le
systtme immun non compromis (336). L’implication du systtme immun dans la
reconnaissance et I’élimination des cellules cancéreuses a été évoquée pour la premiere fois
au XIXeme siecle par Coley devant la régression spontanée de tumeurs dans un contexte

infectieux (337).

Les cellules immunes impliquées dans la réponse antitumorale ont été¢ étudiées, leurs

interactions sont schématisées ci-dessous (Cf. Figure 7).
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Figure 7 : schéma de la réponse immune antitumorale (innée et acquise) (338).

Les cellules tumorales sont détruites via une réponse innée médiée par les cellules NK et
macrophages, mais également via une réponse immune acquise passant par la présentation des
antigenes par les CPA et la coopération des LB et LT CD4+ et CD8+ amenant la lyse
spécifique par les lymphocytes cytotoxiques.

(CTL : lymphocyte T cytotoxique, CPA : cellule présentatrice d’antigenes, NK : cellule natural killer,
CMH : complexe majeur d’histocompatibilité, TCR : récepteur cellulaire du lymphocyte T).
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La réponse immunitaire dite innée élimine les agents pathogenes sans reconnaissance
spécifique. Elle correspond au premier rempart de défense de I’organisme vis-a-vis des
cellules cancéreuses notamment. Elle implique les cellules tueuses (natural killer en anglais
NK), les lymphocytes NKT (capables de sécréter I’'IL2 et ’'IFNy, qui interagissent avec les
cellules NK et les LT CD8+), les lymphocytes T yd (ayant des TCR et des récepteurs
activateurs de lyse comme par exemple NKG2D, CD160, et KIR2DS) et les cellules
phagocytaires, notamment les macrophages qui induisent une ADCC. Elle est favorisée par la
sécrétion d’immunomodulateurs tels que le TNFa, les dérivés nitrés ou radicaux libres

oxygénés.

Contrairement a la réponse innée, la réponse acquise est tres spécifique, lymphocyte
dépendante, avec une possibilit¢ de phénomene mémoire. Elle comporte 4 phases :
reconnaissance-activation, prolifération, phase effectrice et mémoire.

Les antigenes (Ag), substances capables d’étre reconnues et d’induire une réaction immune,
proviennent soit de la dégradation de protéines endogenes, ils sont alors apprétés puis
présentés aux LT cytotoxiques CD8+ couplés aux molécules du CMH I; soit d’antigenes
exogenes et sont présentés aux LT auxiliaires CD4+ couplés aux CMH II. Pour qu’une
protéine soit immunogene, la région antigénique dite épitope doit etre reconnue
spécifiquement par les récepteurs cellulaires T ou B (TCR ou BCR) via une présentation par
une molécule du CMH I ou II. Le concept de reconnaissance des cellules cancéreuses par le
systeme immun a été démontré par Burnet et notamment le pouvoir immunogene de certaines
tumeurs (336). Les Ag tumoraux ont été mis en évidence dans le mélanome dans un premier
temps, puis dans d’autres types tumoraux (339). La réponse immunitaire spécifique est non
seulement CMH restreinte mais un deuxieme signal de co-stimulation est nécessaire, induit
par les molécules stimulatrices de type B7-1 et B7-2 sur la CPA reconnaissant le CD28 sur les

lymphocytes. Ces molécules peuvent aussi interagir avec la molécule CD152 (CTLA-4 :
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cytotoxic T lymphocyte antigen 4) et alors provoquer un signal inhibiteur. Les molécules
B7H1 ou PD-L1 présentes sur les CPA et les cellules tumorales ont quant a elles une action

inhibitrice via PD-1 sur les lymphocytes.

Les LT CD4+ se distinguent en fonction des profils cytokiniques Thl et Th2 favorisant la
réponse cellulaire ou humorale. La voie humorale a pour fonction d’éliminer les agents
pathogenes extracellulaires et la voie cellulaire élimine les cellules du soi altérées par une
infection ou une tumeur. Les lymphocytes T helper de type Thl sont caractérisés par la
production de cytokines pro-inflammatoires comme IFNy, IL2, et TNFp. Ces cellules sont
impliquées dans I’'immunité cellulaire et stimulent la phagocytose et la destruction des
pathogenes microbiens. Les lymphocytes T helper de type Th2 sont eux caractérisés par la
production d’IL4, ILS, IL9, IL10 et IL13. Les lymphocytes CD8+ sont dit cytotoxiques ou
(cytotoxic T lymphocytes en anglais CTL), ils sont responsables de la lyse spécifique des
cellules tumorales. Les LT qui expriment CD4+ CD25+ et le facteur de transcription Scurfin
mieux connu sous son appélation en anglais Forkhead box protéine P3 (FoxP3) sont dits LT
régulateurs (LTreg) (340). Ces cellules sont impliquées dans I’inhibition de la réponse
immune notamment apres que 1’organisme étranger ait €t€ éliminé ou pour prévenir 1’auto-
immunité. Plusieurs études ont montré que I’infiltration de LTreg est associée a une survie
plus courte (341) ou a un phénotype a risque métastatique (342) notamment dans le cancer de

I’ovaire.

Les lymphocytes B sont responsables de la réponse humorale, ils sont capables de capter et de
présenter un antigene. Lors de la réponse humorale, les lymphocytes B sécretent des anticorps
spécifiques. Lors de la réponse cellulaire, les antigenes sont présentés par des CPA dont les

lymphocytes B en association avec des molécules de co-stimulations.
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Les CPA, cellules présentatrices d’antigenes, correspondent aux macrophages, aux cellules
dendritiques (dendritic cell en anglais DC) et aux LB. Elles sont capables d’appréter les Ag
pour les présenter dans le contexte CMH aux LT. Seules les DC sont capables de stimuler les
LT naifs, elles sont donc appelées également cellules professionnelles de présentation des Ag.
Les progéniteurs myéloides et les cellules suppressives dérivées des myéloides (myéloid-
derived suppressor cell en anglais MDSC) comme leur nom I’indique inhibent les CTL et les
NK (343;344). Les MDSC sont capables également de changer leur phénotype et de
ressembler aux cellules endothéliales, elles expriment alors leurs marqueurs de surface
comme CD31 et VEGFR2 (345). D’autres cellules issues de la moelle osseuse notamment les

monocytes peuvent aussi se différencier et/ou induire 1’angiogenese tumorale (346;347).

Une communication est nécessaire entre les cellules du microenvironnement et les cellules
cancéreuses. Les cytokines sont des substances solubles de communication synthétisées par
les cellules immunes principalement. Elles regroupent les familles d’IFN, d’IL, de TNF, de
TGF, des facteurs de croissance de cellules hématopoiétiques (colony stimulating factors en

anglais CSF) et de chimiokines (chimiotactiques de type CCL et CXCL).

Les cytokines interviennent dans la régulation des cellules effectrices immunitaires.
Lorsqu’une cytokine se fixe a son récepteur, un signal intracellulaire est induit changeant
I’expression des genes, modulant la réponse immunitaire. D’autres cytokines appelées

chimiokines ont pour principale fonction d’attirer certaines cellules cytotoxiques notamment.

Ainsi, les infiltrats leucocytaires peuvent soit etre le témoin du développement d’une réaction

immune favorable pour le patient, soit plutot favoriser la croissance tumorale (348;349).

Nous allons étudier I’infiltration des cellules immunes dans le GBM dans le prochain

paragraphe.

61



1.3.2. Cellules immunitaires décrites dans le GBM

Nous décrivons dans ce paragraphe les différentes publications étudiant I’infiltration de

cellules immunes dans les gliomes et notamment dans les GBM et leur impact pronostique.

1.3.2.1. Infiltration macrophagique et microgliale

La présence de la microglie dans les tumeurs cérébrales a été rapportée en 1921 par Rio-
Hortega (350) et sa capacité de phagocytose décrite pour la premiere fois par Penfield en 1925
(351). La premiere étude qui a rapporté une infiltration macrophagique (cellules exprimant
FMC33) date de 1988, elle retrouve une infiltration plus importante dans les gliomes de haut
grade (36% des 15 gliomes de haut grade) versus bas grade (26% des 5 gliomes de bas grade)
(352). En IHC, les cellules macrophagiques sont décrites comme positives pour CD68
(159;353-357) ou CD11b (358) ou Ibal/AIF1 (190). Le ratio de macrophages de type M2
peut etre recherché (nombre de cellules CD163+ / nombre de cellules Ibal+) (359)
L’expression de HO-1, une enzyme du catabolisme de I’heme, est associée aux macrophages
activés infiltrants et la densité vasculaire dans une autre étude (356). En cytométrie de flux,
les cellules macrophagiques sont décrites comme CDI11b+/c+ CD45™" et les cellules

microgliales comme CD11b+/CD45 ¥ (185;360).

Cette infiltration macrophagique et microgliale est I’infiltration de cellules immunes la plus
fréquente dans les gliomes de haut grade. En effet, deux études rapportent que 100% des
échantillons de gliomes de haut grade présentent une infiltration microgliale macrophagique
(n=92 (361), n=21 (354), et deux études retrouvent également cette infiltration dans 100% des
GBM : dans les 63 échantillons de GBM publiés par Yang (357) et dans les 4 cas de GBM
publiés plus récemment par Lu (159). Cette infiltration se situe dans plus de 90% des cas, en

zone périvasculaire (361), (357). Cette infiltration de macrophages/microglie est également
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prédominante par rapport aux autres cellules immunes, elle correspond a environ un tiers de
I’infiltration de cellules immunes (352;354;362). Hussain rapporte environ 6 fois plus de
cellules de microglie/macrophages que de lymphocytes (185;363), Parney un ratio de 3 (360)
et Donson rapporte également un ratio de 5 entre D'infiltration maximale de cellules

Séme

microgliales/macrophagique de cellules AIF1+ > 7 percentile sur la somme des

infiltrations maximales de cellules LT CD4+ et LT CD8+ (190).

Le nombre moyen de cellules macrophagiques/microgliales infiltrantes est exprimé de
diverses manieres : nombre de cellules moyen compté en microscopie (moyenne de 11,9 +/-
10,3 avec des extrémes compris entre 1 et 30 (352) pour un champ 10X (HPF), moyennes
d’environ 100 cellules par agrandissement de 400 avec des extrémes compris entre 32 et 162
(356) avec des extrémes d’infiltration de cellules AIF1+ de plus du 75°™ percentile compris
entre 0 et 220 cellules (190)) ; nombre par gramme de tumeur (3,2 10° cellules par gramme de
tumeur) (185), nombre en mm? (471, 81 cellules /mm?2) (355), et en fonction du nombre de
cellules viables en cytométrie de flux (moyenne de cellules microgliales =1,65% parmi les
cellules viables, avec des extrémes compris entre 0,37% et 3,92% et moyenne de cellules
macrophagiques = 6,25% parmi les cellules viables, avec des extrémes compris entre 1,56%

et 15,3% (360).

Quatre études soulignent que I’infiltration de macrophages/microglie est plus élevée en cas de
gliomes de haut grade versus les tumeurs de bas grade (355-357;364) une étude montre une
infiltration plus élevée dans les GBM par rapport a du cerveau normal (353) et une autre

versus des tumeurs non gliales (364).
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Une étude montre une meilleure survie en cas d’infiltration par des cellules de type

5éme

macrophagique (nombre de cellules AIF1+ > 7 percentile) (190). Une autre étude met en
évidence une meilleure survie en cas de ratio CD163/CD68 ou CD163/AIF1 faible (355).

L’analyse de Rossi et al. ne retrouve par contre pas de lien entre 1’infiltration
macrophagique/microgliale et la survie. Une étude a rapporté une infiltration plus importante

de cellules exprimant CD68+ et de cellules exprimant CD3+ chez les patients répondeurs a la

radiothérapie (n=15) (204).

Les cellules de la microglie infiltrante proviennent de deux origines, soit de la microglie
parenchymateuse intrinseque soit des précurseurs sanguins de la moelle osseuse (365). Une
BHE fonctionnelle n’empéche pas la migration des précurseurs de microglie dérivés de la
moelle osseuse, en effet une étude a montré que ces cellules migraient en absence
d’irradiation responsable de la rupture de BHE dans des cas d’astrocytomes pilocytiques
(360). Les gliomes favorisent le recrutement et la prolifération de la microglie en sécrétant par
exemple CCL2/MCPI1, MCP3 via leur récepteur CCR2 exprimé a la surface des cellules
microgliales, ou GM-CSF et G-CSF (367-369). Dans une étude, CX3CL1 est décrit comme
capable non seulement de recruter les cellules microgliales/macrophagiques via leur récepteur
CX3CRI1, mais CX3CLI1 augmente également I’expression de MMP-2, MMP-9 et MMP-14
dans ces cellules (370). Ces MMP induisent la dégradation de la matrice extracellulaire
permettant la migration des cellules microgliales/macrophagiques mais également des cellules
gliales. Les cellules gliales et microgliales secretent IL6 et expriment son récepteur a leur
surface (371;372). Or IL6 est capable d’induire la migration et I’invasion des cellules

tumorales (372;373).
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Hussain et al. ont montré dans leur étude que la microglie infiltrant les gliomes n’induit ni la
sécrétion de cytokines inflammatoires telles que IL1B et TNFa, qui jouent un rdle crucial dans
la réponse immune innée, ni la médiation de la réponse immune acquise (185). Wu et al.
confirment que cette infiltration est composée principalement de cellules polarisées en M2,
qui ont une réduction de leur activité phagocytaire et de leur capacité de stimulation de la
prolifération des LT via la sécrétion de cytokines immunosuppressive telles que IL10 et TGFp

(187).

De plus, les macrophages infiltrant la tumeur se localisent préférentiellement au niveau des
zones hypoxiques nécrotiques, ou ils cooperent avec les cellules gliales pour promouvoir
I’angiogenese via HIF1 et VEGF notamment (374). Dans les gliomes, L’infiltration
macrophagique microgliale est corrélée a la densité vasculaire et favoriserait la

vascularisation ou la néoangiogenese (356).

La microglie est capable de créer un environnement immunosuppresseur favorable a la

prolifération des cellules gliales, leur invasion et la néoangiogenese (356;375-379).

1.3.2.2. Infiltration lymphocytaire

La premiere étude de I’infiltration de cellules immunes est une série d’autopsies publiée en
1971, qui a mis en évidence une infiltration lymphocytaire dans 65% des gliomes dont 14%
correspond a une infiltration importante (380). Initialement, I’infiltration lymphocytaire était
mise en évidence selon la morphologie histologique des lymphocytes au sein des gliomes
(381-385). Trois de ces cinq études montrent que I’infiltration est associée a un meilleur

pronostic dans le GBM (381-383).
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En IHC, P'infiltration lymphocytaire est plus récemment mieux caractérisée par 1’utilisation
d’anticorps anti-Leu 4 CD3+ pour les LT, anti-Leu 3a, CD4+ pour les LT helper, anti-Leu 2a
CD8+ pour les LT cytotoxiques, anti la CD20+ pour les LB. En cytométrie de flux, il est de
plus mis en évidence au sein de la population lymphocytaire non seulement les lymphocytes
helper et cytotoxiques mais également les LTreg qui sont par définition des LT CD4+ CD25+

FoxP3+.

Une infiltration lymphocytaire dans les gliomes a été rapportée dans 16 études
(192;354;357;358;361;362;380-383;386-391), avec en moyenne une infiltration retrouvée
dans 63% des cas de gliomes de haut grade (357;380-382;390;391), avec des extrémes entre
11,5% (383) et 100% des gliomes infiltrés (358;389). Le nombre de lymphocytes infiltrants
CD3+ varie d’une analyse a I’autre ainsi que les méthodes de comptage. En microscopie, une
moyenne de 3,1 +/-3,0 de cellules CD3+ est retrouvée au grossissement x 10 dans une
premiere étude (352), une moyenne de 1,98% de cellules CD4+ avec des extrémes entre O et
37% et 1,26% de cellules CD8+ avec des extréemes entre O et 8,2% au grossissement 400 dans

3 sont CD3+ dans une derniere étude

une étude récente (190), et 212500 cellules per mm
(358). Par technique de cytométrie de flux, l'infiltration lymphocytaire CD45+CDI11b-
correspond a 2,5% cellules viables dans une étude (360) la fréquence d’infiltration moyenne
est inférieure a 0,1% de cellules CD3+/CD4+ ou CD3+/CD8+ dans une autre étude (363).

Une derniere étude définit les lymphocytes sur des criteres de taille/structure et trouve une

infiltration moyenne de 18% (extrémes compris entre 12 et 21%) dans les GBM (293).

Au sein des lymphocytes, il est rapportée une prédominance de LT CD8+ cytotoxiques dans 7

études (352;354;389;391-394), contrairement a une étude qui retrouve une infiltration

composée en prédominance de cellules CD3+/CD4+. A noter dans cette étude que les
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lymphocytes exprimant CD8 n’expriment jamais le marqueur d’activation CD2S5,
contrairement aux lymphocytes exprimant CD4 (363). Une infiltration en IHC de LTreg
FoxP3+ est rapportée dans 48% des 52 GBM dans une premiere étude de tissue microarrays
(386) et dans 36% des GBM secondaires et 43% des GBM primaires dans une deuxieme
étude (192). En cytométrie de flux, 4 autres études décrivent une infiltration de LTreg
(293;363;395-397). Les pourcentages rapportés de LTreg parmi les lymphocytes sont
variables selon les études en moyenne 14% des lymphocytes CD4+ sont
CD4+/FoxP3+/CD25"€"/CD127"" dans I’étude de Jacobs et al. (397), 25% des lymphocytes
CD3+ sont CD4+/CD25"¢" dans 1’étude de El Andaloussi et al. (398), 38,5% des cellules
CD3+CD4+ expriment CD25 et FoxP3 dans I’étude de Crane et al. (395). Toutes ces études
ont été faites par analyse en cytométrie de flux. Par technique d’THC, il a été montré que les
LTreg FoxP3+ représentent moins de 1% des lymphocytes totaux (190;192) ou 0,6% de
I’ensemble de cellules (387). L’infiltration en LT et LTreg est corrélée positivement avec le

grade dans 3 études (192;386;399).

Une infiltration de LB CD19+ est rare (354;400;401) voire absente (195), sauf dans 3 études
qui mettent en évidence une infiltration dans 8% des cas de gliomes de haut grade (361) ;
cette infiltration de LB correspond a 8,7% des cellules mononuclées dans une étude (352) et a

41% de I’ensemble des lymphocytes dans une autre (402).

Apres un essai thérapeutique de vaccination, il est apparu une infiltration de LT CD8+ et
mémoire CD45RO+, une augmentation non significative de LT CD4+ sans infiltration B dans
une étude (195) et une infiltration plus forte de lymphocytes CD3+/CD8+ chez 9 patients
ayant un GBM mésenchymateux avec une survie plus longue versus les 5 patients ayant un

GBM proneural (403). Une infiltration lymphocytaire périvasculaire de bon pronostic est
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également rapportée apres une immunothérapie associant IL2 et LAK (404). Chez les
répondeurs a la radiothérapie, il est également mis en évidence une infiltration plus

importante de cellules CD3+, sans infiltration de cellules exprimant CD20 (204).

L’association de cette infiltration lymphocytaire avec la survie reste controversée. Une étude
montre un impact négatif de Dinfiltration lymphocytaire (388), une autre rapporte une
tendance négative non significative (361), et une étude ne met pas en évidence de lien avec la
survie (390). Six autres études rapportent une association positive de I’infiltration
lymphocytaire avec la survie avec un allongement de la survie en cas d’infiltration
(190;381;387;405), ou la présence d’une infiltration chez les longs survivants (382). Deux
études mettent en évidence un impact négatif de [infiltration de LT notamment de
I’infiltration de LTreg mesurée par gMSP (399), ou en séparant les 83 patients en 2 groupes
selon un seuil arbitraire d’infiltration de LTreg de plus de 10% des lymphocytes CD4+ ou
inférieure ou égale a 10% (397). Une étude a comparé 8 échantillons issus de GBM récidivant
aux 8 échantillons correspondant aux mémes patients lors de la prise en charge initiale. Une
augmentation non significative de LT CD4+ et FoxP3+ et une diminution non significative
CD8+ sont rapportées (387). L’infiltration de LTreg est corrélée avec un grade élevé et le type
astrocytaire (386) avec une infiltration plus importante dans le GBM. Jacobs et al. ont
rapporté qu’une infiltration élevée est associée a une survie globale plus courte dans 83
échantillons tumoraux, mais cette association n’est pas significative dans le sous-groupe de
GBM (n=29) (397). CCL22 est synthétisé par les GBM et son récepteur est retrouvé au niveau
des LTreg infiltrant les GBM (397). Différents autres facteurs sécrétés par les cellules de

GBM vont promouvoir I’arrivée, la survie et la prolifération des LTreg (395).
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L’indoleamine 2,3-dioxygénase (IDO) favorise le recrutement de LTreg, avec une association
négative avec la survie (406). Un blocage de CTLA-4 par I’ipilimumab est efficace dans les
modeles expérimentaux de GBM (407) et chez les patients traités pour un mélanome avec des
métastases cérébrales (408). L’inhibition d’IDO et de CTLA-4 pourrait devenir une

thérapeutique efficiente via les LTreg.

1.3.2.3. Infiltration NK

L’infiltration en cellules NK (CD16+ ou IOT-10+) a été rapportée dans 7 études publiées
(352;357;358;389;390;392;401), allant de 2,5% a 40% des échantillons de gliomes,
principalement des GBM. Sur les 7 échantillons de gliomes de haut grade analysés par
Kuppner et al., 3 présentent une infiltration de cellules NK considérée comme élevée en IHC
avec 10 a 25% de I’ensemble des cellules positives, 3 faibles avec 1 a 5% de cellules positives

et 3 rares < 1% de cellules sont positives (392).

L’infiltration de TIL a été analysée en cytométrie dans une autre étude avec un pourcentage
moyen de cellules NK CD56+ égal a 2,5% avec des extrémes compris entre 1 a 6% des
cellules (389). Yang et al. ont publié¢ en 2011 que linfiltration de NK CD56+ est plus
fréquente dans le GBM, notamment en intratumoral comme en périvasculaire par rapport aux

astrocytomes pilocytiques de grade I (357).

Aucun lien entre I’infiltration de NK et la survie a été mis en évidence (390).
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1.3.2.4. Infiltration de polynucléaires

Une infiltration par des polynucléaires €osinophiles a été mise en évidence lors des ré-
interventions apres immunothérapie par IL2 et LAK, avec un impact pronostic positif.
L’infiltration par des polynucléaires éosinophiles est retrouvée chez 5 des 7 patients réopérés,
dont 2 ont une éosinophilie périphérique de 33 et 19% des leucocytes (404;409). L’ infiltration
par des €osinophiles n’est retrouvée ensuite que dans une étude et uniquement dans les

tumeurs tératoides/rhabdoides atypiques et non dans les GBM (159).

Les éosinophiles sont des cellules effectrices de I’allergie (410). Dans le modele murin, il a
été montré que I’effet antitumoral d’IL4 est associé a une infiltration d’éosinophiles (411-
413). Le GBM secrete notamment du GM-CSF, CXCL12, CXCL8, PDGF, qui activent les
€osinophiles et les cellules de la réponse immune innée (microglie, neutrophiles...) (414).

Les éosinophiles activés produisent de la neurotoxine dérivée des €osinophiles (eosinophil
derived neurotoxin en anglais EDN), ligand de TLR2, qui active les cellules dendritiques in
vivo et favorise la réponse immune Th2 (415). Les éosinophiles activés secretent également

du VEGF, qui favorise I’angiogenese (416).

D’autres études ont rapporté, par une étude en IHC, une infiltration de polynucléaires
neutrophiles CD15+ myéloperoxydase+ dans 70% de 105 gliomes dont 85% de 58 GBM
(417) et une infiltration de cellules Elastase+ dans 4 échantillons de GBM (418). L’expression
de I'ostéopontin, qui est localisée dans les neutrophiles et macrophages dans le GBM, est
significativement plus forte dans 13 échantillons versus 5 cerveaux normaux (353;417;418).
L’infiltration de neutrophiles est corrélée positivement avec le grade (353;417;418).
L’infiltration est principalement retrouvée située proche des zones nécrotiques avec une
infiltration cellulaire €lastase positive moyenne de 14,2% +/- 6,4% de 1’ensemble des cellules

avec des extrémes compris entre 8,2 a 21,6% des cellules (418).
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L’infiltration de neutrophiles est associée a un mauvais pronostique dans le mélanome (419),
le cancer broncho-pulmonaire (420), le cancer colique (421) et dans le cancer gastrique (422).
L’IL8 et CXCL6 sont des chimiokines qui attirent les neutrophiles notamment dans le GBM
(423;424). L’expression de 1’ostéopontin est associée significativement a la présence de
neutrophiles et de macrophages (353;417;418). Ces neutrophiles infiltrants sont en cours
d’étude, il en existerait deux phénotypes : le type N2 protumoral sous I’action de TGFp via la
production de MMP-9 par exemple qui favorise la protéolyse de la matrice extracellulaire et
la production de facteur angiogénique de type VEGF (425;426) et le type N1 antitumoral par

I’action de la myéloperoxidase ou via la sécrétion de protéases et des cytokines (427-429).

1.3.3. Description des autres populations cellulaires ayant un role

sur le développement de la réponse immune

1.3.3.1 Cellules souches gliomateuses

L’origine des cellules cancéreuses a été longuement €étudiée. La notion de cellules souches a
été rapportée pour la premiere fois par Lapidot dans la leucémie myéloide aigue (430) et par
Singh dans les tumeurs cérébrales (431). Elles ont comme propriétés fonctionnelles d’etre
capables de proliférer, de se différencier, de s’auto-renouveler, et d’induire des tumeurs apres
injection dans un modele animal immunodéprimé (162). Les cellules souches gliomateuses
(CSG), comme les cellules souches cancéreuses ou initiatrices de tumeurs, ont des marqueurs
plus ou moins caractéristiques a leur surface comme CD133 ou prominin 1 humaine (226), les
molécules d’adhésion cellulaires .1 (L1 cell adhesion molecule en anglais LICAM) (432),
intégrine a6 (433), A2B5 (434;435). Elles sont caractérisées également par des marqueurs
intracellulaires : Olig2, Sox2, Bmil, musashi, ALDH (436-442). Le récepteur du TGFp joue
un rdle dans le maintien du phénotype de CSG via I’expression de Sox 2 / Sox 4 et le facteur

inhibiteur de leucémie (leukemia inhibitory factor en anglais LIF) (443:;444). Bien que le
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caractere CD133+ en IHC soit insuffisant pour définir les CSG (445;446), il semble
témoigner d’un impact pronostique négatif pour les patients ayant un GBM avec des cellules

CD133+ (208;447-449).

Les GSC sont capables de se différencier en astrocytes, neurones ou oligodendrocytes
(97;101), mais également en cellules endothéliales avec la persistance de mutations
génétiques (amplification de I’EGFR et du chromosome 7) et une co-expression de nestin et
CD144+ (450). Elles expriment des métalloprotéases (451;452), secretent du VEGF qui
favorise la migration des cellules endothéliales in vitro et la vascularisation et les hémorragies

intratumorale in vivo (437;453).

Les cellules souches cancéreuses (454;455) et notamment gliomateuses sont enrichies au
niveau de zones appelées niches autour des vaisseaux et des zones de nécrose hypoxique
(213;456). Ces niches contiennent différentes cellules qui sécretent des facteurs qui
maintiennent I’homéostasie entre les divisions symétriques et asymétriques c'est-a-dire entre
la prolifération-différenciation et 1’auto-renouvelement. Elles semblent &tre une des causes de
la résistance aux traitements, notamment des cellules souches au témozolomide in vivo (457).
Les liens entre les GSC et la vascularisation sont complexes et pas encore totalement élucidés.
Les intégrines notamment I’intégrine a6 et la laminine jouent un rdle important dans les
relations entre la matrice extracellulaire et ces niches périvasculaires (433). Les facteurs HIF-
la et HIF-2a sont impliqués dans la maintenance des cellules souches gliomateuses,
notamment dans les zones hypoxiques des niches qui correspondent in vivo aux zones de
nécrose palissadique (458-462). Les CSG sont également impliquées dans I’invasion tumorale
(463) et elles peuvent induire une immunosuppression en favorisant la différenciation en
LTreg, en inhibant la prolifération et 1’activation des LT et en induisant leur apoptose, via
I’expression de B7-H1 et la sécrétion de galectin 3 (464-466), et via la sécrétion de cytokines

immunosuppressives (187).
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1.3.3.2 Fibroblastes associés au cancer

Les fibroblastes associés au cancer (cancer-associated fibroblast en anglais CAF) jouent un
role important sur ’initiation, la prolifération, 1I’invasion des cellules carcinomateuses et sur
I’angiogenese (467-470). Les fibroblastes sont la principale origine des CAF mais ils peuvent
également dériver des cellules endothéliales, épithéliales et des cellules souches
mésenchymateuses de la moelle osseuse (471;472).

Les CAF, exprimant la protéine de surface fibroblastique FSP, le récepteur § du PDGF
(PDGFR) et I’actine des muscles lisses (a-smooth muscle actin en anglais a-SMA), ont un
role important dans les carcinomes. Ces 3 marqueurs sont retrouvés a la surface des cellules
stromales associées au GBM (GB-associated stromal cell en anglais GASC) contrairement au
marqueur macrophagique (CD14) et endothélial (CD31). Les GASC sont impliqués

également dans la tumorigenese des cellules gliales in vitro et in vivo (473).

1.3.3.3. Cellules endothéliales

Les cellules endothéliales créent une néovascularisation apres le switch angiogénique qui
permet aux cellules quiescentes endothéliales de s’activer (474). Les péricytes sont des
cellules mésenchymateuses spécialisées, qui recouvrent les vaisseaux influencant ainsi la
capacité des tumeurs a former des métastases (475;476). Les cellules endothéliales et les
autres cellules du microenvironnement en général interagissent avec les cellules cancéreuses
et les unes avec les autres. Elles ont également une capacité de phagocytose notamment dans
le SNC constituant une seconde ligne de défense apres la BHE (477;478).

La BHE, localisée anatomiquement au niveau de la paroi capillaire cérébrale, est constituée
par des cellules endothéliales reliées par des jonctions serrées, limitant la perméabilité des
solutés ioniques non liposolubles. Une tumeur entraine un dysfonctionnement local par
ouverture des jonctions serrées, fenestration capillaire, augmentation de I’activité vésiculaire

pinocytique et disparition de ces astrocytes péricapillaires.
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1.3.4. Le GBM : un environnement tres immunosuppresseur

Le microenvironnement joue un role important et complexe dans le développement d’une
tumeur notamment d’'un GBM (479), en influencant entre autres les GSC (433) et
inversement. Bien que les cellules gliomateuses et les GSC peuvent étre reconnues
spécifiquement par les lymphocytes T et éliminées (480-482), le microenvironnement tumoral
favorise l’absence de reconnaissance efficace des cellules cancéreuses par les cellules

immunes dans un contexte d’immunosuppression (187;464-466;483).

La tolérance correspond ainsi a 1’absence de réaction immune, qui aurait du étre induite
normalement et/ ou 1’absence d’efficacité de la réaction immunitaire par diverses phénomenes
d’échappement. Les différents mécanismes d’immunomodulation dans le GBM humain ont

été rapportés dans un récent article rédigé par Tony Avril et al. (484) (Cf.Figure 8).
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Figure 8 : molécules immunosuppressives exprimées par les GBM avec leur cibles
moléculaires et leur actions sur les cellules immunes effectrices (484).

FASL : FAS ligand, GBM : glioblastome multiforme, NK: natural killer, TIL: tumor
infiltrating lymphocyte.
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Dans notre équipe, nous avons analysé I’expression des molécules immunomodulatrices (Fas
Ligand, HLA-G, IDO, PD-LI, TGFfI-3) par une analyse transcriptomique de 20 GBM.
L’expression de ces molécules est retrouvée respectivement dans 15%, 60%, 85%, 30%, 70%,
80% et 35% des échantillons. L’expression d’ARNm a été confirmée sur 10 lignées primaires
de GBM, et 2 lignées immortalisées U251 et U87 (485). Nous avons étudié ces molécules du
point de vue fonctionnel. Ainsi IDO inhibe la prolifération lymphocytaire et un anticorps anti-
PD-L1 augmente la production d’IFNy par des LT spécifiques de Melan-A en réponse aux
lignées primaires de GBM chargées par un peptide Melan-A. Ces deux molécules pourraient

étre des cibles d’immunomodulation pour que I’immunothérapie soit plus efficiente.

ARTICLE N°4: (484)

Mechanism of immunomodulation in human glioblastoma.
Avril T, Vauleon E, Tanguy-Royer S, Mosser J, Quillien V.
Immunotherapy. 2011 Apr; 3 (4 suppl) : 42-44.

ARTICLE N°S: (485)

Distinct effects of human glioblastoma immunoregulatory molecules programmed cell
death ligand-1 (PDL-1) and indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) on tumour-specific T
cell functions.

Avril T, Saikali S, Vauleon E, Jary A, Hamlat A, De Tayrac M, Mosser J, Quillien V.

J Neuroimmunol. 2010 Aug 25 ; 225 (1-2) : 22-33
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1.4. Objectifs généraux de la these

Comme nous I’avons souligné précédemment, le systtme immun semble intervenir dans la
gliomagenese. Cependant, aucune signature génique robuste associée a une fonction immune

n’a pu etre formellement établie et validée dans la littérature.

Nous avons donc voulu dans ce travail de these vérifier quels genes immuns étaient les plus
impliqués dans le GBM. Dans ce but, nous avons étudié I’expression des genes immuns dans
des échantillons de cerveaux normaux par rapport a des échantillons de GBM. Ensuite nous
avons analysé les échantillons des GBM entre eux pour rechercher les geénes immuns

différentiellement exprimés et ainsi découvrir si possible une signature génique immune.

Nous avons ensuite étudié les interactions des genes immuns dans le GBM par une analyse de
co-expression network, pour mettre en valeur si possible, une signature immune cellulaire et

fonctionnelle dans le GBM.

Nous avons voulu ensuite déterminer si les genes immuns pouvaient avoir un impact sur la
survie des patients trait€s pour un GBM, pour mettre en valeur une signature immune
pronostique. Nous avons donc étudié la signature fonctionnelle des modules de co-expression
network trouvés précédemment en fonction de la survie. Nous avons analysé également
I’impact sur la survie des genes immuns selon différentes méthodes statistiques, puis nous
avons établi un modele mathématique de risque. Ce modele permet de combiner le niveau
d’expression de six genes pour calculer un score de risque directement lié a I’espérance de vie
du patient. Nous avons ensuite vérifié la robustesse de cette signature immune pronostique sur

différentes séries de données publiées et locales, selon différentes technologies.
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Enfin, nous avons voulu caractériser in vivo la signature cellulaire évoquée dans 1’analyse de
co-expression network. La population cellulaire immune infiltrante a donc été étudiée par
cytométrie de flux a partir de tumeurs issues de GBM. Nous avons analysé I’infiltration
également en fonction de la conservation (fraiche ou congelée), en fonction du grade ou de la
zone prélevée (zone tumorale, péritumorale ou non tumorale dans des cas de cortectomie pour
épilepsie), en fonction de 1’age des patients et en fonction des corticoides recus en
préopératoire. Nous avons caractérisé en cytométrie de flux les sous-populations infiltrantes
retrouvées grace a différents marqueurs. Enfin, nous avons aussi recherché une corrélation

entre la population immune infiltrante et la survie.

L’analyse de I’environnement immunitaire des GBM permettra ainsi de comprendre les
limites et les perspectives de I’immunothérapie. En effet, cette approche thérapeutique n’a pas
permis d’obtenir un bénéfice clinique majeur jusqu’a présent en neuro-oncologie. Mais la
connaissance de la population immune majoritaire, des propriétés immunomodulatrices de ces

cellules pourront améliorer la définition des cibles potentielles de I’immunothérapie.

Nous allons décrire chaque partie en rapportant tout d’abord les objectifs, le matériel et les

méthodes utilisés, puis les résultats que nous discuterons avant de conclure.
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2.GENES IMMUNS, SIGNATURE IMMUNE GENIQUE,
FONCTIONNELLE ET PRONOSTIQUE
2.1. Objectifs

Ce travail a consisté a étudier I’expression de genes liés directement ou indirectement a
I’immunité dans le GBM afin de rechercher une signature génique associée a des fonctions

immunes et ayant une valeur pronostique.

Pour mettre en évidence une signature génique immune, nous avons identifié des genes
immuns d’expression différentielle entre le cerveau non tumoral et le GBM dans un premier
temps. Nous avons ensuite recherché les genes immuns présentant une forte variation de
I’expression au sein méme des GBM pour établir des « profils immunitaires » des GBM.

Nous avons ensuite évalué leur robustesse clinique. Les géenes immuns ont été regroupés en
module de co-expression en fonction de leur profil d’expression génique. Pour chaque
module, des processus biologiques distincts ont pu etre associés afin d’inférer des fonctions
immunes potentielles.

Nous avons recherché les genes immuns associés a la survie pour définir une signature
immune pronostique. Nous avons premierement recherché une association entre la survie et
les genes immuns selon différentes méthodes statistiques. Nous avons établi secondairement
un modele mathématique de risque a base de genes immuns, permettant de différencier des
groupes de patients traités pour un GBM en fonction de leur survie globale. Nous avons
ensuite vérifié la robustesse de ce modele de risque mathématique sur différentes données

publiées et locales, selon différentes technologies.
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2.2. Matériels et méthodes

2.2.1. Genes

Les genes immunologiques que nous avons sélectionnés sont ceux associés au processus
immun humain selon AmiGO (GO : 0002376 : 505 genes), auxquels nous avons ajouté les
genes des cytokines, chimiokines et ceux reconnus comme intervenant dans
I’immunomodulation (286 genes) (Cf. ANNEXE 1). Ainsi 791 genes ont été analysés

correspondant a 1291 sondes Affymetrix.

2.2.2. Patients et jeux de données

Pour identifier les genes immuns qui sont différentiellement exprimés dans le GBM, nous
avons analysé les profils d’expression des genes immuns dans le cerveau non tumoral
comparativement au GBM. Nous avons utilisé ainsi les données de la cohorte GDS 1962
publiée par Sun. Il s’agit des données de biopuces de 23 cerveaux normaux et de 81
glioblastomes (486). Puis pour comparer les profils au sein des GBM, nous avons utilisé le
jeu de données de la méta-analyse établie par M. de Tayrac et M. Aubry de notre laboratoire
(169). Ce jeu comprend 3 cohortes décrites et annotées dans la littérature, correspondant a 216

GBM au total et 115 GBM dont la survie des patients est décrite (164;221;486).

L’analyse de co-expression network a porté sur les données de biopuces Affymetrix les plus

récentes, publiées par Lee et al. (165) et obtenues a partir 161 GBM (GSE13041).

Pour associer I’expression de genes immuns avec la survie des patients et déterminer les
genes immuns ayant un impact sur la survie globale, nous avons utilisé les données de 115
GBM inclus dans la méta-analyse publiée par de Tayrac et al., dont la survie des patients est

connue (169) comme criblage et entrainement selon 3 différentes méthodes statistiques.
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A partir de ce jeu de données, nous avons établi un modele de survie a base de 6 genes
immuns. Pour la validation de ce modele, nous avons utilisé plusieurs séries de données de
biopuces Affymetrix accessibles, publiées par Verhaak et al., Petalidis et al. et Lee et al.
(147;165;487) et une série de données de biopuces Agilent obtenues a partir de 41
glioblastomes et glioblastomes a cellules géantes (renommés récemment tumeur
glioneuronale maligne (TGNM)) issus des services de neurochirurgie de Rennes et d’ Angers.
Une derniere étape de validation a été effectuée par une autre technologie d’amplification
apres rétro-transcription de I’ARN (reverse transcriptase polymérase chain reaction

quantitative en anglais :RT Q-PCR) sur une série locale de 57 GBM traités par la séquence

thérapeutique standard (protocole publié par Stupp (74)).

Tous les patients ont signé un consentement autorisant les études de recherche sur leurs

échantillons tumoraux.

Les caractéristiques des différents patients (sexe, age, indice de performance status), des
traitements recus (type de chirurgie : exérese partielle, totale ou biopsie, traitement adjuvant :
radiothérapie, radio-chimiothérapie) et de la tumeur (statut MGMT, I[IDHI, sous-type
génomique) des différents jeux de données y compris des cohortes locales sont résumées dans

le tableau ci-dessous (Cf. Tableau 3).
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2.2.3. Méthodes

2.2.3.1. Profils immuns différentiels entre cerveaux non tumoraux et GBM,

et au sein des GBM

Nous avons recherché une différence d’expression des genes immuns entre les cerveaux
normaux et les GBM. Nous avons comparé les deux classes par une analyse différentielle, qui
détermine le seuil de significativité au dessus duquel un gene sera considéré comme
significativement différentiellement exprimé entre des conditions (classes). Les méthodes les
plus utilisées sont 1’analyse de variance et les tests de comparaison de moyennes (test de
Student, Wilcoxon, Mann-Whitney). Pour cela, nous avons utilisé le logiciel TIGR MeV. Le
différentiel d’expression entre les deux classes a été évalué par un test de Student avec

correction des p-values selon la méthode de Bonferroni.

Secondairement, nous avons voulu déterminer s’il existait des différences d’expression des
genes au sein des GBM. L’analyse de détermination de classes, ou classification non
supervisée, défini des groupes de données similaires, ou classes, sans a priori selon des
criteres de liaison ou d’agrégation. Ces classes concernent les genes et/ou les individus. Les
méthodes de classification utilisées se basent sur une mesure de distance/similarité
(coefficient de Pearson, distance Euclidienne) et, en fonction de 1’algorithme, elles sont
agglomératives (groupement hiérarchique) ou de partitionnement (K-means, Partitioning
Around Medoids PAM et Self-Organizing Maps). Nous avons ainsi utilisé la méthode
d’établissement des classes par 1’algorithme k-means puis validé ces classes par une seconde

méthode de partitionnement : PAM.
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2.2.3.2. Analyse des réseaux de co-expression

Nous avons ensuite analysé les réseaux de co-expression des genes immuns a partir des
données de GSE13041 dernierement publiées par Lee et al. grace au package WGCNA de R.
Premierement, la similarité (s) entre les genes immuns pris deux a deux a été calculée grace
au coefficient de corrélation de Pearson calculé sur les données d’expression de ces genes.
Cette mesure de similarité est élevée a la puissance six pour obtenir une mesure d’adjacence
(a) entre chaque paire de genes (a=s"6). La relation log-linéaire qui existe entre similarité et
adjacence [log(a) = 6*log(s)] permet en effet de conserver I’aspect quantitatif de la co-
expression entre les genes. Enfin, la mesure de proximité ou de recouvrement topologique (t)
prend en compte 1’adjacence des geénes un a un, mais aussi I’adjacence de chaque gene par
rapport a I’ensemble des genes voisins autour du gene étudié. Cette mesure reflete ainsi le

degré de connectivité d’un gene au sein du réseau de co-expression.

L’analyse de la co-expression pondérée des genes refletera donc non seulement la corrélation
des genes proches un a un mais également la connectivité des genes plus ou moins proches de
plusieurs autres genes en tenant compte de la topologie du réseau de genes calculée selon la
méthode des co-expression network publiée par Zhang (488). Une analyse de détermination
de classes hiérarchiques, ou clustering, des mesures de proximité par un algorithme de coupe
dynamique du dendrogramme obtenu (489) a permis ensuite de définir des classes ou modules

de co-expression.

Au sein de chaque module, nous avons défini par réduction de dimension (Singular Value
Decomposition) un gene « type » baricentre du module dit « eigen gene ». Ainsi, le module
constitué d’un certain nombre de genes peut alors etre réduit a un seul gene représentant le

module, pour faciliter I’analyse de corrélation.
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Nous pouvons également étudier plusieurs genes les plus représentatifs du module (top 20
genes), qui correspondent par exemple aux genes les plus corrélés a I’eigen gene du module

ou aux genes dont la connectivité intra-modulaire est la plus forte (« hub » genes) (490).

2.2.3.3. Annotations fonctionnelles et enrichissement des modules de genes

des réseaux de co-expression

Nous avons ensuite analysé les modules en recherchant les catégories fonctionnelles (termes
GO, mots-clés Swissprot, etc.) statistiquement associées au module (enrichi) par rapport a une
référence constituée du génome humain complet. Cette annotation fonctionnelle des modules
de co-expression des genes immuns a été basée sur ’analyse des genes constitutifs du top 20

de chaque module. Nous avons utilisé le logiciel DAVID (http://david.abcc.nciferf.gov/) pour

tester chaque module en enrichissant en terme GO, PIR family, voie de signalisation Panther

ou Kegg, Interpro ou mots clés Swiss Prot.

La recherche d’associations entre les modules et la survie a été effectuée par le package
survival de R (recherche d’une sur-représentation de genes immuns associés a la survie dans
chaque module a I’aide d’un test exact de Fisher avec ajustement des p-values selon la

méthode de Benjamini).

2.2.3.4. Trois méthodes d’analyse de survie

Plusieurs méthodes ont été utilisées pour identifier les associations pertinentes avec la survie :
la méthode d’analyse de Cox pas a pas (491), I’analyse des différences d’expression entre le
1% et le 4™ quartile de survie des patients, et la méthode de Cox avec I’expression des genes

immuns (comme prédicteur) et la survie globale en mois (comme réponse) (491).
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Un ajustement a toujours été effectué selon la correction de Benjamini devant la réalisation de
tests multiples. La survie globale est estimée selon la méthode de Kaplan-Meier et la

comparaison des groupes a été réalisée par un test du log-rank.

2.2.3.5. Modele de risque de genes immuns

Un modele mathématique permettant de calculer une probabilité de survie pour un patient a
été construit a partir des genes immuns associés a la survie. A 1’aide des fonctions des
packages survival et survivalROC du logiciel R, nous avons sélectionné les genes les plus
représentatifs de 1’association a la survie et estimé les coefficients de régression d’un modele
de survie optimal (modele de risque proportionnel de Cox) apres ajustement aux facteurs de

I’étude.

Pour augmenter la robustesse, nous avons sélectionné les genes associés a la survie par la
répétition un millier de fois de la séparation entre les cohortes d’entrainement et de validation,
en éliminant les faux négatifs grace a la correction selon Benjamini et le seuil significatif de la
p-value inférieur a 0,01. Dans le modele ainsi obtenu, les niveaux d’expression des genes
immuns retenus sont pondérés par les coefficients de régression et combinés de maniere
additive selon la formulation d’un modele de Cox. Les genes sélectionnés et pondérés ne sont
donc pas ceux qui ont I’impact sur la survie le plus significatif individuellement mais ceux
dont la somme d’expression pondérée est la plus pertinente pour classer les patients en deux

groupes pronostiques de survie différente.

Le modele mathématique permet ainsi pour chaque individu de calculer une probabilité de
survie, chiffre compris entre 0 et 1, a un temps t. Cette probabilité de survie de chaque
individu est calculée a partir d’une survie médiane de base propre a la cohorte a laquelle

appartient I’individu, qui est ensuite pondérée par un facteur d’ajustement dérivant de
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I’expression des genes du modele. Apres détermination d’un seuil optimal en utilisant la
méthode survivalROC, le risque peut etre dichotomisé en une variable qualitative. Le modele
de risque mathématique permet ainsi de séparer la population en deux sous-groupes de

pronostic différent : haut risque et bas risque de déces.

Toutes les analyses de survie ont été stratifiées sur 1’age afin de prendre en compte I’effet de
ce facteur confondant. Le statut MGMT des cohortes locales a été obtenu par pyroséquengage
en prenant comme seuil de méthylation des ilots CpG une valeur de 9% (moyenne des 5 CpGs
analysés). La détermination du sous-type de GBM est basée sur la méthode de classification

selon les centroides publiée par Verhaak et al. (147).

2.2.3.6. Procédure de RT Q-PCR

L’ARN total a été isolé par le kit commercialisé par QIAGEN Rneasy Plus Mini® a partir
d’échantillons de GBM congelés. L’intégrit¢é des ARN a été confirmée en utilisant le
bioanalyseur Agilent Bioanalyser (RNA 6000 NAno assay kit®). La synthese d’ADN
complémentaire a été obtenue par le kit High capacity cDNA Reverse Transcription avec un
inhibiteur Rnase (biosysteme Applied®). La réaction de Q-PCR a été faite avec un appareil

7900HT Fast Real-time PCR System.

Des sondes Taq Man FAM ont été utilisées pour mesurer I’expression des 6 genes du modele
de risque: ACVR2A, ARGI, CD22, FGF2, MNXI et RPS19. Trois genes de ménage ont été
choisis : TBP (TATA box binding protein), HPRTI (hypoxanthine phosphoribosyltransferase
1), GAPDH (glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase). Des cellules hépatiques, des
cellules testiculaires, des lymphocytes B et des cellules issues de la lignée de GBM U251 ont

servis de contrdles positifs.
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Le ACt correspond a la différence pour chaque échantillon entre la valeur du Ct du gene cible
et la moyenne des Ct des 3 genes de ménage. Nous avons ensuite analysé les données en
déterminant le AACt, qui correspond a la différence entre le ACt de I’échantillon et le ACt du

calibrateur (pool de cerveaux normaux).

2.3. Résultats

2.3.1. Profils immunologiques entre cerveaux normaux et GBM et au sein

des GBM

L’analyse de comparaison de classes entre les cerveaux non tumoraux dits normaux issus de
cortectomie pour épilepsie et les GBM a mis en évidence 736 sondes différentielles
significativement par le t-test sur les 1291 sondes analysées (p<0,01). Les 736 sondes
différentielles correspondent a 473 genes différents (p<0,01). Ainsi parmi ces genes
différentiels, nous retrouvons certains genes immuns qui ont déja été décrits dans la
littérature. Parmi les 250 genes les plus variants, nous retrouvons des genes immuns codant
pour les clusters de différenciation (CD 200, CD44, CD163, CD99, CD93...), pour des
interleukines (IL10, IL6ST, IL15, IL24, IL18, IL7...) et leurs récepteurs (IL13RA1, ILIRAP,
IL10RA, IL17RC, IL4R...), pour des chimiokines (CX3CL1, CXCL10) et leurs récepteurs
(CXCR4, CXCRT7), pour les molécules de la voie de signalisation d’IFN (IFI16, IFNAR?2,
IFI35, IFNGR2, IFITM3...), pour les TLR (TLR2, 3, 1 et 5), pour les molécules HLA (HLA-
A, C, F, DRBI1, DPAI, DRA, DQBI, G, E, DQA1 et DQA2) et pour les récepteurs de
facteurs de croissance (IGF2R, FCGR2A, IGFBP3, FCGR2C, FCGRIC...). Les genes
suivants FGF2, CD22, MNXI et RPS19, qui ont également une implication dans le systeme
immun, sont également variants de maniere significative entre les GBM et les cerveaux

normaux non tumoraux.
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Si nous considérons une différence plus stringente, un nombre important de sondes restent
différentiellement exprimées entre les cerveaux normaux et les GBM : 623 sondes a p<0,001
et 478 sondes a p<0,00001. Une représentation de profils d’expression des genes entre les
cerveaux normaux et les GBM est dépeinte ci-dessous (Cf. Figure 9). La couleur verte est en
faveur d’une sous-expression alors que le rouge est en faveur d’une surexpression.
L’expression de chaque gene est représentée en horizontal et les échantillons (cerveau non
tumoral et GBM) sont représentés en vertical. Deux profils différents sont observés, le cadre
bleu entoure le profil des cerveaux non tumoraux appelé profil normal par rapport au reste des

données qui correspondent au profil des GBM.
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Figure 9 : profil immunologique entre cerveaux normaux et GBM.

Représentation de I’expression différentielle des genes (représentés horizontalement) entre les
échantillons (représentés verticalement) issus de cerveaux normaux (encadré de bleu) par
rapport aux GBM (surexpression en rouge et sous-expression en vert) (p<0,00001).

L’analyse non supervisée au sein des échantillons de GBM n’a pas permis de mettre en
évidence des classes robustes d’expression de GBM. En effet les classes d’expressions des
genes sont différentes selon deux méthodes différentes de partitionnement k means et PAM,

sans aucune tendance de regroupement.
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De plus, la différence de survie entre ces 2 ou 3 classes de GBM retrouvées par la méthode de

k-means n’est pas significative selon la méthode de Kaplan-Meier et le calcul du log-rank.

2.3.2. Modules de co-expression des genes immuns

Nous avons appliqué 1’algorithme WGCNA aux données de 161 GBM publiées par Lee et al.
pour explorer les relations transcriptionnelles entre les genes au sein des GBM et déterminer
des modules de genes co-exprimés. Six modules ont été définis par I’analyse de réseaux de
co-expression ou co-expression network des genes. Afin de les différencier, chaque module
est associé a une couleur (Cf. Tableau 4). Chaque module contient des genes d’expression
coordonnés entre eux et potentiellement impliqués dans des processus cellulaires communs.

Pour inférer le(s) processus, type(s) cellulaire(s) ou la (les) fonction(s) associée(s), nous avons
analysé I’enrichissement fonctionnel de chaque module. En pratique, nous avons considéré
I’ensemble des mots clés fonctionnels associé aux genes d’un méme module et recherché les

mots clés significativement plus représentés (enrichis) dans chaque module.

Nous avons appelé les différents modules de genes immuns selon leur(s) fonction(s) apres
I’enrichissement fonctionnel : cellules NK et immunité innée (module bleu), cytokines et
molécules de complexe d’histocompatibilit¢ (module jaune), signalisation cellulaire et
lectines (module marron), activation cellulaire et apoptose (module vert), cellules myéloides

(module turquoise) et régulation de la réponse immune (module rouge) (Cf. Tableau 4).
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Module Geénes associes Annotations associees au module

CSF2RA Activité des récepteurs de cytokines
Cytokines & LILRB1 liaisons cytokine
CMH de classe | ICAM1 Voie signalisation médiée par cytokine
LILRAS et chimiokine
TNFRSF10C Communication cellulaire
KYNU Globules blancs et monocytes
Cellules LCP2 Activation leucocytaire
myéloides PTGER4 Réponse au stimulus
FCGR2A Immunité médiée par Macrophage
CLEC4A

Tableau 4 : modules de co-expression et annotations fonctionnelles.

Les genes immuns ont été analysés par une étude des réseaux de co-expression, qui a défini 6
modules distincts. Les annotations enrichies dans chaque module ont défini une ou plusieurs
fonction (s) ou un type(s) cellulaire(s) qui les représente le mieux : cellules NK et immunité
innée (module bleu), cytokines et molécules de complexe d’histocompatibilité (module
jaune), signalisation cellulaire et lectines (module marron), activation cellulaire et apoptose
(module vert), cellules myéloides (module turquoise) et régulation de la réponse immune
(module rouge). Les genes les plus associés a chaque module sont décrits dans la 2™ colonne
et les annotations sont rapportées apres enrichissement fonctionnel de chaque module dans la
3% colonne.

Apres analyse de la survie, cinq des six modules contiennent des genes dont I’expression a un
impact sur la survie globale. Seul le module rouge ne contient pas de gene significativement

associé a la survie globale.



Apres analyse de 1’annotation, deux modules sont significativement enrichis en génes associés
a la survie globale: le module bleu (signature cellules NK et immunité innée) et le module
jaune (signature cytokines et molécules de complexe d’histocompatibilité) (p=0.008 et
p=0.01, respectivement) (Cf. Tableau 5). Dans le tableau 5, chaque module est représenté par
la fonction principale du module apres annotation fonctionnelle dans la 1°® colonne, par les 5

genes les plus associés a la survie dans la 2™

colonne avec la valeur de la p-value de ces 5
genes dans la 3™ colonne. Les annotations fonctionnelles de tous les genes associés a la

survie de chaque module sont rapportées dans la 4*™ colonne avec la valeur de la p-value de

cette annotation dans la 5™ colonne.
Module Genes associés p-value Annotations fonctionnelles p-value
a la survie genes annotations

NGFR 3,43E-06 Présentation Ag et processing 3,50E-08
Cytokines & HLA-G 6,77E-03 Ag CMH classe | 2,50E-06
CMH de classe I| SBNO2 7,67E-03 Ag associé CMH classe | 4,40E-06

HLA-C 7,89E-03 Reconnaissance Ag CMH | 2,50E-05

HLA-B 1,81E-02

LYN 5,26E-04 Réponse au stimulus 5,00E-07
Cellules RPS19 9,45E-04 Réponse inflammatoire 2,70E-05
myéloides XBP1 2,32E-03 Activation leucocyte myéloide 1,30E-04

HIF1A 3,54E-03 Monocytes 1,00E-03

ADAM9 3,62E-03

Tableau 5 : modules de co-expression et enrichissement en genes pronostiques.

1 ere

Chaque module de co-expression est défini par leur fonction associée (1" colonne) et associé a une
couleur différente. Les 5 genes les plus associés a la survie sont décrits dans la 2°™ colonne avec la p-
value (3°™ colonne). Les annotations fonctionnelles de I’ensemble des genes associés a la survie de
chaque module sont notées dans la 4™ colonne avec leur p-value dans la 5°™ colonne.
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2.3.3. Analyses de survie

Différentes méthodes statistiques d’analyse de survie sont disponibles. Nous avons analysé
I’ensemble des 791 geénes immuns, pour déterminer lesquels ont un impact sur la survie selon
3 méthodes statistiques différentes : la méthode de Cox pas a pas, la comparaison du 1 par
rapport au 4°™ quartile de survie des patients, et la méthode classique de Cox. Les résultats de
ces différentes méthodes et notamment les genes significatifs statistiquement et leurs sondes

correspondantes seront rapportés dans les 3 tableaux de résultats suivants avec leur p-values.

La 1% méthode utilisée est la méthode d’analyse de Cox pas & pas, qui analyse géne par gene
et gene apres gene 1’ensemble des genes immuns. Cette analyse a mis en évidence 52 genes
avec un impact sur la survie globale (p<0,05). Les genes et leurs sondes correspondantes sont

décrits dans la 1% et 2°™ colonne du tableau 6 avec leur p-value dans la derniere colonne.
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Gene Sonde p value
CTSG 205653_at <1,0E-4
PTCRA 211837_s_at <1,0E-4
MNX1 214614 _at <1,0E-4
ULBP2 221291_at <1,0E-4
ACVR2A 205327_s_at <1,0E-4
KIR2DL4 208426_x_at <1,0E-4
NCK1 211063_s_at <1,0E-4
LTB4R 216388_s_at <1,0E-4
KIR2DL1 208179_x_at <1,0E-4
POU2F2 211771_s_at <1,0E-4
PPARG 208510_s_at <1,0E-4
ADIPOQ 207175_at <1,0E-4
CCL17 207900_at <1,0E-4
FGF17 221376_at <1,0E-4
NOS2A 210037_s_at <1,0E-4
TUBB3/2C 202154_x_at <1,0E-4
HDAC9 205659_at <1,0E-4
TPD52 201688_s_at <1,0E-4
IL4 207539_s_at <1,0E-4
FYN 216033_s_at <1,0E-4
C5AR1 220088_at <1,0E-4
VTCN1 219768_at <1,0E-4
CDKN2A 211156_at <1,0E-4
VEGFC 209946_at <1,0E-4
HSP90AA1 211969_at <1,0E-4
CD22/MAG 204581_at <1,0E-4
SERPINB4 211906_s_at <1,0E-4
KIR3DL3 216676_x_at <1,0E-4
ICOSLG 213450_s_at <1,0E-4
IGHD/IGHG1 215621_s_at <1,0E-4
CD1E 215784_at <1,0E-4
IL5 207952_at <1,0E-4
DHRS2 214079_at <1,0E-4
IGLL1 213502_x_at <1,0E-4
TRIM10 210579_s_at <1,0E-4
S1PR4 206437_at <1,0E-4
CCR10 220565_at <1,0E-4
MYST3 216361_s_at <1,0E-4
ADAMDEC1 206134_at <1,0E-4
ARG1 206177_s_at <1,0E-4
HGF 210998_s_at <1,0E-4
NCF1B 214084 _x_at <1,0E-4
TM7SF4 221266_s_at <1,0E-4
CD19 206398_s_at <1,0E-4
CXCR4 217028_at 2,0E-4
INHBA 210511_s_at 4,0E-4
FCAR=CD89 211307_s_at 6,0E-4
CCL15 210390_s_at 9,0E-4
CLEC10A 206682_at 1,4E-3
CXCL11 211122_s_at 2,0E-3
PML 211013_x_at 2,45E-3
GPR183=EBI2 205419_at 3,62 E-3

Tableau 6 : analyse de Cox pas a pas.

Les 52 genes (17 colonne) et leurs sondes correspondantes (2°™ colonne) associés a la survie

selon la méthode du Cox pas a pas sont rapportés dans ce tableau avec leur p-value dans la

colonne.

3éme
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La 2°™ méthode consiste en ’analyse des différences d’expression des genes, entre le 1" et le

4éme

exprimés de maniere significative.

Geéene Sonde p-value
MAP4K2 204936_at <1,0E-4
BMPR1A 213578 _at <1,0E-4
CD22/MAG 204581_at <1,0E-4
NCK1 211063_s_at <1,0E-4
EDNRB 204271_s_at <1,0E-4
ZEB1 212758 s _at <1,0E-4
ACVR2A 205327 _s_at 1,53E-4
TNFRSF25 211841_s_at 1,65E-4
RPS19 213414_s_at 3,87E-4
CARTPT 206339 _at 4,65E-4
CRHR1 214619 _at 5,94E-4
PDGFC 218718_at 1,14E-3
HIF1A 200989 at 1,46E-3
CD70 206508 _at 1,86E-3
CALCA 217495 x_at 1,87E-3
PML 211588 _s_at 1,92E-3
ARG1 206177_s_at 1,99E-3
uLBP2 221291_at 2,44E-3
SCYE1 202541_at 2,53E-3
TAPBP 210294 _at 2,54E-3
RBP4 219140_s_at 2,78E-3
CD247 210031_at 3,34E-3
FGF2 204422 s at 3,39E-3
IL6ST 204863 _s_at 3,77E-3
IL21R 221658 _s_at 3,89E-3
BNIP3L 221478 _at 3,95E-3
MET 203510_at 4,22E-3
MNX1 214614 _at 4,88E-3
TNFRSF6B 206092_x_at 5,32E-3
JAG2 209784 s _at 5,33E-3
LDB1 35160_at 5,53E-3
IL5 207952_at 5,60E-3
CCL17 207900_at 5,79E-3
IGSF6 206420 _at 6,12E-3
MS4A1 217418 x_at 6,27E-3
TGFB1 203084 _at 6,74E-3
ERAP1 214012_at 6,89E-3
RPS14 208645 _s_at 7,73E-3
TNFSF12/ TNFSF13 205611_at 8,34E-3
FGF12 214589 at 8,49E-3
IKBKG 36004_at 8,49E-3
HMGB1 200679 _x_at 9,37E-3
CD79B 205297 _s_at 9,43E-3
C1QBP 214214_s_at 9,47E-3
IL33 209821_at 9,55E-3
FCGR1B/ FCGR1C 214511_x_at 9,67E-3
Tableau 7 : analyse du 1 versus le quartile.

L’analyse du 1% et 4™ quartile met en évidence 46 genes (1 colonne) et leurs sondes
colonne) ayant un impact significatif sur la survie (p-value dans la

correspondantes (
derniere colonne).

zéme

quartile de survie des patients. Elle met en évidence 46 genes différentiellement

95



La 3°™ méthode d’analyse de survie correspond a I’analyse selon la méthode classique décrite

par Cox. Elle calcule un z-score et elle a mis en évidence 28 genes associés a la survie (Cf.

Tableau 8).

Gene Sonde Z score p-value
MNX1 214614 _at 3,53908049 4,0E-4
CX3CLI1 203687_at; 823_at -3,37424902 | T7A4E-4
BCLI11A 219497 _s_at 3,29719206 9,8E-4
ACVR2A 205327 _s_at 3,21595546 1,3E-3
CX3CR1 205898 _at -3,17468106 1,5E-3
CSF1 209716_at; 207082 _at; 211839_s_at | -3,15958263 1,6E-3
CSFIR 203104 _at -3,13586297 1,7E-3
PDGFC 218718 _at -3,05093065 | 2,3E-3
FGFR2 208225_at 2,91274758 3,6E-3
BLNK 207655_s_at -2,90463999 | 3,7E-3
CD22/MAG | 204581 _at 2,89668148 3,8E-3
SMAD3 218284 _at -2,88240998 | 3,9E-3
CHIT1 208168 _s_at 2,8499773 4,4E-3
LYN 210754 _s_at; 202625_at -2,83255808 | 4,6E-3
CSF2RA 210340_s_at -2,83012098 | 4,7E-3
FGF2 204422 s_at -2,81572319 | 4,9E-3
IL1B 205067 _at -2,80151765 | 5,1E-3
EXOSC9 205061 _s_at 2,74840052 6,0E-3
CCBP2 206887 _at -2,68676792 | 7,2E-3
EDNRB 204271 _s_at; 206701_x_at -2,6877713 7,2E-3
IL6ST 212195_at -2,68857265 | 7,2E-3
RELA 209878 _s_at -2,67692484 | 7,4E-3
IL21IR 221658 _s_at -2,67025027 | 7,6E-3
CXADR 203917 _at 2,66655747 7,7E-3
FCGRT 218831 _s_at -2,64595481 8,1E-3
TNEFSF12 205611 _at -2,62573641 8,6E-3
CFP 206380_s_at 2,62418887 8,7E-3
FOXO3 217399_s_at -2,61378728 | 9,0E-3

Tableau 8 : analyse des Z scores.

Les 28 genes (17" colonne) et leurs sondes correspondantes (2°™ colonne) ayant un impact

significatif sur la survie par la méthode de Cox sont rapportés dans ce tableau. Les valeurs de
z-score des différents genes sont également rapportées dans la 3°™ colonne et les p-values
dans la derniere colonne.
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Les valeurs de z-scores peuvent également étre représentées selon un diagramme, les valeurs
négatives a gauche et les valeurs positives a droite (Cf. Figure 10). Cette méthode est la seule
des 3 méthodes précédentes permettant de décrire I’impact sur la survie de maniere positive
ou négative. En effet, 19 génes ayant un impact pronostique positif dans notre analyse ont une
valeur des z-scores négative : FOXO03, TNFSFI12, FCGRT, IL2IR, RELA, CCBP2, DENRB,
IL6ST, ILIB, FGF2, CSF2RA, LYN, SMAD3, BLNK, PDGFC, CSFIR, CSFI, CX3CRI et
CX3CLI. Les 9 genes ayant un impact péjoratif sur la survie ont une valeur de z-score

positive : MNXI, BCL11A, ACVR2A, FGFR2, CD22, CHITI, EXOSCY9, CXADR et CFP.

MNX1
e BCL11A
e ACVR2A
[ CGFR2
[ €D22
EXOSC9
[ CXADR
[ CFP
FOXO3
TNESF12 [ |
FCGRT [ |
IL21R [ |
R
cCBP2
EDNRB [ |
ILeST [ |
IL1B
FGE2 [ |
CSE2RA [ |
LYl [ |
SMAD3 [ |
BLNK [ |
PDGEC [ |
CSFiR ! T |
CSF1 ! T |
CX3CR1 ! T |
CX3CL1
-4 -3 -2 -1 (0] 1 2 3 4
Z-score

Figure 10 : représentation des Z scores des 28 genes significatifs par la méthode de Cox.
Les 19 genes ayant un impact pronostique positif ont une valeur négative des z-scores
représentée a gauche, les 9 genes ayant un impact péjoratif sur la survie ont une valeur de z-
score positive représentée a droite.
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Cent huit genes ont un impact significatif en survie avec au moins une des 3 méthodes

précédentes et les génes communs sont décrits dans le diagramme de Venn (Cf. Figure 11).

Cox pas a pas Quartile

ACVR2A ACVR2A
CD22 ARG1
ARG1 CD22
MNX1 FGF2
CCL17 MNX1
IL5 CCL17
NCK1 EDNRB
PML ILS
ULBP2 IL6ST
NCK1
PDGFC
PML
TNFSF12
TNFSF13
ULBP2

ACVR2A
CD22
MNX1
FGF2 S -
EDNRB Cox
IL6ST

PDGFC

TNFSF12

TNFSF13

Figure 11 : diagramme de Venn des 3 méthodes statistiques et des genes du risque.

Les différents genes significatifs dans 2 méthodes d’analyse sont écrits en noir et les genes
communs a 3 méthodes en rouge. Le nombre de genes significativement associés a la survie
est noté dans les 3 cercles correspondant chacun a une méthode statistique. Trois genes sont
communs aux 3 méthodes et 12 communs a 2 méthodes sur les 108 genes significatifs en
survie.
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2.3.4. Modele mathématique de survie

Le modele des genes immuns est un modele mathématique établi par le logiciel R, permettant
de calculer la probabilité de survie a un temps t dans une cohorte donnée. Il a été construit a
partir des genes associés a la survie en utilisant la méthode décrite par de Tayrac, Aubry et al.
(169). Il comporte 6 genes immuns: ACVR2A, CD22, MNXI, ARGI, RPS19, FGF?2.
L’équation du score de risque est basée sur I’expression pondérée de ces 6 genes selon la
formule suivante : score du risque = (0,744 x CD22) + (2,109 x ACVR2A) + (0,860 x MNX1)
+ (-1,328 x RPS19) + (-1,028 x FGF2) + (0,913 x ARGI1). Le seuil du score fixé a 0,30,
stratifie de maniere optimale la cohorte d’entrainement en fonction de la survie globale

(p=4E-13).

Quatre genes ont un mauvais pronostic : ACVR2A, CD22, MNX1, ARGI et 2 genes un bon
pronostic : RPS19 et FGF2. Les z-scores des genes significatifs selon la méthode de Cox sont
concordants : FGF2 a un impact pronostique positif, MNX1, ACVR2A et CD22 ont des
impacts péjoratifs sur la survie. ACVR2A, CD22, MNXI sont retrouvés significatifs dans 3

méthodes, ARG et FGF2 dans 2 méthodes, et RPS19 retrouvé dans la méthode des quartiles.

Les genes du risque sont retrouvés dans tous les 5 modules de co-expression enrichis en genes
ayant un impact sur la survie. ACVR2A appartient au module bleu (NK et immunité innée),
ARG appartient au module jaune (cytokines et CMH), RPS19 appartient au module turquoise
(cellules myéloides), CD22, MNX1 appartiennent au module marron (transduction du signal et
lectines) et FGF2 appartient au module vert (activation cellulaire et apoptose). Ce qui
témoigne de leur potentielle indépendance fonctionnelle. Aucun des 6 genes du modele de
risque n’appartient au module rouge. Par ailleurs, MNXI et RPSI9 font partie des 27 genes

associés individuellement a la survie dans 1’analyse de co-expression.
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Probabilite de survie

A partir de ce modele de risque, les patients des différentes cohortes de validation ont été
classés en haut ou bas risque en fonction du score obtenu avec cette équation mathématique.
Nous avons donc ensuite comparé les courbes de survie des patients ayant un bas risque (en
bleu) versus un haut risque (en rouge) selon la méthode de Kaplan-Meier avec une p-value

calculée selon le test du log-rank.

La stratification sur la cohorte d’entrainement du risque avec un seuil de 0,30 a donc identifié
deux groupes de patients avec une différence statistiquement significative de survie globale
(p=4E-13). Le groupe de bas risque (n= 66) a une survie médiane de 22,3 mois, le groupe de

haut risque (n=49) a une médiane de survie globale de 7,3 mois (Cf. Figure 12).

cohorte d'entrainement [de Tayrac]: risque
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Figure 12 : courbe de survie en fonction du risque sur le jeu d’entrainement publié par
de Tayrac (n=115 GBM).

La courbe de survie selon Kaplan-Meier des patients a haut risque (n=49, médiane de survie a
7,3 mois) est représentée en rouge, celle des patients a bas risque en bleu (n=66, médiane de
survie a 22,3 mois).
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La stratification de la cohorte de validation (publiée par Petalidis et al.) au seuil du score de
risque a 0,30 a identifié deux groupes de patients avec une différence significative de survie
globale (p<0,00012). Le groupe de bas risque (n= 18) a une survie médiane de 12 mois, le

groupe de haut risque (n=21) a une médiane de survie globale de 6 mois (Cf. Figure 13).
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Figure 13 : courbe de survie en fonction du risque sur le jeu de validation publié par
Petalidis (n=39 GBM).

La courbe de survie selon Kaplan-Meier des patients a haut risque (n=21, médiane de survie a
6 mois) est représentée en rouge, celle des patients a bas risque en bleu (n=18, médiane de
survie a 12 mois).

Le modele de risque a 6 genes a donc été établi sur une cohorte d’entrainement et il a été
validé sur une cohorte de validation. Nous avons confirmé ce modele de risque sur 4 autres

cohortes : deux publiées dans la littérature et deux autres locales.
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2.3.5. Validation du modele de risque a 6 genes immuns

Nous avons étudié la robustesse de notre modele sur 2 autres études publiées par Lee et al. et
Verhaak et al. accessibles dans la littérature. Ces deux jeux de données regroupent les
résultats d’expression de biopuces Affymetrix (147;165).

Ce prédicteur a 6 genes permet d’identifier a nouveau 2 groupes de patients avec une
différence de survie globale significative. La médiane de survie des patients a haut risque
(n=87) est de 11,7 mois versus 18,5 mois pour les patients a bas risque (n=74) dans la cohorte

GSE13041 (p<0,001) (Cf. Figure 14).
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Figure 14 : courbe de survie en fonction du risque sur le jeu publié par Lee (n=161
GBM).

La courbe de survie selon Kaplan-Meier des patients a haut risque (n=87, médiane de survie a
11,7 mois) est représentée en rouge, celle des patients a bas risque en bleu (n=74, médiane de
survie a 18,5 mois).
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Dans la cohorte du TCGA, la médiane de survie des patients a haut risque (n=50) est de 7,7

mois versus 12,4 mois pour les patients a bas risque (n=123) (p<0,01) (Cf. Figure 15).
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Figure 15 : courbe de survie en fonction du risque sur le jeu publié par Verhaak (n=173
GBM).

La courbe de survie selon Kaplan-Meier des patients a haut risque (n=50, médiane de survie a
7,7 mois) est représentée en rouge, celle des patients a bas risque en bleu (n=123, médiane de
survie a 12,4 mois).

Nous avons ensuite validé ce modele de risque a 6 genes immuns sur deux cohortes locales de

GBM.
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La 1% cohorte locale est constituée de 41 GBM et TGNM, dont I’expression des genes est
analysée sur puces Agilent. La médiane des patients a haut risque est de 9,3 mois (n=17)

versus 19,3 mois pour les patients a bas risque (n=24) (p<0,01) (Cf. Figure 16).
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Figure 16 : courbe de survie en fonction du risque sur la cohorte locale Agilent (n=41
GBM).

La courbe de survie selon Kaplan-Meier des patients a haut risque (n=17, médiane de survie a
9,3 mois) est représentée en rouge, celle des patients a bas risque en bleu (n=24, médiane de
survie a 19,3 mois).

Enfin, nous avons étudié ce modele de risque sur une population locale de 57 GBM traités de
maniere homogene par le traitement standard, le protocole publié par Stupp. Cette validation
du modele de risque a été faite en utilisant une autre technique simple d’utilisation, la RT-Q

PCR, pour mesurer I’expression des transcrits des 6 genes.
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Le risque a 6 genes sépare également 2 sous-groupes pronostiques. La médiane de survie des
patients a haut risque (n=7) est 13,9 mois versus 18,5 mois pour les patients de bas risque

(n=50), avec une différence statistiquement significative (Cf. Figure 17).
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Figure 17 : courbe de survie en fonction du risque sur la cohorte locale par RT-PCR
(0=57 GBM).

La courbe de survie selon Kaplan-Meier des patients a haut risque (n=7, médiane de survie a
13,9 mois) est représentée en rouge, celle des patients a bas risque en bleu (n=50, médiane de
survie a 18,5 mois).
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2.3.6. Modele de risque a 6 genes et statut du promoteur de MGMT

Le statut de méthylation de MGMT étant un facteur prédictif reconnu de la réponse a la
chimiothérapie par témozolomide, nous 1’avons donc pris en compte dans 1’évaluation des
performances de notre modele de risque.

Une analyse univariée des données de la méta-analyse publiée par de Tayrac et al. a retrouvé
comme facteurs associés a la survie globale : le statut de méthylation de MGMT et le risque a
6 genes. Le sexe, I’histologie, I’age et ’index de performance status selon KPS sont des
facteurs qui ne sont pas statistiquement associés a la survie. En analyse multivariée, le statut
de méthylation de MGMT et le risque a 6 genes restent significatifs (p=0.02 and p=0.01,

respectivement).

Dans le sous-groupe de bon pronostic, défini par la méthylation du promoteur du gene de la
MGMT, le risque a 6 genes permet toujours de séparer les patients en 2 sous-groupes
pronostiques statistiquement différents dans 3 des cohortes de validation. Le statut de MGMT
méthylé sera représenté en pointillé et le statut non méthylé en trait plein sur les courbes de

survie.

Dans la cohorte GSE13041, les 86 patients ayant un GBM dont le promoteur de MGMT
méthylé sont séparés de maniere significative selon le risque a 6 génes en un groupe de bas
risque (n=39) avec une médiane de survie de 21,2 mois versus un groupe de haut risque
(n=47) avec une médiane de 13,1 mois. Dans cette cohorte GSE 13041, les 75 patients ayant
un GBM dont le promoteur de MGMT est non méthylé ont une médiane de survie de 11,9

mois (Cf. Figure 18).
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Cohorte [GSE13041]: Statut MGMT + risque
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Figure 18 : courbe de survie en fonction du risque et du statut MGMT sur le jeu publié
par Lee (n=161 GBM).

La courbe de survie selon Kaplan-Meier des patients a haut risque avec un statut MGMT
méthylé (n=47, médiane de survie a 13,1 mois) est représentée en rouge pointillé, celle des
patients a bas risque avec un statut MGMT méthylé en bleu pointillé (n=39, médiane de survie
a 21,2 mois) et celle des patients ayant un statut MGMT non méthylé en noir en trait plein
(n=75, médiane de survie a 11,9 mois).
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Dans notre cohorte locale de 41 GBM et TGNM, le risque a 6 genes sépare également le sous-
groupe de bon pronostic (promoteur de MGMT méthylé) de maniere significative. La médiane
de survie des patients ayant un statut méthylé de MGMT de bas risque est de 25 mois (n=16)
versus 8,1 mois (n=8) pour les hauts risques. La médiane de survie des 17 patients ayant un

promoteur de MGMT non méthylé est de 10,4 mois (Cf.Figure 19).
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Figure 19 : courbe de survie en fonction du risque et du statut MGMT sur la cohorte
locale Agilent (n=41 GBM).

La courbe de survie selon Kaplan-Meier des patients a haut risque avec un statut MGMT
méthylé (n=8, médiane de survie a 8,1 mois) est représentée en rouge pointillé, celle des
patients a bas risque avec un statut MGMT méthylé en bleu pointillé (n=16, médiane de survie
a 25 mois) et celle des patients ayant un statut MGMT non méthylé en noir en trait plein
(n=17, médiane de survie a 10,4 mois).
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Pour les 56 patients de notre cohorte de RT-Q-PCR, comprenant les GBM traités de maniere
standard, dont le statut de MGMT est connu, seul ce statut et le risque a 6 genes sont
statistiquement significatifs en analyse univariée et multivariée (p=0,045 et p=0,036
respectivement).

Les 22 patients ayant une méthylation du promoteur de MGMT sont séparés en 2 sous
groupes : bas risque (n=19) avec une médiane de survie de 21,8 mois versus haut risque (n=3)
avec une médiane de 13,9 mois de maniere significative bien que 1’effectif soit faible dans le
groupe a haut risque. Les 34 patients ayant un promoteur de MGMT non méthylé ont une

survie médiane de 17,1 mois (Cf. Figure 20).
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Figure 20 : courbe de survie en fonction du risque et du statut MGMT sur la cohorte
locale par RT-Q PCR (n=56 GBM).

La courbe de survie selon Kaplan-Meier des patients a haut risque avec un statut MGMT
méthylé (n=3, médiane de survie a 13,9 mois) est représentée en rouge pointillé, celle des
patients a bas risque avec un statut MGMT méthylé en bleu pointillé (n=19, médiane de survie
a 21,8 mois) et celle des patients ayant un statut MGMT non méthylé en noir en trait plein
(n=34, médiane de survie a 17,1 mois).
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Contrairement aux 3 précédentes cohortes, dans la cohorte du TCGA, le risque a 6 genes ne
permet pas de séparer significativement les groupes de bon pronostic avec un promoteur de

MGMT méthylé (n=44) (Cf. Figure 21).
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Figure 21 : courbe de survie en fonction du risque et du statut MGMT sur le jeu publié
par Verhaak (n=164 GBM).

La courbe de survie selon Kaplan-Meier des patients a haut risque avec un statut MGMT
méthylé (n=11, médiane de survie a 8,5 mois) est représentée en rouge pointillé, celle des
patients a bas risque avec un statut MGMT méthylé en bleu pointillé (n=31, médiane de survie
a 15,7 mois) et celle des patients ayant un statut MGMT non méthylé en noir en trait plein
(n=122, médiane de survie a 10,6 mois).

Cependant, dans le groupe de plus grand effectif de cette cohorte de TCGA (promoteur de
MGMT non méthylé, n=122), le risque a 6 genes sépare 2 sous groupes de pronostic différent

(Cf. Figure 22).
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cohorte [TCGA] : sous-groupe MGMT non-méthylé
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Figure 22 : courbe de survie en fonction du risque si promoteur MGMT non méthylé sur
le jeu publié par Verhaak (n=122 GBM).

La courbe de survie selon Kaplan-Meier des patients a haut risque avec un statut MGMT non
méthylé (n=33, médiane de survie a 5,9 mois) est représentée en rouge en trait plein, celle des
patients a bas risque avec un statut MGMT non méthylé en bleu en trait plein (n=89, médiane
de survie a 11,8 mois).

Il s’agit peut-étre d’un défaut de puissance dans le groupe de patients ayant un promoteur de
MGMT méthylé publié par Verhaak, qui ne permet pas d’atteindre une significativité

suffisante méme si 1I’on observe une tendance concordante.
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2.3.7. Modele de risque a 6 genes et sous-types de GBM

Récemment, 3 sous-types transcriptomiques de GBM ont été décrits par Phillips et al. :
proneural, proliférant et mésenchymateux. Verhaak et al. ont également classé les GBM selon
4 sous-types transcriptomiques : proneural, classique, mésenchymateux et neural (147;164).

Les sous-groupes de GBM dits proneuraux et mésenchymateux semblent les plus robustes, ils
sont retrouvés selon les 2 classifications. Comme les GBM proneuraux sont les seuls dans ces
2 publications a avoir un impact sur la survie, les GBM ont été analysés en fonction de leur

appartenance ou non au sous-groupe proneural (147;165).

Nous avons donc analysé I’intérét du risque a 6 genes en fonction des sous-groupes de GBM
dans les 2 cohortes publiées par Verhaak et al. et Lee et al. et dans uniquement notre cohorte
locale de 41 GBM et TGNM (I’attribution des sous-groupes étant impossible pour la cohorte
de RT-Q PCR). Le risque a 6 genes permet de séparer le sous-groupe de GBM proneuraux
dans la cohorte GSE13041 en deux bras de pronostic différent. La médiane de survie des 20
patients de bas risque est de 28,7 mois versus 11,9 mois chez les 21 patients de haut risque
(p< 0,001) (Cf. Figure 23). La courbe de survie des patients ayant un GBM proneural a haut

risque se rapproche de celle des GBM non proneuraux (médiane de 12,9 mois).
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cohorte [GSE13041] : sous-groupes proneural et non-proneural
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Figure 23 : courbe de survie en fonction du risque si GBM proneural versus non
proneural sur le jeu publié par Lee (n=161 GBM).

La courbe de survie selon Kaplan-Meier des patients a haut risque proneuraux (n=21, médiane
de survie a 11,9 mois) est représentée en rouge, celle des patients a bas risque en bleu
proneuraux (n=20, médiane de survie a 28,7 mois) et celle des patients non proneuraux en
noir (n=120, médiane de survie a 12,9 mois).

Dans la cohorte du TCGA, le risque a 6 genes classe 35 patients ayant un GBM proneural a
bas risque avec une survie médiane statistiquement plus longue de 11,3 mois versus 3,4 mois

chez les 13 patients ayant un GBM proneural a haut risque (Cf. Figure 24).
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cohorte [TCGA] sous-groupes proneural et non-proneural

3 - = Non-proneuraux (n=125, mediane=11,6 mois)
= Proneuraux de haut risque (n=13, mediane=3,4 mois)
—— Proneuraux de bas risque (n=35, mediane=11,3 mois)
© _
o
2
g o |
7 o
Q
T
2
E
8 < |
o o
o
o]
g
S - p=0,01 | l |
I | I | I

0 20 40 60 80 100

Temps (mois)

Figure 24 : courbe de survie en fonction du risque si GBM proneural versus non
proneural sur le jeu publié par Verhaak (n=173 GBM).

La courbe de survie selon Kaplan-Meier des patients a haut risque proneuraux (n=13, médiane
de survie a 3,4 mois) est représentée en rouge, celle des patients a bas risque en bleu
proneuraux (n=35, médiane de survie a 11,3 mois) et celle des patients non proneuraux en
noir (n=125, médiane de survie a 11,6 mois).

Dans notre cohorte locale, 12 patients sont classés dans le sous-groupe de GBM proneuraux.
Dix patients ayant un GBM proneural ont un bas risque selon le modele mathématique avec
une survie médiane de 24,8 mois et deux patients seulement sont considérés a un haut risque

avec une survie médiane de 4,7 mois.
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Bien que les effectifs soient faibles dans chaque sous-groupe, la différence de survie est
statistiquement significative. Dans les autres sous-types, rassemblés ici sous la dénomination
de non proneuraux, le risque a 6 genes ne permet pas de les différencier en 2 sous-groupes
pronostiques statistiquement significatifs (Cf. Figure 25). La courbe de survie des patients

traités pour un GBM non proneural est entre celle des GBM proneuraux a haut risque et a bas

risque.
cohorte [locale Agilent] : sous-groupes proneural et non-proneural
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Figure 25 : courbe de survie en fonction du risque si GBM proneural versus non
proneural sur la cohorte locale Agilent (n=41 GBM).

La courbe de survie selon Kaplan-Meier des patients a haut risque proneuraux (n=2, médiane
de survie a 4,7 mois) est représentée en rouge, celle des patients a bas risque en bleu
proneuraux (n=10, médiane de survie a 24,8 mois) et celle des patients non proneuraux en
noir (n=29, médiane de survie a 12,5 mois).
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2.4. Discussion

2.4.1. Expression des genes immuns dans les GBM

Nous avons mis en évidence un profil d’expression des genes immuns différent entre le
cerveau non tumoral dit normal et le GBM. Plus d’une centaine de génes sont ainsi exprimés
différentiellement entre le cerveau normal et le GBM. Cela souligne une probable implication
du systtme immun dans le glioblastome avec des genes plus ou moins activés dans cette
pathologie. Ainsi parmi les genes d’expression différentielle dans le GBM, nous retrouvons la
plupart des genes immuns qui ont été déja été rapportés fréquemment dans la littérature, tels
que les genes des cytokines, des chimiokines, leurs récepteurs, les clusters de différenciation
et les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité.

Nous retrouvons également les genes, dont I’action immune est moins ou mal connue et 4 des
6 genes du modele de risque (FGF2, CD22, MNX1, RPS19). Ces genes pourraient constituer
des cibles thérapeutiques potentielles pour une immunothérapie, du fait de leur expression
différente entre le cerveau normal et le GBM. Cependant nous savons que le GBM est une
tumeur hétérogene, nous avons démontré que 1I’expression des genes varie d’une tumeur a
I’autre. Or pour augmenter 1’efficience des stratégies d’immunothérapie, il faudrait cibler les
genes immuns communs d’expression différentielle homogene dans le GBM.
Malheureusement, la plupart de genes présentent une expression différentielle hétérogene
inter-tumorale. Une autre possibilité serait de classer les GBM en sous-groupes en fonction de
I’expression des genes et de proposer une thérapie plus ciblée en fonction du profil
d’expression.

Ces genes immuns différentiellement exprimés entre le cerveau non tumoral et les
échantillons de GBM et au sein des GBM sont potentiellement exprimés dans différentes
cellules immunes (lymphocytes B, T, NK...) et lors des réponses immunes innée et/ou

acquise.
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Nous avons voulu préciser I'implication éventuelle du systtme immun dans le GBM en
procédant a une analyse de réseaux de co-expression des genes immuns. Apres annotation
fonctionnelle grace au logiciel DAVID, un enrichissement des genes retrouve par ordre de p-
values significatives les fonctions suivantes : activation des leucocytes, activation cellulaire,
fonction membranaire, fonction transmembranaire et activation lymphocytaire (p<0,001).

De récentes études transcriptomiques ont rapporté des signatures immunes dans les profils
d’expression des genes dans les gliomes (164;166-168;201-
203;209;210;212;213;216;217;219-221;225) et dans le GBM (147;153;165;190;204-
208;211;214;215;222-224;226-228). Dans notre étude, nous retrouvons 6 modules de co-
expression (cellules NK-immunité innée, cytokines-CMH, signalisation cellulaire-lectines,

activation cellulaire-apoptose, cellules myéloides et régulation de la réponse immune).

La plupart des signatures é€tablies sont associées aux cellules myéloides ou macrophages
(190;201-203;206;208;209;211), ce qui est en accord avec linfiltration déja décrite de
macrophage/microglie dans les GBM (364;484;492). Nous avons également trouvé une
signature myéloide et monocyte/macrophage dans 2 modules de co-expression comportant par
exemple les genes CD11b, CD14, CD163, CMH de classe I et TLR. Une signature NK mise
en évidence dans notre étude a été également rapportée dans la littérature (201;210;211;217).

Deux signatures pronostiques cellules NK-réponse innée et cytokines-chimiokines ont été
mises en évidence par 1’enrichissement en genes associés a la survie de ces 2 modules. Les
cytokines et chimiokines du module de co-expression sont soit impliquées dans le recrutement
des cellules T, monocytes/macrophages et neutrophiles (genes CX3CR1/CX3CLI1, CXCL9 et
CXCR?2), soit dans la régulation des monocytes/macrophages, éosinophiles, cellules T et NK

(genes MIF, ILS, IL12A and IL16).
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Ainsi, les 2 modules de co-expression enrichis significativement en genes associés a la survie
(cellules NK, cytokines et chimiokines) dans notre étude, semblent refléter le recrutement de
diverses cellules immunes telles que les cellules NK, T, monocytes/macrophages et
neutrophiles et témoignent également de 1’implication potentielle de la réponse innée dans la

survie de patients traités pour un GBM.

2.4.2. Expression des genes immuns associés a la survie globale des patients

Les signatures immunes publiées associées a la survie des patients sont controversées en
terme de cellules impliquées (myéloides, macrophages, cellules T, NK) et en terme de valeur
pronostique (survie péjorative ou plus longue). Murat et al. ont rapporté une survie plus
longue en cas de signature de réponse innée ou macrophagique (cluster G24, 134 sondes dont
CDI1b et CDI163) (208), contrairement aux autres données publiées. Gravendeel et al. ont
ainsi décrit une signature de réponse immunitaire associée a une survie courte dans les
gliomes (Cluster 23, catégorie fonction M) (166), Irliev et al. ont décrit une signature T (CD4
et CD8) et myéloide (CMH type II, TLRI et 2) de 499 genes associés a une évolution
également plus péjorative (module M7) (202) et Godard et al. ont rapporté une signature NK
(cluster de genes G12 incluant récepteur Fc gamma et DAP-12) plus exprimée dans les GBM
de novo de mauvais pronostic par rapport aux GBM secondaires et aux astrocytomes de bas
grades (201). Ducray et al. ont rapporté une signature plus immune (cluster G24) chez les
répondeurs a la radiothérapie (204). Les 2 études les plus récentes sont également
controversées avec un pronostic favorable d’une signature immune T, microglie-macrophage
et réponse innée dans l’article de Donson et al. (190) alors que la signature immune

macrophage, monocyte et granulocyte décrite par Engler et al. est associée a un pronostic

péjoratif (211).
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La signature immune obtenue par notre analyse de co-expression network a également une
valeur pronostique. En effet, 5 des 6 modules retrouvés sont enrichis en genes ayant un impact
sur la survie globale. Malheureusement, nous ne pouvons pas savoir par cette méthode si
I’impact de I’expression (sur ou sous expression dans le GBM) de ces genes sur la survie est
péjoratif ou non. Bien que ces données soient d’interprétations difficiles, elles soulignent
cependant qu’une signature immune pourrait avoir un impact pronostique. Nous avons voulu
approfondir ces résultats préliminaires par d’autres méthodes mathématiques et déterminer
parmi les genes immuns associés a la survie, lesquels constituent des variables indépendantes

qui contribuent le mieux a expliquer la survie au sein de nos cohortes de GBM.

Dans notre étude, nous avons mis en évidence par 3 différentes méthodes statistiques 108
genes immuns associés directement avec la survie de patients traités pour un GBM. Ces 108
genes associés a la survie sont connus comme impliqués dans la biologie des cellules B (genes
des immunoglobulines, BLNK, CDI19, CD20, CD22...), des cellules T (CDIE, PTCRA,
CD247...), NK (KIR2DLI, KIR2DL4, KIR3DLS3...), des cellules myéloides incluant les
monocytes/macrophages (ADAMDECI, CD89/FCAR, CD64/FCGRIB, FCGRIC...) et les
neutrophiles (CD89, NCFIB...). Ces genes peuvent également correspondre a des cytokines
ou chimiokines (CCLI15, CCL17, ILIB, IL5...) ou correspondre a des genes impliqués dans la
modulation de la réponse immune (APRIL, ARG, CD70, B7-H4, ICOSLG, NOS2A, TGFBI,
TWEAK...). En effet, le GBM développe des mécanismes intrinseques pour inhiber la réponse
immune anti-tumorale (484;485) et facilite I’infiltration de cellules suppressives telles que les

LTreg (397) et les monocytes suppresseurs (360).
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Marko et al. distinguent par une étude préliminaire génomique les genes immuns en fonction
de leur impact sur la survie. Deux groupes de patients de survie différente sont définis : GBM
survivant plus de 2 ans (n=7) versus moins de 9 mois (n=13) (207). Dans cette étude, 2 genes
immuns (IL17 et SERPINGI) sur les 6 associés significativement a la survie (CD34, IGHGI,
ILI3RAI, IL22) sont corrélés positivement. Dans notre analyse de profils immuns au sein des
GBM, les genes CD34, IGHGI, ILI3RAI, et les récepteurs A, B, C de I’/L17 sont également
différentiellement exprimés. Mais ils ne sont pas retrouvés significativement associés a la
survie des patients. L’ impact pronostique rapporté dans la littérature de ces 6 genes immuns
est peut-etre li€é a la sélection de I’étude publiée par Marko et al. (longs versus courts

survivants).

Finalement, nous avons établi un modele de risque de survie basée sur I’expression pondérée
de 6 genes en suivant la méthode décrite par Marie de Tayrac et al. de notre laboratoire (169).
Ce modele permet de discriminer les patients traités pour un GBM par le traitement standard
de chimio-radiothérapie concomitante puis adjuvante en 2 groupes de survie statistiquement
différent. Ces 6 genes du risque ACVR2A, ARG, CD22, FGF2, MNXI et RPS19 sont répartis
dans les 5 modules de co-expression enrichis en genes ayant un impact sur la survie et
peuvent etre considérés comme leurs représentants. MNX1 et RPS19 font partie des 27 genes
impactant par eux-meéme la survie dans 1’analyse de co-expression. ACVR2A, CD22 et MNX1

sont retrouvés significatifs dans les 3 méthodes statistiques utilisées précédemment.

Ces 6 genes ne sont pas tous connus pour etre des marqueurs spécifiques des cellules

immunes ou des sous-populations de cellules immunes. Bien qu’ils soient connus dans

certains cancers, ils n’ont pas ou peu été décrits dans le GBM.
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ACVR2A est le récepteur pour I’activine A, plus particulierement de type 2A, il appartient a
la superfamille de TGFP. Ce récepteur est une protéine transmembranaire composé d’un
domaine extracellulaire, riche en cystéine, un domaine transmembranaire et un domaine
cytoplasmique sérine/thréonine. Le ligand se fixe sur le domaine extracellulaire du récepteur
de type II, puis se forme un complexe hétérodimérique avec un récepteur de type I, qui
transmet le signal apres phosphorylation par le récepteur de type II. In vitro, I’activine A peut
induire la différenciation neuronale (493) et elle semble essentielle pour la neurogenese suite
a une dégénération neuronale (494). Dans les modeles murins, ’activine A stimule la
croissance névritique et réduit le nombre de neurones altérés (495;496). En synergie avec
I’action de FGF, ACVR2A transmet le signal de croissance de [’activine via la
phosphorylation de SMAD2, notamment dans la prolifération des cellules cancéreuses
prostatiques (497). De plus, ’activine A et le FGF semblent participer a la maintenance du
phénotype des cellules souches embryonnaires humaines (498). La mutation de ce gene
ACVR2A est fréquente dans le cancer du colon avec instabilité des microsatellites (499). Une
étude montre également que I’infiltration de cellules immunes T CD3+ est associée a la
mutation de ce gene dans 92% des cas et a un meilleur pronostic que celle sans infiltration
(500). ACVR2A est un gene retrouvé dans notre étude significativement associé a la survie
selon les 3 méthodes statistiques et son ligand codé par le gene INHBA est également retrouvé

significativement associé a la survie selon la méthode Cox pas a pas.

ARG, I’arginase 1 est une enzyme cytosolique qui hydrolyse 1’arginine en urée et ornithine,
les précurseurs de la synthese des polyamines, proline et glutamate (501). L’arginine semble
essentielle dans le cerveau pour le protéger des dommages ischémiques induits par I’oxyde
nitrique (502;503). ARG1 est impliquée dans les mécanismes d’immunosuppression en

diminuant I’activation des cellules T (504). IL4, IL10, IL13, TGFp, PGE2 stimulent Ila
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production d’arginase (505). Chez les patients ayant un GBM, il a ét€ montré qu’une
population de neutrophiles dégranulés est associée a une augmentation du taux d’ARGI
plasmatique et une expression plus faible de cellules T CD3 chaine zeta (506). Une
supplémentation en arginine contrecarre ces effets d’immunosuppression (506). Les MDSC
inhibent la réponse T allogénique in vitro via la déplétion en L-arginine par la sécrétion
d’ARG1 (507-511). Chez des patients ayant un cancer bronchique non a petite cellule non
traité, une étude a montré que les cellules CD11b+/CD14-/CD15+/CD33+ correspondant aux
MDSC expriment I’oxyde nitrique synthase inductible (inducible nitric oxyde synthase en
anglais iNOS) et ’ARGI1 (512). Une autre étude a montré que I’apport exogene d’IL13 dans
la culture augmente 1’expression d’ARGI, qui est nécessaire pour 1’activité suppressive du

sous-groupe de MDSC, appelé MDSC-IL13 (507).

CD 22, récepteur de cellules B (ou sialic acid-binding Ig-like lectin en anglais SIGLEC 2), est
un membre de la superfamille des immunoglobulines et considéré comme une molécule
d’adhésion et de signalisation (513;514). Il est normalement exprimé par les cellules B
activées (514). Le CD22 est un médiateur des interactions entre les lymphocytes B, il jouerait
également un role dans la localisation des LB dans les tissus lymphoides et dans la régulation
positive via les tyrosines kinases de la famille Src. Il agit comme un récepteur inhibiteur en
recrutant des phosphatases via leur domaine SH2 et bloquerait la transduction du signal grace
a la déphosphorylation des molécules de la transduction du signal (515). Dans notre étude,
I’expression du CD22 est de mauvais pronostic, or les lymphocytes B infiltrent rarement les
GBM comme nous le verrons dans la prochaine partie. Le CD22 agirait donc via d’autres
cellules. Une étude a rapporté par exemple que les neurones peuvent le sécréter pour inhiber
via le CD45 I’activation de la microglie (516). Si I’action macrophagique est inhibée par le

CD22, la prolifération du GBM peut étre activée.

122



FGF 2, facteur de croissance fibroblastique basique ou de type 2, appartient a la famille des
facteurs de croissance. Le géne FGF joue un role dans de nombreux processus biologiques, la
protéine FGF2 stimule la croissance du GBM notamment (517). Le taux plasmatique de FGF
semble plus élevé chez les patients ayant un GBM par rapport aux témoins (518). Le
récepteur FGFR1 est exprimé dans le GBM contrairement au tissu normal, alors que FGFR?2
n’est pas retrouvé dans le GBM (519). Par définition FGF est un facteur de croissance, il est
souvent associ€é a un pronostic péjoratif car son accumulation nucléaire favorise la
prolifération (520). Il existe 4 isoformes de la protéine FGF2 aux propriétés biologiques
différentes (521): comme la sensibilité a I’irradiation in vitro des formes de bas poids
moléculaires (522). Cependant I’isoforme de FGF2 de haut poids moléculaire semble pouvoir
également inhiber la prolifération gliale in vivo via I'inhibition de 4E-BP1 (523), ce qui

pourrait expliquer que I’expression de FGF2 soit associée a un meilleur pronostic dans notre

étude.

Le gene MNXI code pour une protéine nucléaire, qui contient un domaine homéobox comme
le souligne son autre nom (homéobox du motoneurone et du pancréas). Ce gene est surtout
connu comme gene responsable du syndrome de Currarino, en effet la présence d’une
mutation de ce gene entraine des malformations congénitales (malformation hémisacrée,
anorectale associée a une masse présacrée), transmises de maniere autosomique dominante
(524;525). 11 a été initialement décrit comme un facteur de transcription des cellules CD34+ et
cellules B (526). Il est impliqué dans le développement de leucémies (527) et de tumeurs
solides comme le cancer du colon (528) et le carcinome hépatocellulaire (529). Son
expression intervient également dans la neurogenese (530) notamment dans la différenciation

en motoneurone, son action dans le GBM est encore mal connue.
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Le geéne RPSI9 code pour la sous-unité 40S de la protéine ribosomale cytosolique 19S,
connue pour étre responsable de I’anémie de Diamond-Blackfan (531;532). Cette maladie
correspond a une érythroblastopénie constitutionnelle caractérisée par |’absence ou la
diminution du nombre de précurseurs érythroides. Ce gene aurait ainsi une fonction extra-
ribosomale notamment dans la différenciation et la prolifération érythropoiétique (533).
RPS19 serait également impliqué dans 1’apoptose via la voie de signalisation p53/BAX (534).
Le dimere RPS19 a une action chimiotactique sur les monocytes et neutrophiles dans I’arthrite
rhumatoide (331;535;536). La protéine RPS19 est en effet secrétée par les cellules
apoptotiques, or une dose faible inhiberait I’interaction du MIF et de CD74, et elle compromet
I’adhésion des monocytes aux cellules endothéliales via CXCR?2 en limitant la disponibilité de
MIF pour son récepteur favorisant le chimiotactisme (332;537). Un niveau élevé d’expression
de ce gene RPS19 dans les selles a été rapporté comme de bon pronostic dans les carcinomes
coliques (538). De plus, FGF2 interagit avec RPSI9 pour conduire les cellules vers la
signalisation de différenciation ou de prolifération (539-541). Ces 2 genes, qui interagissent
ensemble, sont les 2 genes de bon pronostic de notre modele. L’action de RPS19 est peu
connue dans le GBM, elle est peut-etre liée a la fonction chimiotactique sur les monocytes, a
I’inhibition de I’adhésion des monocytes aux cellules endothéliales, a son action apoptotique

et/ou a sa fonction de différenciation.

Pour confirmer la robustesse de notre modele a 6 genes, nous avons validé ces résultats sur
d’autres études de biopuces Affymetrix publiées (147;165), sur une cohorte locale de
biopuces Agilent et enfin sur les données de RT-PCR quantitative d’une cohorte locale
homogene de patients traités de maniere standard pour un GBM selon le protocole publié par
Stupp (74). Cette derniere technique a I’avantage d’etre utilisable en routine dans la plupart

des laboratoires tout en restant abordable par rapport aux techniques de microarrays.
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Le risque a 6 genes sépare les patients en 2 groupes pronostiques et il permet également de
discriminer au sein des patients ayant un meilleur pronostic, défini par la méthylation du
promoteur de MGMT, deux groupes ayant des survies statistiquement différentes.
Actuellement, on distingue deux sous-groupes dans le GBM en fonction du statut du gene de
la MGMT. Or bien que certains patients ont une tumeur dont le promoteur de MGMT est
méthylé, I’évolution est parfois péjorative a court terme. Ce risque a 6 genes devrait etre
validé en prospectif car il pourrait aider a découvrir un sous-groupe de patients ayant un
pronostic plus péjoratif malgré la méthylation du promoteur de MGMT. Ce risque a 6 genes
immuns pourrait permettre de mieux stratifier dans 1’avenir les patients pour mieux adapter

les prises en charge dans le cadre ou non d’essais thérapeutiques.

Les classifications des GBM en sous-types proneuraux, mésenchymateux, neuraux, classiques
et proliférants selon Verhaak et Phillips (147;164) sont actuellement systématiquement
étudiées pour mieux caractériser les données biologiques des GBM. Les GBM de sous-types
proneuraux semblent avoir une survie plus longue d’apres ces études quel que soit le
traitement (147;204). Mais Holland et al. soulignent le caractere hétérogene de ce groupe dans
leurs dernieres présentations orales et publications (542).

Le risque a 6 genes permet de différencier deux sous-groupes de pronostic différent chez les
patients ayant un GBM proneural. Cette différence n’est pas significative dans les autres sous-
types de GBM. Nous pourrions supposer du fait d’'une survie plus longue, que la réponse
immune antitumorale a plus de temps pour etre initiée et ralentir par ce fait la progression
tumorale chez ces patients ayant un profil immun particulier mis en valeur par ce risque a 6
genes (proneuraux a bas risque). D’autres études sont nécessaires pour valider ces hypotheses.
Par ailleurs, I’impact du risque a 6 genes dans le sous-type proneural pourrait nous inciter a

leur proposer des essais d’immunothérapie. Cependant, Prins et al. retrouvent une survie plus
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longue apres une vaccination a base de cellules dendritiques dans un sous-groupe de GBM
mésenchymateux, qui ont une infiltration lymphocytaire CD3+ CD8+, par rapport a une
cohorte historique de contrdle de méme expression génique (403). La vaccination a peut-etre
permis de rendre plus sensible cette sous-population résistante au traitement conventionnel
(543). Aucune différence de survie a été mise en évidence dans le sous-groupe de GBM
proneural apres la vaccination par rapport a une cohorte historique contrairement a ce que
nous pourrions penser. La réponse immune antitumorale a peut-etre déja eu lieu permettant
d’obtenir spontanément une survie plus longue sans réponse supplémentaire de la stimulation
de I’immunité par une vaccination sur la survie des patients pris en charge pour un GBM de

sous-type proneural. Ces hypotheses doivent étre étudiées puis validées en prospectif.

ARTICLE N°6 (544) :

Immune genes are associated with human glioblastoma pathology and patient survival.
Vauléon E, Avril T, Hamlat A, Etcheverry A, Chiforeanu DC, Menei P, Mosser J, Quillien
V, Aubry M.

BMC Med Genomics. 2012 Sep 14;5:41.
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3. Etude des cellules immunes infiltrant les glioblastomes

3.1. Objectifs

Nous avons montré dans la partie précédente qu’au niveau génomique, une signature
immunologique est associée au GBM et a la survie des patients. Nous avons complété ce

travail par I’étude des cellules immunes infiltrant les GBM.

De nombreux travaux publiés sont basés sur des études en IHC et décrivent des petites
cohortes de patients. Un des inconvénients de I'THC est I’impossibilité de combiner différents
marqueurs pour caractériser les cellules. Nous avons choisi d’aborder cette question en
utilisant une analyse par cytométrie en flux qui nous permet d’utiliser plusieurs marqueurs en

meéme temps mais aussi de quantifier de facon précise des sous-populations cellulaires.

Pour cela, nous avons travaillé sur des prélevements tumoraux qui ont été dissociés puis
congelés en présence de diméthylsulfoxyde (DMSO) pour préserver les cellules. Dans un
premier temps, nous avons validé le fait que la congélation n’affecte pas la proportion initiale

de cellules infiltrant les GBM.

Nous avons ensuite étudié la proportion des cellules immunes viables CD45+ en utilisant
cette banque de prélevements tumoraux issus de GBM (n=73), de gliomes de grade III (n=12),
gliomes de grade II (n=8) et de cerveaux issus de chirurgie d’épilepsie (n=2). La
caractérisation des cellules infiltrant les tumeurs a été réalisée en utilisant des marqueurs
exprimés par les différents contingents cellulaires immuns que sont les cellules monocytaires,
lymphoides et granulocytaires. Nous avons ensuite confirmé que cette infiltration est présente
sur le site tumoral mais pas dans le parenchyme sain ou a la marge de la tumeur; et qu’elle
n’est pas influencée par la prise de corticoides.

Enfin nous avons étudié 1’association de cette infiltration avec la survie des patients.
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3.2. Matériel et méthodes

3.2.1. Echantillons tumoraux

Les prélevements sont issus de patients atteints de tumeurs cérébrales et opérés dans le service
de Neurochirurgie a I’hopital Pontchaillou de Rennes, en accord avec le comité local
d’Ethique. Les échantillons tumoraux sont prélevés par le neurochirurgien au bloc opératoire

puis directement collectés dans un tube de 50 ml contenant du milieu minimum essentiel

d’Eagle modifié par Dulbecco (DMEM) (Lonza®).

Les informations cliniques des patients ont également été collectées, notamment le sexe, la

date de naissance, la prise de corticoides et la survie globale.

Les prélevements sont disséqués afin d’enlever les vaisseaux sanguins puis coupés en
morceaux de 2 2 3 mm’. Les fragments sont déposés dans un tube de type C (Miltenyi
Biotec®) a raison de 1 a 3 g pour 10 ml de milieu DMEN. Les tissus tumoraux sont ensuite
dissociés a 1’aide de I’appareil GentleMacs (Miltenyi Biotec®) en utilisant le programme
«m_impTumor_01» (maximum 10 ml de tissu dans le tube C GentleMacs®). Les
prélevements dissociés sont passés sur un tamis de 100 pm (BD Falcon®) et la suspension
cellulaire est centrifugée 10 minutes (min) a 400g a température ambiante. Le culot cellulaire
est remis en suspension et 1’équivalent de 0,03 g de tissu est soit analysé directement, soit
congelé a -150°C avec de I’albumine sérique humaine (human serum albumin en anglais

HSA) 4% (LFB Biomédicaments®) contenant 10% DMSO.
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3.2.2. Phénotypage des cellules infiltrant les tumeurs

3.2.2.1. Préparation des échantillons

L’équivalent de 1,5 mg de tissu est collecté par tube de cytométrie de flux (fluorescence
activated cell sorter en anglais FACS) (BD Falcon®) et additionné de 2 ml de tampon
phosphate salin (phosphate buffered saline en anglais PBS), contenant 2% de sérum de veau
foetal (SVF) (Lonza®). Pour les prélevements congelés, les cellules sont tout d’abord
décongelées dans 25 ml de PBS contenant 20% de SVF. Apres centrifugation de 10 min a
400g, le culot cellulaire est remis en suspension avec du PBS 2% SVF. Les cellules sont
centrifugées 10 min a 400g. Le culot cellulaire est remis en suspension dans 50 ul de PBS 2%
SVF puis incubé avec 2 pg d’Ig humaines (Sigma-Aldrich®) pendant 5 min a température
ambiante. Les cellules sont ensuite incubées avec les anticorps ciblant les marqueurs d’intérét
et directement marqués avec des fluorochromes (Cf. Tableau 9) pendant 30 min a 4°C. Les
cellules sont lavées deux fois avec 2 ml de PBS contenant 2% de SVF puis le culot cellulaire
est remis en suspension dans 350 ul de PBS/SVF. Dix ul de la 7-aminoactinomycine D
(7TAAD, BD Biosciences®), colorant qui a une forte affinité pour ’ADN et permettant ainsi
de repérer les cellules mortes, sont ajoutés 10 min avant I’analyse par cytométrie en flux. Les
anticorps décrits dans le tableau 9 nous ont servi pour I’analyse des sous-populations

microgliale et macrophagique, granulocytaire et lymphocytaire.
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3.2.2.2. Analyse par cytométrie en flux

Les cellules marquées sont analysées par cytométrie en flux en utilisant un cytometre en flux
de type FACSCanto II (BD Biosciences®). Les données sont analysées a I’aide du logiciel
FACS Diva (BD Biosciences®).

Les cellules mortes marquées avec le 7AAD sont d’abord exclues de I’analyse puis la
population d’intérét est repérée par I’expression de la molécule CD45, marqueur pan-
leucocytaire. Les différentes sous-populations leucocytaires sont finalement distinguées par
leur expression des molécules CD45 et CD11b (Cf. Figure 26). Les résultats sont exprimés en
pourcentage de la population d’intérét par rapport au nombre total de cellules vivantes

présentes dans les échantillons tumoraux.
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Figure 26 : analyse des populations infiltrantes par cytométrie de flux.

Les cellules issues de prélevements tumoraux sont préparées comme indiqué dans la partie
‘Matériel et méthodes’ puis marquées avec des anticorps anti-CD45 et CD11b. Apres lavages,
les cellules sont incubées avec le 7AAD puis analysées par cytométrie en flux. (A) Les
cellules vivantes (en rouge) sont repérées par I’absence de fixation du 7AAD. (B) La
population leucocytaire d’intérét (en vert) est repérée parmi les cellules vivantes par
I’expression de la molécule CD45. Le pourcentage des cellules CD45+ parmi les cellules
vivantes présentes dans 1’échantillon est indiqué au dessus de la fenétre d’intérét. (C) Cette
population leucocytaire peut etre décomposée en différentes sous-populations en fonction de
leur profil d’expression des molécules CD45 et CD11b.
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3.3. Résultats

3.3.1. Effet de la congélation sur les populations leucocytaires infiltrant les

tumeurs

Les échantillons tumoraux issus de patients atteints de tumeurs cérébrales ont été€ dissociés
puis congelés en HSA 10% DMSO pour garder les cellules intactes. Afin de vérifier I’absence
de biais lié a cette congélation, nous avons dans un premier temps testé la présence de
populations leucocytaires dans 5 échantillons tumoraux avant et apres congélation. Comme
indiqué dans les figures 27 et 28B, le pourcentage des cellules CD45+ infiltrant les tumeurs
reste identique apres congélation comparé a celui obtenu sur les échantillons fraichement

préparés.
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Figure 27 : comparaison du pourcentage de cellules leucocytaires dans les prélevements
de GBM fraichement préparés et obtenus apres décongélation.

Les cellules fraichement isolées ou décongelées sont analysées comme indiqué dans la figure
28. Les résultats obtenus avec 5 prélevements tumoraux différents sont exprimés en
pourcentage de cellules CD45+ parmi I’ensemble des cellules vivantes testées.
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De meéme, la répartition des sous-populations leucocytaires selon leur expression des
molécules CD45 et CD11b reste inchangée sur les échantillons issus des tumeurs fraiches ou

des méme tumeurs apres décongélation (Cf. Figure 28C).
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Figure 28 : comparaison des sous-populations leucocytaires dans les prélevements de
GBM fraichement préparés et obtenus apres décongélation.

Les cellules fraichement isolées ou décongelées sont lavées, marquées avec des anticorps
spécifiques anti-CD45 et CD11b puis analysées par cytométrie en flux. Les cellules vivantes
sont repérées par exclusion du 7AAD (A); les leucocytes, parmi les cellules vivantes par
I’expression du marqueur CD45 (B) et les différentes sous-populations leucocytaires a partir
des cellules CD45+ vivantes par I’expression de la molécule CD11b (C). Les valeurs
indiquées pres les fenétres correspondent aux pourcentages de cellules retrouvées dans les
zones d’intérét parmi I’ensemble des cellules vivantes testées.
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3.3.2. Variation de la proportion de la population leucocytaire infiltrant les

tumeurs cérébrales

3.3.2.1. Influence du grade sur la population leucocytaire infiltrant les tumeurs
cérébrales

Nous avons ensuite étudié la proportion de cellules CD45+ parmi des cellules issues de
différents prélevements tumoraux : GBM (n=73), gliomes de grade III (n=12), de grade II
(n=8). Une forte hétérogénéité de la proportion des cellules leucocytaires infiltrant les GBM

est observée (de 0,15% a 44,6% - moyenne = 10,0%) (Cf. Figures 29 et 30B).
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Figure 29 : présence de sous-populations leucocytaires dans les prélevements de tumeurs
cérébrales.

Les cellules fraichement isolées ou décongelées sont analysées comme indiqué dans la figure
28. Les résultats obtenus avec les prélevements de GBM, de tumeurs cérébrales de grade III et
I1, et de cortectomie d’épilepsie (CN) sont exprimés en pourcentage de cellules CD45+.
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Non seulement, une forte hétérogénéité de la population leucocytaire est observée dans les
GBM mais également des sous-populations leucocytaires, avec la présence d’une infiltration
plus ou moins forte de microglie/macrophage plus ou moins associée a une infiltration de

polynucléaires et/ou de lymphocytes (Cf.Figures 30B et 30C).
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Figure 30 : présence de sous-populations leucocytaires dans les prélevements de GBM.
Les cellules décongelées sont lavées et analysées comme indiqué dans la figure 28.

Les valeurs indiquées dans les fenétres correspondent aux pourcentages de cellules retrouvées
dans les zones d’intéret parmi I’ensemble des cellules vivantes testées.
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De facon remarquable, méme si le nombre de tumeurs étudié est moindre, le pourcentage de
cellules CD45+ retrouvées dans les tumeurs cérébrales de grade II et III semble inférieur a

celui des GBM (moyenne = 1,93% et 4,57% respectivement) (Cf. Figure 29A et 31B).
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Figure 31 : présence de sous-populations leucocytaires dans les prélevements de gliomes
de grades 1II et III.

Les cellules décongelées sont lavées et analysées comme indiqué dans la figure 28. Les
valeurs indiquées dans les fenétres correspondent aux pourcentages de cellules retrouvées
dans les zones d’intérét parmi I’ensemble des cellules vivantes testées.
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3.3.2.2. Absence de la population leucocytaire infiltrant les tumeurs cérébrales dans les
zones péri-tumorales et les cortectomies non-tumorales

Nous avons testé si la présence de la population leucocytaire CD45+ est également retrouvée
dans le parenchyme péri-tumoral ou bien celui de cortectomies issues de chirurgie d’épilepsie
(en marge du site atteint). Nous avons observé une faible infiltration de cellules CD45+ dans
les zones péri-tumorales issues de différents prélevements de GBM (n=10) et d’un gliome de
grade III alors que des cellules CD45+ infiltrent les zones tumorales correspondantes (en
moyenne 1,0% dans les zones péri-tumorales contre 11,4% dans les zones tumorales) (Cf.

Figures 32).
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Figure 32 : présence de sous-populations leucocytaires dans les zones tumorales et péri-
tumorales de prélevements issus de tumeurs cérébrales.

Les cellules fraichement isolées ou décongelées sont analysées comme indiqué dans la figure
28. Les résultats obtenus avec les prélevements de GBM (cercle™ ) et d’un gliome de grade
I (carré[ ] ) sont exprimés en pourcentage de cellules CD45+ parmi I’ensemble des cellules
vivantes testées.

De méme, nous n’avons pas observé de cellules CD45+ dans les prélevements issus de

cortectomies d’épilepsie (n=2) (Cf. Figure 29).
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3.3.3. Phénotypage des sous-populations leucocytaires infiltrant les GBM

Nous avons montré une infiltration variable de cellules CD45+ dans les GBM. Parmi ces
cellules, plusieurs sous-populations peuvent etre distinguées par leur expression des
molécules CD45 et CD11b entre autres (Cf. Figure 28C).

La sous-population majoritaire, retrouvée dans tous les prélevements de GBM infiltrés en
leucocytes est la population hétérogene CD45+ CD11b+ (Cf. Figures 29 et 30C, en bleu foncé
et violet) (supérieur a 2% dans 50 GBM sur 73). Deux autres sous-populations sont retrouvées
moins fréquemment : la sous-population CD45™" CD11b ™" (supérieur 2 2% dans 7 GBM
sur 73) et la sous-population CD45™"¢ CD11b " (supérieur & 2% dans 9 GBM sur 73)
correspondant respectivement a la population lymphocytaire colorée en orange et
granulocytaire colorée en bleu clair.

Nous allons décrire les différentes sous-populations leucocytaires dans les prochains sous

chapitres.

3.3.3.1. Phénotypage de la sous-population majoritaire CD45+ CD11b+

I a été précédemment décrit une infiltration importante des  cellules
microgliales/macrophagiques dans les tumeurs cérébrales (361;362;392), sans que les auteurs
ne les différencient en cytométrie. En effet, la sous-population CD45+ CDI11b+ est
hétérogene, elle correspond a 2 types cellulaires : les macrophages ou monocytes et les
cellules de la microglie.

La sous-population a donc été testée dans notre analyse pour I’expression des molécules
CD14, CD64, CD163, CD33, CDI11c, CD105 et HLA-DR exprimées par les cellules de type

monocytes/macrophages.
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Comme le montre la figure 33, toutes les cellules CD45+ CD11b+ expriment les molécules
CD64, HLA-DR, CDllIc et CDI105. Une grande majorité d’entre-elles expriment CD14 et
CD33 (sauf les cellules du prélevement #150). Une plus grande variabilité dans I’expression
des molécules CD163 et CD16 est observée selon les tumeurs.

Au sein de cette sous-population, les niveaux d’expression des molécules CD45+ CD11b+
permettent d’identifier deux groupes de cellules. Le groupe exprimant fortement CD45 et
CD11b expriment également les molécules CD14, CD64, CD33, CDIl1c, CD16 et CD105 a
des niveaux plus forts évoquant 1’état activé des cellules.

Contrairement a Ibal en IHC, qui serait plus spécifique de la microglie, aucun marqueur
commercialisé pour la cytométrie de flux ne permet pas de différencier les macrophages de la
microglie. Bien qu’arbitrairement nous avons voulu séparer visuellement par deux couleurs
différentes, la microglie non activée, représentée par des points violets, correspondant a des
cellules exprimant moins fortement CD45+ et CD11b+ et exprimant moins les marqueurs
d’activation  (CD163, HLA-DR, CDllc) que la microglie activée ou les

macrophages/monocytes activés (représentés par des points bleus foncés).

139



Log,g (Intensité de fluorescence)

7AAD

o = N W ~ O
P TR N N

CD11b

HLA-DR CD64 CD163 CD14

CD105

#129 #162 #150 #178
20,6 17,1 12,9 10,3
w’ . ’
| |b Q y| @
' 150 250 50 150 250 50 150 250 50 = 150 = 250
FCS
0,4 % I 0,3/ 1,4 % 1,9 ,,5 07 #
22 1 | 12,3¢ 14,8 | 108 8,4
46 ( @ | |{ 80 ) 0,9 ¢ 0,2 07 e
012 3 4 1234501234501 23450012345

96,9

:97,9T:

192,0

W h OO =2 N W DAOOO = N W AOOO =2 N W HNOOO = N WA O
| T TR AR NS T f N NN N N N RN N N SN SR X R N N N T

1946
s & o
] 196,0 196,0
24 i
1 1] = @ L)
0
01 2 3 4 1234501234501 23450123435

CD11b

Log,, (Intensite de fluorescence)

Figure 33 : Phénotypage de la sous-population CD45+ CD11b+ infiltrant les GBM.

Cf légende en fin de deuxieme partie de la figure 33.
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Figure 33 (suite): Phénotypage de la sous-population CD45+ CD11b+ infiltrant les
GBM.

Les cellules sont analysées comme indiqué dans la figure 28. Elles sont ensuite marquées
avec différents anticorps dirigés contre les molécules indiquées en ordonnée. Les valeurs
indiquées dans les fenétres correspondent aux pourcentages de cellules retrouvées dans les
zones d’intéret parmi I’ensemble des cellules vivantes testées (A et B) ou parmi les cellules
CD45+ CD11b+ (C).

3.3.3.2. Phénotypage de la sous-population CD45™™¢ CD11p""*

Comme indiqué ci-dessus, la sous-population CD45™™" CD11b™™ (représentée par les points
bleu clair) est retrouvée dans moins de 13% des tumeurs testées (% CD45 ™ CD11p
supérieur a 2%).

Comme le montre la figure 33C, ces cellules n’expriment pas les molécules CD14, CD64,
CD163, CD33, CDI105 et HLA-DR (Cf. Figure 33C) mais expriment CD66b, CDI5 et
CDl11c, molécules retrouvées sur les granulocytes (Cf. Figure 34C).

De méme, elles expriment des niveaux variables de la molécule CD16, qui correspond au
récepteur FcyRIIIA, présents non seulement a la surface des monocytes/macrophages mais

aussi des polynucléaires neutrophiles.
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Figure 34 : phénotypage de la sous-population CD45 *"** CD11b " infiltrant les GBM.

Les cellules sont analysées comme indiqué dans la figure 28. Les valeurs indiquées dans les
fenétres correspondent aux pourcentages de cellules retrouvées dans les zones d’intérét parmi
I’ensemble des cellules vivantes testées (A et B) ou parmi les cellules CD45 faible cp11p fort

©).
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3.3.3.3. Phénotypage de la sous-population CD45 ™ CD11b ™"

La sous-population CD45 ™ CD11b ™" (représentée par des points oranges) est retrouvée
dans moins de 10% des tumeurs testées (% CD45 ™™ CD11b ™" supérieur 2 2%).

Ces cellules n’expriment aucun des marqueurs utilisés précédemment (Cf. Figures 33C et

34C), excepté pour la tumeur #129 la molécule HLA-DR a des niveaux tres faibles.

Nous avons alors testé les molécules CD19, NKp46 et CD3 exprimées respectivement par les
lymphocytes B, NK et T (Cf. Figure 35). La majorité des cellules CD45 ™" CD11b ™l
expriment le marqueur CD3 des lymphocytes T mais pas les molécules CD19 des
lymphocytes B ni NKp46 des cellules NK (Cf. Figure 35C). La proportion des lymphocytes T
CD4 et CD8 varie selon les tumeurs. Pour la tumeur #129, les lymphocytes T sont
principalement des lymphocytes T CDS8 alors qu’inversement pour la tumeur #108, ce sont

plutot des lymphocytes T CD4.

Comme il a précédemment été rapporté que des lymphocytes T CD4 régulateurs étaient
présents sur le site des tumeurs cérébrales, nous avons étudié I’expression des molécules
CD25 et CD127 sur ces cellules CD3+ CD4+ (Cf. Figure 35D). De facon surprenante, nous
n’avons pas observé de cellules CD3+ CD4+ CD25 ™ CD127 ™M - (moins de 2 %)

caractérisant les LTreg.
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Figure 35 : Phénotypage de la sous-population CD45 ™ CD11b ™™ jnfiltrant les GBM.
Les cellules sont analysées comme indiqué dans la figure 28. Les valeurs indiquées dans les
fenétres correspondent aux pourcentages de cellules retrouvées dans les zones d’intérét parmi
I’ensemble des cellules vivantes testées (A et B) ; parmi les cellules CD45™" CD11b™"* (C)
ou parmi les cellules CD45 " CD11b ™"* CD3+ (D).

144



L’infiltration de cellules immunes de notre étude est résumée dans le tableau 10 en termes de

moyenne, médiane et valeurs extrémes en pourcentage de cellules viables.

Infiltration (% de cellules viables)  microgliale/macrophagique lymphocytaire  polynucleaire
moyenne 1,76 1,04 1,09
mediang 5,09 041 0,35
minimunm 007 0,02 0,00
maximum 33,62 14,24 12,29

Tableau 10 : récapitulatif de infiltration de cellules immunes dans 73 GBM.
Les valeurs moyennes, médianes, et extrémes des infiltrations sont exprimées en pourcentage
de cellules viables retrouvées en cytométrie de flux.

3.3.4. Relation entre ’infiltration leucocytaire et les données cliniques des

patients atteints de GBM

3.3.4.1. Influence de I’age des patients sur la population leucocytaire infiltrant les GBM
Le systeme immun étant connu pour etre moins efficace avec 1’age, nous avons donc étudié
I’age moyen des patients chez 20 patients ayant une faible (inférieure a 1,8% de cellules
CD45+) ou forte infiltration leucocytaire (entre 16,0 et 44,6% de cellules CD45+).

L’age est légerement plus élevé dans le groupe a faible infiltration avec une moyenne autour
de 66 ans versus 62 ans pour les patients ayant une plus forte infiltration leucocytaire (avec
des ages extréemes au diagnostic allant de 49 a 80 versus 48 a 75 ans respectivement). Cette
différence d’age entre les 2 groupes de patients ayant soit une forte ou une faible infiltration
leucocytaire CD45+ n’est pas statistiquement significative selon le test non paramétrique de

Wilcoxon.
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3.3.4.2. Influence de la prise de corticoides en préopératoire sur la population
leucocytaire infiltrant les GBM

Nous avons aussi recherché un impact de la corticothérapie sur I’infiltration leucocytaire dans
les GBM. Nous avons étudié ces deux groupes de patients ayant soit une forte infiltration
leucocytaire (entre 16,0 et 44,6% de cellules CD45+) soit une faible infiltration (inférieure a
1,8% de cellules CD45+).

Nous n’avons pas trouvé de lien entre I’absence ou non d’une corticothérapie en préopératoire
et le niveau d’infiltration leucocytaire. En effet, 2 patients sur 10 de chacun des groupes n’ont
pas recu de corticoides avant le passage au bloc opératoire.

De plus, le groupe de patients ayant la plus forte infiltration leucocytaire dans la tumeur a été
traité en moyenne plus longtemps (avec une durée de 10,3 jours versus 8 jours) et avec des
plus fortes doses de corticoides (avec une posologie totale de 1178 mg versus 671 mg)

comparé au groupe ayant un faible infiltrat leucocytaire (Cf. Figure 36A et 36B).
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Figure 36 : Influence de la prise de corticoides sur la population leucocytaire infiltrant
les GBM. La posologie (A) et la durée (B) du traitement par les corticoides ont été rapportées
pour les 10 patients ayant une importante infiltration leucocytaire (de 16 a 45 % des cellules
vivantes) et les 10 patients ayant une faible infiltration leucocytaire (de 0,4 a 1,7 % des
cellules vivantes).

146



La différence de posologie et de durée de la corticothérapie pré-opératoire n’est pas
statistiquement significative selon le test non paramétrique de Wilcoxon entre les 2 groupes
de fort et de faible niveau d’infiltration leucocytaire CD45+ dans la tumeur. De méme aucune
différence significative de posologie et de durée de traitement par corticoides n’est retrouvée
lors de la comparaison des groupes de forte et faible infiltration des sous-populations

microgliales/macrophagiques, polynucléaires et lymphocytaires.

Par ailleurs, aucun des 20 patients étudiés n’avait de traitement immunosuppresseur avant le
geste chirurgical. A noter qu’un des patients qui avait une infiltration importante (autour de
18,6% de cellules viables CD45+) avait un antécédent de syndrome myéloprolifératif non

traité (trombocytémie) au moment du diagnostic de GBM.

3.3.4.3. Influence de P’infiltration leucocytaire sur la survie des patients atteints de GBM
Nous avons ensuite étudié I’impact de I’infiltration leucocytaire sur la survie des 66 patients
traités pour un glioblastome, dont la survie est connue.

Nous avons comparé la survie des patients appartenant a deux groupes différents d’infiltration
forte ou faible de cellules immunes selon la méthode de Kaplan-Meier par un test du log-rank.
Les deux groupes sont définis dans un premier temps selon la valeur médiane de I’infiltration
en leucocytes totaux, lymphocytes, cellules microgliales-macrophagiques et polynucléaires.
Le premier groupe de patient présente une infiltration cellulaire supérieure a la valeur
médiane d’infiltration et le deuxieme groupe une infiltration inférieure ou égale a cette valeur
médiane.

Nous avons également comparé la survie entre les patients du 1 versus du 4eme quartile de

valeurs d’infiltration des différentes cellules immunes.

147



N

On note une tendance non significative a une meilleure survie en cas d’infiltration
leucocytaire CD45+ comme le souligne la séparation des 2 courbes de survie. La courbe de
survie des patients ayant une forte infiltration leucocytaire (supérieure a la valeur médiane de
I’infiltration en cellules CD45+ c'est-a-dire 5,35% cellules viables) est de couleur rouge et
celle des patients ayant une faible infiltration (inférieure ou égale a la valeur médiane
d’infiltration de cellules CD45+) est représentée en bleu (Cf. Figure 37). La comparaison de
la survie des patients du 1¥ versus du 4°™ quartile de valeurs d’infiltration en cellules CD45+

n’est également pas significative.
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Figure 37 : courbe de survie en fonction de infiltration CD45+.

Les courbes de survie selon la méthode de Kaplan-Meier des 66 patients traités pour un GBM
sont représentées en rouge pour ceux qui ont une infiltration leucocytaire CD45+ supérieure a
la médiane de I'infiltration et en bleu si I’infiltration est inférieure ou égale a la médiane. La
différence n’est pas significative statistiquement selon le test du log-rank.

Aucune différence pronostique significative n’est retrouvée concernant la comparaison des
deux groupes d’infiltration faible ou forte de macrophage/microglie et de polynucléaire en
comparant les groupes séparés selon la médiane de valeurs d’infiltration ou le groupe du 1%

4éme

versus le quartile de valeurs d’infiltration de macrophage/microglie et de polynucléaire.
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Seule la présence de la population lymphocytaire induit une différence significative de survie
selon la méthode de Kaplan-Meier, avec un log-rank significatif p<0,02 (Cf. Figure 38). La
courbe de survie des patients ayant une forte infiltration lymphocytaire (supérieure a la valeur
médiane d’infiltration lymphocytaire c'est-a-dire 0,36% de cellules viables) est représentée en
rouge et celle des patients ayant une faible infiltration (inférieure ou égale a la médiane

d’infiltration lymphocytaire) en bleu.
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Figure 38 : courbe de survie en fonction de ’infiltration lymphocytaire.

Les courbes de survie selon la méthode de Kaplan-Meier des 66 patients traités pour un GBM
sont représentées en rouge pour ceux qui ont une infiltration lymphocytaire supérieure a la
médiane de [Dinfiltration lymphocytaire (médiane=0,34) et en bleu si l'infiltration est
inférieure ou égale a la médiane. La différence est significative statistiquement avec un
p<0,02 selon le test du log-rank.

Notre analyse retrouve donc un meilleur pronostic statistiquement significatif en cas
d’infiltration lymphocytaire élevée, et une tendance non significative pronostique positive en

cas d’infiltration leucocytaire CD45+ élevée.
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3.4. Discussion

Dans notre étude, nous avons mis en évidence une infiltration de cellules immunitaires dans
les gliomes notamment les GBM contrairement a la zone péritumorale et aux cerveaux non

tumoraux comme ce qui est décrit dans la littérature (360;391).

Cette infiltration de cellules immunes est plus fréquemment retrouvée dans le GBM par
rapport aux gliomes de plus bas grade, conformément a la littérature
(192;355;357;364;399;417;545). Lohr et al. rapportent une corrélation entre I’infiltration de
cellules immunes et la perméabilité de la BHE. Les hypotheses sont le passage plus facile des
chimiokines et des cellules immunes lors de la rupture de BHE (546). L’infiltration
lymphocytaire T est associée a I’expression des molécules d’adhésion notamment la molécule
d’adhésion intercellulaire 1 (en anglais intercellular adhesion molecule ICAM-1) et vasculaire
1 (en anglais vascular cell adhesion molécule 1 VCAM-1), qui sont tous les deux colocalisés
avec les marqueurs des cellules endothéliales dans les échantillons de GBM. Le TGF diminue
I’expression d’ICAM-1 et VCAM-1 dans les cellules endothéliales de GBM et son blocage
favorise I’infiltration lymphocytaire T en restaurant I’expression des molécules d’adhésion.
La concentration des facteurs de croissance angiogénique, notamment TGF, a été rapportée
plus élevée dans les gliomes de hauts grades, ce qui expliquerait la corrélation entre le grade

et I’infiltration de cellules immunes (192;192;355;357;364;399;417,545).

Chaque infiltration de cellules immunes retrouvée dans notre étude est au moins composée

d’une infiltration macrophages/microglie, plus ou moins associée a une infiltration

lymphocytaire et/ou de polynucléaires.
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3.4.1. Microglie macrophage

Nous retrouvons la présence d’une infiltration par les cellules macrophagiques/microgliales
CD45+ CDI11b+ dans I’ensemble des 73 échantillons de GBM analysés, dont 50 ont une
infiltration supérieure a 2% des cellules viables en cytométrie de flux. Cette infiltration
correspond a 7,76 % des cellules viables en moyenne avec une infiltration maximale de plus

d’un tiers de I’ensemble des cellules viables.

Ces données sont comparables a 1’étude publiée récemment par Parney et al. , sur 9 GBM,
pour laquelle il est retrouvé une infiltration de cellules CD45™"/CD11b+ de 1,65% parmi les
cellules viables et une infiltration de cellules CD45™" CD11b+ de 6,2 % (360). Hussain et al.
ont rapporté une infiltration moyenne de cellules CD45+/CD11b+ de 0,8 % de I’ensemble des
cellules du GBM. Il est a préciser que dans cette étude, il n’y a pas eu d’exclusion des cellules
mortes, ce qui peut entrainer des biais, les cellules mortes pouvant fixer les anticorps de

maniere non spécifique (363).

L’infiltration microgliale/macrophagique a été également étudiée en IHC dans la littérature,
elle peut correspondre, comme nous le rapportons également dans notre étude, jusqu’au tiers
des cellules composant le GBM (352;354;355;362).

Dans la littérature et dans notre étude, I'infiltration microgliale/macrophagique est plus
fréquente et plus forte dans les gliomes de haut grade que dans les gliomes de bas grade et le

cerveau normal (185;352;353;355;357;364;545,547).

Quelques auteurs différencient la microglie en IHC, notamment grace a I’anticorps anti-AIF1
ou anti-Ibal (548). Iba-1, «ionized calcium binding adaptor molecule » 1 en anglais, est une

protéine exprimée dans la microglie, contrairement aux neurones, a [’astroglie, a

I’oligodendrioglie, et aux fibroblastes in vitro et in vivo (548). Cependant, plusieurs études
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récentes ont rapporté que des lignées monocytaires macrophagiques sont également Ibal+ en
IHC (549-551). Ce marqueur ne semble donc pas étre spécifique de la microglie. Il est
possible de distinguer, en cytométrie en flux, deux populations distinctes, suivant les niveaux
d’expression des molécules CD45+ et CD11b+. Les cellules de la microglie a 1’état quiescent
se différencient des macrophages par I’expression plus faible du CD45 et du CDI11b. Par
contre, dans un contexte inflammatoire, il devient difficile de distinguer les macrophages des
cellules microgliales activées, I’expression du CD45 et du CD11b augmentant alors sur ces
dernieres. Une population de cellules microgliales « quiescentes » est toujours retrouvée dans
nos échantillons, mais celle-ci est généralement minoritaire par rapport aux cellules exprimant

plus fortement CD45 et CD11b.

Des facteurs d’activation des macrophages ont été décrits dans la littérature, notamment
I’activation classique des macrophages par I'IFNy et le LPS qui augmente 1’expression de
CD16, CD64, CD80, CD86, CD32, TLR2 et TLR4 (les macrophages sont dits de type M1 et
synthétisent beaucoup d’IL12 et peu d’IL10) et I’activation alternative via IL4 et IL13 ou
IL10 qui augmente I’expression de CD163, CD14, CD23, CD206, CD280 (les macrophages
sont dits de type M2 et synthétisent beaucoup d’ IL10 et peu d’IL12) (552-557). Cependant, il
est maintenant admis que cette classification est simpliste, et que les macrophages peuvent
présenter un continuum de phénotypes entre ces deux phénotypes extremes. Notre étude
montre que les cellules définies par une expression plus forte de CD45 et CD11c expriment
aussi plus fortement CD16, CD64 et CD14. L’expression de CD163 est par contre variable
d’une tumeur a I’autre, les deux sous-populations discriminées sur I’expression de CD45 et
CDll1c pouvant présenter une forte ou faible expression de ce marqueur. Les cellules
exprimant fortement CD45 et CD11c expriment donc différents marqueurs d’activation dont
I’intensité d’expression est variable d’un échantillon a 1’autre, montrant bien la plasticité de

ces cellules phagocytaires suivant leur environnement. Il est difficile d’indiquer, au vue de ces
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phénotypes, si ces cellules se rapprochent plus d’un type M1 ou M2. De plus, pour les cellules
microgliales que nous avons définies comme « quiescentes », 1’espression de CD14 permet
dans certains cas de différencier une population positive et une population négative, montrant

ainsi qu’il ne s’agit pas d’une population homogene.

Rossi et al. , qui retrouve également une infiltration de 100% des gliomes analysés par IHC,
ne met pas en évidence de lien avec la survie (361) comme dans notre analyse. Seules 2
équipes mettent en évidence une association avec la survie. Une survie meilleure est rapportée
si le ratio entre le nombre de cellules positives par IHC pour CD163 et le nombre de cellules
exprimant CD68 est faible (< 0,30) (355). La méme équipe a récemment montré que les
macrophages de type M2 favorisaient la prolifération des cellules tumorales, apres contact
cellulaire et activation de STAT3. Un ratio important de cellules de type M2 (définies ici par
I’expression de CD163 et Ibal) est corrélé a une forte prolifération dans leur série de gliomes
de hauts grades, ainsi qu’a une moins bonne survie (359). La seconde équipe trouve par
contre une meilleure survie, dans une série de gliomes de hauts grades, si l’infiltration
microgliale et macrophagique Ibal+ est supérieure a 100 cellules pas champ au grossissement

5 eme

400 (correspondant au 7 percentile de la distribution).

De maniere théorique, les macrophages au sein d’une tumeur peuvent jouer un role positif, via
leurs capacités de phagocytose et de présentation. Cependant il existe une littérature
foisonnante sur leurs roles déléteres dans différents cancers, leur présence y étant associée a
un mauvais pronostic (558). Les macrophages peuvent favoriser les phénomenes d’invasion
tumorale et de métastase, ils contribuent aux phénomenes d’angiogénese et la présence de
macrophages de type M2 participe aux phénomenes d’immunosuppression (559). Différents
exemples du role délétere des cellules microgliales/macrophagiques sont également rapportés

pour les tumeurs cérébrales. Dans des modeles animaux, la déplétion de la tumeur en cellules
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microgliales/macrophagiques permet de réduire la taille tumorale (379;560). Un lien entre
I’infiltration microgliale/macrophagique et la densité vasculaire a été rapporté par Nishie et al.
ce qui expliquerait la localisation préférentielle des macrophages dans les zones d’hypoxie ou
ils favorisent avec les cellules gliales la néoangiogenese (547). Les cellules
microgliales/macrophagiques peuvent exprimer PD-L1 (561), IDO (562) et les molécules
HLA-G et HLA-E (563). De plus, les cellules CD14+ infiltrant les gliomes expriment
fortement la molécule TIM4, ce qui leur permet de phagocyter les lymphocytes infiltrants qui
expriment la phosphatidyl sérine. TIM4, comme la phosphatidyl sérine, sont surexprimés en
condition hypoxique. D’autre part, en co-culture avec des lymphocytes naifs, les macrophage
induisent ceux-ci vers un phénotype et une fonctionnalit¢é de LTreg (564). Les cellules
microgliales/macrophagiques agissent également sur les cellules souches tumorales via la
production de TGFB1 qui favorise leur sécrétion de MMP-9 et augmente leur potentiel invasif

(565).

Comment dans ce cas expliquer qu’il n’existe pas de lien plus clair entre I’infiltration en
cellules microgliales/macrophagiques et la survie ? Les différents phénotypes cellulaires que
nous mettons en évidence en cytométrie en flux sont certainement le reflet de fonctionnalités
diverses, dépendant du microenvironnement des cellules. Des analyses complémentaires
seront donc nécessaires afin de mieux caractériser ces différents contingents cellulaires et

explorer leur éventuel impact sur la progression tumorale.

3.4.2. Lymphocytes

Dans la littérature, 17 études retrouvent une infiltration de lymphocytes dans les gliomes.
Le pourcentage de cette infiltration varie d’une étude a 1’autre ainsi que la maniere de les

distinguer. En IHC, les premieres études analysaient uniquement la population lymphocytaire
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infiltrante dont I’importance était tres variable d’une é&tude a [Dautre (380-
384;388;391;393;400;402;405).

En cytométrie de flux, deux études rapportent une infiltration lymphocytaire moyenne
respectivement dans 10 et 14 GBM de 18 et 0,7% des cellules totales en les distinguant grace
a leur taille et leur structure (398;566) ou a leur taille, leur structure et I’expression de CD3
(398;566). Dans notre étude, I'infiltration lymphocytaire moyenne de 73 GBM est égale a
1,04% des cellules viables, avec des extrémes entre 0,02% et 14,24%. Comme dans notre
analyse, Parney et al. excluent les cellules mortes de leur analyse de la population immune
infiltrante, et caractérisent les lymphocytes par le phénotype CD45+/CD11b-. Ils trouvent une

moyenne d’infiltration d’environ 2,5% sur une effectif de: 9 GBM (360).

Les lymphocytes représentent un contingent important apres Iinfiltration
microgliale/macrophagique (185;352;354;361;363) voire prédominante dans |’analyse de
certains cas des gliomes de haut grade (192;195;358;387;389;390;392;401). Le rapport
moyen de I'infiltration microgliale/macrophagique sur I’infiltration lymphocytaire est égal a

7,5 dans notre analyse, il varie dans la littérature entre 3 et 6 (352;360;363).

Les lymphocytes correspondent dans notre étude a des lymphocytes T, nous ne rapportons pas
d’infiltration de lymphocytes B conformément a la plupart des articles de la littérature

(204;354;363;400;401).

Bien que les cellules NK jouent un role dans le GBM, comme le souligne le module bleu de
co-expression de genes intitulé « cellules NK et immunité innée » dans notre analyse des
genes immuns, nous ne rapportons pas d’infiltration de cellules NKp46+. L’infiltration de

cellules CD56+ ou CDI16+ en IHC rapportée dans la littérature est également faible
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(352;358;389;390;392;401). Une seule étude décrit une infiltration de cellules exprimant
CD56, que ce soit en périvasculaire ou en intratumoral (357).

Nous rapportons une infiltration lymphocytaire principalement T, les contingents CD4+ et
CD8+ varient en fonction des GBM analysés. Dans la littérature, une prédominance de LT
CD8+ est rapportée en IHC (352;354;357;387;389;391-394;399), mais trois autres études
décrivent une infiltration majoritaire de lymphocytes CD4+ (363) dont 2 par cytométrie de
flux (190;192). Prins et al. a étudié cette infiltration de LT CD8+ en fonction des sous-types
moléculaires de GBM : elle semble plus importante en cas de GBM mésenchymateux en
comparaison aux GBM proneuraux et associée a une meilleure réponse dans cet essai de
vaccination (403). Dans notre analyse, les LT CD8+ n’expriment pas CD25, ils ne sont donc

pas activés, comme précédemment décrit par Hussain et al. (363).

Nous ne retrouvons pas d’infiltration significative par les LTreg. Deux études réalisées par
IHC montrent que 30 a 40% des glioblastomes présentent une infiltration de cellules
exprimant FOXP3. Le nombre absolu de cellules positives est cependant faible: pour 20
cellules exprimant CD3 par mm’ de coupe, moins de 0,3 cellule expriment FOXP3 dans
I’étude de Lohr et al. (192;355;357;364;399;417;545) et dans 1’étude de Kim et al. 0,6 cellule
FOXP3+ pour 12,8 cellules CD3+ sont observées par champ (387). Heimberger et al.
trouvent, dans une série de 52 glioblastomes, que 48% d’entre eux présentent des cellules
positives pour FOXP3 et 13% un nombre jugé important de ces cellules au niveau des zones
analysées, soit plus de 5. Ce chiffre est difficile a comparer aux autres, aucune harmonisation
n’existant quant a la facon de rendre un résultat semi-quantitatif en IHC (567). De plus, de
récentes études mettent en évidence que les cellules tumorales peuvent également exprimer
FoxP3 dans le cancer du pancréas (568), le mélanome (569), le cancer du sein (570;571), le

carcinome hépatocellulaire (572), le cancer urinaire (573), le cancer bronchique (574), et le
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cancer colique (575). La mise en évidence de cellules FOXP3 positives par technique d’IHC
pourrait donc manquer de spécificité.

Dans les gliomes, la plupart des études ont analysé cette sous-population lymphocytaire par
cytométrie de flux, ce qui permet d’étudier plusieurs marqueurs cellulaires de maniere
concomitante. Cependant, les criteres de définition des LTreg ne sont pas toujours identiques.
El Andaloussi et al. décrivent une infiltration de LT selon des criteres de taille structure et
I’expression de CD4 et CD25. Parmi leur population de petites cellules, considérées comme
étant des lymphocytes, le pourcentage de cellules positives pour CD4 et CD25 augmente
selon le grade des gliomes, pour atteindre 25% dans les glioblastomes. Afin de montrer qu’il
s’agit de LTreg, ils mettent en évidence par technique de biologie moléculaire I’expression de
FOXP3 dans cette population, apres tri cellulaire. Il est abusif d’appeler LTreg toutes les
cellules CD4+/CD25+, celles-ci étant classiquement définies selon le phénotype
CD4+/FoxP3+/CD25 ™. De plus, les auteurs n’indiquent pas s’ils ont éliminé les cellules
mortes avant analyse. Le chiffre de 25% de LTreg parmi les lymphocytes parait donc
largement sur-estimé (398), Jacobs et al. mettent en évidence les LTreg de la manicre
suivante, dans une série de 83 tumeurs cérébrales, dont 29 glioblastomes: apres une sélection
sur la taille/structure, les cellules exprimant CD4 sont analysées selon 1’expression de CD25
et FOXP3 ou CD127 et FOXP3. Le pourcentage de cellules FoxP3/CD25""/CD127™"" parmi
les lymphocytes CD4+ augmente avec le grade des gliomes, pour atteindre une moyenne de
16,5% dans les glioblastomes (397), et Crane et al. de maniere similaire, sur une série de 20
glioblastomes, montrent qu’en moyenne 38,5% des lymphocytes CD3+/CD4+ sont
CD25+/FoxP3+ (395). Il est a noter que pour ces deux études les auteurs ont séparé les
cellules par gradient de densité avant analyse en cytométrie de flux. D’autre part, le rendu de
résultat en pourcentage de cellules CD4+ ne permet pas de connaitre le degré d’infiltration en

LTreg. Notre étude se différencie par 1’analyse directe des cellules, en excluant les cellules
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mortes avant analyse. De plus, nous avons travaillé sur des échantillons congelés, ce qui
pourrait donner un biais, bien que nous n’ayons pas noté de différence avant et apres

congélation quant au nombre total de lymphocytes présents dans les tumeurs.

Les LTreg, qui expriment le facteur de transcription FoxP3 (576-578), sont principalement
connus pour etre responsables de tolérance par inhibition de la réponse immune antitumorale
(579;580). Ils ont une action immunosuppressive via la sécrétion des cytokines IL10 et TGFf
ou via I’inhibition par contact des cellules présentatrices d’antigene et des cellules effectrices
T (581;582). Les LTreg peuvent étre induits par les cellules initiatrices de tumeurs, qui
peuvent inhiber également la prolifération des LT (465). Différentes substances sécrétées par
la tumeur comme CCL22, IDO, sont susceptibles de les amener dans la tumeur
(397;406;583). Les LTreg sanguins de patients atteints d’un gliome ont une expression de
genes différente de celle des volontaires sains, avec une prédominance de genes impliqués

dans la tolérance immune (584).

Brooks et al., Di Lorenzo et al. et Palma et al. sont les premiers auteurs a rapporter un gain de
survie en cas d’infiltration lymphocytaire en 1977 et 1978 (381-383). Différentes études,
relativement anciennes et s’appuyant sur des criteres morphologiques en histologie, montrent
qu’une infiltration lymphocytaire a également un impact sur la survie pour les gliomes
(382;383). Plus récemment, il a é&té montré dans une large série de 108 glioblastomes qu’une
infiltration plus importante en cellules CD8+ était observée chez les patients longs survivants.
Parmi les différents facteurs pronostiques connus, I’infiltration immunitaire était le facteur le
plus fort en analyse multivariée (585). Une autre étude montre que les patients ayant une
infiltration lymphocytaires (CD3+/FOXP3-) supérieure a la valeur médiane présentent une
meilleure survie. Ceci est également vrai quand on prend en considération les sous-

populations CD8+ (CD3+/CD8+/FOXP3-) et CD8- (CD3+/CD8+/FOXP3-) (192).
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Donson et al. mettent également en évidence une meilleure survie des patients atteints d’un
gliome de haut grade en cas d’infiltration supérieure a la valeur médiane par des cellules
exprimant CD4 ou CDS8. En analyse multivariée une infiltration de cellules immunes
lymphocytaire et/ou macrophagique est un facteur indépendant de longue survie en plus de
I’indice de Karnofsky (190). Par contre, malgré le role délétere potentiellement joué par les
LTreg et malgré le fait qu’il ait ét¢ montré dans des modeles animaux de gliomes que la
déplétion en Treg avait un impact bénéfique sur la survie, aucune étude chez ’homme n’a
pour le moment montré un lien net entre 1’infiltration en LTreg et la survie (397;567). Ceci est
peut étre le reflet d’un probleme méthodologique pour I’analyse des LTreg, mis en évidence
par les résultats contradictoires présentés dans la littérature. Ceci peut aussi indiquer que les
LTreg ne sont pas trouvés en nombre suffisant dans les gliomes pour jouer un role majeur, ou
que les autres mécanismes d’immunomodulation sont prépondérants dans cette pathologie.
Quoi qu’il en soit, il existe un certain consensus concernant le role bénéfique d’une
infiltration lymphocytaire, mettant bien en évidence le role de I'immunité dans ces tumeurs et
I’intérét des approches d’immunothérapie visant a augmenter et améliorer cette infiltration

lymphocytaire.

3.4.3. Polynucléaires neutrophiles et éosinophiles

Contrairement aux autres contingents immunitaires, les polynucléaires restent relativement
peu étudiés au sein des tumeurs. Un regain d’intérét est cependant noté, depuis qu’il a été
montré que les polynucléaires associés aux tumeurs (appellés en anglais tumour-associated
neutrophils TAN, par analogie avec les TAM) ainsi que leurs précurseurs myéloides peuvent

jouer un role dans le développement des tumeurs.

Plusieurs études ont mis en évidence par IHC I’infiltration de neutrophiles dans le GBM, en

utilisant les marqueurs CD15, myéloperoxydase ou élastase (353;361;417;418), sans que leur
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role soit clairement élucidé. Dans notre étude, nous avons rapporté une infiltration de cellules
CD45+, exprimant fortement CD11b. Ces cellules expriment d’autre part les marqueurs CD15
et CD66b, elles possedent donc un phénotype comparable a celui des granulocytes circulants.
Il est cependant difficile d’affirmer qu’il s’agit de polynucléaires neutrophiles, les
polynucléaires éosinophiles présentant des phénotypes relativement proches. L’expression du
CD16 pour ce contingent cellulaire, est variable d’une tumeur a I’autre, ce qui pourrait
indiquer des stades de maturation variable. En effet, le niveau d’expression de CD16
augmente a la surface des polynucléaires lors de leur maturation. Cette différence
d’expression pourrait aussi etre le témoin de populations granuleuses différentes, les
neutrophiles exprimant plus fortement CD16 que les éosinophiles. Pour certains échantillons,
le CD66b semble discriminer deux populations distinctes. Des analyses complémentaires

seront donc nécessaires afin de mieux définir cette population CD45+/CD11b fort

L’infiltration de neutrophiles dans les tumeurs est plutdt associée avec un mauvais pronostic,
bien qu’au moins une étude ait montré, dans les cancers gastriques, qu’une forte infiltration de
neutrophiles était associée a un meilleur pronostic (422). De plus, dans les gliomes malins la
présence d’infiltration de cellules T ou de cellules polynucléées de type €osinophile est
associée a une survie plus longue chez des patients vaccinés (404;409).

Les TAN ont dans la plupart des cas un phénotype N2 capable de favoriser la croissance
cellulaire tumorale via la sécrétion de cytokines entre autres et d’inhiber la réponse immune
antitumorale contrairement au phénotype N1 anti-tumoral (429). De plus, les TAN jouent un
role important dans ’activation de 1’angiogenese, notamment via la sécrétion de MMP-9
(429;586-588). I a été montré, dans un modele murin, que les TAN ont un profil
transcriptomique différent des neutrophiles naifs ou granulocytes correspondant aux MDSC,
ces deux dernieres populations ayant globalement des profils plus proches (429). Il a été

rapporté que I’IL8 réduit la tumorigénicité des cellules cancéreuses humaines in vivo (589).
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Les neutrophiles activés par I'IL8 changent de forme, dégranulent, génerent des radicaux
libres induisant la mort des cellules tumorales (590). De maniere indirecte, IL8 favorise la
production de cytokines telles que TNF, IL1, et IFN par les neutrophiles (591). Comme le
montre le tableau 2, le gene ILS est retrouvé différentiellement exprimé dans les gliomes.
Nous avons pu mettre en évidence au laboratoire, par technique ELISA, des taux variables de
cette cytokine sur quelques surnageants de broyats tumoraux. Cette augmentation d’IL8
pourrait étre la conséquence de la perte de PTEN, conduisant a I’inactivation de STAT3 et
ainsi a une augmentation de synthese d’IL8 (592). Il a également été montré que suite a une
activation par FAS Ligand, des cellules tumorales de gliome produisent de I’'IL6 et de I’ILS,
protégeant les polynucléaires neutrophiles de 1’apoptose (593). La présence d’IL8 pourrait
ainsi donner un phénotype cytotoxique bénéfique aux TAN, qui seraient de plus résistants a
I’apoptose. Par contre, il est également reconnu que 1’expression au niveau de la tumeur d’IL8

peut favoriser la croissance tumorale, avec notamment un role pro-angiogénique.

Certains auteurs ont cherché a cibler les TAN. Dans un modele de cancer bronchique,
I’utilisation d’un antagoniste de CXCR2, un récepteur fortement impliqué dans la migration
des polynucléaires, est associé a une réduction de croissance tumorale (420). Il semble
cependant prématuré de proposer ce type de thérapeutique chez ’homme, tant que le role des

TAN n’est pas mieux connu.

3.4.4. Corticothérapie et age

Dans notre étude la corticothérapie ne semble pas influencer 1I’'importance de I’infiltration
contrairement a d’autres études notamment dans un modele murin ou une dose de
dexaméthasone de 0,1 mg/kg/j pendant 7 jours réduit de moitié I'infiltration microgliale et
lymphocytaire. L’administration a une posologie de 1 mg/kg/j abolit Iinfiltration

lymphocytaire (89% d’inhibition) sans modifier de maniere supplémentaire la microglie. La
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corticothérapie quelle que soit la posologie ne semble pas modifier [I'infiltration
macrophagique (CD11b/c * " et CD45 * ") dans cette étude (594). Cependant dans une
étude chez ’homme (n=199 patients), aucune différence d’infiltration en lymphocytes n’a été
mise en évidence en lien avec 1I’administration ou non de corticoides en préopératoire d’un

GBM (405).
L’age pourrait €tre un biais également, mais pour I’ensemble des échantillons étudiés, il n’y a

pas de différence significative d’age moyen entre les patients ayant une forte ou une faible

infiltration leucocytaire au niveau du GBM.
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4. CONCLUSION

Nous avons mis en évidence des profils immunologiques différents entre le cerveau normal et
le GBM. Mais le nombre de genes différentiellement exprimés est trop élevé (473 genes) pour
définir une signature simple et reproductible. Ces données confirment la mise en route d’une
réaction immunitaire au sein du microenvironnement tumoral. Par ailleurs, bien que les GBM
soient hétérogenes, aucune différence de profil immunologique robuste n’a pu étre validée de
maniere reproductible par différentes méthodes d’établissement de classes et surtout les sous-
groupes définis n’ont pas d’impact sur la survie globale. Les genes différentiellement
exprimés interviennent a la fois lors des réponses immunes innée et acquise et pourraient,
entre autres, refléter [Dinfiltration par différentes cellules immunes (lymphocytes,

macrophages, NK...).

L’analyse de co-expression network a permis de définir 6 modules enrichis en genes immuns:
les cellules NK et I'immunité innée, les cytokines et les molécules de complexe
d’histocompatibilité, la signalisation cellulaire et les lectines, I’activation cellulaire et
I’apoptose, les cellules myéloides et la régulation de la réponse immune. Cette signature
confirme I’impact du microenvironnement notamment des cellules immunes dans le GBM.
Diverses signatures ont été publiées dans la littérature, mais elles impliquent souvent
différents types cellulaires et elles n’ont pas forcément de lien ou d’impact sur la survie et/ou

sur la réponse aux traitements.

Nous avons ensuite recherché plus spécifiquement une signature immunologique pronostique
ayant un impact sur la survie afin de coupler notre analyse biologique a une approche plus

clinique.
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Pour cela, nous avons analysé les interactions entre les genes de I’analyse de co-expression et
la survie globale, en étudiant les modules enrichis en genes associés a la survie des patients.
Seuls 2 modules sont significativement enrichis : cellules NK et immunité innée, cytokines et

molécules de complexe d’histocompatibilité.

Nous avons également étudié I’ensemble des genes immuns vis-a-vis d’un possible impact sur
la survie par différentes méthodes statistiques avant d’établir un modele de risque
mathématique pronostique vis-a-vis de la survie globale. Cent huit génes immuns sont
associés a une différence de survie des GBM. Ils correspondent soit a des genes impliqués
dans la biologie des différentes cellules immunes B, T, NK, monocytes/macrophages et
neutrophiles, soit a des genes de cytokines et chimiokines, soit a des genes impliqués dans

I’immunomodulation.

Un modele de risque robuste a 6 genes a pu étre établi et validé sur plusieurs jeux de données
avec différentes technologies, pour distinguer de maniere reproductible sur différentes séries,
deux populations de pronostic différent, y compris pour les tumeurs ayant un promoteur de
MGMT méthylé et pour le sous-groupe de GBM proneuraux. Nous avons donc pu mettre en

évidence une signature immune pronostique dans le GBM.

Cette étude souligne que le systtme immun peut intervenir dans le pronostic du GBM, méme
chez les patients qui ont un meilleur pronostic. Cela met en valeur le role du systeme immun
pour combattre la tumeur et encourage le développement de nouvelles stratégies

d’immunothérapie pour traiter les patients ayant un GBM.

La signature cellulaire a été validée in vivo en étudiant I’infiltration des cellules immunes

dans des échantillons tumoraux issus de GBM.
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La signature immune n’est pas altérée par la congélation. L’infiltration leucocytaire est
principalement présente dans la zone tumorale. La zone péritumorale semble peu infiltrée par
des cellules immunes. De méme, aucune infiltration leucocytaire n’est retrouvée au niveau du

tissu cérébral sain issu de cortectomie pour I’épilepsie.

La population cellulaire infiltrante est variée, mais elle est toujours constituée au minimum

par des cellules macrophagiques, microgliales.

L’infiltration lymphocytaire correspond rarement a des lymphocytes B ou des cellules NK, il

s’agit principalement de lymphocytes T dans notre étude et tres rarement des LTreg.

Dans quelques cas, nous retrouvons une infiltration en cellules ayant un phénotype de

polynucléaires granuleux.

Ni la corticothérapie administrée avant le geste chirurgical, ni I’age des patients ne semblent

avoir d’impact sur cette infiltration cellulaire.

Seule 'infiltration de lymphocytes est corrélée a la survie, une infiltration lymphocytaire

étant de meilleur pronostic.
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S. PERSPECTIVES

Dans cette étude, nous avons recherché un lien entre la survie des patients et I’infiltration en
leucocytes, cellules microgliales/macrophagiques, lymphocytes et cellules de type
granulocytaire. Nous prévoyons également d’individualiser ces sous-populations suivant
I’expression des différents marqueurs étudiés, par exemple CD163 ou CD16 pour les cellules

myéloides, afin d’analyser un éventuel impact de ces sous-populations sur la survie.

Dans la population que nous avons étudi€e, ainsi que dans les études rapportées dans la
littérature, les patients ne sont pas tous traités de maniere identique, ce qui entraine
inévitablement un biais. De plus, il est important, pour interpréter des données de survie de
tenir compte des éléments ayant un impact pronostique ou prédictif de réponse au traitement,
a savoir I’age, le KPS, le type de résection et le statut MGMT. Nous prévoyons donc
maintenant de rechercher I’infiltration leucocytaire par IHC dans une cohorte rétrospective de
patients traités par le traitement standard et pour lesquels nous disposons du suivi et de ces
facteurs influencgant la survie. L’infiltration en cellules immunes des patients présentant un
statut MGMT de type «répondeur au TMZ » sera particulierement intéressante a analyser ;
ces patients vivant plus longtemps et étant susceptibles de développer une réaction
immunitaire. En parallele, la cytométrie en flux permettant d’étudier des sous-populations non
accessibles actuellement pas analyse en IHC, nous continuerons a congeler les tumeurs dans
des conditions permettant ce type d’analyse, afin d’avoir une cohorte importante de patients
permettant également des analyses de survie sur des populations plus homogenes. D’autre
part, nous envisageons également différents tests fonctionnels afin de mieux caractériser ces
contingents cellulaires, afin notamment d’étudier leurs actions vis a vis des cellules tumorales.
L’analyse de I’environnement immunitaire des GBM permettra probablement de comprendre

les limites et les perspectives de I’immunothérapie. En effet, cette approche thérapeutique n’a
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pas permis d’obtenir un bénéfice clinique majeur jusqu’a présent (193). Mais la connaissance
de la population immune majoritaire, des propriétés immunomodulatrices de ces cellules

pourraient améliorer la définition des cibles potentielles de I’immunothérapie.

Il serait enfin intéressant de tester I'intérét de ce modele de risque a 6 genes et de faire une
comparaison globale avec les données du méthylome, transcriptome (classification de
Verhaak...) et de différentes signatures comme celle a 4 genes publiée par Marie de Tayrac de

notre laboratoire.
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7. ANNEXES

7.1. liste de 791 genes immuns

Gene UniGene Gene Description
Name ID ID

1 ABCC9 Hs.446050 10060 ATP-binding cassstte, sub-family C (CFTR/MRP), member 9

2 ACE Hs.654434 1636 Angiotensin | converting enzyme (peptidyl-dipeptidase A) 1

3 ACVR1B Hs 438918 91 Activin A receptor, type IB

4 ACVR2A Hs. 470174 92 Activin A receptor, type lIA

5 ADA Hs.654536 100 Adenosine deaminase

6 ADAM10 Hs.578508 102 ADAM metallopeptidase domain 10

7 ADAM17 Hs.404914 6868 ADAM metallopeptidase domain 17 (tumor necrosis factor, alpha, converting enzyme)
8 ADAM19 Hs.483944 8728 ADAM metallopeptidase domain 19 (meltrin beta)

9 ADAM9Y Hs.591852 8754 ADAM metallopeptidase domain 9 (meltrin gamma)

10 ADAMDEC1 Hs.521459 27299 ADAM-like, decysin 1

11 ADIPOQ Hs.80485 9370 Adiponectin, C1Q and collagen domain containing

12 ADSS Hs.498313 159 Adenylosuccinate synthase

13 AICDA Hs.149342 57379 Activation-induced cytidine deaminase

14  AIM2 Hs.281898 9447 Absent in melanoma 2

15  AIMPA1 Hs.591680 9255 Aminoacyl tRNA synthase complex-interacting multifunctional protein 1
16 AKAP17A Hs.522572 8227 A-kinase anchor protein 17A

17 AKT1 Hs.525622 207 V-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1

18 ALAS2 Hs.522666 212 Aminolevulinate, delta-, synthase 2 (sideroblastic/hypochromic anemia)
19 AMBP Hs 436911 259 Alpha-1-microglobulin/bikunin precursor
20 ANXA11 Hs.530291 311 Annexin A11
21 AP2A2 Hs.19121 161 Adaptor-related protein complex 2, alpha 2 subunit
22 AP2B1 Hs. 514819 163 Adaptor-related protein complex 2. beta 1 subunit
23 AP2M1 Hs.518460 1173 Adaptor-related protein complex 2. mu 1 subunit
24 AP281 Hs.119591 1175 Adaptor-related protein complex 2. sigma 1 subunit
25 APOA1 Hs.633003 335 Apolipoprotein A-|
26 APOA2 Hs.237658 336 Apolipoprotein A-ll
27 APOA4 Hs.591940 337 Apolipoprotein A-lV
28 APOBEC3F Hs.659991 200316 Apolipoprotein B mRNA editing enzyme. catalytic polypeptide-like 3F
29 APOBEC3G Hs.660143 60489 Apolipoprotein B mRNA editing enzyme. catalytic polypeptide-like 3G
30 APOL1 Hs.114309 8542 Apolipoprotein L, 1

31 AQP3 Hs.234642 360 Aquaporin 3 (Gill blood group)

32 AQP9 Hs.104624 366 Aquaporin 9

33 ARG1 Hs.440934 383 Arginase, liver

34 ARG2 Hs. 705408 384 Arginase, type Il

35 ARHGDIB Hs.504877 397 Rho GDP dissociation inhibitor (GDI) beta

36 ARNT Hs.632446 405 Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator

37 ASH2L Hs.521530 9070 Ash2 (absent. small, or homeotic)-like (Drosophila)

38 ATPBVOA2 Hs.201939 23545 ATPase, H+ transporting, lysosomal VO subunit a2

39 ATP6V1H Hs.491737 51606 ATPase, H+ transporting. lysosomal 50/57kDa. \V1 subunit H
40 ATP7A Hs.496414 538 ATPase, Cu++ transporting. alpha polypeptide (Menkes syndrome)
41 AZU1 Hs.72885 566 Azurocidin 1 (cationic antimicrobial protein 37)
42 B9D2 Hs.567596 80776 B9 protein domain 2
43 BCAP31 Hs.522817 10134 B-cell receptor-associated protein 31
44 BCL10 Hs.193516 8915 B-cell CLL/lymphoma 10
45 BCL11A Hs.370549 53335 B-cell CLL/lymphoma 11A (zinc finger protein)
46 BCL2 Hs.150748 586 B-cell CLL/lymphoma 2
47 BCL6 Hs.478588 604 B-cell CLL/lymphoma 6 (zinc finger protein 51)
48 BGLAP Hs.654541 632 Bone gamma-carboxyglutamate (gla) protein (osteocaicin)
49 BLNK Hs.665244 29760 B-cell linker

50 BMP6 Hs.285671 654 Bone morphogenetic protein 6

51 BMPR1A Hs.524477 657 Bone morphogenetic protein receptor, type I1A

52 BNIP3 Hs.144873 664 BCL2/adenovirus E18 19kDa interacting protein 3

53 BNIP3L Hs.131226 665 BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3-like

54 BPIl Hs.529019 671 Bactericidal/permeability-increasing protein

55 BST1 Hs. 169998 683 Bone marrow stromal cell antigen 1

56 BST2 Hs.118110 684 Bone marrow stromal cell antigen 2

& C1QBP Hs.555866 708 Complement component 1, g subcomponent binding protein
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58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
T
112
113
114
115

c2

C3
C5AR1
CADMA1
CALCA
CALCOCO2
CALR
CARTPT
CCBP2
CCL1
CCL11
CCL13
CCL16
CCL17
CCL18
CCL19
CCL2
CCL20
CCL21
CCL22
CCL23
CCL24
CCL25
CCL27
CCL4
CCL5
CCL7
CCL8
CCR1
CCR10
CCR2
CCR3
CCR4
CCR5
CCRe
CCR7
CCR8
CCR9
CCRL1
CCRL2
CD14
CD163
CD164
CD19
CD1A
CD1D
CD1E
CD2
CD200
CDz207
CD209
CD22
CD226
CD24
CD244
CD247
CD27
cD28

Hs.408903
Hs.529053
Hs.2161
Hs.370510
Hs.37058
Hs.514920
Hs.515162
Hs.1707
Hs.146346
Hs.72918
Hs.54460
Hs.414629
Hs.10458
Hs.546294
Hs.143961
Hs.50002
Hs.303649
Hs.75498
Hs.57907
Hs.534347
Hs.169191
Hs.247838
Hs.310511
Hs.459590
Hs.75703
Hs.514821
Hs.251526
Hs.699804
Hs.301921
Hs.703555
Hs.644637
Hs.506190
Hs.184926
Hs.450802
Hs.46468
Hs.370036
Hs.113222
Hs.225946
Hs.310512
Hs.535713
Hs.163867
Hs.504641
Hs.520313
Hs.652262
Hs.1309
Hs.1799
Hs.249217
Hs.523500
Hs.79015
Hs.199731
Hs.278694
Hs.643440
Hs.660130
Hs.644105
Hs.157872
Hs.156445
Hs.355307
Hs.591629

"7
718
728
23705
796
10241
811
9607
1238
6346
6356
6357
6360
6361
6362
6363
6347
6364
6366
6367
6368
6369
6370
10850
6351
6352
6354
6355
1230
2826
1231
1232
1233
1234
1235
1236
1237
10803
51554
9034
929
9332
8763
930
909
912
913
914
4345
50489
30835
933
10666
934
51744
919
939
940

Complement component 2
Complement component 3
Complement component 5a receptor 1
Cell adhesion molecule 1
Calcitonin/calcitonin-related polypeptide, alpha
Calcium binding and coiled-coil domain 2
Calreticulin

CART prepropeptide

Chemokine binding protein 2
Chemokine (C-C motif) ligand 1
Chemokine (C-C motif) ligand 11
Chemokine (C-C motif) ligand 13
Chemokine (C-C motif) ligand 16
Chemokine (C-C motif) ligand 17
Chemokine (C-C motif) ligand 18 (pulmonary and activation-regulated)
Chemokine (C-C motif) ligand 19
Chemokine (C-C motif) ligand 2
Chemokine (C-C motif) ligand 20
Chemokine (C-C motif) ligand 21
Chemokine (C-C motif) ligand 22
Chemokine (C-C motif) ligand 23
Chemokine (C-C motif) ligand 24
Chemokine (C-C motif) ligand 25
Chemokine (C-C motif) ligand 27
Chemokine (C-C motif) ligand 4
Chemokine (C-C motif) ligand 5
Chemokine (C-C motif) ligand 7
Chemokine (C-C motif) ligand 8
Chemokine (C-C motif) receptor 1
Chemokine (C-C motif) receptor 10
Chemokine (C-C motif) receptor 2
Chemokine (C-C motif) receptor 3
Chemokine (C-C motif) receptor 4
Chemokine (C-C motif) receptor 5
Chemokine (C-C motif) receptor 6
Chemokine (C-C motif) receptor 7
Chemokine (C-C motif) receptor 8
Chemokine (C-C motif) receptor 9
Chemokine (C-C motif) receptor-like 1
Chemokine (C-C motif) receptor-like 2
CD14 molecule

CD183 molecule

CD164 molecule, sialomucin

CD19 molecule

CD1a molecule

CD1d molecule

CD1e molecule

CD2 molecule

CD200 molecule

CD207 molecule, langerin

CD209 molecule

CD22 molecule

CD226 molecule

CD24 molecule

CD244 molecule, natural killer cell receptor 2B4
CD247 molecule

CD27 molecule

CD28 molecule
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116 CD302 Hs.130014 9936 CD302 molecule

117 CD320 Hs.558499 51293 CD320 molecule

118 CD33 Hs.83731 945 CD33 molecule

119 CD34 Hs.374990 947 CD34 molecule

120 CD3D Hs.504048 915 CD3d molecule, delta (CD3-TCR complex)

121 CD3E Hs.3003 916 CD3e molecule, epsilon (CD3-TCR complex)

122 CD3EAP Hs.705916 10849 CD3e molecule, epsilon associated protein

123 CD3G Hs.2259 917 CD3g molecule, gamma (CD3-TCR complex)

124 CD4 Hs.631659 920 CD4 molecule

125 CD40 Hs. 472860 958 CDA40 molecule, TNF receptor superfamily member 5

126 CD40LG Hs.592244 959 CDA40 ligand (TNF superfamily, member 5, hyper-IgM syndrome)
127 CD44 Hs.502328 960 CD44 molecule (Indian blood group)

128 CD47 Hs. 446414 961 CD47 molecule

129 CD69 Hs.208854 969 CDB69 molecule

130 CD7 Hs.36972 924 CD7 molecule

131 CD70 Hs.501497 970 CD70 molecule

132 CD74 Hs 436568 972 CD74 molecule, major histocompatibility complex, class Il invariant chain
133 CD79A Hs 631567 973 CD79a molecule, immunoglobulin-associated alpha

134 CD79B Hs.89575 974 CD79b molecule, Immunoglobulin-associated beta

135 CD83 Hs.654558 9308 CD83 molecule

136 CD86 Hs.171182 942 CD86 molecule

137 CD8A Hs.85258 925 CD8a molecule

138 CD8B Hs.405667 926 CD8b molecule

139 CDe3 Hs.97199 22918 CD93 molecule

140 CD9%6 Hs.142023 10225 CD96 molecule

141 CD97 Hs.466039 976 CD97 molecule

142 CD99 Hs.654354 4267 CD99 molecule

143 CDC42 Hs 690198 998 Cell division cycle 42 (GTP binding protein, 25kDa)

144 CDH15 Hs.148090 1013 Cadherin 15, M-cadherin (myotubule)

145 CDKG6 Hs.119882 1021 Cyclin-dependent kinase &

146 CDKN2A Hs.512599 1029 Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (melanoma, p16, inhibits CDK4)
147 CEACAM1 Hs.512682 634 Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1 (biliary glycoprotein)
148 CEACAM8 Hs.41 1088 Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 8
149 CEBPA Hs.699463 1050 CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), alpha

150 CEBPB Hs 517106 1051 CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), beta

151 CEBPG Hs.429666 1054 CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), gamma

152 CFB Hs. 69771 629 Complement factor B

153 CFD Hs.155597 1675 Complement factor D (adipsin)

154 CFHRS Hs.282594 81494 Complement factor H-related 5

155 CFP Hs.53155 5199 Complement factor properdin

156 CHD7 Hs.20395 55636 Chromodomain helicase DNA binding protein 7

157 CHIA Hs.128814 27159 Chitinase, acidic

1568 CHIT1 Hs.201688 1118 Chitinase 1 (chitotriosidase)

159 CHRNA4 Hs.10734 1137 Cholinergic receptor, nicotinic, alpha 4

160 CHRNB2 Hs.2306 1141 Cholinergic receptor, nicotinic, beta 2 (neuronal)

161 CHST4 Hs.251383 10164 Carbohydrate (N-acetylglucosamine 6-0) sulfotransferase 4
162 CHUK Hs.198998 1147 Conserved helix-loop-helix ublquitous kinase

163 CITA Hs.701991 4261 Class II. major histocompatibility complex, transactivator
164 CKLF Hs.15159 51192 Chemokine-like factor

165 CLEC10A Hs.54403 10462 C-type lectin domain family 10, member A

166 CLEC11A Hs.512680 6320 C-type lectin domain family 11, member A

167 CLEC16A Hs. 35490 23274 C-type lectin domain family 16, member A

168 CLEC1A Hs. 29549 51267 C-type lectin domain family 1, member A

169 CLEC1B Hs.409794 51266 C-type lectin domain family 1, member B

170 CLEC2B Hs.85201 9976 C-type lectin domain family 2, member B

171 CLEC2D Hs.268326 29121 C-type lectin domain family 2, member D

172 CLEC3B Hs.476092 7123 C-type lectin domain family 3, member B

173 CLEC4A Hs.504657 50856 C-type lectin domain family 4, member A
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174
1
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
2
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231

CLEC4E
CLEC4M
CLECS5A
CLECT7A
CLPTM1
CMKLR1
CMTME
CNIH
CNR2
COL3A1
COL4A3BP
COLEC12
CORO1A
CRHR1
CRISP3
CRP
CRTAM
CSF1
CSF1R
CSF2
CSF2RA
CSF2RB
CSF3
CSF3R
CST7
CTLA4
CTSC
CTSE
CTSG
CTSS
CTSW
CX3CL1
CX3CR1
CXADR
CXCL10
CXCL11
CXCL12
CXCL13
CXCL14
CXCL2
CXCL3
CXCL5
CXCL6é
CXCL9
CXCR1
CXCR2
CXCR3
CXCR4
CXCR5
CXCR6
CXCR7
CYBA
CYBB
CYP11B1
CYSLTR2
DCAF15
DDOST
DEFB4A

Hs.236516
Hs.421437
Hs.446235
Hs.143929
Hs.444441
Hs.506659
Hs.380627
Hs.294603
Hs.73037
Hs.443625
Hs.270437
Hs.464422
Hs.415067
Hs.417628
Hs.404466
Hs.76452
Hs.158523
Hs.591402
Hs.654394
Hs.1349
Hs.520937
Hs.592192
Hs.2233
Hs.524517
Hs.143212
Hs.247824
Hs.128065
Hs.701979
Hs.421724
Hs.181301
Hs.416848
Hs.531668
Hs.78913
Hs.705503
Hs.632586
Hs.632592
Hs.522891
Hs.100431
Hs.483444
Hs.590921
Hs.89690
Hs.89714
Hs.164021
Hs.77367
Hs.194778
Hs.846
Hs.198252
Hs.593413
Hs.113916
Hs.34526
Hs.471751
Hs.513803
Hs.292356
Hs.184927
Hs.253706
Hs.443636
Hs.523145
Hs.740237

26253
10332
23601
64581
1209
1240
54918
10175
1269
1281
10087
81035
11151
1394
10321
1401
56253
1435
1436
1437
1438
1439
1440
1441
8530
1493
1075
1510
1511
1520
1521
6376
1524
1525
3627
6373
6387
10563
9547
2920
2921
6374
6372
4283
3577
3579
2833
7852
643
10663
57007
1535
1536
1584
57105
90379
1650
100289462

C-type lectin domain family 4, member E

C-type lectin domain family 4, member M

C-type lectin domain family 5, member A

C-type lectin domain family 7, member A

Cleft lip and palate associated transmembrane protein 1

Chemokine-like receptor 1

CKLF-like MARVEL transmembrane domain containing 6

Cornichen homolog (Drosophila)

Cannabinoid receptor 2 (macrophage)

Collagen, type I, alpha 1 (Ehlers-Danlos syndrome type IV, autosomal dominant)
Collagen, type IV, alpha 3 (Goodpasture antigen) binding protein

Collectin sub-family member 12

Coronin, actin binding protein. 1A

Corticotropin releasing hormone receptor 1

Cysteine-rich secretory protein 3

C-reactive protein, pentraxin-related

Cytotoxic and regulatory T cell molecule

Colony stimulating factor 1 (macrophage)

Colony stimulating factor 1 receptor, formerly McDonough feline sarcoma viral (v-fms) oncogene b
Colony stimulating factor 2 (granulocyte-macrophage)

Colony stimulating factor 2 receptor, alpha. low-affinity (granulocyte-macrophage)
Colony stimulating factor 2 receptor, beta, low-affinity (granulocyte-macrophage)
Colony stimulating factor 3 (granulocyte)

Colony stimulating factor 3 receptor (granulocyte)

Cystatin F (leukocystatin)

Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4

Cathepsin C

Cathepsin E

Cathepsin G

Cathepsin S

Cathepsin W

Chemokine (C-X3-C motif) ligand 1

Chemokine (C-X3-C motif) receptor 1

Coxsackie virus and adenovirus receptor

Chemokine (C-X-C motif) ligand 10

Chemokine (C-X-C motif) ligand 11

Chemokine (C-X-C motif) ligand 12 (stromal cell-derived factor 1)
Chemokine (C-X-C motif) ligand 13 (B-cell chemoattractant)
Chemeokine (C-X-C motif) ligand 14

Chemokine (C-X-C motif) ligand 2

Chemokine (C-X-C motif) ligand 3

Chemokine (C-X-C motif) ligand 5

Chemokine (C-X-C motif) ligand 6 (granulocyte chemotactic protein 2)
Chemokine (C-X-C motif) ligand 9

Chemokine (C-X-C motif) receptor 1

Chemokine (C-X-C motif) receptor 2

Chemokine (C-X-C motif) receptor 3

Chemokine (C-X-C motif) receptor 4

Chemokine (C-X-C motif) receptor 5

Chemokine (C-X-C motif) receptor 6

Chemokine (C-X-C motif) receptor 7

Cytochrome b-245, alpha polypeptide

Cytochrome b-245, beta polypeptide (chronic granulomatous disease)
Cytochrome P450, family 11, subfamily B, polypeptide 1
Cysteinyl leukotriene receptor 2

DDB1- and CUL4-associated factor 15
Dolichyl-diphosphocligosaccharide-protein glycosyltransferase
Defensin beta 44
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232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
27
272
203
274
275
276
277
278
219
280
281
282
283
284
285
286
287
288

289

DHRS2
DMBT1
DOCK2
DPP4
DPP8
DYRK3
EBI3
EDA
EDA2R
EDAR
EDN1
EDN2
EDN3
EDNRB
EGF
EGFR
ELF4
EPHB6
ERAP1
ERAP2
ERBB2
ERBB3
ERBB4
EREG
ETS1
EXOSC9
F12
FAS
FASLG
FCAR
FCGR1B
FCGR2A
FCGR2B
FCGR2C
FCGR3B
FCGRT
FCN1
FCN2
FGF1
FGF12
FGF13
FGF14
FGF16
FGF17
FGF18
FGF2
FGF20
FGF21
FGF22
FGF23
FGF3
FGF5
FGF6
FGF7
FGF8
FGF9
FGFR1

FGFR2

Hs.272499
Hs.279611
Hs.586174
Hs.368912
Hs.591106
Hs.164267
Hs.501452
Hs.105407
Hs.302017
Hs. 171971
Hs.511899
Hs.1407
Hs.1408
Hs.82002
Hs.419815
Hs.488293
Hs.271940
Hs.380089
Hs.436186
Hs.591249
Hs.446352
Hs.118681
Hs.390729
Hs.115263
Hs.369438
Hs.91728
Hs.1321
Hs.244139
Hs.2007
Hs.659872
Hs.534956
Hs.352642
Hs.654395
Hs.705497
Hs.694258
Hs.111903
Hs.440898
Hs.54517
Hs.483635
Hs.584758
Hs.6540
Hs.696392
Hs. 666364
Hs.248192
Hs.87191
Hs.284244
Hs.199905
Hs.283015
Hs.248087
Hs.287370
Hs.37092
Hs.37055
Hs.166015
Hs.567268
Hs.57710
Hs.111
Hs.264887

Hs.533683

10202
1755
1794
1803
54878
8444
10148
1896
60401
10913
1906
1907
1908
1910
1950
1956
2000
2051
51752
64167
2064
2065
2066
2069
2113
6303
2161
355
356
2204
2210
2212
2213
9103
2215
2217
2219
2220
2246
2257
2258
22589
8823
8822
8817
2247
26281
26291
27006
8074
2248
2250
2251
2252
2253
2254
2260

2263

Dehydrogenase/reductase (SDR family) member 2

Deleted in malignant brain tumors 1

Dedicator of cytokinesis 2

Dipeptidyl-peptidase 4 (CD26, adenosine deaminase complexing protein 2)
Dipeptidyl-peptidase &

Dual-specificity tyrosine-(Y }-phosphorylation regulated kinase 3
Epstein-Barr virus induced gene 3

Ectodysplasin A

Ectodysplasin A2 receptor

Ectodysplasin A receptor

Endothelin 1

Endothelin 2

Endothelin 3

Endothelin receptor type B

Epidermal growth factor (beta-urogastrone)

Epidermal growth factor receptor (erythroblastic leukemia viral (v-erb-b) oncogene homolog, avi
E74-like factor 4 (ets domain transcription factor)

EPH receptor B&

Endoplasmic reticulum aminopeptidase 1

Endoplasmic reticulum aminopeptidase 2

\-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2. neuro/glioblastoma derived oncoge
\-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 3 (avian)
/-erb-a erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 4 (avian)
Epiregulin

V-ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 1 (avian)
Exosome component 9

Coagulation factor X|I (Hageman factor)

Fas (TNF receptor superfamily, member &)

Fas ligand (TNF superfamily, member 6)

Fc fragment of IgA, receptor for

Fc fragment of IgG, high affinity Ib, receptor (CD€4)

Fc fragment of IgG. low affinity lla, receptor (CD32)

Fec fragment of IgG. low affinity lib, receptor (CD32)

Fc fragment of IgG, low affinity lic, receptor for (CD32)

Fc fragment of 1gG. low affinity llib, receptor for (CD16)

Fc fragment of IgG. receptor, transporter, alpha

Ficolin (collagen/fibrinogen domain containing) 1

Ficolin (collagen/fibrinogen domain containing lectin) 2 (hucolin}
Fibroblast growth factor 1 (acidic)

Fibroblast growth factor 12

Fibroblast growth factor 13

Fibroblast growth factor 14

Fibroblast growth factor 16

Fibroblast growth factor 17

Fibroblast growth factor 18

Fibroblast growth factor 2 (basic)

Fibroblast growth factor 20

Fibroblast growth factor 21

Fibroblast growth factor 22

Fibroblast growth factor 23

Fibroblast growth factor 3 (murine mammary tumor virus integration site (v-int-2) oncogene hom
Fibroblast growth factor 5

Fibroblast growth factor &

Fibroblast growth factor 7 (keratinocyte growth factor)

Fibroblast growth factor 8 (androgen-induced)

Fibroblast growth factor 9 (glia-activating factor)

Fibroblast growth factor receptor 1 (fms-related tyrosine kinase 2, Pfeiffer syndrome)
Fibroblast growth factor receptor 2 (bacteria-expressed kinase, keratinocyte growth factor recep
syndrome)
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290 FGFR3 Hs.1420 2261 Fibroblast growth factor receptor 3 (achondroplasia, thanatophoric dwarfism)

291 FGFR4 Hs.165950 2264 Fibroblast growth factor receptor 4

292 FIGF Hs.11392 2277 C-fos induced growth factor (vascular endothelial growth factor D)
293 FKBP1A Hs.471933 2280 FK506 binding protein 1A, 12kDa

294 FLT3 Hs.507590 2322 Fms-related tyrosine kinase 3

295 FLT4 Hs.646917 2324 Fms-related tyrosine kinase 4

296 FOXO03 Hs.220950 2309 Forkhead box O3

297 FOXP3 Hs.247700 50943 Forkhead box P3

298 FTH1 Hs.524910 2495 Ferritin, heavy polypeptide 1

299 FUT4 Hs.390420 2526 Fucosyltransferase 4 (alpha (1.3) fucosyltransferase, myeloid-specific)
300 FUT9 Hs.49117 10690 Fucosyltransferase 9 (alpha (1,3) fucosyltransferase)

301 FYB Hs.370503 2533 FYN binding protein (FYB-120/130)

302 FYN Hs.390567 2534 FYN oncogene related to SRC, FGR, YES

303 G6PD Hs.461047 2539 Glucose-6-phosphate dehydrogenase

304 GALNT2 Hs.654649 2590 UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 2 (GalNAc-T
305 GBP2 Hs.386567 2634 Guanylate binding protein 2, interferon-inducible

306 GCH1 Hs.86724 2643 GTP cyclohydrelase 1 (dopa-responsive dystonia)

307 GEM Hs.654463 2669 GTP binding protein overexpressed in skeletal muscle

308 GFRAZ2 Hs.441202 2675 GDNF family receptor alpha 2

309 GLMN Hs.49105 11146 Glomulin, FKBP associated protein

310 GNL1 Hs.83147 2794 Guanine nucleotide binding protein-like 1

311 GNLY Hs.105806 10578 Granulysin

312 GPI Hs.466471 2821 Glucose phosphate isomerase

313 GPR183 Hs.784 1880 G-protein coupled receptor 183

314 GPR44 Hs.299567 11251 G protein-coupled receptor 44

315 GPR65 Hs.513440 8477 G protein-coupled receptor 65

316 GTPBP1 Hs.276925 9567 GTP binding protein 1

317 GZMA Hs.90708 3001 Granzyme A (granzyme 1, cytotoxic T-lymphocyte-associated serine esterase 3)
318 GZMB Hs.1051 3002 Granzyme B (granzyme 2, cytotoxic T-lymphocyte-associated serine esterase 1)
319 GZMH Hs.348264 2999 Granzyme H (cathepsin G-like 2, protein h-CCPX)

320 GZMK Hs.277937 3003 Granzyme K (granzyme 3; tryptase I1)

321 GZMM Hs.465511 3004 Granzyme M (lymphocyte met-ase 1)

322 HAMP Hs.8821 57817 Hepcidin antimicrobial peptide

323 HCLS1 Hs.14601 3059 Hematopoietic cell-specific Lyn substrate 1

324 HDAC4 Hs.20516 9759 Histone deacetylase 4

325 HDACS Hs.438782 10014 Histone deacetylase 5

326 HDAC7 Hs.200063 51564 Histone deacstylase 7

327 HDAC9 Hs.196054 9734 Histone deacetylase 9

328 HELLS Hs.655830 3070 Helicase, lymphoid-specific

329 HGF Hs.396530 3082 Hepatocyte growth factor (hepapoletin A; scatter factor)

330 HIF1A Hs.597216 3091 Hypoxia-inducible factor 1, alpha subunit (basic helix-loop-helix transcription factor)
331 HIF1AN Hs.500788 55662 Hypoxia-inducible factor 1. alpha subunit inhibitor

332 HIF3A Hs.420830 64344 Hypoxia inducible factor 3, alpha subunit

333 HLA-A Hs.181244 3105 Major histocompatibility complex, class |, A

334 HLA-B Hs. 77961 3106 Major histocompatibility complex, class |, B

335 HLA-C Hs.449621 3107 Major histocompatibility complex, class |, C

336 HLA-DPA1 Hs.347270 3113 Major histocompatibility complex, class Il, DP alpha 1

337 HLA-DQA1 Hs.387679 3117 Maijor histocompatibility complex, class Il, DQ alpha 1

338 HLA-DQB1 Hs.409934 3119 Major histocompatibility complex. class Il, DQ beta 1

339 HLA-DQB2 Hs.731563 3120 Major histocompatibility complex, class Il, DQ beta 2

340 HLA-DRA Hs.520048 3122 Maijor histocompatibility complex, class Il, DR alpha

341 HLA-E Hs.650174 3133 Major histocompatibility complex, class |, E

342 HLA-F Hs.519972 3134 Major histocompatibility complex, class |, F

343 HLA-G Hs.512162 3135 HLA-G histocompatibility antigen, class |, G

344 HMGB1 Hs.434102 3146 High-mobility group box 1

345 HMOX1 Hs.517581 3162 Heme oxygenase (decycling) 1

346 HRH2 Hs.247885 3274 Histamine receptor H2

347 HSP90AA1 Hs.523560 3320 Heat shock protein 90kDa alpha (cytosolic), class A member 1
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348 HSP90AB1 Hs.509736 3326 Heat shock protein 90kDa alpha (cytosolic), class B member 1

349 HSPA1A Hs.520028 3303 Heat shock 70kDa protein 1A

350 HSPD1 Hs.595053 3329 Heat shock 80kDa protein 1 (chaperonin)

351 ICAM1 Hs.643447 3383 Intercellular adhesion molecule 1 (CD54), human rhinovirus receptor

352 ICOS Hs.56247 29851 Inducible T-cell co-stimulator

353 ICOSLG Hs.14155 23308 Inducible T-cell co-stimulator ligand

354 |1DO1 Hs.840 3620 Indoleamine 2,3-dioxygenase 1

355 IFI16 Hs.380250 3428 Interferon, gamma-inducible protein 16

356 |IFI35 Hs.632258 3430 Interferon-induced protein 35

357 IFI6 Hs.511731 2537 Interferon, alpha-inducible protein &

358 IFITM2 Hs.458414 10581 Interferon induced transmembrane protein 2 (1-8D)

359 IFITM3 Hs.374650 10410 Interferon induced transmembrane protein 3 (1-8U)

360 IFNA1 Hs.37026 3439 Interferon, alpha 1

361 IFNA10 Hs.282275 3446 Interferon, alpha 10

362 IFNA14 Hs.93907 3448 Interferon, alpha 14

363 IFNA16 Hs.56303 3449 Interferon, alpha 16

364 IFNA17 Hs.282276 3451 Interferon, alpha 17

365 IFNA2 Hs.211575 3440 Interferon, alpha 2

366 IFNA21 Hs.113211 3452 Interferon, alpha 21

367 IFNA4 Hs.1510 3441 Interferon, alpha 4

368 IFNAS Hs.37113 3442 Interferon, alpha 5

369 IFNA6 Hs.533470 3443 Interferon, alpha 6

370 IFNA7 Hs.282274 3444 Interferon, alpha 7

371 IFNAS8 Hs.73890 3445 Interferon, alpha &

372 IFNAR1 Hs.529400 3454 Interferon (alpha, beta and omega) receptor 1

373 IFNAR2 Hs.701988 3455 Interferon (alpha, beta and omega) receptor 2

374 IFNB1 Hs.93177 3456 Interferon, beta 1, fibroblast

375 IFNG Hs.856 3458 Interferon, gamma

376 IFNGR1 Hs.520414 3459 Interferon gamma receptor 1

377 IFNGR2 Hs.634632 3460 Interferon gamma receptor 2 (interferon gamma transducer 1)

378 IFNWA1 Hs.73010 3467 Interferon. omega 1

379 IGF1R Hs.643120 3480 Insulin-like growth factor 1 receptor

380 IGF2R Hs.487062 3482 Insulin-like growth factor 2 receptor

381 IGFBP3 Hs.450230 3486 Insulin-like growth factor binding protein 3

382 IGHA1 Hs.648398 3493 Immunoglobulin heavy constant alpha 1

383 IGHD Hs.510635 3495 Immunoglobulin heavy constant delta

384 IGHM - 3507 Immunoglobulin heavy constant mu

385 I1GJ Hs.700610 3512 Immunoglobulin J polypeptide, linker protein for immunoglobulin alpha and mu polypeptides
386 IGKV4-1 - 28908 Immunoglobulin kappa variable 4-1

387 IGLL1 Hs.348935 3543 Immunoglobulin lambda-like polypeptide 1

388 |IGSF6 Hs.530902 10261 Immunoglobulin superfamily, member &

389 IK Hs.421245 3550 IK cytokine, down-regulator of HLA II

390 |IKBKAP Hs.494738 8518 Inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase complex-associated protein
391 IKBKE Hs.321045 9641 Inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase epsilon
392 IKBKG Hs.43505 8517 Inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase gamma
393 IL10 Hs.193717 3586 Interleukin 10

394 |IL10RA Hs.504035 3587 Interleukin 10 receptor, alpha

395 IL10RB Hs. 654593 3588 Interleukin 10 receptor, beta

396 IL11 Hs.467304 3589 Interleukin 11

397 IL11RA Hs.591088 3590 Interleukin 11 receptor, alpha

398 IL12A Hs.673 3592 Interleukin 124 (natural killer cell stimulatory factor 1, cytotoxic lymphocyte maturation factor 1, p3:
399 IL12B Hs.674 3593 Interleukin 12B (natural killer cell stimulatory factor 2, cytotoxic lymphocyte maturation factor 2, p4l
400 IL12RB1 Hs. 567294 3594 Interleukin 12 receptor, beta 1

401 IL12RB2 Hs.479347 3595 Interleukin 12 receptor, beta 2

402 IL13 Hs.845 3596 Interleukin 13

403 IL13RA1 Hs. 496646 3597 Interleukin 13 receptor, alpha 1

404 IL13RA2 Hs.336046 3598 Interleukin 13 receptor. alpha 2

405 IL15 Hs.654378 3600 Interleukin 15
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406
407
408
409
410
411
412
413
414
415
416
417
418
419
420
421
422
423
424
425
426
427
428
429
430
431
432
433
434
435
436
437
438
439
440
441
442
443
444
445
446
447
448
449
450
451
452
453
454
455
456
457
458
459
460
461
462
463

IL15RA
IL16
IL17A
IL17B
IL17RA
IL17RB
IL17RC
IL18
IL18R1
IL18RAP
IL19
IL1A
IL1B
IL1F6
IL1F7
IL1R1
IL1R2
IL1RAP
IL1RAPLA1
IL1RAPL2
ILTRLA1
IL1RL2
IL1RN
IL2
IL20RA
IL21
IL21R
IL22
IL22RA1
IL23A
IL24
IL25
IL26
IL27RA
IL2RA
IL2RB
IL2RG
IL3
IL32
IL33
IL3RA
L4
IL4R
ILS
ILSRA
IL6
IL6R
IL6ST
IL7
ILTR
IL8

IL9
INHA
INHBA
INS
IRF1
IRF4
IRF8

Hs.524117
Hs.459095
Hs.41724
Hs.156979
Hs.129751
Hs.654970
Hs.129959
Hs.83077
Hs.469521
Hs.158315
Hs.661017
Hs.1722
Hs.126256
Hs.278910
Hs.166371
Hs.701982
Hs.25333
Hs.478673
Hs.658912
Hs.675519
Hs.66
Hs.659863
Hs.81134
Hs.89679
Hs.445868
Hs.567559
Hs.210546
Hs.287369
Hs.110915
Hs.98309
Hs.58831
Hs.302036
Hs.272350
Hs.132781
Hs.231367
Hs.474787
Hs.84
Hs.694
Hs.943
Hs.348390
Hs.632790
Hs.73917
Hs.513457
Hs.2247
Hs.68876
Hs.654458
Hs.695954
Hs.532082
Hs.591873
Hs.591742
Hs.624
Hs.960
Hs.407506
Hs.583348
Hs.654579
Hs.436061
Hs.401013
Hs.137427

3601
3603
3605
27190
23765
55540
84818
3606
8809
8807
29949
35652
3553
27179
27178
3554
7850
3556
11141
26280
9173
8808
3557
3558
53832
59067
50615
50616
58985
51561
11009
64806
55801
9466
3559
3560
3561
3562
9235
90865
3563
3565
3566
3567
3568
3569
3570
3572
3574
3575
3576
3578
3623
3624
3630
3659
3662
3394

Interleukin 15 receptor, alpha

Interleukin 16 (lymphocyte chemoattractant factor)

Interleukin 17A
Interleukin 178
Interleukin 17 receptor A
Interleukin 17 receptor B
Interleukin 17 receptor C

Interleukin 18 (interferon-gamma-inducing factor)

Interleukin 18 receptor 1

Interleukin 18 receptor accessory protein
Interleukin 19

Interleukin 1, alpha

Interleukin 1, beta

Interleukin 1 family, member & (epsilon)
Interleukin 1 family, member 7 (zeta)
Interleukin 1 receptor, type |

Interleukin 1 receptor, type Il

Interleukin 1 receptor accessory protein
Interleukin 1 receptor accessory protein-like 1
Interleukin 1 receptor accessory protein-like 2
Interleukin 1 receptor-like 1

Interleukin 1 receptor-like 2

Interleukin 1 receptor antagonist
Interleukin 2

Interleukin 20 receptor, alpha

Interleukin 21

Interleukin 21 receptor

Interleukin 22

Interleukin 22 receptor, alpha 1
Interleukin 23, alpha subunit p19
Interleukin 24

Interleukin 25

Interleukin 26

Interleukin 27 receptor, alpha

Interleukin 2 receptor, alpha

Interleukin 2 receptor, beta

Interleukin 2 receptor, gamma (severe combined immunodeficiency)
Interleukin 3 (colony-stimulating factor, multiple)

Interleukin 32

Interleukin 33

Interleukin 3 receptor, alpha (low affinity)
Interleukin 4

Interleukin 4 receptor

Interleukin 5 (colony-stimulating factor, eosinophil)

Interleukin 5 receptor. alpha
Interleukin & (interferon, beta 2)
Interleukin 6 receptor

Interleukin 6 signal transducer (gp130, oncostatin M receptor)

Interleukin 7

Interleukin 7 receptor
Interleukin 8

Interleukin 9

Inhibin, alpha

Inhibin, beta A

Insulin

Interferon regulatory factor 1
Interferon regulatory factor 4
Interferon regulatory factor 8
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464 |ITGA4 Hs.694732 3676 Integrin, alpha 4 (antigen CD49D, alpha 4 subunit of VLA-4 receptor)

465 |ITGAE Hs.513867 3682 Integrin, alpha E (antigen CD 103, human mucosal lymphocyte antigen 1: alpha polypeptide)
466 ITGAL Hs.174103 3683 Integrin, alpha L (antigen CD11A (p180), lymphocyte function-associated antigen 1; alpha polypept
467 ITGAM Hs.172631 3684 Integrin, alpha M (complement component 3 receptor 3 subunit)

468 |TGAX Hs.248472 3687 Integrin, alpha X (complement component 3 receptor 4 subunit)

469 |TGB1 Hs.695946 3688 Integrin, beta 1 (fibronectin receptor, beta polypeptide, antigen CD29 includes MDF2, MSK12)
470 ITGB2 Hs.375957 3689 Integrin, beta 2 (complement component 3 receptor 3 and 4 subunit)

471 ITGB7 Hs.654470 3695 Integrin, beta 7

472 ITIH1 Hs.420257 3697 Inter-alpha (globulin) inhibitor H1

473 JAG1 Hs.224012 182 Jagged 1 (Alagille syndrome)

474 JAG2 Hs.433445 3714 Jagged 2

475 KDR Hs 479756 3791 Kinase insert domain receptor (a type |1l receptor tyrosine kinase)

476 KIF13B Hs.444767 23303 Kinesin family member 138

477 KIR2DL1 Hs.654605 3802 Killer cell immunoglobulin-like receptor, two domalns, long cytoplasmic tail, 1

478 KIR2DL2 - 3803 Killer cell immunoglobulin-like receptor, two domains, long cytoplasmic tail, 2

479 KIR2DL3 Hs.731378 3804 Killer cell immunoglobulin-like receptor, two domains, long cytoplasmic tail, 3

480 KIR2DL4 Hs.651287 3805 Killer cell immunoglobulin-like receptor, two domains, long cytoplasmic tail, 4

481 KIRZDL5A Hs.676464 57292 Killer cell immunoglobulin-like receptor, two domains, long cytoplasmic tail, 5A

482 KIR2DS1 Hs.720721 3806 Killer cell immunoglobulin-like receptor. two domains, short cytoplasmic tail, 1

483 KIR2DS3 - 3808 Killer cell immunoglobulin-like receptor, two domains, short cytoplasmic tail, 3

484 KIR2DS4 Hs.654608 3809 Killer cell immunoglobulin-like receptor, two domains, short cytoplasmic tail, 4

485 KIR3DL1 Hs.645228 3811 Killer cell immunoglobulin-like receptor, three domains, long cytoplasmic tail, 1

486 KIR3DL3 Hs.645224 115653 Killer cell immunoglobulin-like receptor, three domains, long cytoplasmic tail, 3

487 KIR3DS1 Hs.659860 3813 Killer cell immunoglobulin-like receptor, three domains, short cytoplasmic tail, 1

488 KIT Hs. 479754 3815 v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog

489 KITLG Hs.1048 4254 KIT ligand

490 KLF6 Hs.4055 1316 Kruppel-like factor &

491 KLRB1 Hs.169824 3820 Killer cell lectin-like receptor subfamily B, member 1

492 KLRC3 Hs.654362 3823 Killer cell lectin-like receptor subfamily C, member 3

493 KLRC4 Hs 665704 8302 Killer cell lectin-like receptor subfamily C, member 4

494 KLRD1 Hs.562457 3824 Killer cell lectin-like receptor subfamily D, member 1

495 KLRF1 Hs.183125 51348 Killer cell lectin-like receptor subfamily F, member 1

496 KLRG1 Hs. 558446 10219 Killer cell lectin-like receptor subfamily G, member 1

497 KLRK1 Hs.387787 22914 Killer cell lectin-like receptor subfamily K, member 1

498 KRT1 Hs.80828 3848 Keratin 1 (epidermolytic hyperkeratosis)

499 KYNU Hs.470126 8942 Kynureninase (L-kynurenine hydrolase)

500 LAG3 Hs.409523 3902 Lymphocyte-activation gene 3

501 LAIR1 Hs.572535 3903 Leukocyte-associated immunoglobulin-like receptor 1

502 LAIR2 Hs.43803 3904 Leukocyte-associated immunoglobulin-like receptor 2

503 LAMP3 Hs.518448 27074 Lysosomal-associated membrane protein 3

504 LAT2 Hs.647049 7462 Linker for activation of T cells family. member 2

505 LAX1 Hs.272794 54900 Lymphocyte transmembrane adaptor 1

506 LBP Hs.154078 3929 Lipopolysaccharide binding protein

507 LCK Hs.470627 3932 Lymphocyte-specific protein tyrosine kinase

508 LCP2 Hs.304475 3937 Lymphocyte cytosolic protein 2 (SH2 domain containing leukocyte protein of 76kDa)
509 LDB1 Hs. 702266 8861 LIM domain binding 1

510 LIF Hs.2250 3976 Leukemia inhibitory factor (cholinergic differentiation factor)

511 LIFR Hs.133421 3977 Leukemia inhibitory factor receptor alpha

512 LIG1 Hs.1770 3978 Ligase |, DNA, ATP-dependent

513 LIG3 Hs.100299 3980 Ligase Ill, DNA, ATP-dependent

514 LIG4 Hs.166091 3981 Ligase |V, DNA, ATP-dependent

515 LILRA1 Hs.710507 11024 Leukocyte immunoglobulin-lke receptor, subfamily A (without TM domain), member 1
516 LILRA2 Hs 655593 11027 Leukocyte immunoglobulin-like receptor, subfamily A (without TM domain), member 2
517 LILRA3 Hs.113277 11026 Leukocyte immunoglobulin-like receptor, subfamily A (without TM domain), member 3
518 LILRA4 Hs.406708 23547 Leukocyte immunoglobulin-like receptor, subfamily A (without TM domain), member 4
519 LILRAS5S Hs. 710986 353514 Leukocyte immunoglobulin-like receptor, subfamily A (without TM domain), member 5
520 LILRAG Hs.688335 79168 Leukocyte immunoglobulin-like receptor, subfamily A (without TM domain), member &
521 LILRB1 Hs.655593 10859 Leukocyte immunoglobulin-like receptor, subfamily B (with TM and ITIM domains), member 1
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522
523
524
525
526
527
528
529
530
531
532
533
534
535
536
537
538
539
540
541
542
543
544
545
546
547
548
549
550
551
552
553
554
555
556
557
558
559
560
561
562
563
564
565
566
567
568
569
570
571
572
573
574
575
576
577
578
579

LILRB2
LILRB3
LILRB4
LILRBS
LOC254896
LOC91316
LTA

LTB
LTB4R
LTB4R2
LTBR
LTF
LY75
LY86
LYS

LYN
LYST
MADCAM1
MAFB
MAG
MALT1
MAP3K7
MAP4K?2
MASP1
MASP2
MBL2
MBP
MEIS3P1
MET
MIA3
MICA
MICB
MIF
MLF1
MLL
MMP7
MMP9
MNX1
MR1
MS4A1
MS4A2
MSH2
MSN
MSR1
MYDB88
MYH9
MYST1
MYST3
NCAM1
NCF1C
NCF2
NCF4
NCK1
NCK2
NCOAB
NCR1
NCR2
NCR3

Hs.655652
Hs.631592
Hs.67846
Hs.6565338
Hs.735240
Hs.148656
Hs.36
Hs.376208
Hs.655431
Hs.642693
Hs.1116
Hs.529517
Hs.153563
Hs.653138
Hs.403857
Hs.699154
Hs.532411
Hs.102598
Hs.702085
Hs.348346
Hs.601217
Hs.644143
Hs.534341
Hs.89983
Hs.655645
Hs.499674
Hs.561713
Hs.356135
Hs.132966
Hs.118474
Hs.549053
Hs.211580
Hs.407995
Hs.85195
Hs.258855
Hs.2256
Hs.297413
Hs.37035
Hs.101840
Hs.438040
Hs.386748
Hs.597656
Hs.87752
Hs.147635
Hs.82116
Hs.474751
Hs.533803
Hs.491577
Hs.503878
Hs.648940
Hs.587558
Hs.474781
Hs.477693
Hs.695241
Hs.368971
Hs.97084
Hs.194721
Hs.509513

10288
11025
11006
10990
254896
91316
4049
4050
1241
56413
4055
4057
4065
9450
4063
4067
1130
8174
9935
27307
10892
6885
5871
5648
10747
4153
4155
4213
4233
375056
4276
4277
4282
4291
4297
4316
4318
3110
3140
931
2206
4436
4478
4481
4615
4627
84148
7994
4684
654817
4688
4689
4690
8440
23054
9437
9436
259197

Leukocyte immunoglobulin-like receptor, subfamily B (with TM and ITIM domains), member 2
Leukocyte immunoglobulin-like receptor, subfamily B (with TM and ITIM domains), member 3
Leukocyte immunoglobulin-like receptor, subfamily B (with TM and ITIM domains), member 4
Leukocyte immunoglobulin-like receptor, subfamily B (with TM and ITIM domains), member 5
Uncharacterized LOC254896

Similar to bK246H3.1 (immunoglobulin lambda-like polypeptide 1, pre-B-cell specific)
Lymphotoxin alpha (TNF superfamily, member 1)

Lymphotoxin beta (TNF superfamily, member 3)

Leukotriene B4 receptor

Leukotriene B4 receptor 2

Lymphotoxin beta receptor (TNFR superfamily, member 3)

Lactotransferrin

Lymphocyte antigen 75

Lymphocyte antigen 86

Lymphocyte antigen 9

V-yes-1 Yamaguchi sarcoma viral related oncogene homolog

Lysosomal trafficking regulator

Mucosal vascular addressin cell adhesion molecule 1

-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog B (avian)
Malignancy-associated gene

Mucosa associated lymphoid tissue lymphoma translocation gene 1

Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7

Mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 2

Mannan-binding lectin serine peptidase 1 (C4/C2 activating component of Ra-reactive factor)
Mannan-binding lectin serine peptidase 2

Mannose-binding lectin (protein C) 2, soluble (opsonic defect)

Myelin basic protein

Meis homeobox 3 pseudogene 1

Met prote-oncogene (hepatocyte growth factor receptor)

Melanoma inhibitory activity family, member 3

MHC class | polypeptide-related sequence A

MHC class | polypeptide-related sequence B

Macrophage migration inhibitory factor (glycosylation-inhibiting factor)

Myeloid leukemia factor 1

Myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia (trithorax homolog, Drosophila)

Matrix metallopeptidase 7 (matrilysin, uterine)

Matrix metallopeptidase 9 (gelatinase B, 92kDa gelatinase. 92kDa type IV collagenase)
Motor neuron and pancreas homeobox 1

Major histocompatibility complex. class I-related

Membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 1

Membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 2 (Fc fragment of IgE. high affinity |, receptc
MutS homolog 2, colon cancer, nonpolyposis type 1 (E. coli)

Meesin

Macrophage scavenger receptor 1

Myeloid differentiation primary response gene (88)

Myosin, heavy chain 9, non-muscle

MYST histone acetyltransferase 1

MYST histone acetyltransferase (monocytic leukemia) 3

Neural cell adhesion molecule 1

Neutrophil cytosolic factor 1C pseudogene

Neutrophil cytosolic factor 2 (65kDa, chronic granulomatous disease. autosomal 2)
Neutrophil cytosolic factor 4, 40kDa

NCK adaptor protein 1

NCK adaptor protein 2

MNuclear receptor coactivator 6

Natural cytotoxicity triggering receptor 1

Natural cytotoxicity triggering receptor 2

Natural cytotoxicity triggering receptor 3
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580 NFIL3 Hs.79334 4783 Nuclear factor, interleukin 3 regulated

581 NGF Hs.2561 4803 Nerve growth factor (beta polypeptide)

582 NGFR Hs 415768 4804 Nerve growth factor receptor (TNFR superfamily, member 16)
583 NHEJ1 Hs.226988 79840 Nonhomologous end-joining factor 1

584 NKX2-5 Hs.54473 1482 NK2 transcription factor related, locus 5 (Drosophila)

585 NOD2 Hs.592072 64127 Nucleotide-binding oligomerization domain containing 2
586 NOS1 Hs.654410 4842 Nitric oxide synthase 1 (neuronal)

587 NOS2 Hs.709191 4843 Nitric oxide synthase 2. inductible

588 NOS3 Hs.699165 4846 Nitric oxide synthase 3 (endothelial cell)

589 NOTCH1 Hs.495473 4851 Notch homoleg 1, translocation-associated (Drosophila)
590 NOTCH2 Hs.487360 4853 Notch homolog 2 (Drosophila)

591 NOTCH4 Hs 436100 4855 Notch homolog 4 (Drosophila)

592 NPM1 Hs.557550 4869 Nucleophosmin (nucleolar phosphoprotein B23, numatrin)
593 NPTN Hs.187866 27020 Neuroplastin

594 0ODzZ1 Hs.23796 10178 Odz, odd Oz/ten-m homolog 1(Drosophila)

595 OPRD1 Hs.372 4585 Opioid receptor, delta 1

596 OPRK1 Hs.106795 4986 Opioid receptor, kappa 1

597 PAX5 Hs.654464 5079 Paired box 5

598 PDCD1 Hs.158297 5133 Programmed cell death 1

599 PDCD1LG2 Hs.532279 80380 Programmed cell death 1 ligand 2

600 PDGFA Hs.705381 5154 Platelet-derived growth factor alpha polypeptide

601 PDGFB Hs.1976 2159 Platelet-derived growth factor beta polypeptide (simian sarcoma viral (v-sis) oncogene homolog)
602 PDGFC Hs.570855 56034 Platelet derived growth facter C

603 PDGFD Hs.352298 80310 Platelet derived growth factor D

604 PDGFRA Hs. 74615 5156 Platelet-derived growth factor receptor, alpha polypeptide
605 PDGFRB Hs.509067 5159 Platelet-derived growth factor receptor, beta polypeptide
606 PF4 Hs.81564 5196 Platelet factor 4 (chemokine (C-X-C motif) ligand 4)

607 PF4V1 Hs.72933 5197 Platelet factor 4 variant 1

608 PGF Hs.252820 5228 Placental growth factor, vascular endothelial growth factor-related protein
609 PGLYRP1 Hs.137583 8993 Peptidoglycan recognition protein 1

610 PGLYRP4 Hs.58356 57115 Peptidoglycan recognition protein 4

611 PGRMC1 Hs.90061 10857 Progesterone receptor membrane compaenent 1

612 PLA2G1B Hs.992 5319 Phospholipase A2, group IB (pancreas)

613 PLUNC Hs.211092 51297 Palate, lung and nasal epithelium carcinoma associated
614 PMF1 Hs.530479 11243 Polyamine-modulated factor 1

615 PML Hs.526464 5371 Promyelocytic leukemia

616 PNP Hs.75514 4860 Purine nucleoside phosphorylase

617 POLL Hs.523230 27343 Polymerase (DNA directed), lambda

618 POU2AF1 Hs.654525 5450 POU class 2 associating factor 1

619 POU2F2 Hs.654420 5452 POU class 2 homeobox 2

620 PPARG Hs.162646 5468 Peroxisome proliferator-activated receptor gamma

621 PPBP Hs.2164 5473 Pro-platelet basic protein (chemokine (C-X-C motif) ligand 7)
622 PRDX3 Hs.523302 10935 Peroxiredoxin 3

623 PRF1 Hs.2200 5551 Perforin 1 (pore forming protein)

624 PRG3 Hs.251386 10394 Proteoglycan 3

625 PRKRA Hs.632540 8575 Protein kinase, interferon-inducible double stranded RNA dependent activator
626 PRLR Hs.368587 5618 Prolactin receptor

627 PROS1 Hs.64016 5627 Protein S (alpha)

628 PSMB10 Hs.9661 5699 Proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 10
629 PTAFR Hs. 77542 5724 Platelet-activating factor receptor

630 PTCRA Hs.169002 171558 Pre T-cell antigen receptor alpha

631 PTGER4 Hs.199248 5734 Prostaglandin E receptor 4 (subtype EP4)

632 PTGS2 Hs. 196384 5743 Prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (prostaglandin G/H synthase and cyclooxygenase)
633 PTPRC Hs.654514 5788 Proteln tyrosine phesphatase, receptor type, C

634 PVR Hs.171844 5817 Poliovirus receptor

635 PVRL1 Hs.334846 5818 Poliovirus receptor-related 1 (herpesvirus entry mediator C)
636 PVRL2 Hs.655455 5819 Poliovirus receptor-related 2 (herpesvirus entry mediator B)
637 PXDN Hs.332197 7837 Peroxidasin homolog (Drosophila)
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638
639
640
641
642
643
644
645
646
647
648
649
650
651
652
653
654
655
656
657
658
659
660
661
662
663
664
665
666
667
668
669
670
671
672
673
674
675
676
677
678
679
680
681
682
683
684
685
686
687
688
689
690
691
692
693
694
695

RAG1
RAG2
RARA
RBP4
RELA
RFX1
RGS1
RHOH
ROCK1
RPS14
RPS19
RSAD2
RTEL1
RUNX1
S100A7
S100A8
S100A9
S1PR4
SAMHD1
SART1
SBNO2
SCARB2
SCG2
SCIN
SDF2
SDF4
SECTM1
SEMA3C
SEMA4D
SEMATA
SERPINB3
SERPINB4
SFTPD
SIGLEC1
SIGLECS5
SIGLECS
SIGLEC7
SIGLECS
SIGLEC?9
SIRPG
SIT1
SIVA1
SKAP1
SLAMF7
SLC11A1
SMAD3
SMAD6
SNRK
SOCS5
SOD1
SOX4
SP100
SP2
SPG21
SPI1
SPINK5
STEGAL1
SYK

Hs.73958

Hs.159376
Hs.654583
Hs.50223

Hs.502875
Hs.655215
Hs.75256

Hs.654594
Hs.306307
Hs.381126
Hs.438429
Hs.17518

Hs.730810
Hs.149261
Hs.112408
Hs.416073
Hs.112405
Hs.662006
Hs.580681
Hs.502883
Hs.408708
Hs.349656
Hs.516726
Hs.655515
Hs.514036
Hs.42806

Hs.558009
Hs.269109
Hs.655281
Hs.24640

Hs.227948
Hs.123035
Hs.253495
Hs.31869

Hs.310333
Hs.397255
Hs.699304
Hs.447899
Hs.245828
Hs.590883
Hs.88012

Hs.112058
Hs.316931
Hs.517265
Hs.591607
Hs.618504
Hs.153863
Hs.476052
Hs.468426
Hs.443914
Hs.699195
Hs.369056
Hs.514276
Hs.242458
Hs.502511
Hs.331555
Hs.207459
Hs.371720

5896
5897
5914
5950
5970
5989
5996
399
6093
6208
6223
91543
51750
861
6278
6279
6280
8698
25939
9092
22904
950
7857
85477
6388
51150
6398
10512
10507
8482
6317
6318
6441
6614
8778
946
27036
27181
27180
55423
27240
10572
8631
57823
6556
4088
4091
54861
9655
6647
6659
6672
6668
51324
6688
11005
6480
6850

Recombination activating gene 1

Recombination activating gene 2

Retinoic acid receptor, alpha

Retinol binding protein 4, plasma

V-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A, nuclear factor of kappa light polypeptide
Regulatory factor X, 1 (influences HLA class |l expression)

Regulator of G-protein signaling 1

Ras homolog gene family, member H

Rho-associated, coiled-coil containing protein kinase 1

Ribosomal protein S14

Ribosomal protein S19

Radical S-adenosyl methionine domain containing 2

Regulator of telomere elongation helicase 1

Runt-related transcription factor 1 (acute myeloid leukemia 1; aml1 oncogene)
5100 calcium binding protein A7

S100 calcium binding protein A8

S$100 calcium binding protein AS

Sphingosine-1-phosphate receptor 4

SAM domain and HD domain 1

Squamous cell carcinoma antigen recognized by T cells

Strawberry notch homolog 2 (Drosophila)

Scavenger receptor class B, member 2

Secretogranin Il (chromogranin C)

Scinderin

Stromal cell-derived factor 2

Stromal cell derived factor 4

Secreted and transmembrane 1

Sema domain, immunoglobulin domain (1g), short basic domain, secreted, (semaphorin) 3C
Sema domain, immunoglobulin domain (1g), transmembrane domain (TM) and short cytoplasr
Semaphorin 7A, GP1 membrane anchor (John Milton Hagen blood group)
Serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 3

Serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 4

Surfactant, pulmonary-associated protein D

Sialic acid binding |g-like lectin 1, sialoadhesin

Sialic acid binding |g-like lectin 5

Sialic acid binding Ig-like lectin 6

Sialic acid binding Ig-like lectin 7

Sialic acid binding Ig-like lectin 8

Sialic acid binding Ig-like lectin 9

Signal-regulatory protein gamma

Signaling threshold regulating transmembrane adaptor 1

SIVA1, apoptosis-inducing factor

Src kinase associated phosphoprotein 1

SLAM family member 7

Solute carrier family 11 (proton-coupled divalent metal ion transporters), member 1
SMAD family member 3

SMAD family member 6

SNF related kinase

Suppressor of cytokine signaling 5

Superoxide dismutase 1. soluble (amyotrophic lateral sclerosis 1 (adult))
SRY (sex determining region Y)-box 4

SP 100 nuclear antigen

Sp2 transcription factor

Spastic paraplegia 21 (autosomal recessive., Mast syndrome)

Spleen focus forming virus (SFFV) proviral integration oncogene spi1
Serine peptidase inhibitor, Kazal type 5

STé6 beta-galactosamide alpha-2.6-sialyltranferase 1

Spleen tyrosine kinase
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696
697
698
699
700
701
702
703
704
705
7086
707
708
709
710
711
712
713
714
715
716
717
718
719
720
721
722
723
724
725
726
727
728
729
730
731
732
733
734
735
736
737
738
739
740
741
742
743
744
745
746
747
748
749
750
751
762
783

TAP1

TAP2
TAPBP
TARBP2
TAZ

TBX1

TBX21
TCF12
TCF3

TCF7

TGFA
TGFB1
TGFB2
TGFB3
TGFBR1
TGFBR2
TGFBR3
THBS1
THY1

TLR1

TLR2

TLR3

TLR4

TLR5

TLR6

TLRY

TLR8
TM7SF4
TMX1

TNF
TNFAIP1
TNFRSF10B
TNFRSF10C
TNFRSF10D
TNFRSF11A
TNFRSF11B
TNFRSF12A
TNFRSF13B
TNFRSF14
TNFRSF17
TNFRSF1A
TNFRSF1B
TNFRSF21
TNFRSF25
TNFRSF4
TNFRSF8
TNFRSF9
TNFSF10
TNFSF11
TNFSF12
TNFSF13
TNFSF14
TNFSF15
TNFSF18
TNFSF4
TNFSF8
TNFSF9
TOLLIP

Hs.352018
Hs.502
Hs.370937
Hs.326
Hs.409911
Hs.173984
Hs.272409
Hs.511504
Hs.371282
Hs.573153
Hs.170009
Hs.645227
Hs.133379
Hs.592317
Hs.494622
Hs.82028
Hs.482390
Hs.164226
Hs.653181
Hs.621817
Hs.519033
Hs.657724
Hs.174312
Hs.604542
Hs.662185
Hs.659215
Hs.660543
Hs.652230
Hs.125221
Hs.241570
Hs.76090
Hs.521456
Hs.655801
Hs.213467
Hs.204044
Hs.81791
Hs.355899
Hs.158341
Hs.512898
Hs.2556
Hs.279594
Hs.256278
Hs.443577
Hs.462529
Hs.129780
Hs.1314
Hs.654459
Hs.478275
Hs.333791
Hs.54673
Hs.54673
Hs.129708
Hs.241382
Hs.248197
Hs.181097
Hs.654445
Hs.1524
Hs.368527

6890
6891
6892
6895
6901
6899
30009
6938
6929
6932
7039
7040
7042
7043
7046
7048
7049
7057
7070
7096
7097
7098
7099
7100
10333
51284
51311
81501
81542
7124
7126
8795
8794
8793
8792
4982
51330
23495
8764
608
7132
7133
27242
8718
7293
943
3604
8743
8600
8742
8741
8740
9966
8995
7292
944
8744
54472

Transporter 1, ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP)
Transporter 2, ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP)

TAP binding protein (tapasin)
TAR (HIV-1) RNA binding protein 2

Tafazzin (cardiomyopathy. dilated 3A (X-linked); endocardial fibroelastosis 2; Barth syndrome)

T-box 1
T-box 21

Transcription factor 12 (HTF4, helix-loop-helix transcription factors 4)

Transcription factor 3 (E2A immunogiobulin

enhancer binding factors E12/E47)

Transcription factor 7 (T-cell specific, HMG-box)

Transforming growth factor, alpha
Transforming growth factor, beta 1
Transforming growth factor, beta 2
Transforming growth factor, beta 3
Transforming growth factor, beta receptor |
Transforming growth factor, beta receptor 11
Transforming growth factor, beta receptor Il
Thrombospondin 1

Thy-1 cell surface antigen

Toll-like receptor 1

Toll-like receptor 2

Toll-like receptor 3

Toll-like receptor 4

Toll-like receptor 5

Toll-like receptor &

Toll-like receptor 7

Toll-like receptor 8

Transmembrane 7 superfamily member 4
Thioredoxin-related transmembrane protein

(activin A receptor type ll-like kinase, 53kDa)
(70/80kDa)
I

1

Tumor necrosis factor (TNF superfamily, member 2)
Tumor necrosis factor, alpha-induced protein 1 (endothelial)

Tumor necrosis factor receptor superfamily,
Tumor necrosis factor receptor superfamily,
Tumor necrosis factor receptor superfamily,
Tumor necrosis factor receptor superfamily,
Tumeor necrosis factor receptor superfamily,
Tumor necrosis factor receptor superfamily,
Tumor necrosis factor receptor superfamily,
Tumor necrosis factor receptor superfamily,
Tumor necrosis factor receptor superfamily,
Tumor necrosis factor receptor superfamily,
Tumor necrosis factor receptor superfamily,
Tumor necrosis factor receptor superfamily,
Tumeor necrosis factor receptor superfamily,
Tumor necrosis factor receptor superfamily,
Tumor necrosis factor receptor superfamily,
Tumor necrosis factor receptor superfamily,
Tumor necrosis factor (ligand) superfamily,
Tumor necrosis factor (ligand) superfamily.
Tumeor necrosis factor (ligand) superfamily,
Tumor necrosis factor (ligand) superfamily,
Tumor necrosis factor (ligand) superfamily,
Tumeor necrosis factor (ligand) superfamily,
Tumor necrosis factor (ligand) superfamily,
Tumor necrosis factor (ligand) superfamily,
Tumor necrosis factor (ligand) superfamily,
Tumor necrosis factor (ligand) superfamily,
Toll interacting protein

member 10b

member 10c, decoy without an intracellular domain
member 10d, decoy with truncated death domain
member 11a, NFKB activator

member 11b (osteoprotegerin)

member 12A

member 13B

member 14 (herpesvirus entry mediator)
member 17

member 1A

member 1B

member 21

member 25

member 4

member 8

member 9
member 10
member 11
member 12
member 13
member 14
member 15
member 18
member 4 (tax-transcriptionally activated glycoproteil
member 8
member 9
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754
7595
756
757
758
759
760
761
762
763
764
765
766
767
768
769
770
771
172
773
774
775
776
77
778
779
780
781
782
783
784
785
786
787
788
789
790
791

TPD52
TRAF2
TRAF6
TRAT1
TRBC1
TREM1
TREM2
TRGV5
TRIM10
TRIM22
TRPC4AP
TUBB
TUBB2C
TUBB3
TXLNA
TYROBP
UBE2N
ULBP2
VAMP7
VCAM1
VEGFA
VEGFB
VEGFC
VIPR1
VPREB1
VTCN1
VTN
WAS
XBP1
XCL1
XCR1
YTHDF2
ZAPT0
ZBTB16
ZEB1
ZNF160
ZNF3
ZNF675

Hs.368433
Hs.522506
Hs.591983
Hs.138701

Hs.283022
Hs.435295

Hs.274295
Hs.501778
Hs.168073
Hs.636480
Hs.433615
Hs.511743
Hs.699306
Hs.515369
Hs.524630
Hs.656778
Hs.24167
Hs.109225
Hs.73793
Hs.78781
Hs.435215
Hs.348500
Hs.247979
Hs.546434
Hs.2257
Hs.2157
Hs.437638
Hs.546295
Hs.248116
Hs.532286
Hs.234569
Hs.591945
Hs.124503
Hs.655967
Hs.435302
Hs.264345

7163
7186
7189
50852
28639
54210
54209
6978
10107
10346
26133
203068
10383
10381
200081
7305
7334
80328
6845
7412
7422
7423
7424
7433
7441
79679
7448
7454
7494
6375
2829
51441
7535
7704
6935
90338
7551
171392

Tumor protein D52

TNF receptor-associated factor 2

TNF receptor-associated factor &

T cell receptor associated transmembrane adaptor 1
T cell receptor beta constant 1

Triggering receptor expressed on myeleid cells 1
Triggering receptor expressed on myeloid cells 2

T cell receptor gamma variable 5

Tripartite motif-containing 10

Tripartite motif-containing 22

Transient receptor potential cation channel, subfamily C, member 4 associated protein
Tubulin, beta

Tubulin, beta 2C

Tubulin, beta 3

Taxilin alpha

TYRO protein tyrosine kinase binding protein
Ubiquitin-conjugating enzyme E2N (UBC13 homolog, yeast)
UL 16 binding protein 2

Vesicle-associated membrane protein 7

Vascular cell adhesion molecule 1

Vascular endothelial growth factor A

Vascular endothelial growth factor B

Vascular endothelial growth factor C

Vasoactive intestinal peptide receptor 1

Pre-B lymphocyte gene 1

V-set domain containing T cell activation inhibitor 1
Vitronectin

Wiskott-Aldrich syndrome (eczema-thrombocytopenia)
X-box binding protein 1

Chemokine (C motif) ligand 1

Chemokine (C motif) receptor 1

YTH domain family, member 2

Zeta-chain (TCR) associated protein kinase 70kDa
Zinc finger and BTE domain containing 16

Zinc finger E-box binding homeobox 1

Zinc finger protein 160

Zinc finger protein 3

Zinc finger protein 675
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7.2. liste des abréviations par ordre alphabétique

Certaines abréviations sont celles les plus communément utilisées. Elles correspondent
parfois aux termes anglais. A chaque fois, les termes sont traduits entre parentheses dans le
texte.

a : adjacence

AA : astrocytome anaplasique

7AAD : 7-aminoactinomycine D

ACVR2A : récepteur de I’activine A de type 2A

ADC : coefficient de diffusion apparent, en anglais apparent diffusion coefficient
ADCC : cytotoxicité dépendante des anticorps, en anglais antibody-dependent cellular
cytotoxicity

ADN : acide désoxyribonucléique

Ag : antigene

AIF1 : facteur inflammatoire 1 d’allogreffe, en anglais allograft inflammatory factor 1
5 ALA : acide 5 aminolevulinique

ANOCEEF : association des neuro-oncologues d’expression frangaise

ARGI] : arginase 1

ARN : acide ribonucléique

ASCO : american society of clinical oncology

BCR : récepteur cellulaires B, en anglais B cell receptor
BHE : barriere hémato-encéphalique

CCL et CXCL : chimiokines

CD : cluster de différenciation

CDK : cycline dépendante kinase

CFSE : carboxyfluorescein succinimidyl ester

CGH-array : puce d’hybridation génomique comparative

CMH I : complexe majeur d’histocompatibilité de classe I

CMH II : complexe majeur d’histocompatibilité de classe 11

CMV : cytomégalovirus

CPA : cellules présentatrices d’antigenes

CSF : facteur de croissance de cellules hématopoiétiques, en anglais colony stimulating factor
CTL : lymphocytes T cytotoxiques, en anglais cytotoxic T lymphocyte
CTV : volume anatomo-clinique, en anglais clinical tumour volume
CXCR : chimiokine de type C-X-C

DC : cellules dendritiques, en anglais dendritic cell
DMEM : contenant du milieu minimum essentiel d’Eagle modifié par Dulbecco
DMSO : diméthylsulfoxyde

EGF : facteur de croissance épidermique, en anglais epidermal growth factor

EGEFR : récepteur du facteur de croissance épidermique, en anglais epidermal growth factor
receptor

EGFRVIII : variant III de ’EGFR

EORTC : organisation européenne pour la recherche et le traitement du cancer, en anglais
European Organisation for Research and Treatment of Cancer
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18-FDG: 18 fluorodésoxyglucose

18-FET : 18 fluoro-éthyl-tyrosine

FGF : facteur de croissance fibroblastique, en anglais fibroblast growth factor ou basic
FoxP3: facteur de transcription Scurfin, en anglais forkhead box protein P3

FSC : forward scatter

GAPDH : glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase

GASC: cellules stromales associées au GBM, en anglais GB-associated stromal cell

GBM : glioblastome

GBMO: GBM a composante oligodendrogliale

GILT: enzyme lysosomale thiol réductase inductible par I’[FNy, en anglais yIFN-inducible
lysosomal thiol-reductase

GM-CSF : facteur de croissance des granulocytes et macrophages, en anglais

granulocyte macrophage colony stimulating factor

GTYV : volume tumoral macroscopique, en anglais growth tumour volume

Gy : gray

2HG : 2-hydroxyglutarate

HGF: facteur de croissance hépatocytaire, en anglais hepatocyte growth factor
HIF-1a: facteur induit par I’hypoxie-1a, en anglais hypoxia-inducible factor-1a
HLA : human leucocyte antigen

HLH : hémianopsie latérale homonyme

HPRT]1 : hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1

HSA : albumine sérique humaine, en anglais human serum albumin

HTIC : hypertension intracranienne

Ibal : en anglais ionized calcium binding adaptor molecule 1

IC : intervalle de confiance

ICAM-1: molécule d’adhésion intercellulaire 1, en anglais intercellular adhesion molecule 1
IDH : isocitrate deshydrogénase

IDO : indoleamine 2,3-dioxygenase

IE1 : protéine du CMV humain, en anglais : immediate-early 1

IFI30 : protéine 30 inductible par I'IFNy, en anglais IFNy-inducible protein 30

IFN : interféron

IFNAR : récepteur de I'[FNa, en anglais IFNa receptor

IFNGR : récepteur de I’IFNy, en anglais IFN y receptor

Ig : immunoglobuline

IGF : facteur de croissance apparenté a I’insuline, insulin-like growth factor en anglais
IGFBP2 : protéine 2 de liaison de I'IGF, IGF binding protein 2 en anglais

IHC : immunohistochimie

IL : interleukine

IL13RA2 : récepteur de I’interleukine 13, sous-unité a2

ILK : kinases liées aux intégrines, en anglais intégrin-linked kinase

iNOS : oxyde nitrique synthase inductible, en anglais inducible nitric oxyde synthase
IRM : imagerie par résonnance magnétique

ITK : inhibiteur de tyrosine kinase

JCV : virus JC ou virus John Cunningham

226



KLRCI : récepteur de lectine des NK de la sous-famille C et membre 1
KPS : performance status de Karnofsky, en anglais Karnofsky performance status

LAK : lymphocytes tueurs activés, en anglais lymphocyte-activated killer
LCR : liquide céphalo-rachidien

LIF : facteur inhibiteur de leucémie, en anglais leukemia inhibitory factor
LPS : lipopolysaccharide

LT : lymphocytes T

LTF : lactotransferrine

LTreg: lymphocytes T régulateurs

MBP : myelin basic protein

MDSC : cellules suppressives dérivées des myéloides, en anglais myeloid-derived suppressor
cell

MGMT : O6-méthylguanine méthyl-transférase

MIF : facteur d’inhibition de la migration macrophagique, en anglais macrophage migration
inhibitory factor

min : minute

MMP : métalloprotéase

MMR : systeme de réparation des mésappariements, en anglais mismatch repair

MMSE : examen de minimental test

MNX1 : protéine homéobox du motoneurone et du pancréas

N : normal

NAA : N-acétyl-L-aspartate

NADPH : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate

NCAM : molécule d’adhésion cellulaire neurale, en anglais neural cell adhesion molecule
NK : cellules tueuses, en anglais natural killer

OA : oligodendrogliome anaplasique

OAA : oligoastrocytome anaplasique

OMIT : observatoire inter-régional des médicaments et de I’innovation thérapeutique
OMS : organisation mondiale de la santé

PAM : partitioning around medoids

PBS : tampon phosphate salin, en anglais phosphate buffered saline

PCR: réaction de polymérisation en chaine, en anglais polymerase chain reaction
PD-1 : programmed-cell death 1

PDGF : facteur de croissance dérivé des plaquettes, en anglais platelet derived growth factor
PDGEFR: récepteur du PDGF

PD-L1 : ligand du PD-1

PI3K : phosphatidil-inositol-3 kinase

PGE?2 : prostaglandine E2

PHA : phytohémagglutinine

PS : performance status

PTV : volume cible prévisionnel de traitement, en anglais planning target volume
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RPA : classe de partitionnement, en anglais recursive partitioning analysis

RPS19 : protéine ribosomale 19 sous-unité 40S

RTOG : groupe américain d’oncologie radiothérapique, en anglais radiation therapy oncology
group

RT Q-PCR : PCR apres transcription inverse quantitative d’un acide ribonucléique en acide
désoxyribonucléique complémentaire, en anglais reverse transcriptase polymérase chain
reaction quantitative

s : similarité

SAAL : protéine du sérum amyloide A 1

SEER: organisme d’épidémiologie, en anglais : surveillance epidemiology and end results
SG : survie globale

SIGLEC 2 : sialic acid-binding Ig-like lectin

a-SMA: actine des muscles lisses, en anglais a-smooth muscle actin
SNC : systeme nerveux central

SOM : self-organizing maps

SSP : survie sans progression

STAT]1: signal de transduction et d’activation de transcription 1
STIC : soutien aux techniques innovantes et couteuses

SVF : sérum de veau feetal

t : recouvrement topologique

TAM : macrophages associés aux tumeurs, en anglais tumour-associated macrophages
TAN : neutrophiles associ€s aux tumeurs, en anglais tumour-associated neutrophils
TBP : TATA box binding protein

TCGA : atlas du génome du cancer, en anglais the cancer genome atlas

TCR : récepteur cellulaire du lymphocyte T, en anglais T cell receptor

TEP : tomographie par émission de positrons

TGEF : facteur de croissance de transformation, en anglais transforming growth factor
TGNM : tumeur glioneuronale maligne

TIL : lymphocytes infiltrant la tumeur, en anglais tumour infiltrating lymphocyte
TIMP-1 : inhibiteur de la MMP1, en anglais tissue inhibitor of MMP 1

TLR : récepteur de type toll, en anglais toll-like receptor

TNFa : facteur de nécrose tumorale o, en anglais tumor necrosis factor a

tPA: I’activateur tissulaire du plasminogene en anglais tissue-type plasminogene activator
TRAIL : TNF related apoptosis inducing ligand

uPA: urokinase activatrice du plasminogene, urokinase-type plasminogen activator en anglais
VCAM-1 : molécule d’adhésion cellulaire vasculaire 1, en anglais vascular cell adhesion
molecule 1

VEGEF : facteur de croissance endothelial vasculaire, en anglais vascular endothelium growth

factor

WGCNA : weighted correlation network analysis

228



7.3. article N°1

10.1684/bde. 2011.1528

doi :

Original article

Article recu le 25 mai 2011,
accepté le 29 aoit 2011
Tirés a part : 0. Audrain

CBulletin du Volume 99  N° 2 o février 2012

ancer “John Libbey Eurotext

Societe Frangiise du Cancer

Analyse rétrospective de 24
glioblastomes récidivant apres
radiochimiothérapie concomitante

et traités par nitrosourées ou par
'association irinotécan et bévacizumab

Retrospective analysis of 24 recurrent glioblastoma after
chemoradiation and treated with nitrosoureas or irinotecan
and bevacizumab

Elodie Vauleon'-2, Habiba Mesbah?, Daniel Gedouin®, Isabelle Lecouillard®, Guillaume Louvel®,
Abderrahmane Hamlat®, Laurent Riffaud®, Béatrice Carsin®, Véronique Quillien® 7, Odile Audrain®,
Thierry Lesimple!

1 Centre Eugéne-Marquis, département d’oncologie médicale, (S 44229, 35042 Rennes Cedex, France

2 UMR 6061 CNRS, université de Rennes-I, IFR 140, (534317, 35043 Rennes Cedex, France

3 Centre Eugéne-Marquis, département d'information médicale, avenue Bataille-Flandres-Dunkerque, (S £4229, 35042
Rennes Cedex, France

<o.audrain@rennes.unicancer.fr>

4 Centre Eugéne-Marquis, département de radiothérapie, (S 44229, 35042 Rennes Cedex, France

5 CHU Ponchaillou, département de neurochirurgie, 35033 Rennes, France

5 CHU Ponchaillou, département de radiologie, 35033 Rennes, France

7 Centre Eugéne-Marquis, département de biologie, CS 44229, 35042 Rennes Cedex, France

Pour citer cet article : Vauleon E, Mesbah H, Gedouin D, Lecouillard I, Louvel G, Hamlat A, Riffaud L, Carsin B, Quillien
V, Audrain 0, Lesimple T. Analyse rétrospective de 24 glioblastomes récidivant aprés radiechimiothérapie concomitante

et traités par nitrosourées ou par l'association irinotécan et bévacizumab. Bull Cancer 2012 ; 99 : 121-6.

doi : 10.1684/bdc.2011.1528.

Résumé. Malgré les progrés dans la prise en charge
initiale du glioblastome (GB), la grande majorité des
patients présenteront une récidive dans les deux a
trois ans. Le traitement médical de ces récidives est
en train d'étre modifié par I'utilisation des traitements
anti-angiogéniques. Vingt-quatre patients présentant
un GB récidivant apres radiochimiothérapie conco-
mitante puis adjuvante par témozolomide ont été
traités a Rennes par une chimiothérapie convention-
nelle (nitrosourée) ou par |'association d'irinotécan et
de bévacizumab. Dans cette analyse rétrospective, la
survie globale a partir du diagnostic de récidive était
significativement plus longue chez les patients trai-
tés par |'association irinotécan et bévacizumab que
par chimiothérapie conventionnelle (cing mois versus
11,5 mois). L'association d’irinotécan et de bévaci-
zumab a semblé apporter un bénéfice clinique aux
patients présentant un GB en récidive. A

Abstract. Despite progress in the initial mana-
gement of glioblastoma (GB), the vast majority
of patients will experience recurrence within 2-3
years. The medical treatment of these recurrences
is being modified by the use of antiangiogenic the-
rapies. Twenty-four patients, who relapsed from GB
after chemoradiation followed by adjuvant temo-
zolomide in Rennes, were treated by conventional
chemotherapy (nitrosourea) or by the combination
of irinotecan and bevacizumab. In this retrospective
analysis, overall survival from diagnosis of recur-
rence was significantly longer in patients treated
with the combination of bevacizumab and irino-
tecan than with nitrosourea (5 months versus 11,5
months). The combination of irinotecan and beva-
cizumab appeared to provide clinical benefit to
patients with recurrent GB. A

Mots clés: glioblastome, récidive, bévacizumab, irinotécan

Key words: glioblastoma, recurrence, bevacizumab, irinote-
can
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Introduction

Le glioblastome (GB) est la tumeur cérébrale primitive
de I'adulte la plus fréquente et la plus grave [1].
Malgré les progres récents dans la prise en charge thé-
rapeutique des GB, la médiane de survie reste comprise
entre 12 a 15 mois [2]. Depuis |'essai de Stupp et al.,
le traitement standard associe une exérése chirurgicale
la plus compléte possible suivie d’une irradiation asso-
ciée a une chimiothérapie concomitante puis adjuvante
par témozolomide [2]. L'actualisation de cet essai de
phase Ill a mis en évidence environ 10 % de longs sur-
vivants a cing ans [3]. La grande majorité des patients
présente ainsi une récidive dont la prise en charge
reste difficile, sans efficacité démontrée des traitements
systémiques. Les essais de phase Il publiés avec les
nitrosourées (lomustine, carmustine, fotémustine), la
procarbazine, le cisplatine ou l'irinotécan retrouvent
un taux de réponse objective de 6 %, une survie sans
récidive a six mois de 15 % environ et une survie glo-
bale a partir de cette récidive comprise entre trois a six
mois [4].

D’autres approches thérapeutiques ont été essayées
chimiothérapie in situ [5, 6, 7],
I'immunothérapie [8] ou I'utilisation de thérapies
ciblées, qui agissent au niveau de la gliomagenése [9].

comme la

Le GB, étant une tumeur hypervascularisée, I'inhibition
de cette angiogenése a un rationnel solide [10]. Le vas-
cular endothelial growth factor (VEGF) est une cible
thérapeutique de choix et son expression est un facteur
pronostique péjoratif dans le GB [11]. Cette protéine est
produite non seulement par la cellule tumorale, mais
aussi par son environnement [12]. Une étude de phase
I utilisant un alkylant, I'irinotécan, associé au bévaci-
zumab — anticorps monoclonal humanisé anti-VEGF —
a mis en évidence un taux de réponse objective élevé
de 57 % et une survie globale a six mois de la récidive
de 77 % [13]. Cette étude prospective de phase Il et
plusieurs études rétrospectives ont permis |'obtention
pour le bévacizumab aux Etats-Unis d’une autorisation
de mise sur le marché (AMM) dans le traitement du GB
en récidive. Ce traitement est actuellement une option
thérapeutique des GB récidivants reconnus en Europe
[14, 15], mais ou le bévacizumab n’a pas obtenu son
AMM dans cette indication.

Trois présentations au congrés européen de I'Esmo
2010 ont rapporté des séries rétrospectives multi-
centriques de patients traités en récidive par cette
association [16, 17, 18].

L'étude rétrospective rapportée ici analyse I'impact en
termes de survie des patients porteurs d'un GB récidi-
vant et traités par chimiothérapie conventionnelle ou
par I'association d'irinotécan et de bévacizumab.

Patients et méthodes

Les patients agés de plus de 18 ans, porteurs d'un
glioblastome histologiquement prouvé et traités en
récidive aprés radiochimiothérapie concomitante et
adjuvante par témozolomide, ont été analysés. Deux
cohortes historiques traitées différemment sont étu-
diées. La premiére cohorte est une population traitée
par chimiothérapie conventionnelle (premier cycle de
traitement effectué entre le 6 septembre 2005 et le 2
novembre 2007) et la seconde cohorte est traitée par
I"association d’irinotécan et de bévacizumab (premier
cycle de traitement effectué entre 15 novembre 2007
et le 22 octobre 2009).

L'objectif principal de cette étude rétrospective mono-
centrique de cohorte est d’analyser la survie a partir de
la récidive chez les patients traités par chimiothérapie
conventionnelle ou par |"association d‘irinotécan et de
hévacizumab, définie comme le délai entre le diagnos-
tic de récidive et le déces ou les derniéres nouvelles du
patient.

Les objectifs secondaires sont I'analyse de la survie a six
mois de la récidive des deux populations de patients.
Les toxicités de grade | a IV, décrites dans les dossiers,
ont également été recueillies.

Résultats

Vingt-quatre patients vérifiant les critéres d'inclusion
et d'exclusion ont été analysés rétrospectivement.
Douze patients ont recu une chimiothérapie conven-
tionnelle, majoritairement par nitrosourée (n=12 dont
dix par lomustine ou Bélustine®, un par témozolo-
mide ou Témodal® et un par carmustine ou Bicnu®)
et 12 patients ont recu une association d'irinotécan ou
Campto® (340 ou 125 mg/m? en fonction de I'existence
ou non d’un traitement concomitant par antiépilep-
tique inducteur enzymatique) et de bévacizumab ou
Avastin® (10 mg/kg) tous les 14 jours en perfusion intra-
veineuse.

Les caractéristiques des deux groupes étaient com-
parables a l'exception de |'age moyen, significa-
tivement plus faible dans le groupe irinotécan et
bévacizumab (tableau 1). Cette différence était pré-
visible, l'association ayant d’abord été proposée
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essentiellement chez les sujets jeunes apres les résul-
tats préliminaires de |'étude de Vredenburgh et al. en
2007 [13], avant que |'indication ne soit secondaire-
ment élargie a I'ensemble des patients ne présentant
pas de contre-indication.

L'arrét du traitement a été motivé par une progres-
sion tumorale chez |'ensemble des patients traités
par chimiothérapie conventionnelle et chez neuf des
12 patients du bras irinotécan et bévacizumab. Un
patient a arrété |'association irinotécan et bévacizumab
a cause d’une toxicité cardiovasculaire et deux autres
patients devant une stabilité clinique et radiologique
(tableau 2).

Un patient traité par lomustine a eu une toxicité héma-
tologique plaquettaire de grade 1V, deux une toxicité
de grade Ill et un de grade Il. Trois adaptations de
dose ont été nécessaires. Deux patients traités par
|'association irinotécan et bévacizumab ont eu une
adaptation de dose suite a un amaigrissement et a
Iintroduction d'un traitement antiépileptique induc-
teur enzymatique. Aucune toxicité hématologique ou
non de grade |, Il ou lll n"a été décrite dans les dos-
siers des patients traités par |'association irinotécan
et bévacizumab. Un patient a présenté deux épisodes
d’accident ischémique transitoire ayant entrainé |'arrét
du traitement aprés obtention d’une réponse clinique
et radiologique (six cycles au total) (tableau 2).

Deux patients traités par chimiothérapie convention-
nelle ont été traités par une seconde ligne de traitement

Analyse rétrospective de 24 glioblastomes

(lomustine et carboplatine) et trois patients traités par
I"association d'irinotécan et bévacizumab ont été traités
ensuite par bévacizumab en monothérapie, ou témozo-
lomide ou carmustine (tableau 2). Les autres patients
ont bénéficié d'une prise en charge uniquement
palliative.

La médiane de survie a partir de la récidive était
statistiquement différente : cinq mois et 11,5 mois
respectivement dans la cohorte traitée par chimio-
thérapie conventionnelle et dans la cohorte traitée
par I'association irinotécan et bévacizumab (p=0,02)
(figure T). La survie médiane a partir du premier jour
de traitement était également statistiquement différente
entre les deux groupes : 4,5 mois dans la cohorte trai-
tée par chimiothérapie conventionnelle versus 9,5 mois
dans la cohorte traitée par irinotécan et bévacizumab
(p=0,03).

La survie a six mois du diagnostic de récidive était
de 42 % dans la cohorte traitée par chimiothérapie
conventionnelle versus 100 % dans la cohorte traitée
par irinotécan et bévacizumab (p=0,02).
Compte-tenu de la différence d'age entre les deux
groupes, une analyse des sous-groupes des patients
agés de moins de 50 ans (n =10, trois traités par chi-
miothérapie conventionnelle et sept par irinotécan et
bévacizumab) et de 50 ans et plus (n= 14, neuf traités
par chimiothérapie conventionnelle et cing par irinoté-
can et bévacizumab) a été réalisée. La survie médiane
a partir de la récidive n’était pas statistiquement

Tableau 1. Comparabilité des groupes de patients traités par chimiothérapie conventionnelle ou association irinotécan et bévacizumab.

Chimiothérapie Irinotécan et p
conventionnelle bévacizumab
Effectif 12 12
f\ge maoyen 56 ans 44 ans 0,008
[age minimal-age maximal] [30-69] [28-55]
Sexe masculin/féminin 9/3 8/4 NS
Type de chirurgie initiale
Complete 6 6 NS
Subtotale 3 6
Biopsie 3 0
IK a récidive <ou = 70 % /11 1/11 NS
Délai moyen récidive 10 mois 9,9 mois NS
[délai minimal-délai maximal] [5-19] [6-20]
Chirurgie a récidive ou non 1/11 1/11 NS

IK : indice de Karnofsky.
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Tableau 2. Modalités et toxicités des traitements requs dans les deux cohortes.

Chimiothérapie Irinotécan et bévacizumab
conventionnelle

Effectif 12 12

Nb moyen de cycles 3 17

[minimum-maximum] [1-9] [4-33]

Traitements regus
Nb patients type traitement
(nb cycles, intercure)

10 lomustine (1-9 cycles, 6 sem)
1 témozolomide (5 cycles, 4
sem)

1 carmustine (2 cycles, 3 sem)

17 irinotécan bévacizumab
(4-33 cycles, 2 sem)

Causes d'arrét du traitement

Progression tumorale 12 9

Stabilité tumorale 0 2

Toxicité 0 p
Traitement ultérieur

Soins palliatifs 10 8

Pas de traitement 0 1

Chimiothérapie 2 3 |

Nb patients type (nb cycles)

1 lomustine (1 cycle)
1 carboplatine (11 cycles)

1 témozolomide (2 cycles)
1 carmustine (5 cycles)
1 bévacizumab (15 cycles)

Toxicité
Grade I 0 0
Grade II 1 0
Grade III 2 0
Grade IV 1 1
Adaptation de posologie
Nb patients 3 2
Cause Thrombopénie : 3 Amaigrissement : 1

Antiépileptique : 1

Nb

: nombre ; sem : semaines ; NS : non statistiquement significatif.

Survie a partir de la récidive
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Figure 1. Survie & partir de la récidive en fonction des traite-
ments.

différente chez les sujets agés de moins de 50 ans ou
chez les patients dgés de 50 ans et plus (sept mois versus
12 mois et cing mois versus neuf mois dans la cohorte
traitée par chimiothérapie conventionnelle et dans la
cohorte traitée par irinotécan et bévacizumab respec-
tivement), mais les effectifs des sous-groupes étaient
faibles.

Discussion

Cette étude rétrospective monocentrique de cohorte
permet d'évaluer la prise en charge des récidives de
glioblastome par I'association d'irinotécan et bévaci-
zumab et son impact sur la survie.

L'effectif de notre analyse rétrospective est faible,
mais celle-ci est le reflet de notre pratique clinique.
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Certains patients ont été exclus de |'étude pour aveir
recu une radiochimiothérapie concomitante avec un
autre médicament que le témozolomide avant la publi-
cation de Stupp et al. [3]. De plus, chez certains
patients, l'indication d'une seconde ligne de traite-
ment n‘a pas été retenue du fait de l'aggravation
neurologique pendant ou rapidement apres le témo-
zolomide adjuvant ou du fait de 'altération franche
de I'état général contre-indiquant la mise en route
d'une chimiothérapie. La majorité des patients analy-
sés ont ainsi un bon état général avec un indice de
Karnofsky supérieur a 70 %. Enfin, les données préli-
minaires d’efficacité de |’association d'irinotécan et de
bévacizumab n’ont amené un changement d'indication
thérapeutique que secondairement du fait de I"absence
d’AMM. L'observatoire des médicaments et innova-
tions thérapeutiques (Omit) de Bretagne et Pays de
Loire, crée en 2003, a autorisé, aprés approbation
du comité scientifique fin 2007, I'utilisation de cette
association thérapeutique et donc I'élargissement de
I'indication a I'ensemble des patients présentant une
récidive de glioblastome sans contre-indication. Cela
ne permet pas d'augmenter l'effectif de cette étude
de cohorte, notamment des patients non traités par
Iassociation d'irinotécan et de bévacizumab sans intro-
duire un biais de sélection.

Plusieurs biais influencent les résultats de cette étude
notamment un biais de recrutement avec des patients
traités par |'association d'irinotécan et de bévacizu-
mab, qui sont plus jeunes dans notre cohorte avec donc
probablement moins de co-morbidités. Cependant, il
faut noter que la survie a partir de la récidive n’est
pas significativement supérieure dans le sous-groupe de
patients dgés de moins de 50 ans traités par I"association
d'irinotécan et de bévacizumab par rapport a une chi-
miothérapie conventionnelle.

Aucun patient inclus dans notre étude de cohorte
n‘a plus de 70 ans, en effet, d’'une part, la plupart
des patients dgés de plus de 65 ans étaient inclus
a l'époque dans un essai européen NORDIC spé-
cifique du sujet agé. lls n‘ont donc pas bénéficié
d’une radiochimiothérapie concomitante nécessaire
pour I'inclusion dans notre étude de cohorte. D’autre
part, les patients agés de plus de 70 ans, traités
par radiochimiothérapie concomitante et adjuvante
par témozolomide, qui présentent une récidive ne
regoivent pas toujours une autre chimiothérapie, mais
bénéficient parfois d'une prise en charge uniquement
palliative.
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Analyse rétrospective de 24 glioblastomes

La tolérance de I'association d'irinotécan et de bévaci-
zumab est bonne avec une seule toxicité de grade 1I-IV
rapportée, liée la aussi probablement a la présélection
des patients.

Cette analyse rétrospective va dans le sens d'une supé-
riorité en termes de bénéfice clinique de |'association
d'irinotécan et de bévacizumab sur la chimiothérapie
conventionnelle. La survie a partir de la récidive est
supérieure chez les patients traités par irinotécan et
bévacizumab, incitant a proposer cette association en
I"absence de contre-indication.

Des publications récentes posent la question de
I'administration de bévacizumab en monothérapie
[14, 19, 20] ou associé a d’autres molécules, chimio-
thérapies ou thérapies ciblées, voire de I'intérét de son
introduction plus précoce en situation adjuvante. Enfin,
la demande pour l'obtention de I'AMM du bévacizu-
mab dans cette indication en France est en cours. ¥

Conflits d'intéréts:  aucun.
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Résume. Il est maintenant bien établi que le statut
MGMT est un facteur prédictif de réponse au traitement
standard des glioblastomes, qui comprend de la radio-
thérapie et du témozolomide (TMZ). La méthylation du
promoteur MCMT est d‘autre part un facteur pronos-
tique — indépendant du traitement — dans les gliomes
anaplasiques. La fonction prédictive peut s’expliquer
par le role de I'enzyme de réparation MGMT qui
contrecarre |"action des agents alkylants dont fait partie
le TMZ. La méthylation du promoteur MGMT pourrait
également étre le reflet d’'un phénotype moléculaire
particulier ayant une signification pronostique propre.
A I'heure oli la détermination du statut MGMT devient
incontournable lors de la mise en place de nouveaux
essais thérapeutiques dans les gliomes et ot elle com-
mence a étre utilisée dans la pratique quotidienne, il
devient urgent de déterminer la meilleure technique
d’analyse. Une étude multicentrique frangaise a été
mise en place afin de répondre a cette question. A

Abstract. MGMT status is now regarded as
a strong predictive factor of response to stan-
dard treatment of newly diagnosed glioblastomas
involving temozolomide (TMZ) and radiotherapy.
MGMT promoter methylation is also a prognostic
factor — independent of treatment — in anaplastic
gliomas. The predictive function can be explained
by the role of the DNA repair enzyme MGMT, which
antagonizes the effects of alkylating agents such
as TMZ. MGMT promoter methylation could also
reflect a particular molecular phenotype with its
own specific prognostic significance. Since MGMT
status determination is becoming a crucial bio-
logical marker in new clinical glioma trials, and
is beginning to be used in day-to-day clinical
practice, there is currently a strong need to deter-
mine the best technique for MGMT analysis. A
French multicenter study has been set up for this
purpose. A

Mots clés: MGMT, gliomes, facteur pronostique, facteur pré-
dictif

Key words: MGMT, gliomas, prognostic factor, predictive
factor

Le géne OP-méthylguanine-DNA méthyltransferase
(MCMT) situé en 10q26, code pour la protéine de répa-
ration MGMT, encore appelée O°-alkylguanine-DNA
alkyltransferase (AGT). Cette enzyme a pour fonction
de surveiller 'ADN en éliminant les groupements alkyls
trouvés en position O° sur les guanines et, dans une
moindre mesure, ceux situés en position 04 sur les
thymines. Aprés transfert des groupements alkyls vers
le site actif de la protéine, celle-ci est détruite par le
protéasome : la capacité de réparation de la cellule
dépend donc de la quantité d’enzyme active au niveau
de son noyau et des possibilités de production de
I'enzyme. La MGMT est exprimée par de nombreux
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tissus non tumoraux, tels le foie, les poumons, les reins
ou encore le systeme hématopoiétique. La présence
de la MCMT dans les cellules normales permet de les
protéger vis-a-vis des carcinogénes exogenes. Dans les
tumeurs, I"expression de la MGMT est variable et des
études sur lignée cellulaire ont montré que les agents
alkylants sont efficaces en I'absence de MGMT et
larsque le systeme MMR est actif [1] (figure 1). Un des
systemes d'échappement observé dans la cellule tumo-
rale, et documenté dans les gliomes, est I'apparition
de mutations au niveau des enzymes du systéme
MMR, notamment MSH6. Les mutations de MSH6
ne sont jamais détectées dans des prélevements de
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Figure 1. Mode d'action de l'enzyme 0°-méthylguanine méthyltransférase (MGMT) et du témozolomise (TMZ) au niveau cellulaire. Le

TMZ ajoute des groupements de type alkyl au niveau de UADN, not

t des gr ts méthyles an niveau des guanines. Si la

cellule ne contient pas de MGMT, la guanine méthylée va s’apparier & une thymine lors de la duplication de 'ADN, ce qui va étre reconnu
comme une erreur et activer le systéme MMR (mismatch repair). L'inefficacité de la réparation va aboutir & l'apoptose cellulaire. En
cas de systéme MMR inactif, lors de la réplication la thymine va s'apparier & une adénine, d'oii 'apparition de mutations de type GC
vers Al. S'il y a de la MGMT dans la cellule, 'enzyme va permettre a la guanine méthylée de retrouver son état natif et va donc ainsi

contrecarrer ['action du TMZ.

glioblastomes (GBM) avant traitement. En revanche,
environ un quart des GBM en rechute ayant été traités
par des agents alkylants présentent de telles mutations.
Ces mutations s'inscrivent dans le cadre de I"apparition
d'un phénotype « hypermutant », observé notamment
chez des patients initialement répondeurs aux agents
alkylants car n’exprimant pas la MGMT, et caractérisé
par I'apparition de nombreuses mutations de type tran-
sition G-C vers A-T, notamment au niveau d‘ilots CpC
[2; 3}

Différentes équipes se sont intéressées a la MGMT
comme facteur prédictif potentiel de réponse aux
agents alkylants, drogues fréquemment utilisées dans
le traitement des gliomes. De nombreuses études ont
maintenant montré l'intérét de ce marqueur pour pré-
voir la réponse des patients atteints d’un GBM traités
en premiére intention par |'association de témozolo-
mide (TMZ) et d'une radiothérapie (RT). La méthylation
du promoteur du géne MGMT, méthade fréquemment
utilisée pour déterminer le statut MCMT, aurait de plus
un intérét pronostique dans les gliomes de haut grade,
qui ne serait en aucun cas lié a la réponse aux agents
alkylants, et qui pourrait étre le reflet d'un phénotype
moléculaire particulier.

Différents moyens d’étude de la
MGMT

Différentes approches peuvent étre utilisées pour
rechercher I'expression de la MGMT au sein d’un tissu.

Détection de l'activité enzymatique de la
MGMT

La détection de l'activité enzymatique MGMT, par
quantification du transfert d'un groupement méthyl
radioactif d'un substrat ADN vers la protéine a surtout
été utilisée dans les années 1990. Des techniques utili-
sant des marquages fluorescents et non plus radioactifs
ont récemment été mises au point. Cette technique pré-
sente |'avantage d'étre une analyse fonctionnelle, en
revanche elle est fastidieuse et donc difficilement envi-
sageable dans la pratique quotidienne. D’autre part,
I'activité MGMT mesurée peut potentiellement prove-
nir des cellules non tumorales contaminant la tumeur,
notamment les cellules hématopoiétiques et les cellules
endothéliales. Par ce type d'approche, environ 20 %
des glioblastomes ne présentent pas d'activité MGMT
avant traitement et deux études ont montré une aug-
mentation d'activité dans les tumeurs en récidive, apres
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traitement par des agents alkylants [4, 5]. Aucune étude
n’a cependant montré de lien formel entre la mesure
de "activité MGMT dans les tumeurs et la réponse au
traitement ; il semble donc préférable de réserver ce
type d'approche a des études fondamentales sur des
modeles de type lignée cellulaire.

Mise en évidence de la protéine par
immunohistochimie

La mise en évidence de la protéine MGMT peut se
faire par immunohistochimie (IHC), une technique rela-
tivement simple et facile a mettre en place dans les
services d’anatomie pathologique. Théoriquement, il
est possible de ne compter que la positivité observée au
niveau des cellules tumorales. Cependant, différentes
cellules non tumorales (cellules endothéliales, cellules
hématopoiétiques) peuvent naturellement exprimer la
protéine MGMT et étre a tort considérées comme tumo-
rales en lecture immunohistochimique, ce qui entraine
un risque de surestimation du pourcentage de cel-
lules tumorales positives [6, 7]. Cela incite certains
pathologistes a étudier sur la méme coupe histologique
le pourcentage des cellules CD68 positives (mar-
queur histiocytaire) lors de I'interprétation des résultats
d'immunohistochimie [8, 9]. De plus I'indentification
des cellules tumorales positives s’avere difficile dans
certains cas et pose le probléme de la reproductibilité
de la lecture entre pathologistes [10]. Les seuils utili-
sés pour différencier les échantillons « négatifs » des
« positifs » varient de 5 % de cellules positives a 35 %.

Analyse de l'expression de 'ARNm

L'expression de la MGMT peut étre recherchée au
niveau de I'ARNm. Les résultats de la littérature sont
contrastés concernant le lien entre I'expression ARN de
la MGMT et la survie des patients traités par des agents
alkylants. Deux études récentes ont analysé en paralléle
I'expression de 'ARNm de la MGMT et la méthyla-
tion du promoteur de la MGMT sur une méme série
d’échantillons de GBMs traités par le schéma standard
comprenant du TMZ. Dans les deux cas, les résultats
de l'analyse de la méthylation du promoteur sont bien
supérieurs a ceux obtenus par l'analyse de 'ARNm
[8, 11]. Les problemes majeurs de ce type d'analyse
sont, d'une part, le fait de |'expression de la MGMT par
les cellules non tumorales et, d"autre part, la difficulté
de fixer un seuil clinique décisionnel.
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Intérét de la MGMT dans les gliomes

Analyse de la méthylation du promoteur

Il existe au niveau des régions promotrices de nom-
breux génes des ilots CpG dont les bases cytosines
peuvent étre méthylées et ainsi participer a la régula-
tion de la transcription. Pour le géne MCMT, I'ilot est
constitué de 97 CpG, qui sont normalement non méthy-
lés dans les tissus non tumoraux. Dans les tumeurs, et
notamment les gliomes, la plupart des sites de |'ilot CpG
peuvent étre méthylés, de maniére variable d'un CpG
a l'autre et d’une tumeur a |'autre [12, 13]. La plupart
des méthodes d'études de la méthylation du promoteur
s'intéressent aux CpG situés en partie dans I'exon 1 du
gene (CpG 70-CpG90), une région pour laquelle il a
été montré une bonne corrélation entre la méthylation
et la perte d'expression du géne analysée au niveau de
’ARNm [12].

La technique la plus ancienne pour |'étude de la méthy-
lation est la MS-PCR (methyl specific-polymerase chain
reaction). L'ADN est tout d’abord converti chimique-
ment par traitement au bisulfite, ce qui permet de
convertir les cytosines non méthylées en uraciles alors
que les cytosines méthylées sont préservées. Cela per-
met de différencier les brins méthylés des brins non
méthylés, apres amplification par PCR en utilisant des
amorces spécifiques des 2 brins. Le résultat est rendu
qualitativement, suivant les bandes observées. La spéci-
ficité de la technique tient donc au choix des amorces,
qui vont s’apparier si les 6 a 10 sites concernés sont
méthylés ou non méthylés. Il existe une variante dite
PCR nichée, pour laquelle une premiére PCR ampli-
fie sans discriminer selon le degré de méthylation, ce
qui permet d’augmenter la sensibilité de la technique.
Un des inconvénients de la MS-PCR réside dans la
lecture du résultat sur gel, ce qui laisse place a la sub-
jectivité. D'autre part, il existe un risque théorique de
mauvaise fixation des amorces en cas de méthylation
nen uniforme des sites CpG. D’autres techniques ont
été développées, qui débutent toutes par une phase
de bisulfitation de I"échantillon, hormis la technique
MS-MPLA. Les techniques les plus fréquemment ren-
contrées sont celles dérivées de la technique MS-PCR :
la PCR est effectuée en temps réel et généralement le
résultat de méthylation obtenu pour la MGMT est nor-
malisé au résultat obtenu pour un géne de ménage. Une
quantification peut étre obtenue en effectuant en paral-
lele des courbes de calibration pour le géne d'intérét et
le géne de ménage. C'est ce type de technique qui a
été développé par la société OncoMethylome et qui
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est actuellement utilisé dans la plupart des essais euro-
péens et internationaux [14]. Par rapport a la MS-PCR
classique, cette technique présente |'avantage d'une
plus grande reproductibilité, en revanche elle ne per-
met pas de s’affranchir des problemes éventuels de
mauvais appariement des amorces et la normalisation
entraine un risque de sous-estimation du résultat en
cas de contamination par des cellules non tumorales
ou d’amplification génique du géne de ménage (cas
de la béta actine située en 7 p et fréquemment utili-
sée). D'autre part, le résultat étant rendu de maniere
quantitative, elle nécessite la détermination d'un seuil.
Ce type de technique peut étre rendu plus spécifique
en utilisant en plus une sonde a hydrolyse spécifique,
c’est le cas de la technique MethyLight testant une dou-
zaine de sites CpG. Elle posséde les mémes avantages
et inconvénients que la technique précédente.

Le pyroséquencage permet Ianalyse du pourcentage
de méthylation de différents flots CpG. Il existe un kit
commercial qui permet I'étude de 5 sites CpG (Quia-
gen), 3 d’entre eux étant communs avec ceux reconnus
dans la plupart des analyses de type MSP. Cette tech-
nique est bien reproductible et posséde |'avantage de
tenir compte de |'hétérogénéité de méthylation. Elle
nécessite, en revanche, le recours a un pyroséquenceur,
appareil beaucoup moins répandu que les appareils de
PCR en temps réel. D'autre part, un seuil permettant
d'identifier les échantillons positifs des négatifs reste a
définir.

Les autres techniques développées pour évaluer la
méthylation du géne MGMT, telles les techniques
COBRA (combined bisulfite restriction analysis), ms-
hrm (methylation sensitive-high resolution melting)
ou ms-mpla (methylation specific multiplex ligation-
dependent probe amplification) restent encore assez
peu utilisées.

Corrélation entre les différentes
techniques de dosage

Différentes études sur des lignées cellulaires ont
montré un lien direct entre la méthylation du pro-
moteur de la MCMT et |'absence d'expression
du géne ou de la protéine. On pourrait donc
s'attendre a une bonne corrélation entre les diffé-
rentes techniques d’analyses, ce qui n’est pas le cas.
Si on compare par exemple les résultats obtenus
par technique MS-PCR avec ceux obtenus par IHC
dans différentes études, en moyenne 63 % des échan-

tillons sont classés de maniére identique par les deux
techniques (i.e. absence d'expression protéique en
présence d'un promoteur méthylé et expression pro-
téique en présence d’un promoteur non méthylé). Pour
le moment, on ne sait pas si cette différence est due
a un probléme méthodologique de I'une ou de I"autre
des techniques ou a une réalité physiologique, les deux
phénoménes observés étant différents. Il a été démontré
dans des systemes de lignée cellulaire que la radiothé-
rapie, les corticoides, la présence de la protéine P53 ou
encore |'activation du systeme NF-kB pouvaient induire
I"expression de MGMT, méme en présence d'un promo-
teur méthylé. La différence observée pourrait donc étre
le reflet d’un niveau de régulation de la MGMT indé-
pendant de celui de la méthylation du promoteur. Pour
le moment c’est I'étude de la méthylation qui donne
de maniére la plus reproductible des résultats corré-
lés avec la clinique. Si la différence observée entre
I'lHC et les techniques de type MS-PCR est purement
méthodologique, on devrait au mieux réussir a avoir
des résultats comparables avec les deux techniques.
Sinon, les résultats des deux techniques pourraient étre
complémentaires.

Statut MGMT dans les gliomes

Gliomes avec une composante
oligodendrogliale

Environ 70% des gliomes avec une composante
oligodendrogliale ont une méthylation du promo-
teur MCMT, indépendamment du grade histologique
(figure 2). Les résultats d'expression protéique sont
plus difficiles a interpréter, étant donné les différents
seuils utilisés. Suivant les études, de 44 & 100 % des
échantillons sont considérés comme n’exprimant pas
ou exprimant faiblement la protéine MGMT. La plupart
des études observent une corrélation entre la méthyla-
tion du promoteur MCMT et |a perte d’hétérozygotie en
1p19q. Environ 90 % des gliomes avec une composante
oligodendrogliale et ayant une LOH 1p19q sont méthy-
lés [15-19].

Gliomes sans composante
oligodendrogliale

Les astrocytomes et les GBMs présentent une méthyla-
tion de MCMT dans environ la moitié des cas (figure 2).
Ces pourcentages restent a consolider pour les gliomes
de bas grades et les gliomes anaplasiques étant donné
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Figure 2. pourcentage de tumeurs ayant un promoteur de la
MGMT méthylé, suivant U'histologie (0 : oligodendrogliome ; AO :
oligodendrogliome anaplasique ; OA : oligoastrocytome ; AQOA :
oligoastrocytome anaplasique ; A : astrocytome ; AA : astrocy-
tome anaplasique ; GBM : glioblastome). Chaque calcul a été
réalisé a partir des résultats recensés dans la littérature, dans
différentes études.

qu'ils sont calculés a partir d’'un nombre relativement
restreint de patients ; en revanche les données sont
disponibles pour plus de 1500 GBM. Les astrocy-
tomes diffus et anaplasiques sont caractérisés par une
fréquence importante de tumeurs présentant des muta-
tions de P53. Il existe une corrélation positive entre
la présence de ces mutations et la présence d’un pro-
moteur MCMT muté. En revanche, aucune corrélation
n'est trouvée pour les GBM.

L'hétérogénéité tumorale, un probléme ?

Les gliomes de haut grade, notamment les GBMs étant
considérés comme des tumeurs trés hétérogénes, il est
légitime de s'interroger sur I’homogénéité des résultats
d’'une analyse MGMT effectuée a différents endroits
d’'une méme tumeur. Afin de répondre a cette question,
Grashbon-Frod| et al. ont effectué de 2 a 4 biopsies
stéréotaxiques situées en moyenne a 10 mm de distance
chez 18 patients atteints d'un GBM et 7 patients atteints
d'un astrocytome anaplasique [20]. Ils rapportent une
homogénéité dans les résultats d’analyse du promo-
teur MCMT au sein d'une tumeur qui est confirmée
par deux autres études effectuées respectivement sur
12 et 7 GBM [21, 22]. L'étude de Dunn et al. trouve
en revanche que 14 % des 93 échantillons de GBM
analysés par pyroséguencage donnent des résultats dis-
cordants quand plusieurs prélevements sont analysés.
Dans la plupart des cas (9/13), la discordance a consisté
en l'obtention d'un résultat négatif pour un prélévement
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a type de smear ou étalement cellulaire (prélevement
assez inhabituel pour ce type d’analyse), alors que le
prélevement usuel (biopsie ou histologie) s'est avéré
positif [23]. Le résultat de ces études démontre donc
que I'hétérogénéité tumorale ne serait pas un facteur
limitant pour I'analyse de la MGMT.

Intérét clinique de la détermination
du statut MGMT

Dans les gliomes de bas grade

Quelques études, sur des nombres de patients res-
treints, ont cherché a savoir si la détermination du statut
MGMT dans la tumeur initiale pouvait avoir un intérét
pronostique (tableau 1). Deux études chez des patients
présentant un astrocytome de bas grade aboutissent a
des conclusions inverses, a savoir une plus grande fré-
quence de progression sous forme maligne en |’absence
de la protéine MGMT dans un cas [24] etune fréquence
plus importante, associée a une survie apres la progres-
sion plus courte pour les patients avec un promoteur
non méthylé dans l'autre cas [25]. Il est important
de noter que sur une cohorte de patients traités de
maniére identique, cette derniére équipe avait préala-
blement rapporté une survie sans récidive (SSR) plus
longue en cas de non méthylation du promoteur [26].
L'intérét éventuel de la détermination de la MGMT dans
ce contexte reste donc largement a préciser... Dans
le cadre d'un traitement initial par TMZ, deux études
montrent une meilleure survie en cas de méthylation
du promoteur MGMT [27, 28].

Dans les gliomes anaplasiques

Deux études randomisées de phases Ill ont permis
de clarifier I'intérét pronostique de MGMT dans les
gliomes anaplasiques. En effet, les précédentes études
avaient conclu tantt a un lien entre le statut MGMT et
la survie [29-31], tant6t a I'absence de lien [18, 32, 33]
chez des patients traités initialement ou lors de la
rechute par des agents alkylants (tableau 2). L'essai
NOA-04 qui a comparé une radiothérapie a un traite-
ment PCV (procarbazine + CCNU + vincristine) ou
TMZ en premiére ligne chez des patients atteints d'un
gliome anaplasique (astrocytomes anaplasiques [AA],
oligodendrogliome anaplasique [AO] ou oligoastrocy-
tome anaplasique [AOA]) montre que la méthylation
du promoteur MGMT est liée a une meilleure survie
sans récidive, quelle que soit la modalité de traite-
ment. En analyse multivariée, le statut MGMT reste
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Tableau 1. Ftudes ayant analysé le lien entre le statut MGMT et le devenir clinique de patients atteints d'un gliome de bas grade.

P

Etude Types histologiq Frég e de
méthylation

Lien avec la Traitement initial

clinigue

r q e
de résultats
négatifs en
IH

A et 0 et 0A
(initiaux ou
rechutes)

Kesari et al. (2009) 46 % (12/26)*
6/26 non

informatifs

TMZ & 75 mg/m?/j
sur 49 j.

Meilleure survie
globale pour les
patients avec
promoteur méthylé
(sur 20 patients
ayant un résultat
informatif).

Watanabe et al. (2007) A 63 % (17/27)

Meilleure médiane de
survie aprés rechute
pour les patients
avec promoteur
méthylé.

Nakasu et al. (2007) A

Taux de
transformation
maligne a 5 ans plus
fort si IH négative.
Pas de lien avec la
survie globale.

32 % (9/28)
Seuil a 10 %

Everhard et al. (2006) A (7/8)
0 93 % (39/42)
0A (17/18)

Meilleure survie sans  TMZ.
récidive pour les

patients avec

promoteur méthylé.

Komine et al. (2003) A 43 % (21/49)

Moins bonne survie Traitements divers.
sans récidive pour
les patients avec

promoteur méthylé.

A : astrocytome ; O : oligodendrogliome ; OA : aligoastrocytome ; TMZ : témozolomide.

* 1 Technique Oncométhylome.

d’intérét pronostique, avec le type histologique, IDH1,
1p19q et |'étendue de la résection (une composante
oligodendrogliale, la présence d'une mutation IDH1,
la méthylation du promoteur MGMT et la codélétion
1p19q étant liées a une meilleure SSR) [19]. Dans
I'étude EORTC 26951 (AO et AQA) ; la présence d'une
méthylation du promoteur est également de meilleur
pronostic pour le groupe ayant de |a radiothérapie seule
ou de la radiothérapie associée a la chimiothérapie
(PCV) [17]. En analyse multivariée, que ce soit pour
la survie globale ou la survie sans récidive, la pré-
sence d'une mutation IDH1 et la délétion 1p19¢q sont
des facteurs pronostiques indépendants [34]. Ces résul-
tats interrogent sur le role joué par la méthylation de
MGMT au sein de ces tumeurs. Dans les GBMs nou-
vellement diagnostiqués, il existe clairement un lien
entre la réponse au TMZ et le statut MGMT, qui permet

296

de parler de facteur prédictif de réponse au traitement.
Dans les gliomes anaplasiques, le statut MGMT serait
donc plutot un facteur pronostique, indépendant du
traitement (du moins des traitements testés lors de ces
essais). Cela est cependant a moduler : dans |'étude
EORTC 26951, les patients présentant un promoteur
méthylé et traités par RT et PCV semblent tout de méme
bénéficier de I'adjonction de la chimiothérapie ; le sta-
tut MGMT pourrait donc étre pronostique et prédictif
dans cette population [35]. En revoyant les histologies
selon la classification WHO 2007, 28 % des patients
de I'étude EORTC 26951 présentaient des zones de
nécrose et ont donc été reclassés en GBM. Pour ce
sous-groupe de patients, aucun lien n’a pu étre mon-
tré entre le statut MGMT et la survie. |l est difficile,
sur ce petit nombre de patients (40), de savoir s'ils
se comportent de maniére différente de la majorité
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Tableau 2. Ftudes ayant analysé le lien entre le statut MGMT et le devenir clinique de patients atteints d'un gliome anaplasique.

Etude Types histologiques Frég de Frég e de Lien avec la Traitements
méthylation résultats clinique
négatifs en IH
Wick et al. (2009) AA 50 % (48/96) Meilleure survie 3 bras : RT/PCV/TMZ.
A0 71 % (22/31) sans récidive en cas
ADA 71 % (53/75) de méthylation du
promoteur, dans les
3 bras.
Van den Bent et al. (2009) AO et ADA 80 % (121/152) Meilleure survie 2 bras : RT/RT et PCV.

sans récidive et
survie globale en
cas de méthylation
du promoteur dans
les 2 bras

Sadones et al. (2009) AA et ADA 30 % (6/20)* Meilleure survie TMZ lors de la rechute.
globale en cas de
méthylation du

promoteur
Pollack et al. (2006) AA (enfants) 88 % (45/51)  Pas de lien avecla 2 bras : CCNU et
seuil 3 25 % survie dans le vincristine/8 drogues
groupe des dont CCNU et
échantillons revus  dacarbazine.
de maniére
centralisée.
Brandes et al. (2006) AD et AOA 69 % (37/54) Pas de lien avec la Traitement a la rechute
AO 70.3 % survie sans récidive par TMZ.
AOA 29.7 % ou la survie
globale.
Brell et al. (2005) AA 56 % (18/32) 45 % (34/75)  Meilleure survie AA : carmustine
AO et ADA (2/8) 44 % (8/18) globale en cas AQA/AQ : PCV.

Seuil a5 % d'absence de la
protéine MGMT
(pas de lien pour

l'analyse
moléculaire).
McLendon et al. (2005) AO 100 % (21/21) Pas de lien avec la Traitements non
Seuil & 20 % survie, dans le uniformes.

groupe comprenant
les 21A0 et 24 0.

Kamiryo et al. (2004) AA 45 % (19/42) Meilleure survie ACNU +/- IFN-22
sans récidive et
survie globale en
cas de méthylation

du promoteur

AA : astrocytome lasique ; AD : oligodendrogliome anaplasique ; AOA : oligoastrocytome anaplasique ; RT : radiothérapie ; TMZ : témozolomide.

pasy g

* Technigue oncométhylome.

des GBM, pour lesquels I'intérét prédictif du statut  nitrosourées, était surtout important quand la chimio-
MGMT pour la réponse aux traitements est maintenant  thérapie était administrée de maniére concomitante a
reconnu. Notons cependant qu’une étude a montré  la radiothérapie, ce qui n’était pas le cas pour |'essai
que |'impact pronostique, pour des GBM traités par ~ EORTC 26951 [36].
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Ces résultats montrent clairement que la détermina-
tion du promoteur de la MGMT n’est pas seulement
le reflet d'une absence de I'enzyme de réparation
expliquant la bonne réponse des tumeurs aux agents
alkylants, du moins dans les gliomes anaplasiques.
Il serait intéressant de mieux comprendre les phéno-
meénes sous-jacents. Il reste également a définir la place
que pourrait prendre la détermination du statut MGMT
dans la prise en charge des gliomes anaplasiques, a coté
des autres facteurs biologiques connus (1p19¢/IDHT),
ou pour le moment inconnus.

Dans les glioblastomes

Avant que le traitement standard des GBM ne devienne
l'association de la radiothérapie au TMZ, suivi de
I’administration en adjuvant du TMZ, différentes études
avaient recherché un lien entre le statut MGMT des
patients et leur survie. Celles-ci avaient été menées
sur des cohortes parfois restreintes de patients, traités
de maniére non homogéne par des agents alkylants et
les conclusions restaient incertaines. Lors de |'étude
princeps EORTC-NCIC ayant mis en évidence la supé-
riorité du traitement combiné RT + TMZ par rapport a
la RT seule [37], I'étude de la méthylation de MCMT
avait été faite sur un sous-groupe de patients et avait
clairement démontré que les patients présentant une
méthylation répondaient mieux au traitement [38]. Ces
résultats ont été confirmés, avec un recul de plus de
5 ans. La médiane de survie globale des patients méthy-
lés est de 23,4 mois, avec 13,8 % de survivants a cing
ans contre 12,6 mois et 8,3 % de survie pour les non
méthylés [39]. Cela a amené a proposer des nomo-
grammes, incluant le statut MGMT, le performance
status et le score MMSE (mini-mental status examina-
tion) afin de prédire la survie individuelle des patients
[40]. Depuis d’autres études ont confirmé ce résultat et
la méthylation du promoteur MGMT peut étre considé-
rée comme un facteur prédictif important de réponse au
traitement standard des GBM nouvellement diagnosti-
qués [8, 11, 23, 41-44] (tableau 3). L'intérét persiste
lorsque différentes drogues sont ajoutées au protocole
standard (45, 46].

Sur les connaissances actuelles, serait-il licite de ne
proposer le traitement a base de TMZ qu’aux patients
méthylés ? Afin de répondre a cette question, il faut
comparer les courbes de survie des patients non méthy-
lés, ayant eu de la RT seule ou un traitement combiné.

Dans I'essai EORTC-NCIC, il existe une petite diffé-
rence de survie globale (11,8 mois contre 12,6 mois)
et zéro survivant contre quatre au-dela de 4 ans dans le
groupe ayant eu le traitement combiné. Les différences
sont donc minimes et il n'est pas non plus exclu que
quelques patients aient été mal classés par la technique
MS-PCR (faux négatifs). Une autre étude rétrospective
portant sur des patients ayant eu uniquement de la
radiothérapie ou un traitement combiné ne retrouve
drailleurs pas de longs survivants [41]. Etant donné
qu'il semble difficile a I'heure actuelle de proposer un
essai sans TMZ, apreés stratification sur le statut MCGMT,
ce qui permettrait de répondre de maniére formelle a
cette question, il faut au moins s'interroger sur |"aspect
économique de |"apport éventuel de l'analyse du sta-
tut MGMT ¢’il permettait une sélection des patients.
C’est a cette réponse que doit répondre une étude
médico-économique multicentrique actuellement en
cours en France. Cette étude vise également a comparer
différentes techniques d'analyse de la MGMT (le
pyroséquencage, la technique MS-HRM, la technique
MethyLight et I'lHC), quant a leurs valeurs prédictives,
mais également quant a leurs valeurs analytiques. Bien
évidemment la valeur prédictive du statut MGMT trou-
vera surtout sa place lorsque des traitements efficaces
alternatifs au traitement standard auront vu le jour.

Le traitement adjuvant standard consiste, aprés radio-
chimiothérapie avec TMZ, a administrer le TMZ 5 jours
consécutifs, tous les 28 jours. En administrant le TMZ
de maniere plus prolongée (1 semaine sur 2 ou 21 jours
sur 28), on peut avoir une imprégnation plus continue
de l'organisme et donc espérer saturer les capaci-
tés de réparation de la MGMT. Ce type de schéma
d’administration devrait donc théoriquement bénéficier
particulierement aux patients n"ayant pas de méthyla-
tion du promoteur MGMT. Dans 3 essais, un schéma 1
semaine sur deux a été proposé a des GBMs en début
de traitement. Chinot et al., chez des patients non
opérables, trouvent que les patients exprimant peu la
protéine MGMT répondent mieux au traitement [47].
Un résultat identique est rapporté par une autre étude,
I'intensification de dose semblant bénéficier surtout
aux patients avec une méthylation de MGMT [48]. Le
troisiéme essai note une meilleure survie des patients
traités par le régime intensif, par rapport aux résultats
de I'essai EORTC-NCIC ; celui-ci pouvant notamment
bénéficier aux patients non méthylés. Il faut cependant
noter que seuls 19 % des patients sont trouvés méthy-
lés dans cette série, ce qui laisse supposer un certain
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nombre de faux négatifs [49]. Au vu de ces résultats, il
n’‘est donc pas évident que l'intensification du dosage
apporte un bénéfice pour les patients non méthylés. Les
résultats de I'étude de phase Ill RTOG-EORTC-0525
permettront peut-étre de clarifier ces questions. Cet
essai de phase Ill randomisé a comparé le traitement
standard a une intensification de dose. Parmi les objec-
tifs secondaires figure |'étude du bénéfice du traitement
intensif chez les patients méthylés et non méthylés.

La détermination du statut MGMT sur la tumeur ini-
tiale peut-elle apporter des informations pronostiques
pour le traitement a la récidive ? Dans un essai sur
une vingtaine de patients recevant a la récidive des
implants de CCNU (Gliadel®), le statut MGMT initial
est corrélé a la réponse [50]. D'autres études utili-
sant le TMZ (protocole standard ou intensifié) chez
des patients ayant déja eu ou non, de la chimio-
thérapie, ne trouvent en revanche pas de lien entre
le statut MGMT initial de la tumeur et la réponse
au traitement [29, 51, 52|. La premiére question a
se poser concerne évidemment |'évolution du profil
moléculaire de la tumeur lors de |'évolution de la
maladie. Les quelques études ayant analysé la méthy-
lation du promoteur MGMT sur la tumeur initiale
et la tumeur a la rechute ne trouvent pas de chan-
gement significatif [22, 50, 53]. L'absence de lien
pourrait provenir du traitement (chimiothérapie non
associée a la radiothérapie lors de la récidive), ou de
I"apparition d’anomalies moléculaires autres que celles
touchant la MGMT et associées a un phénotype de
résistance.

Conclusion

L'étude du statut MGMT est a I'heure actuelle incon-
tournable lors de la mise en place de nouveaux essais
thérapeutiques dans les gliomes, étant donné son inté-
rét prédictif et/ou pronostique. La justification de son
utilisation en routine reste plus délicate, la plupart des
cliniciens n'étant pas préts a abandonner le traitement
standard dans les GBM sur des résultats biologiques.
Certaines équipes s'appuient cependant sur le statut
MGMT dans certains cas particuliers ol le bénéfice
du traitement standard n’est pas clairement démon-
tré, par exemple pour les patients atteints d'un GBM,
traités sans exérése (biopsie) et dgés de plus de 70
ans, Il apparait d'autre part que l'intérét de ce facteur
n’est pas restreint a la relation qui existe entre la pré-
sence de I'enzyme et la résistance aux agents alkylants.

Bull Cancer vol. 98 ® N° 3 ® mars 2011

Intérét de la MGMT dans les gliomes

La mise en évidence de la méthylation du promoteur
MGMT pourrait étre le reflet d’un phénotype molécu-
laire ayant une signification pronostique propre. Les
études de I'ensemble du méthylome qui commencent
a voir le jour devraient nous en apprendre plus a ce
sujet. W

Conflits d’intéréts:  non renseigné par les auteurs.
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High grade gliomas (HGG) including glioblastomas (GBM) are the most commeon and devastating primary brain tumours.
Despite important progresses in GBM treatment that currently includes surgery combined to radio- and chemotherapy, GBM
patients’ prognosis remains very poor. Immunotherapy is one of the new promising therapeutic approaches that can specifically
target tumour cells. Such an approach could also maintain long term antitumour responses without inducing neurologic defects.
Since the past 25 years, adoptive and active immunotherapies using lymphokine-activated killer cells, cytotoxic T cells, tumour-
infiltrating lymphocytes, autologous tumour cells, and dendritic cells have been tested in phase I/II clinical trials with HGG
patients. This paper inventories these cellular immunotherapeutic strategies and discusses their efficacy, limits, and future
perspectives for optimizing the treatment to achieve clinical benefits for GBM patients.

1. Introduction

Glioblastoma is the most common primary brain tumour in
humans [1] and has the most severe prognosis |2, 3]. Despite
improved surgical management and a multimodal treatment
of concomitant radiotherapy and chemotherapy, followed by
adjuvant chemotherapy with temozolomide (TMZ) [4], the
prognosis remains poor with median survival of less than 15
months. Research has thus actively focused on testing new
therapeutic approaches, including immunotherapy.

Until recently, it was generally assumed that immune
reactions do not occur in the brain because of the blood-
brain barrier (BBB) and the specific features of the brain such
as the absence of conventional lymphatic vessels or the low
level of circulating T cells. It is now known however that the
central nervous system maintains a two-way communication
network with the immune system. Infectious or experimental
autoimmune encephalomyelitis animal models allow better
understanding of how the immune system operates in the
brain.

Under physiological conditions, the brain contains sev-
eral different immune cell populations. Microglial cells,
which most likely arise from hematopoietic cells, colonize

the central nervous system during embryonic development
and come to account for 5 to 20% of cells in the central
nervous system. Macrophages and dendritic cells (DC) which
arise from monocytes circulating in the blood stream are
found in perivascular zones, the choroid plexuses, and
the meninges. Microglial cells constitute the first line of
defense for the brain. They migrate toward inflammatory
zones and, after activation, possess phagocytic properties
and synthesize several types of cytokines and chemokines
enabling the recruitment of other immune cells [5]. Adaptive
immune reactions are initiated in cervical nodes. The T cells
activated in these nodes present a particular phenotype with
an overexpression of a4/f7 integrins and therefore exhibit
tropism for the brain [6]. At the present time, the way in
which antigens are transported from the brain to the cervical
nodes remains unclear. It has been shown in animal models
of brain tumours that antigen presenting cells (APC) exit
in the brain parenchyma by migrating along the external
capsule to reach the cervical nodes [7]; the drainage system
is nevertheless different in rodents and humans. In humans,
it is known that brain antigens reach the cervical nodes [8],
although whether they arrive associated with APC or not
remains to be elucidated.
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Due to the complex cellular organisation of brain capil-
lary vessels composed of endothelial cells with tight junctions
and associated pericytic and astrocytic cells [9, 10], the BBB
contributes to the selective entry of immune cells from the
periphery into the brain parenchyma. In particular, the mul-
tistep model of "rolling/activation/adhesion/transmigration”
through the endothelial wall has been proposed to control
the arrival of activated T cells into the brain [9, 10].
This mechanism is finely regulated by multiple molecular
interactions involving adhesion molecules (i.e a4/B7 inte-
grins) and chemokines such as CXCR3 [9, 10]. However, in
GBM patients, the BBB appears to be disorganised with a
asymmetric structure of brain capillaries into the tumour,
a dysfunction of tight junctions between endothelial cells,
and a decrease in BBB-associated pericytes [9, 11, 12]. In this
context, rules that control the trafficking of effector T cells
into the tumour site might be completely different.

Different models have been proposed to better under-
stand the effector phase of the immune response in the
brain. For example, following a nasal infection with a
herpes simplex virus, the first observation is the arrival of
macrophages and a few neutrophils, then a few NK and
T cells, which will become predominant [13]. Lymphocyte
migration was followed in a recent study with injections
of CD4+ lymphocytes directed against myelin proteins
in a model of autoimmune encephalitis: after arriving in
the subarachnoid spaces (in leptomeningeal vessels), the
lymphocytes migrated along the internal wall of the vessels.
After diapedesis, they migrated along the external walls and
if they encountered APC (macrophages or DC) presenting
myelin antigens, they were then reactivated, synthesized
numerous cytokines, and penetrated the brain parenchyma
[14]. The brain environment plays a key role for the local
expansion of CD8+ lymphocytes. In a glioma mouse model,
after they arrived to the brain, CD8+ T cells can proliferate
and further differentiate with enhanced IFNy and granzyme
B expression. These conditioned CD8+ T cells express «Ef7
integrins which enhance their retention into the brain [15].
This induced expression of aES7 integrins could be due to
the presence of TGFS. In an infection model, a secondary
expansion of CD8+ T cells into the brain was observed and
was due to the presence of DC in situ [16].

An adaptive immune response implies antigen recogni-
tion. Our team has demonstrated, in a series of 47 GBM, the
frequent overexpression of four tumour antigens: IL13Ra2,
EGFRVITIL, gp100, and TRP2 [17], which are known to induce
immune reactions. Other antigens associated with GBM
have been described including EphA2, survivin, WT1, SOX2,
SOX11, MAGElL, AIM2, and SARTI [18]. T cells directed
against IL13Ra2 and EphA2 have been demonstrated in
the peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) of a long
surviving patient with anaplastic astrocytoma, showing that
a spontaneous immune reaction can occur in HGG [19].
While T-cell infiltration is not observed in the normal
brain, it can be observed in glioma. Mittelbronn et al. used
an immunohistochemistry technique to demonstrate CD8
expression in a few cells (less than 0.1% of the total cell mass)
in a series of GBM [20]. In four GBM, Barcia et al. found
that CD8+ T cells are preferentially located in the brain
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parenchyma and in proximity to vessels while CD4+ T cells
(less numerous than CD8+ cells in 3 of the 4 cases) are not
found in the parenchyma. In addition, these lymphocytes can
express granzyme and form synapses with tumour cells. A
few granzyme-expressing NK cells were also found [21]. In
the latest contribution, another team used flow cytometry
to demonstrate that 0.1 to 3.2% of cells found in tumour
tissues express CD3. Half of these cells also express CD56
and are for the majority CD4+. However, these unusual
CD4+ CD56+ cells, preferentially found in GBM, do not
express CD1d or Va24 TCR chains that are typical markers
for NKT cells [22]. Overall, these results suggest that immune
reactions are occurring in primary brain tumours, but are
largely ineffective as shown by the inevitable recurrence of
the disease.

There could be two ways of using immunotherapy for
brain tumours. The first is the “active immunotherapy”
designed to boost the patient’s native immune response.
The second is the “passive immunotherapy™ where in vitro
activated immune cells or specific molecules (e.g. antibodies)
directly targeting tumour cells are injected. This paper is
focused on immunotherapy trials based on cell therapy,
exclusively published until may 2010 and inventoried in
MEDLINE accessed by the NCBI Pubmed database. All trials
with GBM patients (included trials with GBM and other
HGG) were selected.

2. Adoptive Immunotherapy

In adoptive immunotherapy, immune cells activated ex
vive are administrated to the tumour-bearing patient. The
activated cells are either injected directly into the tumour
cavily or intravenously. The first types of cells used for
gliomas were lymphocyte-activated killer (LAK) cells [23—
34]. LAK cells are generally obtained by cultivating periph-
eral lymphocytes in the presence of IL2 (=lectins) yielding
populations with different sets of T cells and NK cells with
cytolytic properties not specifically directed against tumour
cells. Cytotoxic T lymphocytes (CTL) can also be used. CTL
can be generated by ex vive antigenic stimulation of PBMC.
For gliomas, autologous tumour cells (ATC) are generally
used as antigen source [35-37]. Allogeneic CTL stimulated
by the patient’s own lymphocytes have also been tested
[38]. After amplification in the presence of IL2, CTL can
be obtained from tumour infiltrating lymphocytes (TIL), as
was done in one study [39]. Another approach was to collect
lymphocytes from lymph nodes or PBMC after peripheral
injection of irradiated ATC and GM-CSF, stimulating them
in vitro then reinjecting them [40—44].

2.1. Adoptive Immunotherapy Using LAK. Twelve trials treat-
ing HGG with LAK have been reported in the literature
(Table 1). One pilot study [28], six phase 1 trials [23-26, 29,
31], and five phase I/1I trials [27, 30, 32-34], including 211
patients. In all of these studies except one, the patients were
included when their disease relapsed. LAK were administered
intracerebrally and delivered into the operative cavity or
directly into the lesion. Intrathecal administration was used
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in one patient. Number of injected cells ranged from 1 x 10°
to 1 x 10" LAK, generally associated with TL2 doses to the
order of 107 units per injection. One to fifteen injections were
given per patient.

Neurological toxicity was observed in six of the nine trials
reporting this factor. The patients presented brain edema
or symptoms of aseptic meningitis. Hypereosinophilia was
detected in the cerebrospinal fluid or in the peripheral blood
in two patients [37] and infiltrations of mononuclears and
eosinophils were found in nine of the eleven reoperations
and in all three autopsies a regional eosinophilia being
associated with increased survival |30, 32].

To assess the efficacy of the treatment, most of the
published trials reported in this paper used radiological
response criteria: partial response (PR) defined as more
than 50% radiographic reduction in tumour volume; minor
response (MR) defined as 50 to 25% reduction; and stable
disease (SD) defined as less than 25% reduction or less
than 20% progression of tumour volume; finally, progressive
disease (PD) defined as more than 20% progression in
tumour volume or a new lesion. Radiological response
reached MR at least once in nine of the twelve trials reporting
the radiological response. Combining all reports in the
literature, there were 5CR (complete response) (3 GBM),
13PR (8 GBM), and 6 SD (6 GBM) in a total of 118 patients.
Correlation between the clinical results and radiological
response has not been significant [27].

In some trials, median survival for vaccinated GBM
patients was higher than the one observed for control
groups [30, 32, 33|. For the only trial on newly diagnosed
GBM, median overall survival (OS) was 20.5 months, with
75% of patients alive at one year. In this study, a positive
correlation was demonstrated between the number of LAK
injected and survival as well as a negative correlation between
corticosteroid therapy and survival [34].

2.2. Adoptive Immunotherapy Using Other Cell Types. Five
trials testing adoptive immunotherapy for HGG have used
CTL obtained from PBMC or TIL in 30 patients (Table 2).
These were four phase I trials using CTL [35-38] and one
pilot study using TIL [39]. In all five trials, the immune
cells were injected intracerebrally. Three other phase I
trials [40-42] and two pilot studies [43, 44] used CTLs
obtained from lymph nodes or PBMCs after intradermal
vaccination in a combination strategy using both active and
adoptive immunotherapy in 65 patients. The immune cells
were injected intravenously, or associated with intracarotid
infusion.

In the ten published studies, the number of injections
ranged from 1 to 13. The number of cells injected varied from
3% 107 to 10 x 10", [L-2 injections were associated in four
trials. Delayed type hypersensitivity (DTH) was observed
in reaction to the tumour cells at the point of injection in
three of the five trials associating vaccination with adoptive
therapy.

Tolerance was satisfactory in all the published trials
with no reported grade ITI/IV events, even with intravenous
injections.

Clinically, the ten published trials have reported at least
a few cases of SD (n = 18) as well as 28 PR and 3 CR
among 95 patients treated. Four studies have even been able
to demonstrate a benefit in survival. One study failed to find
any PR but reported disease-free survival = 8 months in 7 of
15 patients treated, including one patient with > 40 months
survival [40]. In one trial, there was a correlation between
clinical response and the predominant CD8+ phenotype of
T cells present into the vaccines [43]. A correlation between
clinical response and immune response revealed by DTH
response to autologous tumours was also observed [43, 44].

In the pilot study using autologous TIL, the cytotoxic
activity of the vaccines tested in vitro against autologous
tumours varies depending to the patients and was not
correlated to the clinical outcome [39]. However, it is
interesting to note that the only patient with CR contained
a distinct population of CD8+CD56+ cells (around 20%).
As TIL obtained from other patients with PR, TIL exhibited
cytotoxic activity against K562 cells, a typical target for NK
cells. In contrast, TIL from the patient that failed to respond
to the treatment showed no activity against these cells. One
could speculate that the presence of cells with NK activity
could help the TIL anti-tumour responses [39].

Adoptive immunotherapy leads to clinical responses in
some HGG patients: Objective responses have been observed
with the minimal number of 3 x 10° LAK cells and 107
CTL injected intracerebrally. The absence of clear correlation
between the number of effector cells, their cytotoxic activity
against autologous tumours, and the clinical outcome might
be due to the large variability observed between patients
and the limited number of patients enrolled in these trials.
This renders difficult, if not impossible, to define an optimal
scheme of treatment based on published clinical trials using
adoptive immunotherapy. Injection of CTLs or TIL appeared
however to allow higher objective responses compared to
LAK. Using a mathematical model, Kronik et al. have
predicted that GBM would be eradicated by intensive doses
from 3 x 10® to 2 x 107 alloreactive CTL injected every
4 to 5 days, dependent of the size of the tumour burden
[45]. The impact of chemotherapy or corticosteroids on
the treatments’ efficacy is also controversial. Whereas these
drugs were completely avoided in some trials because of their
immunosuppressive effects [23, 31, 33, 34|, others studies
have shown no influence of steroids or chemotherapy on
the generation and the lytic activity of the effector cells
[24, 26, 27]. Remarkably, the eosinophil infiltration at the
tumour site and in CSF is described in several clinical trials
using LAK and CTL [30, 32, 38, 39]. This might be linked
to the use of IL2 or GM-CSF, known to induce systemic
hypereosinophilia. However, the involvement of these cells in
the anti-tumour response should be addressed.

3. Active Inmunotherapy

Several antigen sources can be used for active immunother-
apy such as intact tumour cells, tumour protein lysates,
tumour-derived mRNA, peptides eluded from tumour MHC
class I molecules, and synthetic peptides. Antigens can be
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TaBLE 1: Adoptive immunotherapy in high-grade gliomas using lymphokine activated killer (LAK) cells*.
References T’;ﬁzlo g Patients Administration Clinical responses
[23] Phase 18 = Spongrenee IC (1 injection) No PR or SD
HGG :
N = 13 recurrent o 4 15D
[24) Phase GBM IC (2 injections) N siievival beiishit
N = 9 recurrent
(25] Phase | HGG 7 GBM and IC (15 injections) IPRia%)
No survival benefit
2AA
Median survival after I[T: 18
N = 20 recurrent weeks (>90 weeks—N = 2)
HGG e e Median OS: 63 weeks
(26] ol 11 evaluated: 11 00 Fingucticing) Correlation between
9GBM/2 AA survival and the number of
LAK injected
2 PR (GIII)
2 PR, one after 2nd
L injection (GBM)
N. = AR IC (2nd injection if Median survival after IT: 30
(27] Phaee NI Bliomas survival >4 months) weeks
14 GBM/5 GIII ;
No correlation between
clinical and radiographic
resp(mscs
" N = 5 recurrent — No PR or SD
[28] Pilot study GBM IC (1 injection) Nosarvival bt
N = 9 recurrent 1CR,2PR,45D

[29) ol GBM I Median OS: 18 months
1CR (AA),

N = 19 recurrent e 1 delayed CR, 2 PR, 1SD

[30] Phase /11 HGG icd(: ;;‘I’}idl;%“” 4 (GBM)

15 GBM, 4 AA ¥ Median survival after IT: 53
versus 25.5 weeks (GBM)
N = 10 recurrent
malignant tumours IC (N = 9)Intrathecal 2 PR (AII-IID)
[31] Phase 1 4 GBM, 2 ATII-TV, (N =1MDB)(4to5 Median survival after IT: 13
2 AIL-IIL, 1 AOA, 1 injections) weeks Median OS: 78 weeks
MDB
1 CR(AA)
) N = 28 recurrent IC (2 injections) 2nd 1 CR, 2 PR (GBM)

[32] Fiiwee 1A HGG cycle if no PD Median OS: 53 versus 26
weeks (GBM)

Median survival after IT: 9
months (excluded
J N = 40 recurrent ki secondary GBM)

(33] Phase Ul GBM IC1 injection) Median OS 17.5 versus 13.6
months (excluded
secondary GBM)

Median OS: 20.5 months
Correlation between
N =33 newly survival and the number of
[34] Phase 1/11 diagnosed IC (1 injection) LAK injected; Correlation
GBM post RT+CT between survival and

absence of corticoids before
treatment

*: Abbreviations used in this table: AII/IIL: grade II and 111 astrocytoma; AIII/IV: grade 111 and IV astrocytomas AA: anaplastic astrocytoma; AQ: anaplastic
oligodendroglioma; AQA: anaplastic oligoastrocytoma; CR: complete response; CT: chemotherapy; GII/IIL grade I and IIT glioma; GITI/IV: grade IIT and
IV glioma; GBM: glioblastoma; HGG: high-grade glioma; IC: intracranial injection; IT: immunotherapy; MDB: medulloblastoma; OS: overall survival; PR:
partial response; RT: radiotherapy; SD: stable disease.
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TanLe 2: Adoptive immunotherapy in high-grade gliomas using cytotoxic T lymphocytes (CTL) or tumour-infiltrated lymphocytes (TIL)*.

References Type of trial Patients Administration Immune response Clinical responses
CTL obtained from PBMC
N = 5HGG
2 newly 2PR (1 GBM, 1A04)
> diagnosed IC(7to 13 No survival benefit
[35] - GBM, injections) (survival >2 years—
2 recurrent N =1A04A)
GBM, 1 AOA
[36] Phase ?G]:Mﬂl i{ff IC (3 injections) 3PR(1AA), 15D
N=10 1CR(AA),4PR(3GBM, 1
recurrent HGG £ & s AA), 3SD (GBM)
137] Phase ] 7GBM, 2 AA, 113 njectional Median survival: > 5
1AQOA months
N =5
recurrent HGG IC(3to11 Cerebrospinal fluid 35D (1 AA, 2 AO) No
|38] Phase [ P
2GBM, 1AA,2 injections) hypereosinophilia survival benefit
AO
CTL obtained by lymphocytes from draining lymph nodes or PBMC after vaccination with irradiated ATC
N=i5 No PR or SD
[40] Phase | reurrent HGG V(1103 DTH (15/15) oot o ggpek ol
injections) months (N = 7) (>40
12GBM, 3 AA
= months N = 1)
N=10 3PR(1AA,2GBM)
[41] Phase | recurrent HGG IV (1 injection) Survival after reoperation:
9GBM, 1 AA > 1 year (N = 4/8)
e 3 PR (1 GBM, 2 GIII with
N = 9 recurrent o survival > 4 years)
[42] Pilot study HGG ;ﬁgi;:;oﬁd DTH (9/9) Correlation between clinical
6 GBM, 3 GIII S response and CD4/CD8
injection) i .
composition of infused cells.
N = 12 newly
diagnosed WV(lto2 4PR (2GBM, 2GIII)
143] Pl glioma: 6 GBM,  injections) 25D (2GII)
2GIL 4GIIT
N=19 1CR, 7PR, 95D
; recurrent HGG Frrma Median survival: 12
|44] Pilot study 16 GBM, 2 AA, IV (1 injection) DTH (17/19) A e TR
1 gliosarcoma survival and DTH response
Autologous TIL
" N =6HGG 3 guE 1CR(AA),2PR(1AA,
[39] Pilot study GBM., 3 AA IC (2 injections) 1 GBM)

*: Abbreviations used in this table: see Table 1; DTH: delayed-type hypersensitivity; PBMC: peripheral blood mononuclear cells; IV: intravenous.

used alone and injected in the presence of different adjuvants
or presented on DCs which play a key role in initiating the
immune reaction.

3.1. Active Inmmunotherapy Using ATC. Vaccines based on
ATC have been used for HGG in eight studies (Table 3) [46—
53]: five pilot studies of antitumour vaccination [47, 48, 50—
52], one phase I trial [53] and reported in two cases report
|46, 49] for a total of 71 treated patients. ATCs are generally
inactivated by radiation, sometimes genetically modified [46,
49, 51/, and can be infected with a virus [47, 50] to boost
the induced immune reaction. In one case, the cells harvested

after surgery were treated with antisense oligonucleotides for
insulin growth factor receptor 1 (IGF-IR/AS ODN) before
implantation [48]. One pilot study used ATC collected from
a fixed tissue, which enabled inclusion of a greater number of
patients [52]. Indeed, the establishment of primary lines is a
limiting factor; the lack of enough tissue can retard the first
vaccination after surgery.

The cells were administered subcutaneously in six series,
and intradermally in two others. Injections were associated
in two studies with L2 [47] or GM-CSF infusions [49].
The number of cells injected varied from 10° to 10", The
vaccination was repeated in all of these studies, generally for
three cycles with a total of 1 to 13 injections.
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TasLE 3: Active immunotherapy in high-grade gliomas using autologous tumour cells (ATC)*.

Antigen source

References Typ.e of Patients Immune Administration oo Clinical responses
trial i il response
irradiated ATC
Case N = lrecurrent nbr.oblasts AT ATR PBMC No survival benefit at 4
|46] genetically SC (10 injections) i 4
report GBM p— (lytic activity) months
secrete [L 2
DTH
N = 11 newly ATC infected (11/11-infected o sl bett
(47] Pilot stud diagnosed with NDV and SC(4to5 ATC)DTH a5y
Y GBM after inactivated with  injections) (3/11-ATC) TI survival and DTH resporse
surgery and RT  cisplatinum CD4/CD8 T 7o
cells (4/4)
-1 ATC +
. progressive t SC(1to 10 TI lymphocytes 1 CR2 PR 2 SD (GBM)
e s S 17 E%:;R’AS injections) (4/9) 1CR, 2 PR (AA)
8 GBM, 4 AA
irradiated ATC
Case N = 1recurrent ﬁbr.oblasts 1D (2 injections in ~ No ATR PBL —
[49] genetically . 1 PR-survival: 10 months
report GBM L E— 5 sites) (ELISPOT)
secrete [L 4
DTH (15/15)
" ; ATR PBMC
irradiated ATC 1CR
[50] Pilot study A 550N infected with ID (S'to . ) (I y Median OS: 100 versus 49
after RT NDV injections) ELISPOT) g
TI CD8 cells
(6/7)
N=6 irradiated ATC
3 recurrent transduced with SRR Longer free disease survival
[51] Pilot study SC (3 injections) PBMC(CTL
GBM B7-2 and activity) (GBM) (3/6-1 GBM)
3 melanoma GM-CSF ¥
ESV n:“:li — formalin-fixed 1CR, 1 PR, 2 MR, 15D
[52] Pilotstady  diagriosed GBM ATC tuber_cu]m §C.(3 injections in DTH (9/12) Median sunfl_val: 10.7
microparticles 5 sites) months 3 of 5 responders
S as adjuvant survival > 20 months
GBM / -
N = 5 recurrent
[53] Phase I HGG irradiated ATC SC (4 injections ) DTH (2/5) 38D (GBM)
4GBM, 1A0A

*: Abbreviations used in this table: see Table 1 and Table 2; ATR: anti-tumour responses; ID: intradermal injection; IGF-IR/AS ODN: insulin-like growth factor
type I receptor antisense oligodeoxynucleotide; MR: minor response; NDV: Newcastle-Disease-Virus; PBL: peripheral blood lymphocytes; SC: subcutaneous;
TL: tumour infiltration.

Tolerance was acceptable in all trials, without any grade
II/IV toxic events. There were only a few cases of fever,
erythema, and perturbed liver tests. Preventive measures
for thromboembolism had to be associated with IGF-IR/AS
ODN administration [48].

In most studies reported, at least some patients exhibited
immune response induction either in periphery (DTH
against the injected tumour cells or anti-tumour responses
of PBMC) or most importantly at the tumour site. CD8 T
cell infiltration was found for example in one study in six out
of seven patients who underwent a reoperation for relapse,
but was not found in the four control patients who had a
reoperation [50].

The clinical response was evaluated radiologically in five
studies demonstrating 4 CR (3 GBM), 6 PR (4 GBM), 2 MR
(2GBM), and 6 SD (6 GBM) in a total of 53 patients.

Three patients with SD in the study of Clavreul et al.
appeared to have a longer than usual survival (42, 62, 88
weeks) after a second surgery without other treatment [53].
In this particular study, GM-CSF was infused continuously
or discontinvously at the site of the ATC inoculation using
a programmable pump. Such a longer survival was also the
case for one GBM patient in another study [51]. Steiner et
al. [50] found a better PFS in 23 GBM treated patients (40
weeks) in comparison with a control group of 87 patients
(26 weeks). These authors demonstrated a benefit in terms of
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OS (100 versus 49 weeks), 1-year survival (91% versus 45%),
2-year survival (39% versus 11%), and even 3-year survival
(4% versus 0%).

3.2. Active Immunatherapy Using Dendritic Cells. Vaccina-
tion with DC has been the most widely studied option: 19
studies (Table 4) [54-72], 11 phase I trials [55, 56, 59-61, 63,
64, 66, 67, 70, 71], 5 phase I/I1 trials [57, 62, 65, 69, 72|, one
phase I trial [68], and two case reports [54, 58] including 313
patients. The antigen sources were varied: tumour lysates,
peptides eluded from ATC, defined peptides, mRNA derived
from ATC, and whole ATC in 10, 4, 1, 1, and 4 studies,
respectively. For vaccinations using ATC, the ATC were fused
or incubated with DC. Defined peptides were derived from
EGFRVIII [70], which appears to be a particularly interesting
target as its expression is frequent in GBM [13] and specific
of malignant cells.

In most studies, DC were prepared using a standard
method, that is, from peripheral monocytes cultivated in
the presence of GM-CSF and IL4. In six studies, they were
matured using different cocktails with IL1g, TNFa, PGE2,
or IFNy [57, 61, 63, 71, 72]. In one case, a TLR agonist
(OK432) was used [65]. Vaccines were injected intradermally
or subcutaneously. In one study, some patients also received
intracerebral injections [57]. In one, the vaccination was
combined with injections of recombinant IL12 [55]. The
number of cells injected ranged from 10° and 10'°. The
number of injections and the frequency of the injections were
also highly variable.

Tolerance appeared to be acceptable with only one grade
IV neurotoxicity (stupor) event being reported for all of these
studies [65]. This patient with stupor had a large residual
tumour and a perilesional edema probably induced by
vaccination. Most of the toxic effects were grade I1 (headache,
seizure, flu-like syndrome). A peripheral immune response
(demonstrated by in vitro tests or DTH) was observed in
more than half of patients. For the twenty-four patients who
relapsed after vaccination and had an analysable tumour,
lymphocyte infiltrations, particularly CD8 cells, were found
in 15 patients.

The radiological response was described in 10 studies
with 6CR (4GBM), 11 PR (5GBM), 7 MR (6 GBM), and
27SD (14GBM) among the 130 patients, Thirteen stud-
ies have reported a beneficial effect in terms of survival
compared with historical cohorts or nonrandomized control
groups [56, 57, 59, 61, 62, 64, 65, 67-72]. Two studies were
unable to find any correlation between induced peripheral
immune response and clinical response [64, 72]. From
the largest cohort of patients reported (34 GBM), Wheeler
et al. showed however that responders presented a global
increase of IFNy synthesis (before versus after vaccination
using in vitre PBMC stimulation) compared with non-
responders. In addition, this study showed that responders
to vaccination exhibited a better response to chemotherapy
delivered in a second phase [68]. In their study, Liau et
al. [64] had four patients with increased intratumoural
infiltration by lymphocytes who had been vaccinated at a
time when the tumour was minimal. This T-cell infiltration

was correlated with decreased intratumour TGFf and with
better survival. The opposite was observed for three other
patients without T-cell infiltration {vaccination in presence
of a major tumour, OS < 12 months, and strong presence
of intratumour TGFP at relapse). One study showed that
patients vaccinated with mature DC had better survival
than those vaccinated with immature DC and that conjoint
administration of DC in the peripheral blood and intracra-
nially gave a superior response than peripheral injection
alone [65].

Summarizing, active immunotherapy appears to have a
beneficial effect in some patients, particularly those with a
small tumour, without major toxicity. Both clinical trials
using ATC and DC demonstrate induced immune responses
(detected by DTH, tumour infiltration and/or anti-tumour
responses of PBMC) and some clinical responses. Once
again, due to the large variability of protocols tested in these
trials, that is, the source of ATC, the type of DC used, the
cell number injected, the number of injection, the type of
adjuvants, it is almost impossible to recommend a particular
approach. One can just point out that for DC, no dose-
related toxicity or efficacy has been demonstrated [64]. In
addition, it seems better to favour mature DC compared to
immature DC.

4, Discussion

There were 76 objective responses (18 CR and 58 PR) in
the 396 HGG patients described in the trials reported
in this paper. Forty-nine and 27 responses were reported
for adoptive and active immunotherapy, given objective
responses rates of 23% and 15% respectively. Only patients
with residual disease at the time of the vaccination can
be evaluated for CR or PR; patients who undergo a gross
total resection can only achieve stable disease as their best
radiographic outcome. For other solid tumours, similar cri-
teria based on radiological tumour measurements (RECIST-
based criteria) are used. Using these criteria, a 3.3% overall
objective response rate was reported for 1306 patients with
different metastatic cancer vaccinated with peptides, pox
viruses, tumour cells, or dendritic cells [73]. Higher response
rate seems therefore to be observed for HGG. However,
one must emphasize that some trials reported in this paper
do not specify the exact criteria to define a PR and/or the
duration of the response. To achieve a CR or PR according
to Macdonald criteria, the most widely used criteria for
assessing responses to therapy in HGG, the radiological
response must be sustained for at least 4 weeks. Furthermore,
clinical assessment and corticoid dose must also be taken
into account. Few reports are currently evaluated following
these criteria, which renders difficult comparisons between
trials, but could also lead to an optimistic interpretation
of some of them explaining the very high percentage of
responses. If clinical response has to be evaluated following
an immunotherapy protocol, one should advise to use the
Macdonald criteria, in particular the last recommendations
issued from the international neuro-oncology working group
that take into account some limitations of these criteria [74].
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TanLe 4: Active immunotherapy in high grade gliomas using dendritic cells (DCs)*.
. Type of . " - " —
References _°. Patients Antigen source ; Administration Immune response  Clinical responses
trial maturation
Case N = 1recurrent Adkd-damd
[54] = peptides from  none ID (3 injections)  TIT cells No survival benefit
report GBM :
allogenic GBM
gG: GB R Increased CD56 in
= Fusion of ATC ID(lto7 PBL (4/5) IMR, 45D (GBM)
) Phmel  SGRMGRAAL Ripe HE injections) ATRPBMC (6/6) 25D (AA, AO)
AO after RT and/or
(IFNy ELISA)
ET
N = 9 newly ATR_PBMC 7) " \edian survival
diagnosed Antigens eluted o (hyticactivity) after IT:
(56} Winwwe] HGG: 7GBM, from ATC s 150 apecives) g:)i?]:occ]gl?s 455 versus 257 days
2 AA after RT (GBM)
(2/4)
DTH (3/6)
Inceeased CUSE. . N4k, 25D (M),
N = 10 HGG (3/5% CD8, CD16, o1y ()
_ ATC lysates+ ID and/or IC (1to CD19 (4/5) in PBL
157] Phase I/Il 7 GBM after RT, none ol OS > 200 weeks
KLH 10 injections) ATR PBMC (2/5)
3 recurrent GIIT (N =2ID+IGC;
(IFNy ELISPOT) N=11ID)
TI CD4, CD8 cells 2
(2/2)
Case N = 1 recurrent _— DTH after 2nd CR maintained 2
[58] report GIIT ATC bysstey hags T & iguctiome) vaccination years after IT
Increased [FNy
RNA in PBMC
1 (6/10) ’ :
e 5 ATR T cells (49)  Miooian survival
[59] Phase I 9 recurrent GBM, ATC lysates none SC (3 injections) (h]:::(];;’l gp100, {49 s A0 ek
3 recurrent AA (8 recurrent GBM)
tetramers)
TI CD8, CD45RO
cells (3/6)
N = 7 relapsed
brain tumours No ATR PBMC
(60 Phase]  2GBM,1AA,4  ATCRNA none fr?:ci:cii) (0/3) (IFNy ; Spg HﬁJ o
others Age: < 25 ! ELISA) -
years
N = 12 recurrent DTH after 2 (1(;)}?};&1) T
61] Phasel HGG11GBM,1 ATClsats b INFe, DQ2f07 vaccinations (6/8) | ~p pxA) Niedian
and PGE2 injections) DTH after 5 3
PXA vaccinations (7/8) 0S: 10.5 months
i 36-month OS: 17%
N = 25 newly Vaccine alone: ATR VoG i
diagnosed GBM PBMC (4/11) bt
: i chemotherapy alone:
after RT Vaccine T it i Vaccine and P I Y
[62] Phase I/Il  alone (N = 12) " m}: elutions "°Me ID (3 injections)  chemotherapy: Va’;cine parups Se
Vaccine and Pep ATR PBMC (4/13)
S chemotherapy: 3 PR -
chemotherapy (lytic activity and " A i
(N =13) IFNy Q-PCR) i ks
N = 15 recurrent Eusion of ATC DTH (15/15) 1SD (GBM), 3 PR,
[63] Phase 1 HGG 6 GBM, with DC TNEa ID (3 injections) ATR PBL (2/8) 1 MR (AA)1 PR, ISD
7AA, 2 OAA (Iytic activity) (AOA)
N — 12GBM 7 ATR penphera]lT
newly diagnosed  Acid elution cells (6/12) (lytic 1 PR
[64] Phase GBM 5 recurrent  from ATC none ID (3 injections)  activity) Median OS: 23.4
: TICD8 CD45RO  versus 18.3 months
GBM
cells (4/8)
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TasLE 4: Continued.

Type of DC

References _°. Patients Antigen source i Administration Immune response  Clinical responses
trial maturation
1PR, 3MR, 65D
N = 24 recurrent ID (immatureor DTH (8/17) L(;gh(’gm) M
[65] pim TOOMGEME e gy BOMeOr matyred DC) +/-  ATR PBMC OS: 480 versus 400
GIII after 0OK432 IC (immature DC) (7/16)(IFNy pree .S L ikl
RT +nitrosourea (1 to 10 injections) ELISPOT) o St R
if DC maturation or
IC injection
N =2HGG 1 "
: Fibroblast
[66] recurrent GBM, 1 . o ATR PBMC (1/1)
Phase I ook Irradiated ATC f;ér;cllfzed 1D (2 injections) (EphA2 ELISPOT) 2PR
after total resection
Mixture of
N = 5HGG S TGF/IL4
newly diagnosed Eracaduced —
GBM after total ATC lysates fibroblasts  ID (2 injections)  No response No response
resection+RT wha DG
(IFNy, IL1p
and TNFa)
12-month survival:
N =139GBM (2
[67] Phase | recurrent}, inactivated ATC none ID b .io 13 TEDRCDESRE: A% .
L AA (5 pociirecal) injections) T cells (3/3) 18-month survival
or more: 23%
e BT E ID(3to4 — l%'{g(i‘ml'l ]:\I}rvival
[68] Phase Il recurrent 11 newly ATC lysates none Byt (17/34) (IFNy :
di d injections) PCR after IT: 642 days
iagnose )
versus 430 days
L ID(3to9 DTH (9/21 at ¢ -
[69] Phase I/T1 N = 55 o ATC lysates TLLR. The injections +/— diagnostic, 2/12 Medin O%: 5.5
GBM and PGE2 o months
ATC lysates) after vaccination)
DTH EGFRvII
(5/9)
DTH KLH (9/9)
N = 12 newly EGFRvIII T ATR PBMC Median OS: 22.8
[70] Foeeel diagnosed GBM  antigen + KLH Nane T3 Imetions) (10/12) months
(EGFRvIII-
induced
proliferation)
N = 45 children ID(2to7 All HGG: Median
HGG 23 GBM, ATC lysates+  IL1B and Fa e OS: 13.5 months
[71] Phase I B g injections) +/— i 1
5AA, 10AO, 16  imiquimod TNFa ATC Iosites bopsts GBM alone: Median
other HGG ¥ 0S: 12.2 months
DTH (2/5)
N = Suewly Increased
o IL13, TNFa, 1D (4 injections+ CD8/CD25in PBL Median OS: 24
(72] Pk 11 ?;‘:E“"S‘*foﬁ}zo”:) ATClysates .\ \dPGEz  ATC lysates) (6/7) ATRPBMC  months
PEW (5/8) (IFNy
ELISPOT)

*: Abbreviations used in this table: see Table 1 to Table 3; KLH: keyhole limpet haemocyanin; PXA: pleomorphic xanthoastrocytoma; XA: xanthoastrocytoma.

The interaction between injected or induced immune
cells and tumour cells can lead to an equilibrium rather
than a destruction. Objective criteria based on changes in
the tumour masses may therefore not be well adapted to
assess this type of response. That is why survival is often
regarded as a better endpoint after immunotherapy. Several
studies reported in this paper have shown better survival for

patients treated with immunotherapy compared to patients
from historical cohorts or nonrandomized groups. All are
phase I/11 trials, with a limited number of patients, which
must lead to a cautious interpretation. Lower tumour grade,
extent of resection, younger age, good performance status,
mutation of IDH1, as well as an intact neurological function
are recognised as favourable prognostic factors for HGG
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|75]. These factors should therefore be taken into account
for the survival analysis. This implies the implementation of
trials with higher numbers of patients and/or more selected
patients to lead to more conclusive data about the impact of
immunotherapy for HGG and GBM patients.

The immune therapy was in these trials well tolerated,
with few grade III/IV adverse events. Cerebral oedemas were
often detected in active immunotherapy using effector cells
directly infused in the tumour site. However this side effect
is difficult to separate from oedema usually observed after
surgery. Alternatively, IL2 and GM-CSF used as adjuvant,
might lead to vascular perturbations leading in edema
formation. Therefore, an MRI before this type of treatment is
necessary to distinguish the increased cerebral edema due to
surgery from immunotherapy. The lack of other major side
effects could be explained by the selectivity of the treatment
aiming at destroying specifically tumour cells. Alternative
explanations could be the relative inefficacy of the treatment
or the frequently use of steroids in glioma that could
prevent some major side effects. Up to now, major toxicity
has not been reported, except for one patient with bulky
residual tumour, for whom an overwhelming peritumoural
inflammatory reaction was observed, after injection of DCs
[61]. Phase I1T will help to validate the positive impact on
survival, without severe adverse event.

Treatment for newlydiagnosed GBM begins with surgery
when feasible, followed by focal radiotherapy (RT). For
patients up to 70 years, the current standard of care com-
prises also a temozolomide (TMZ) chemotherapy during
and after RT. At recurrence, repeat surgery, as well as
new lines of chemotherapy like nitrosourea or bevacizumab
(+/— irinotecan) may prolong survival in some patients.
Despite this multimodal treatment, mean overall survival
remains below 16 months [76]. Most studies reported in this
paper began while TMZ was not included in the standard
care, allowing the choice of immunotherapy immediately
after RT in newlydiagnosed patients. In some patients,
TMZ has marginal activity, if any, and MGMT status is a
strong predictive factor of response to TMZ [77]. These
patients should therefore benefit from alternative strategies,
like immunotherapy. Before this, the best technique for
MGMT analysis has to be assessed [78]. Another solution
is to add immunotherapy to the standard treatment, as
recently reported for 8 patients for whom DC injections
were performed between the end of the radio/chemotherapy
and the beginning of the adjuvant chemotherapy [72]. This
is based on the hypothesis that combination of treatments
could increase the tumour-specific response, as it has been
observed in animal models. RT could kill tumour cell by
apoptosis, favouring cross-presentation by APC, and it has
been shown that it upregulates the expression of MHC
molecules by tumour cells favouring their killing by CTL
[79-81]. TMZ could decrease the number of regulatory T
cells; also this effect was only observed with a low-dose
metronomic regimen in a SC-implanted rat glioma model
[82]. CCL2 is produced by glioma tumour cells and has both
direct and indirect inhibitory effects, among which attraction
of T reg cells. As TMZ can reduce CCL2 secretion by glioma
tumour cells, this could augment indirectly the efficacy of
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immunotherapy [83, 84]. Currently, most of the proposed
immunotherapy trials for HGG required that patients are
operated on, either to perform direct intracranial injection,
or to get tumour as source of tumour antigens. This induces
a limitation in the number of patients who can be enrolled
in this type of trial, particularly at the time of recurrence
(less than 10% have a second surgery in the study of
Bauchet et al. on 952 GBM patients [76]). Another potential
limitation comes from the corticosteroids given to patients
to reduce tumour-associated oedema. Dexamethasone, fre-
quently taken by patients before and sometimes after surgery
induces a deep decrease in peripheral lymphocytes, as well as
an increase of abnormal circulating monocytes characterised
by the phenotype CD14+/HLA-DR low/neg [85]. This could
prevent the obtaining of large number of effector cells in
some adoptive approaches and therefore decrease the treat-
ment efficacy, although the impact of corticosteroids is not
clear for the reported studies. Furthermore CD14+/HLA-
DR low/neg monocytes are unable to fully differentiate into
mature DC, which can be a problem for vaccination with DC.
That is why some trials are restricted to patients off steroids
at the time of leukapheresis and during vaccination.

Up to now, the best results for patients with metastatic
melanoma have been obtained with adoptive therapy
involving lymphodepletion followed by the intravenous
injection of exvivo expanded TIL plus 1L2. The addition
of the lymphodepletion preparative regimen consisting in
a chemotherapy (cyclophosphamide and fludarabine) and
whole body irradiation resulted in objective response rates
of 52% and 72% in two trials with both 25 patients, with
increased survival compared to patients who received T
cells without lymphodepletion. One of the key improve-
ments is the persistence of infused cells, which is highly
associated with objective response. Lymphodepletion could
act by eliminating competition for homeostatic cytokines,
in particular IL15, for which high levels can be detected
only after treatment. Other factors, like elimination of T reg
cells could also play major roles [86]. In case of residual
tumour after surgery, adoptive cell therapy could therefore
be an option for HGG, but it has to be refined in order to
increase efficacy. The direct intracerebral delivery by infusion
in the tumour site at the time of surgery or by the use of
catheter/reservoir systems is often chosen in immunotherapy
using LAK and CTL cells. Indeed, this particular route
bypasses the finely regulated migration through the BBB and
therefore allows to have high number of effector cells at the
tumour site. Data comparing with the same cells peripheral
and local injection are lacking, but clinical results are also
observed after intravenous injection. Standard in vitro tests,
such as phenotyping of effector cells or killing assays against
tumour cells, should help to predict the treatment efficiency
on a particular patient. However, the phenotype of the
effector cells used in the different clinical trials with adoptive
therapies varies between patients and has no clear impact
on the clinical outcome that is, the presence of T-LAK
(CD3+) and LAK cells (CD3- CD56+) in LAK trials or the
ratio of CD4/8 cells in CTL trials. Moreover, most of the
studies using LAK and CTL cells could not correlate the
high cytotoxicity activity of the effector cells observed in vitro
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against autologous tumour cells and the in vive efficiency of
the treatment. This highlights the need to integrate the recent
advances in the field in order to improve the quality of the
injected cells. As the Killing activity of LAK is not specific,
it seems better to use CTL. CTL can be expanded from
TIL repeatedly stimulated in vitre. This technique works
very well for melanoma, a tumour wellknown to induce
significant numbers of CTL during the natural course of the
disease. Though Quattrocchi et al., in the only trial using
this approach, expanded up to 3 x 10° lymphocytes from
tumours [35] it could be less adapted for glioma patients.
Another common source of CTL is PBMC from the patient.
Up to now, published studies have used autologous tumour
cells as antigenic stimulations, which can lead to polyclonal
expansion of specific CD8 and CD4 cells. Over the last
decades, significant progress in active immunotherapy has
been achieved in melanoma patients owing to the discovery
of well-defined tumour antigens expressed on melanoma
cells. As several glioma-associated antigens (GAAs) are
now known, it becomes possible to expand CD8+ T cells
against these GAA, giving the possibility to treat patient
even when tumour cells are not available, but also allowing
genetic modifications of the autologous lymphocytes [87].
As persistence of cells in vive is a major point for the
success of adoptive immunotherapy, it is interesting to note
that persistence of effector cells at the site of the tumour
was often transient as observed on biopsies or tumour
samples analysed after relapse in the reported studies. In
the addition to improve the injected cells, working on this
point could therefore lead to great improvements. Instead of
proposing heavy treatments inducing lymphodepletion, the
use of alternative cytokines to 1L2, like IL15 could be tested as
well as the combination of an active vaccination. In an animal
model, the concomitant adoptive transfer of T cells and a
vaccination improves substantially the anti-tumour efficacy
of the treatment [88]. It is likely that all these developments
will soon benefit to adoptive T-cell therapy against malignant
gliomas.

Most studies suggest that cancer vaccine could have the
most benefit in state of low tumour burden. This is also
observed in a series of 56 recurrent GBM patients vaccinated
with DC. Total resection before vaccination was the only
predictor of a better survival [69]. In contrast to adoptive
immunotherapy, for which administered effector cells can
lead to a direct lysis of tumour cells, active immunotherapy
requires the initiation and development of an immune
reaction. Due to the risk of a rapid regrowth of the tumour
before the development of an effective antitumoral reaction
in case of residual disease, one may advice treatment with
active immunotherapy only after maximal tumour resection.

Vaccination strategy can consist of inoculation of inac-
tivated autologous tumour cells. The first limitation step of
the approach is the culture of the tumour cells. It is not
always possible to establish primary cell lines from malignant
gliomas. In the study of Parney, on 116 malignant gliomas,
culture was successful in 61% of cases [51]. In some cases
in vitro growth is not sufficient to allow vaccination. The
delay between the beginning of the culture and the time when
vaccine preparation is available can be very long. Median
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expansion times range between 4.5 and 30 weeks [47, 50,
51, 53], which explain that some patients may progress
before receiving the vaccine. One additional limitation is
the possibility that the immunologic phenotype of glioma
cells might change after passaging in vitro (Anderson, 2002)
|89], which could decreases the efficacy of the vaccine. Very
often, cells are injected with adjuvants like 1L2 or GM-
CSF are modified to express costimulatory molecules or
cytokines, or are infected with virus in order to increase
their immunogenicity. The way all these potential adjuvants
act is poorly understood and their real impact is debate.
For example, the use of combined GM-CSF is supported
by numerous preclinical studies, in gliomas and in other
cancers [90-92]. However, two recent randomized trials in
melanoma patients showed that GM-CSF could be harmful
as immune adjuvant. In the first study, patients received
allogeneic tumour cells and BCG, with or without GM-
CSE A diminished DTH response as well as an increase in
early deaths was observed in the GM-CSF arms [93]. In
the second study, 12 MHC class I-restricted and one HLA-
DR-restricted tetanus peptides were injected with or without
GM-CSE. CD8+ and CD4+ T-cell response rates to the
injected peptides were higher without GM-CSF [94]. Effects
could be different according to the route of administration
and the doses [45]. A possible mechanism by which GM-CSF
could interfere is the induction and activation of myeloid-
derived suppressor cells [95]. This highlights well that
manipulating the immune system can induce stimulation as
well as suppression. All the difficulty of immunotherapy lies
in finding the good equilibrium between both.

Most of vaccination protocols for HGG patients have
used DC, the most potent APC. This reflects the popularity
of this vaccine approach: up to now, more than 3000 patients
suffering from varied cancers, enrolled in more than 200
trials have received DC (http://www.mmri.mater.org.au/).
Many recent reviews have focused on the use of DC as
cancer vaccine [96-98], and in particular for malignant
gliomas [99-101]. Many options are available about the
way to prepare DC, to load them with tumour antigens,
to inject them. Some processes used in the protocols for
HGG patients require to have autologous tumour cells, to
elute peptides, or to fuse them with DC. This implies large
cultures of tumour cells and thus the problems already
discussed. To overcome this issue, glioma-cell lysate are used
in a number of trials. This has the advantage of providing
a panel of personalised class 1 and class 11 peptides, like
with autologous tumour cells. There is however a theoretical
risk of autoimmune encephalomyelitis, due to the frequent
presence of nontumour glial cells in the tumour. Though up
to now such side effects have not been reported, one can fear
that in the case of higher efficacy of immunotherapy it may
happen. DC can be loaded with synthetic tumour antigens
like peptides (short or long), proteins or transfected with
encoding antigen nucleic acids. In one published study, DC
were pulsed with EGFRVIII peptides [70] and in an ongoing
study, DC are loaded with 4 peptides derived from EphA2,
IL-13Ra2, YKL-40, and GP100 [18]. The use of defined
TAA reduces the risk of autoimmunity (if TAAs are specific
to tumour cells), but it implies the previous selection of
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patient according to their MHC haplotype if using peptides
and sometimes patients are also selected according to the
expression of the tumour antigens by the tumour. Currently,
a universally expressed glioma TAA does not exist, limiting
the usefulness of this approach to patients whose tumour
expresses the selected TAA. Furthermore, with the use of a
limited number of tumour antigens, there is a theoretically
greater risk of an immune escape due to clonal expansion of
antigen-loss variants. Among the improvement expected in
the loading of DC, the use of antigens expressed by tumour
stem cells could be a promising perspective, due to the major
role these cells may play in the regrowth of tumour after
treatment [ 102, 103].

About the best way to generate DC in vitro, specialists
consider that mature DCs (mDC) are superior to immature
DCs (imDC) [98]. They can migrate in higher rate to
the draining lymph nodes after peripheral injection, they
upregulate several costimulatory molecules and can produce
different cytokines. Improving the maturation protocol, in
order to have the “perfect” DC remains a big challenge in
the field. Most published clinical trials in HGG have used
imDC or DC matured with pro-inflammatory cytokines. An
interesting alternative to mature DC is the use of Toll-like
receptor (TLR) ligands, which can mimic bacterial or viral
infections, triggering a process of maturation in DC. In the
study of Yamanaka et al., patients received either imDCs or
DCs matured with OK432, a streptococcal preparation acting
notably through the activation of TLR4. Patients vaccinated
with mDC had longer survival than those vaccinated with
imDC [65]. Van Gool et al. reported an improvement in
PES curves between HGG whose skins were pretreated with
imiquimod (which binds TLR7) before the injection of DC
matured with TNFa and IL1J and patients receiving only DC
matured with TNFe, IL183, and PGE2 [99]. The maturation
cocktail designed by Mailliard and colleague (poly I:.C, IFNa«,
TNFa, IL1p and [FNy) allows the generation of fully mature
DC, with high migratory responsiveness to lymphoid organ
chemokines and an ability to produce significant levels of
IL12p70 after CD40 ligation (which mimics the interaction
between DC and CD40L-activated cells in lymph nodes)
[104]. In a model of tumour-bearing mice such so-called
a-type-1 polarized DCs, pulsed with peptide antigens can
migrate into draining lymph nodes after SC injection and
induce antigen-specific CTL, allowing a prolong survival.
The secretion of CXCL10 by these DC seems to play a major
role in the induction of specific CTL and their homing to
the brain [105]. As the efficacy of type-1 a-DC loaded with
glioma-associated antigen epitopes, in combination with the
administration of poly-1CLC, is currently tested in recurrent
malignant gliomas [18], the translation (or not) of these
promising results into the clinic will be known soon.

The relevance of intravenous DC injection has never
been tested for HGG patients. It is worth noting that the
only autologous cellular immunotherapy approved by the
US FDA is based on the intravenous administration of
PBMC cultured with recombinant PAP-GM-CSF for the
treatment of metastatic prostate cancer [106]. In most of
the studies reported in this paper, DC were injected in
the skin. As priming of T cells within the cervical lymph
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is important to induce eftfector T cells with the ability to
home in to the central nervous system, injection of DC in
regions allowing them to reach these nodes appears to be a
good option. Direct intranodal injection, under echographic
guidance is also feasible and allows more DC to reach the
nodes. However, following intranodal injection, DC are not
always correctly injected into the nodes [107, 108] and as
limited numbers of DC in the draining lymph nodes are
sufficient to induce a specific immunologic response [109],
intradermal injections appear as the best compromise. In
their study, Yamanaka et al. showed that patients receiving
both intratumoral and intradermal DC injections had longer
overall survival than those receiving only intradermal DC
[65]. The usefulness of this combination has recently been
confirmed in animal models: the addition of intratumour
injection to SC injections leading to an increase of CD8+ T
cells in the tumour and an increase in survival [105, 110].
Intratumoural DC activity could be due to intratumour
secretion of cytokines and chemokines (depending on the
fype of DC injected) and/or migration of DC to draining
lymph nodes. A better understanding of this mechanism
should therefore lead to considering this option for future
trials.

Whatever the immunotherapy approach, one funda-
mental element to take into consideration is the corrupted
tumour microenvironment which favors tumour develop-
ment. Different mechanisms developed by glioma cells can
suppress anti-tumour immune responses. Several defects at
the systemic level have been reported in glioma patients
such as decreased T-cell responsiveness [111, 112], increased
circulating regulatory T cells [113, 114], and defective
monocytes and DC functions [115-117]. Various factors
produced by glioma cells might contribute to these defects
such as TGFB, PGE2, and IL10 [118-123].

Beside these systemic effects, glioma cells develop several
molecular strategies to inhibit directly the immune cell
effectors at the tumour site. Several intracellular, membrane
and soluble molecules have been described as taking part
in this phenomenon such as CD70 [124, 125], FasL [126—
128], gangliosides [125], HLA-G [129], PDL-1 [130-132],
IDO [132-134], and TGEB1-3 [135]. We have recently
described the involvement of TGFS2, 1DO, and PDL-1 on
GBM immunosuppressive properties on T-cell functions
in a tumour-specific T-cell model [132]. Different groups
have also focused on immunosuppressive cells that are
recruited at the site of the tumour. Indeed, tumour immune-
derivation involved a particular chemokine profile that could
specifically induce the recruitment immunosuppressive cells
such as T reg and myeloid-derived suppressor cells (MSDC).
Glioma-infiltrating microglia/macrophages (GIM) represent
the largest population infiltrating human glioma with
around a third of the cells present in the tumour mass [114].
GIM are poor T-cell activators due to lower expression levels
of molecules such as HLA class IT or costimulatory CD80 and
CD86 molecules [114]. Furthermore, GIM secrete factors
that support the tumour invasion and proliferation [18]. As
described systemically, T cells are also present at the tumour
site [114, 136, 137], although their presence seems to have
no impact in patient prognosis. MDSC are a heterogeneous
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population of cells that can suppress T-cell responses [138].
One recent study performed in a rat model has shown
an infiltration of such cells following immunization with
tumour antigens [139]. These cells could therefore play a
major role in gliomas.

A better efficacy could certainly associate optimized stan-
dard immunotherapy protocols with treatments designed
to hamper this immunomodulation. The early results using
immunomodulator molecules have been encouraging (as an
example CTLA4 blockade in melanoma patients [140]) and
one trial in melanomas recently demonstrated the potential
interest of combination of CTLA4 blockade with a DC
vaccine [141]. Different strategies are currently under study
to decrease the deleterious effect of Treg as injection of low-
dose cyclophosphamide (metronomic cyclophosphamide)
[142], or injection of CD25 (high) targeting immunotoxin
(denileukin diftitox). This latter approach has also been
tested in association with DC vaccination [143]. Molecules
designed to inhibit the action of TGES, IDO, and PDI
are also being tested clinically. Preclinical studies in glioma
models have shown the interest to combine vaccination with
inhibition of TGFp [144] or depletion of Treg [ 145].

In conclusion, immunotherapy can be considered as a
potential new interesting weapon for treatment of patients
with HGG and one should expect many improvements of
this type of approach over the next years. However, there
is a need for well-designed trials with higher numbers and
more homogenous patients, taking into account the current
recognized prognostic or predictive factors like and leading
to phase IIT randomized studies.
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Mechanisms of immunomodulation in

human glioblastoma

Glioblastoma multiforme (GBM), WHO grade |V astrocytoma, is the most dramatic primary brain cancer
with a very poor prognosis due to inevitable disease recurrence. Less than 10% of GBM patients are still
alive 5 years after diagnosis despite a multimodal treatment with surgical resection of the tumor, radiation
therapy and chemotherapy. Cellular immunotherapy in gliomas, one of the promising new therapies, has
shown convincing results in some patients with induction of antitumor immune responses and prolonged
survival. In particular, several patients treated with dendritic cell vaccinations have demonstrated systemic
antigen-specific cytotoxicity and intratumor infiltration of cytotoxic T cells. However, this is not always
correlated with clinical improvement because GBM cells have multiple mechanisms that lead to suppression
of the patient’s antitumor immune responses. This article will focus on some aspects of the systemic
immunosuppression observed in GBM patients as well as the multiple mechanisms of local immunoresistance
developed by GBM.
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Immunosuppression at the
systemic level
In the past decades, different studies of gli-
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oma paticnts have revealed several systemic
immune defects [1]. Abnormal cell number of
blood leukocyte populations has been initially
reported such as lymphopenia of CD4 T and
natural killer (NK) cells [2]. More r:c:ntly, an
increased fraction of Tregs has been observed in
the blood of glioma patients [3]. In parallel to
these cellular defects, dysregulation of cytokine
profiles at the periphery has also been reported
in glioma patients, with a shift in the Th1/Th2
cytokine balance in favor of Th2 cytokines, such
as [L-10 [2).

Several leukocyte functions are also impaired
in glioma patients, such as T- and B-cell pro-
liferation in response to mitogcns, B-cell anti-
body production, T-cell cytokine production
and NK cell cytotoxicity [1.2]. Glioma patients’
monocytes show a decrease in antigen presen-
tation and cytokine production, and exhibit
a particular myeloid-derived suppressive cell
(MDSC)-like cell phenotype [1.2].

Early experiments demonstrate that glioma
patients’ serum, cercbral spinal fluids or cyst
eration [12]. Several soluble factors secreted by
glioma cells have now been identified as mole-

cules associated with these immune disarders,

such as TGF-B, IL-10, PGE2 and gangliosides.

recruited by GBM cells
Microglia CE“S l‘EprCant a t}lil’d Of thc non-
tumoral cells within the tumor [4]. The pres-
ence of such a large population of microglia cells
is rf]atfd to thc P]’Oductio[l by g]ioma CC].[S Of
microglia’s chemoattractant MCP1 and growth
factors colony-stimulating factor 1, granulo-
cyte colony-stimulating factor and HGF [4).
Microglia cells are a source of metalloprotein-
ases matrix metalloprotease 9 and growth fac-
tors EGF and VEGF that support the tumor
development linked to migration, proliferation
and angiogenesis functions. In addition, glioma-
infiltrating microglia cells contribute to the local
immullﬂsupprtssivt microﬁ[]virﬂflment Df thc
tumor by secreting [L-10 and expressing pro-
grammed cell death ligand-1 (PDL1, CD274)
and FAS ligand (FASL, CD178) molecules [4].
The presence of Treg at the tumor site has also
been described in brain tumors and preferen-
tial]y in high-grade gliomas, including glioblas-
toma multiforme (GBM) [5]. Treg recruitment
within the tumor is associated with the secretion
of CCL2/22 chemokines by glioma cells [5].
More recently, preliminary studies report
infiltration of other immunosuppressive cells
in brain tumors, such as MDSCs, tumeor-infil-
trating macrophages and type I[1 NKT cells (1.6
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but their involvement in the local glioma
immunesuppression still needs to be clarified.

= Secreted & membrane
immunosuppressive molecules
expressed by GBM cells

Locally at the tumor site, GBM cells also express
SD]UI:]IC and mcmbfanc !Ji'otciﬂs d:scfibfd as
immunosuppressive molecules thar inhibit the
antitumor cffector cell responses. Several secreted
molecules have been described, ihcluding 1L-10,
TGE-p, I’GE1 and gangliosides (Ficure 1) (7). These
molecules act locally at the tumor site as well as
in the periphery by inhibiring T, B and NK cell
and monocyte functions as described carlier. One
of the most studied, TGF-§ (originally defined
as the glioblastoma cell-derived T-cell suppressor

factor) SUPPICSSCS T‘CC” pmlifcmtion, activation

and differentiation into effector cells [7.5].

FASL
(CD178)

FAS
(CDg5)

In addition, the expression of multiple
immunosuppressive molecules ar the GBM cell
surface directly affects the antitumeor functions
of immune cell effecrors, such as cyrotoxic CD8
T and NK cells by inducing their inhibition,
apoptosis or anergy [8]. CD70 is expressed on
human glioma cell lines and induces apoprosis of
CD27‘EXP’CSSi“g T ﬂnd B CEI]S me Pcfiphfral
blood mononuclear cells (PBMCs) [9). FASL is
expressed on human malignant glioma cells and
induces apoptosis of FAS-expressing T lympho-
cytes and astrocytoma-infilcrating T cells [10].
HLA-G, a nonclassical MHC class I molecule,
has been described in brain rumor rissues and
glioma cell lines; HLA-G inhibics cytotoxicity,
proliferation and T-cell priming of alloreactive
PBMC by dircct or indirect (via the HLA-E
molcculc) iﬂtﬂﬂctinn With il‘lhibilory [CCCP-
tors expressed on cytotoxic lymphocytes (11].
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Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) is an intra-
cellular enzyme that degrades tryptophan along
the kynurenine pathway. IDO is expressed in
gliomas, including GBM, and inhibits T-cell
prolif:mtion [8]. Lecrin-like transcripe 1 (LLT1)
is found on glioma cells and inhibits CD161-
expressing NK cell cytotoxicity (121. PDL1 is
expressed on glioma and astrocytoma cell lines as
well as GBM tissues. Engagement of its recepror
PD1 inhibits T-cell functions such as prolifera-
tion, cyrokine producl:ion and cyrotoxicity, and
promotes apoptosis. PDL1 expressed by GBM
cells reduces IFN-y producrion of allogenic and
antitumor T cells 8.13]. More recently, it has been
found that glioma stem-like cells express PDL1,
which triggers T-cell apoprosis (14]. Regenerarion
and tolerance factor (RTF) is expressed in human
glioma cells 7z vitro and in vive. RTF inhibits
NKand T-cell-mediated cytotoxicity (15]. Finally,
it has been proposed that the decrease of MHC
I molecules (the molecular targets for T-cell
recognition) and the absence of costimulatory
molecules ar the surface of GBM cells lead to
a defect in anti-GBM T-cell responses, that is
recognition and activation [7].

Conclusion

Idtntiﬁcaliﬂn a.nd bﬂttcr undCtStanding Of tl’ll:sﬁ
different suppressive mechanisms will increase the
cthicacy of new immunotherapeutic approaches
(16] that will ncccssarily combine stimulators of
antitumor immunity and inhibitors of GBM
immunosuppressive molecules.
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Immunotherapy is a promising new treatment for patients suffering from glioma, in particular glioblastoma
multiforme (GBM). However, tumour cells use different mechanisms to escape the immune responses
induced by the treatment. As many other tumours, gliomas express or secrete several inmunosuppressive
molecules that regulate immune cell functions. In this study, we first analysed FasL, HLA-G, IDO, PDL-1 and
TGF-j31, -32 and -43 expression by transcriptomic microarray analysis in a series of 20 GBM samples and
found respectively 15%, 60%, 85%, 30%, 70%, 80% and 35% of positive specimens. mRNA expression was then
confirmed in 10 GBM primary cell lines and 2 immortalised cell lines U251 and U87MG. Furthermore, the
protein expression of PDL-1, IDO activity and TGF-[32 secretion were found on most of the untreated GBM
primary cell lines. Remarkably, treatment with IFN-y increased the PDL-1 cell surface expression and the IDO
activity, but reduced the TGF32 secretion of GBM cell lines. We finally analysed the immunosuppressive
effects of IDO, PDL-1 and TGF-{31-3 by measuring IFN- production and cell cytotoxicity activity of tumour
antigen-specific T cells. PDL-1 partially affected the IFN-y production of antigen-specific T cells in response to
GBM primary cell lines, and IDO inhibited lymphocyte proliferation induced by lectins. None of these
molecules directly affected the T cell cytotoxicity function. Due to the functional role of PDL-1 and IDO
molecules expressed by GBM cells, one could expect that blocking these molecules in the immunotherapy
strategies would reinforce the efficiency of these treatments of GBM patients.

© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

control groups receiving conventional chemotherapy and radiother-
apy (Yamanaka, 2008). In particular, patients treated with dendritic

Glioblastoma multiforme, the mest common primary brain
tumour in adults, is an attractive target for novel therapies regarding
its poor prognosis with standard treatment including total surgical
resection, radiotherapy and adjuvant chemotherapy (Stupp et al,
2005). Indeed, despite intensive investigations for novel drugs, less
than a third of patients survive more than two years (Stupp et al.,
2009). Recurrence of GBM occurs most often within few months due
to the re-growth of remaining tumour cells that are resistant to both
radiotherapeutic and chemotherapeutic agents.

Cellular immunotherapy in gliomas, one of the promising new
therapies, has shown convincing results in terms of induction of anti-
tumour immune responses and prolonged survival compared with

* Corresponding author. Département de Biologie, Centre Fugéne Marquis, Rue de la
bataille Flandres Dunkerque, C544229, 35042 Rennes cedex, France. Tel.: 433 299 253 190.
E-mail address: tavril@rennes.fclcc.fr (T. Avril).

0165-5728/8 - see front matter © 2010 Elsevier B.V, All rights reserved.
doi:10.1016/j.jneuroim.2010.04.003

cell vaccinations have demonstrated systemic antigen-specific cyto-
toxicity and intra-tumour infiltration of cytotoxic T cells (Yamanaka
et al, 2003; Kikuchi et al., 2004; Yu et al, 2004; Yamanaka et al.,
2005). Liau et al. recently reported that T cell infiltration within the
tumour was inversely correlated with the secretion of Transforming
Growth Factor-beta 2 (TGF+32) by the glioma cells (Liau et al., 2005),
highlighting the impact of the immunosuppressive properties of the
tumour on the clinical efficiency of the treatment.

Local and systemic immune suppression has been involved in glioma
progression (Weller and Fontana, 1995; Walker et al., 2002). TGF-32,
originally defined as the glioblastoma cell-derived T cell suppressor
factor, is a molecule that suppresses T cell growth and inhibits T cell
activation and differentiation into effector cells (Gorelik and Flavell,
2002), Several other intracellular, membrane and soluble molecules
such as FasL, HLA-G, PDL-1 (for Programmed cell Death Ligand-1,
CD274), IDO (for Indoleamine2 3-DiOxygenase) and TCF-31-3 have
been described as taking part in this phenomenen. The Fasligand (FasL,
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CD178), which is a member of the TNF family, induces apoptosis in Fas
(CD95)-expressing cells (Nagata and Golstein, 1995). Although FasL is
expressed by immune cells as a cytotoxic molecule, it is also found on
the surface of different types of cancer cells (Walker et al, 1997). FasLis
expressed in human malignant glioma cells (Gratas et al, 1997). In
addition, FasL expressed on glioma cell lines is active and induces the
death of sensitive target cells such as Fas-transfected P815 cells (Saas
et al., 1997), JURKAT T cell line (Weller et al., 1997) and T cell lines
derived from infiltrating T lymphocytes from astrocytoma (Walker etal.,
1997). HLA-G is a non-classical MHC class 1 molecule mainly expressed
on placenta by the trophaeblastic cells (Kovats et al., 1990). Although
HLA-G mRNA expression has also been found in tumour cells such as
melanoma and leukaemia cells, its protein expression is still controver-
sial because of the heterogeneity of the results observed in the different
studies (Bainbridge et al., 2001; Chang and Ferrone, 2003). HLA-G can
interact directly or indirectly (via the HLA-E molecule) with inhibitory
receptors expressed on cytotoxic lymphocytes, which induces the
abrogation of effector cell activation (Carosella et al., 2008). Wiendl et al.
(2002) describe the expression of HLA-G in brain tumour tissues and
glioma cell lines, and demonstrate that cytotoxicity, proliferation and T
cell priming of alloreactive PBMC are inhibited by HLA-G. PDL-1 belongs
to the B7 family, and is expressed on antigen presenting cells
(Greenwald et al., 2005). Engagement of its receptor PD-1 inhibits T
cell functions such as proliferation, cytokine production and cytotoxi-
city, and promotes apoptosis (Freeman et al., 2000; Dong et al,, 2002).
PDL-1 has been observed on glioma and astrocytoma cell lines, and
reduces IFN-y production of allogeneic T cells (Wintterle et al.,, 2003;
Wilmotte et al., 2005). Finally, IDO is an intracellular enzyme that
degrades tryptophan along the kynurenine pathway. IDO activity is
essential in mouse placenta for preventing the rejection of allogeneic
fetuses (Munn et al., 1998). Its activity suppresses T cell activation and
proliferation (Munn et al., 1999). IDO expression has also been
described in cancer of different origins (Munn and Mellor, 2007; Katz
et al., 2008), including gliomas (Uyttenhove et al., 2003) and malignant
glioma cell lines (Grant and Kapoor, 2003; Miyazaki et al., 2009), in
which both IDO expression and activity have recently been reported. To
our knowledge, the effect of glioma cell IDO activity on T cell functions
has not been investigated.

While the expression of FasL, HLA-G, PDL-1, IDO and TGF-{31-3
molecules has been reported in glioma cells, their role in modulating
GBM-specific T cell effector functions is not fully understood. This is
particularly relevant with regard to cellular immunotherapy, whereby
tumour-specific T cells would be generated to specifically kill GBM
cells. In this study, we first describe the expression pattern of Fasl,
HLA-G, PDL-1, IDO and TGF-[31-3 in a series of 20 GBM specimens
using data derived from our previous transcriptomic analysis (de
Tayrac et al., 2009). The mRNA expression of these molecules is then
analysed in 10 GBM primary cell lines, as well as the immertalised cell
lines U251 and US7MG. We then focus on the immunosuppressive
effects of PDL-1, IDO and TGF-31-3 on GBM-specific CD8+ T cell
effector functions, i.e. IFN-y secretion and cell cytotoxicity in response
to GBM primary cell lines. We show that none of these molecules have
a direct effect on cell cytotoxicity functions, but we provide evidence
that PDL-1 affects GBM-specific CD8+ T cell IFN-y secretion in
response to the tumour, and that GBM expresses functional IDO that
inhibits the lectin-induced proliferation of lymphocytes.

2. Materials and methods
2.1, Reagents and antibodies

All reagents not specified below were purchased from Sigma-
Aldrich (St Quentin Fallavier, France). Antibodies against CD3, CD8,
HLA-ABC and PDL-1 were obtained from BD Biosciences (Le Pont de
Claix, France); Melan-A/HLA-A2 tetramers from Beckman Coulter
(Marseille, France); anti-EGFRvIIl antibody from Skybio (Bedfordshire,

United Kingdom); anti-IDO antibody from Millipore (St Quentin
Fallavier, France); anti-IL13Ra2 antibady from Diaclone (Besangon,
France); anti-gp100 and anti-vimentin antibodies from DakoCytoma-
tion (Trappes, France); anti-HLA-G from Abcam (Paris, France);
purified anti-PDL-1 from Clinisciences (Montrouge, France).

2.2. Tumour samples and cell culture

GBM samples were obtained after informed consent of patients
treated at the department of neurosurgery (Rennes University
Hespital) in accordance with the local ethical committee. Tumours
included in this study were diagnosed histologically as GBM or
astrocytoma grade IV according to the WHO criteria.

GBM primary cell lines were obtained from GBM samples. After
mechanical dissociation of tumour tissues samples, cells were grown
in Dulbecco's Modification of Eagle’s Medium (DMEM, Lonza,
Verviers, Belgium) supplemented with 10% fetal calf serum (FCS)
(Lonza) for 24h at 37°C in a humid atmosphere of 5% COa.
Unattached cells were then removed the day after. When confluence
was achieved, cells were trypsinised, washed in PBS and used
between the 10th and 20th passages for the experiments. Human
trophoblastic cell line JEG-3 and glioblastoma cell lines U251 and
UB7MG were kindly provided by L. Amiot (Rennes, France), V. Catros
(Rennes) and A. Clavreul (Angers, France), respectively. All the
immortalised cell lines were cultured in DMEM 10% FCS.

2.3. mRNA preparation, reverse transcriptase (RT)-PCR and electrophoresis

Total RNA extraction was performed using the Rneasy Mini kit from
Qiagen (Courtaboeuf, France) according to the manufacturer's recom-
mendations, RNA concentrations were determined by optical density at
260 nm, and RNA samples were stored at —80 “C until analysis. cDNA
was prepared from 2 pg purified RNA ( First Strand cDNA Synthesis kit,
Amersham Biosciences, Saclay, France) and 10-fold diluted before use.
cDNA were amplified with a Tag polymerase and specific primers for
human [3-actin, FasL, HLA-G, 1DO, PDL-1 and TCF-31-3 (MWG Biotech,
Ebersberg, Germany) (Table 1). PCR was performed with a thermal
cycler ( RoboCycler Gradient 40, Stratagene, Amsterdam, Netherlands).
After amplification, 25 pl from each PCR product was electrophoresed
on 2% agarose gel, and an amplified band was detected by ethidium
bromide staining. The 100 bp DNA ladder was used as molecular weight
marker (Invitrogen, Cergy Pontoise, France).

Table 1
Primers used in the RT-PCR experiments.
Target  Primer sequence Expected size of the
gene PCR-amplified fragment
P-actin  S: 5'-AGACATGGCCACGGCTGCTT-3/ 653 bp
AS: 5'-ATTTGCGGTGGACGATGGAG-3"
FasL 5: 5'-GTGCCCAGAAGGCCTGGTCAAAGG-3" 503 bp
AS: 5'-TTGCAAGATTGACCCCGGAAGTAT-3'
HLA-G  S: 5'-CGGAGTATTGGGAAGAGGAG-3' 722 bp for HLA-G1
AS: 5-TACAGCTGCAAGGACAACCA-3' 446 bp for HLA-G2
and -G4
170 bp for HLA-G3
844 bp for HLA-G5
568 bp for HLA-G6
DO S: 5'-ACAGACCACAACTCACAGCG-3' 662 bp

AS: 5'-AACTGAGCAGCATGTCCTCC-3

PDL-1  S: 5'-GACCTATATGTGGTAGAGTATGGTAGC-3" 594 bp
AS: 5-TTCAGCTGTATCGTTTTCCTCAGGATC-3"

TGF-p1  S: 5-GCGGTACCTGAACCCGTGTT-3' 477 bp
AS: 5'-GTCAATGTACAGCTGCCGCAC-37

TGE-pA2  S: 5'-CCGGAGGTGATTTCCATCTA-3" 219 bp
AS: 5'-CTCCATTGCTGAGACGTCAA-3

TGF-f3  S: 5'-CTCTCTGTCCACTTGCACCA-3' 344 bp

AS: 5'-ACACATTGAAGCGGAAAACC-3'

S: sense primer; AS: anti-sense primer.
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2.4. Quantitative reverse transcriptase (Q)-PCR

Total RNA extraction was performed as described above. cDNA was
prepared from 0.5pg purified RNA (High capacity ¢cDNA reverse
transcription kit, Applied Biosystems, Applied Biosystems, Courta-
boeuf, France) and 25-fold diluted before use. Real time-PCR was
performed with a spectrofluorometric thermal cycler (7900 HT Fast
Real-Time PCR System, Applied Biosystems) following the manufac-
turer's recommendations, except for the final PCR volume that was
decreased to 12 pl. 1DO and PDL-1 primers and probes were purchased
from Applied Biosystems (TagMan assays-on-demand). Each data
point was run in triplicate. To normalize the data, GAPDH was chosen
as an endogenous control and tested in separate wells. The
comparative Ct method was used to determine relative gene copy
numbers. Firstly, the ACt was taken as equal to Ct of the antigen of
interest minus Ct of CAPDH. The relative copy number of each antigen
was then determined using the formula 2724, with AACt= ACt
(sample) — ACt (reference). The reference was a pool of RNA derived
from three non-neoplastic brain samples. Samples with at least a 5-
fold increase in mRNA expression compared to the reference were
considered as positive.

2.5. Immunohistochemistry

Immunohistochemistry was performed as described in Saikali et al.
(2007). Briefly, GBM sections from 20 GBM specimens unrelated to
specimens used to generate GBM primary cell lines were deparaffinised
and rehydrated in PBS, and then incubated for 30 min at 20 °C with
diluted primary antibodies against antigens (1/500, 1/50 and 1/100
dilutions for IDO, PDL-1 and vimentin, respectively). An additional
incubation was performed with an anti-mouse or goat antibody
(DakoCytomation) for 30 min. Sections were revealed using the
peroxidase substrate kit (Vector Laboratories, Vandoeuvre, France)
and counterstained with hematoxylin. Microscopic analysis was
performed using a Leitz-Diaplan microscope (Nuremburg, Germany).
Results are expressed as the percentage of stained cells after counting
500 tumour cells in two different areas with the most intense
expression, and represented as ‘—' for no expression, ‘—/+" for 1-
25%; '+ for 26-50%; '+ +" for 51-75% and '+ ++' for 76-100% of
analysed cells. GBM samples with less than 26% of positive cells are
arbitrarily considered as negative.

2.6. Flow cytometry

Cells were washed in PBS 2% FCS and incubated with saturating
concentrations of unlabelled or fluorescent-labelled primary anti-
bodies for 30 min at 4 °C. An additional incubation with fluorescent-
labelled secandary antibodies was performed when cells were stained
with unlabelled primary antibodies. Cells were then washed with PBS
2% FCS and analysed by flow cytometry using a FACScan flow
cytometer (BD Biosciences). For intracellular staining, cells were
fixed with methanol and permeabilised with saponin. Data were then
analysed with the CellQuest software (BD Biosciences). Results are
expressed as specific fluorescence intensity given by the ratio of the
geometric mean of test divided by the geometric mean of the isotype
control.

2.7. TGF-{32 secretion and IDO activity

Cells were washed in culture medium and incubated for 48 h ata
concentration of 1= 10° cells/ml in the presence or not of 1000 U/ml
of IFN-y (Boehringer Ingelheim, Paris). Supernatants were then
centrifuged at 400 g for 5 min and frozen at —20 °C. IDO activity
was evaluated by measuring tryptophan and kynurenine concentra-
tions in culture supernatants by high performance liquid chromatog-
raphy as described in Widner et al. (1997). TGF{32 secretion was

determined by ELISA following the manufacturer's instructions (R&D
Systems, Lille, France). Active form of TGF-32 was analysed after
acidification of supernatants with HCl according to the manufacturer's
instructions.

2.8. Generation of Melan-A/HLA-A2-specific CTLs

HLA-A2 positive peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from
healthy donors were prepared as described in Avril et al. (2009).
Peripheral blood lymphocytes (PBL) and monocytes were separated
by elutriation (J6-MC centrifuge, Beckman Coulter, Villepinte, France).
Cells were then frozen in a 4% HSA (B Braun Medical SAS, Boulogne,
France) 10% DMSO (LFB Biomedicaments, Courtaboeuf] solution.
Melan-A/HLA-A2-specific CTLs were generated in vitro after repeated
stimulations with autologous Melan-A peptide-pulsed dendritic cells.

To generate dendritic cells, monocytes were defrosted, washed and
cultured for 6 days in RPMI 10% SVF supplemented with 1000 U/ml of
rhGM-CSF {Novartis, Rueil-Malmaison, France) and 200 U/ml of rhiL-4
(AbCys, Paris) at 37 “C in a humidified 5% CO; incubator. Before use,
dendritic cells were matured overnight with 1000 U/m] of rhTNFa
(CellGenix, Clermont I'Herault, France) and 50 pg/ml of Poly IC
(Sigma). Mature dendritic cells were then harvested, resuspended in
RPMI at 2= 10%cells/ml and incubated with 10pg/ml of Melan-A
peptide (sequence: ELAGIGILTV, Genospheres Biotechnologies, Paris)
for 1 hat37°C

(D8+ T cell population was enriched from autologous PBL after
depletion of CD4+ cells using a magnetic microbeads (Dynal,
Invitrogen). Enriched CD8+ T cells (1x10° cells/well) were cocul-
tured with Melan-A-pulsed dendritic cells (2 x 10* cells/well) in 200 pl
of X-VIVO 15 medium (Lonza) supplemented with 5 ng per ml of rhiL-
6 and rhiL-12 (Tébu-Bio, Le Perray-en-Yvelines, France) in a 96U-well
microplate. Lymphocytes were then restimulated once every week
with freshly prepared autologous peptide-pulsed dendritic cells
{110 cells/well), 20 U/ml of rhiL-2 (Novartis) and 5 ng/ml of rhiL-
7 (Tébu-Bio). After 3 stimulations, cells expanded in each well were
separately tested in a IFN-vy release assay using Melan-A-pulsed HLA-
A2+ T2 cells as targets. Cells from positive wells were pooled and
expanded with additional stimulations using autologous peptide-
pulsed dendritic cells. Melan-A/HLA-A2-specific CTLs generated were
finally tested by flow cytometry for their expression of CD3 and CD8 T
cell markers and their binding of Melan-A/HLA-A2 tetramer.

2.9. IFN-7y release assay

Irradiated target cells were washed and plated in RPMI 10% FCS at
a concentration of 1 10%/well in a 96U-well microplate. Effector cells
were washed and added onto the target cells at 5x 10 cells/well.
Blocking antibedies (10 pg/ml) and 1-methyltryptophane inhibitor
{400 mM) were added 15 min before the effectors. Cells were then
incubated for 24 h at 37 °C at the final volume of 200 ul/well. At the
end of the assay, 150 pl of supernatant was centrifuged and analysed
for IFN-y by ELISA, following the manufacturer's instructions
(Diaclone).

2.10. Cyrotoxicity assay

5% 10° target cells were labelled with 100 pCi of Na3'CrO, (GE
Healthcare, Orsay, France) for 90 min at 37 °C. Cells were washed twice
in culture medium, resuspended in 1 ml of culture medium and
incubated for 60 min at 37 °C to allow spontancous release of 51-
chromium. After 3 washes in culture medium, target cells were plated in
X-VIVO medium at a concentration of 2> 10* cells/well in a 96U-well
microplate. Effector cells were washed in X-VIVO medium and added
onto the target cells at different effector:target ratios as indicated in
Fig. 5. Blocking antibodies (10pg/ml) and 1-methyltryptophane
inhibitor (400 mM) were added 15 min before the effectors and were
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Fig. 1. FasL, HLA-G, 1DO, PDL-1 and TGF-31-3 mRNA expression on 20 GBM samples by
transcriptomic microarray analysis. Total mRNA from 20 GBM samples was extracted
and analysed for a gene expression profile as described in de Tayrac et al. (2009).
Results are expressed as the relative mRNA expression compared to a pool of non-
neoplastic brain samples. Samples are considered as positive when relative mRNA
expression shows more than a two-fold increase (solid line) compared to the reference.

present throughout the cytotoxicity assay. Cells were incubated for 4 or
24h at 37°C at the final volume of 200 pl/well. Spontaneous and
maximum releases were obtained by incubating target cells with the
medium alone and with triton X-100, respectively. At the end of the
assay, 50l of supernatant were transferred into a scintillation
microplate ( Lumaplate 96, Perkin Elmer, Courtaboeuf), dried overnight
at 54 °C and the radioactivity was measured with a gamma counter
(TopCount, Packard Instruments, Meriden, United-States). The percent-

age of specific lysis was determined as follows: ({cpm of test release
—cpm of spontaneous release)/(cpm of maximum release —cpm of
spontaneous release)) * 100,

2.11. PHA-induced PBMC proliferation

1 10% PBMC were cocultured with irradiated 2 < 10* tumour cells
inthe presence of 1 pg/ml of phytohemagglutinin (PHA) in a 96U-well
microplate for 3 days at 37 °C in a humidified 5% CO, incubator. For
IDO inhibition, 1-methyl-tryptophan inhibitor (400 mM) was added.
H thymidine (1 mCi/well; GE Healthcare) was added 18 h before the
end of the test. Cell incorporation of *H thymidine was revealed by
adding a scintillation fluid (Perkin Elmer) and measured with a
gamma counter (Topcount).

2.12. Statistics

Values represent the mean+ standard deviation of n different
experiments. The Student t-test is applied using a two-tailed
distribution of two conditions of unequal or equal variances on groups
of data obtained in the experiments. The significance level is p<0.05.

3. Results

3.1. FasL, HLA-G, IDO, PDL-1 and TGF-[31-3 mRNA expression in a series
of GBM samples by expression microarray analysis

We have recently reported a DNA target transcriptomic profiling on
20GBM samples (de Tayrac et al., 2009). Using the complete microarray
data set, FasL, HLA-G, IDO, PDL-1 and TGF+31-3 transcripts expression

A: untreated cells B: IFN-y-treated cells
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Fig. 2. FasL, HLA-G, IDO, PDL-1 and TGF-41-3 mRNA expression on GBM cell lines by RT-PCR. Total mRNA from untreated (A) or IFN-+y-treated (B) CBM primary cell lines, U251 and
U87MG was extracted, reverse transcribed and then amplified with specific primers for [>-actin, FasL, HLA-G, [DO, PDL-1 and TGF-j31-3 molecules. Positive controls were used:
JURKAT cell line for FasL and [3-actin, JEG-3 cell line for HLA-G, IFN-vy-treated monocytes for IDO and PDL-1, and MCF-7 cell line for TGF-31-3, Amplified products were analysed by
electrophoresis in 2% agarose gel and migrated at the position corresponding to their expected size.
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was compared between GBM and non-tumour brain samples. A
significant increase (expression fold change greater than two) is
observed in 15%, 60%, 85%, 30%, 70%, 80%, and 35% of GBM samples for
FasL,HLA-G, IDO, PDL-1, TGF-31, TGF-{32 and TGF-{33, respectively (Fig. 1).

3.2. FasL, HLA-G, IDO, PDL-1 and TGF-[31-3 mRNA expression in GBM cell
lines

For in vitro assays, we have generated 10 GBM primary cell lines,
and used U251 and US7MG cell lines. GBM cell lines as well as U251
and US7MG cell lines were characterised by their expression of
vimentin, an intermediate filament highly expressed in GBM cells
(Supplementary data, Fig. S1A), as well as by their lack of expression
of a neural marker Tujlll, and an oligodendrocytic marker 04 (data not
shown). All GBM cell lines also expressed at least one of the tumour
antigens IL13Ra2, EGFRvII ar gp100 that we previously reported on
GBM (Saikali et al., 2007) (Supplementary data, Fig. S1B).

We then used RT-PCR to test mRNA expression of FasL, HLA-G, IDO,
PDL-1 and TGF-[31-3 in GBM cell lines. Only 2 out of 10 GBM primary
cell lines express FasL with a weak expression level compared to the
positive control (Fig. 2A). In addition, [FN-y treatment was found to
reduce the FasL mRNA expression of the positive cell lines. Conse-
quently, this molecule was not studied further. HLA-G mRNA
expression is not observed on GBM cell lines. Its expression is induced
in only one out 10 GBM cell lines after IFN-y treatment (Fig. 2B). In
contrast, most GBM primary cell lines express IDO, PDL-1 and TGF-31-3
mRNA at the resting state (Fig. 2A) or after IFN-y stimulation ( Fig. 2B).

3.3. HLA class I, HLA-G and PDL-1 protein expression in GBM cell lines

Protein expression of HLA-G and PDL-1 was screened by flow
cytometry on both untreated and IFN-y-treated GBM cell lines. As
shown in Fig. 3, the expression of MHC class | molecules is increased
after IFN-y treatment, demonstrating the efficiency of this treatment.
In addition, expression of PDL-1 and HLA-G is observed in the positive
controls IFN-y-treated monocytes and the JEG-3 trophoblastic cell
line, respectively. However, none of the GBM cell lines express HLA-G
even after IFN-y stimulation. On the other hand, PDL-1 is expressed on
most GBM cell lines (9 out of 10), while IFN-y stimulation induces or
increases the expression of this protein in all cell lines (Fig. 3).

3.4. IDO protein expression and activity in GBM cell lines

The IDO protein expression was analysed by immunohistochem-
istry. Only a low proportion of untreated GBM cell lines express IDO
(around 25% on average), except GBM#4 (around 55%) (Fig. 4A,
Table 2), while the IDO expression increases in all GBEM cell lines
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Fig. 3. HLA class |, HLA-G and PDL-1 protein expression on GBM cell lines. Untreated
(shaded histograms) or [FN-vy-treated GBM cell lines, U251 and US7MG (open
histograms with thick lines) were stained with isotype controls (open histograms
with thin lines) or specific labelled antibodies against HLA dass [, HLA-G and PDL-1
maolecules, and then analysed by flow cytometry. JEG-3 cell line and IFN-y-treated
monocytes were used as positive controls for HLA-G and PDL-1 expression,
respectively. Values in the top-right corners (in bold for IFN-y-treated cells) indicate
the mean of specific fluorescence intensity of the protein expression determined in at
less three different experiments as described in Materials and methods section.

Table 2

1DO protein ex pression on GBM cell lines.
GBM cell lines Untreated IFN-y-treated
GBM #1 + +4-4
GBM #2 =i+ +HE
GBM #3 + +++
GBM #4 ++ +++
GBM #5 + +++
GBM #6 + +++
GBM #7 —/+ +4++
GBM #8 + +44
CBM #9 =¥ +¥++
GBM #10 =i+ 44
U251 =¥ s
USTMG —{+ 4+

Protein expression was analysed by immunochistochemistry on 10 GBM primary cell
lines, U251 and US7MG after staining with specific antibodies against IDO. Results are
expressed as percentage of positive tumour cells, as described in Materials and methods
section. —: negative; —/+: 1-25%; +: 26-50%; +-+: 51-75%; and +-++: 76-100% of
analysed cells.
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Fig. 4. IDO protein expression, IDO activity and TGF-32 secretion on GBM cell Jines. (A): Untreated or IFN-y-treated GBM cell lines were stained with specific anti-IDO antibodies and
analysed by immunohistochemistry as described in Materials and methods section. Sections of human placenta, as positive controls, were stained with an isotype control and anti-
DO antibodies. A representative primary cell line GBM#2 is shown. (B and C): Untreated ([ ) or IFN-y-treated (M) GBM cell lines, U251 and U87MG were cultured for 48 hin fresh
medium. Supernatants were then collected and analysed for IDO activity (B) and TGF-22 secretion (C). Levels of tryptophan and kynurenine were assessed by HPLC and IDO activity
was determined by the ratio kynurenine/tryptophan. Supernatants of untreated and IFN-vy-treated monocytes were used as controls (B). TGF-[2 secretion was performed by ELISA
after acidification of the supernatants (C). Results are representative of results obtained in three independent experiments.

treated by IFN-vy. Interestingly, the immunostaining intensity is lower
on untreated cells compared with IFN-y-treated cells (Fig. 4A).

The IDO activity in the supernatants of GBM cell lines was thereafter
obtained by determining the level of tryptophan and kynurenine, this
latter molecule being a degradation product of tryptophan. 1DO activity
is observed in halfof the untreated GBM primary cell lines tested, being
particularly high in GBM#4. IFN-y stimulation induces or increases IDO
activity in all the GBM cell lines (Fig. 4B).

3.5. TGF-[32 secretion by GBM cell lines

TGF-32 secretion is observed at various levels in the supernatants
of 9 out of 10 untreated GBM cell lines (Fig. 4C). Detection is observed

only after acidification of the supernatants, suggesting that the latent
form of TGF-32 is mainly produced by GBM cell lines. Unexpectedly,
IFN-y treatment significantly reduces the secretion of TGF-32.

3.6. Melan-A/HLA-A2-specific T cell recognition of Melan-A-loaded GBM
cell lines

To test the involvement of IDO, PDL1 and TGF-31-3 molecules in
the sensibility of GBM cell lines to the effectors functions of T cells, we
expanded antigen-specific T cell lines capable of recognizing GBM cell
lines. Despite several attempts, we were unable to expand the
IL13Ro2 (HLA-AZ-specific T cell lines as previously reported by Okano
et al. (2002). We therefore generated Melan-A/HLA-A2-specific T cell
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lines and tested them for Melan-A/HLA-A2 tetramer staining. As
shown in Fig. 5A, 80% of cells from T cell line cultures are CD8 + T cells
which bind to the Melan-A/HLA-A2 tetramer. In addition, T cells
secrete IFN-y when they are cultivated in the presence of Melan-A-
loaded T2 cells, which are used here as positive controls (Fig. 5B). To test
the recognition of GBM cell lines by these Melan-A/HLA-A2-specific
Tcelllines, GBM cells are unloaded or loaded with Melan-A peptides and
cultivated with the T cell lines. Melan-A/HLA-A2-specific T cells are able
to secrete [IFN-y when in the presence of Melan-A-loaded GBM primary

cells, but not in the presence of unloaded GBM cells. Interestingly, a
drastic reduction in T cell IFN-7y secretion is observed when Melan-A/
HLA-A2-specific T cells are cultivated in the presence of Melan-A-loaded
GBM cells pre-treated by IFN- (Fig. 5B). T cells lines were then used as
cytotoxic effectors against unloaded or Melan-A-loaded T2 cells and
GBM primary cells. As shown in Fig. 5C, Melan-A/HLA-A2-specific T cells
kill Melan-A-loaded T2 and GBM cells, but not unloaded cells. Again,
T cell cytotoxicity is reduced against Melan-A-loaded GBM cells when
they are pre-treated by IFN-+.
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Fig. 5. Role of IDO, PDL-1 and TGF-31-3 on IFN-y production and cell cytotoxicity of Melan-A/HLA-A2-specific T cells against Melan-A-loaded GBM cell lines. Melan-A/HLA-A2-
specific T cell lines were generated in vitro after co-culture with autologous dendritic cells loaded with Melan-A peptides. (A): Melan-A/HLA-A2-specific T cell lines obtained were
stained with Melan-A/HLA-A2 tetramers and anti-CD8 antibodies, and then analysed by flow cytometry. (B): Melan-A/HLA-A2-specific T cell lines were incubated with unloaded or

Melan-A-loaded HLA-A2 expressing T2 cells (used as controls) and untreated (

) or IFN-y-treated (M) GBM cell lines for 24 h. Supernatants were then collected and analysed for

IFN- production by ELISA. (C): Melan-A/HLA-A2-specific T cell lines were used as effectors in a4-hour cell cytotoxicity assay against *'Cr-labelled unloaded (M) or Melan-A-loaded
([1) T2 cells, untreated ([ |) and IFN-y-treated (M) GBM cell lines. Different effector:target (E:T) ratios were used and specific lysis was calculated as indicated in Materials and

methods section. Melan-A/HLA-A2-specific T cell lines were used as effectors in a 24-hour IFN-y production { D) and 4-hour cell cytotoxicity assays (E) in the presence or not (/) of

blocking antibodies against PDL-1 (m); TGF-31-3 (&) or in the presence of 1-methyl-tryptophan (M), an IDO inhibitor. Melan-A-loaded T2, untreated and IFN-y-treated GBM cell
lines were used as target cells. Results are representative of results obtained with three different Melan-A/HLA-A2 -specific T cell lines. (*) p<0.05.
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Fig. 6. Role of IDO on PHA-induced PBMC proliferation. PBMC were cultured for 3 days
with PHA and irradiated T2 cells (used as a control }, untreated or IFN-y-treated GBM
cell lines in the presence or not (I 1) of 1-methyl-tryptophan (M). *H-thymidine was
added 18 h before the end of the assay and cell incorporation of H-thymidine,
corresponding to the PBMC proliferation, was determined as described in Materials and
methods section. (*) p<0.05.

3.7. Role of IDO, PDL-1 and TGF-f31-3 on IFN-y release and cell
cytotoxicity of specific T cells

Melan-A/HLA-A2-specific T cells were used as effectors in IFN-y
secretion and cell cytotoxicity assays against GBM cells in the
presence of blocking antibodies against PDL-1 or TGF-j31-3 and in
the presence of 1-methyl-tryptophan, an inhibitor of the IDO enzyme.
These reagents have neither effect on IFN-y secretion nor cell
cytotoxicity functions of Melan-A/HLA-A2-specific T cells against T2
cells (Fig. 5D and E). By contrast, the presence of anti-PDL-1
antibodies increased the IFN-vy secretion of specific T cells in response
to untreated or IFN-y-pre-treated Melan-A-loaded GBM cells (Fig. 5D)
demonstrating the involvement of PDL-1 in the inhibition of T cell
IFN-vy secretion. On the other hand, the inhibitors of TGF-31-3 and IDO
had no effect on IFN-y secretion of specific T cells. None of the
inhibitors tested have any effect as regards the cell cytotoxicity
function, irrespective of whether the cytotoxicity assay lasted for 4 h
or 24 h (Fig. 5E and data not shown). Supernatants of untreated and
IFN-y-treated GBM cell lines were also tested for their ability to
inhibit IFN-y secretion of Melan-A-specific T cells in response to
Melan-A loaded T2 cells. Only a modest inhibition (around 25%) was
observed with untreated GBM supernatants but not with IFN-y-
treated GBM supernatants (Supplementary data, Fig. S2). Further-
more, this inhibition was abolished by anti-TGF-B1-3 antibodies (see
Supplementary data, Fig. S2).

3.8. Role of IDO on PHA-induced PBMC proliferation

IDO has been previously reported as being involved in the
inhibition of lymphocyte proliferation. We tested the lectin-induced
PBMC proliferation with GBM primary cell lines in the presence of the
IDO inhibitor, 1-methyl-tryptophan. As expected, lectin PHA induces
the proliferation of PBMC, and the presence of allogeneic T2 cells
enhances this effect (Fig. G). In contrast, the PHA-induced prolifera-
tion of PBMC is reduced in the presence of GBM cells. Remarkably, this
decrease is amplified when the GBM cells are pre-treated with IFN-y
(Fig. 6). The use of 1-methyl-tryptophan partially restores the
inhibition of PBMC proliferation, suggesting a direct anti-proliferating
role of IDO on PBMC.

3.9. IDO and PDL-1 mRNA and protein expressions in a series of 20 GBM
samples

To confirm the presence of IDO and PDL-1 molecules in vivo within
the tumour, 20 additional GBM samples were tested for mRNA
expression of IDO and PDL-1 by Q-PCR and were immunohistochemi-

cally stained with anti-PDL-1 and IDO antibodies. mRNA expression
was confirmed in 16 and 10 out of 20 CBM specimens for 1DO {80%)
and PDL-1 (50%) respectively (Fig. 7A). Immunohistochemical
expressions of PDL-1 and IDO were first confirmed in positive controls
i.e. urothelial carcinoma and placenta samples, respectively. All of 20
GBM samples express IDO but only 45% express PDL-1 (Fig. 7B,
Table 3). A correlation between mRNA and protein expression was
observed for PDL-1 but not for IDO (Fig. 7C).

4. Discussion

In this study, we analyse the expression of five immunoregulatory
molecules FasL, HLA-G, PDL-1, IDO and TGF-31-3 in human GBM.
Using GBM primary cell lines, we confirm the mRNA and protein
expression of PDL-1, IDO and TGF-32 molecules in most of the GBM
cell lines. Furthermore, functional studies highlight the role of PDL-1,
TGF431-3 and IDO in the inhibition of IFN-vy production by tumour-
specific T cells and lectin-induced lymphocyte proliferation, respec-
tively. None of these molecules are involved in the resistance of GBM
to tumour-specific T cell cytotoxicity.

IFN-vy is a pleiotropic cytokine that is generally undetectable
within the central nervous system. Nevertheless, in response to brain
infections or brain disorders such as multiple sclerosis, IFN-y is
produced locally in large amounts by reactive T cells, but also
activated astrocytes and microglial cells (Popko et al., 1997; Suzuki et
al, 2004). Due to the inflammatory context induced by cancer,
production of IFN-vy could be observed during tumoural processes in
patients suffering from GBM. In addition, it has been shown that brain
tumours and peritumoural regions express IFN-y mRNA (Nitta et al,,
1994). More recently, elevated IFN-y serum concentrations have been
reported in brain tumour patients compared to healthy donors
(Mkhoyan et al,, 2008 ). Considering these different points, we decided
to investigate the immunoregulatory properties of resting or IFN-y-
treated GBM cells.

FasL and HLA-G expression has been previously reported in both
GBM primary and immortalised cell lines as well as GBM specimens.
FasL mRNA expression has been described by RT-PCR method in 6 out
of 8 GBM immortalised cell lines and in 2 out of 6 primary tumours
(Gratas et al., 1997). The southern-blotting approach markedly
increased the detection of positive samples (Gratas et al., 1997). The
FasL protein was also present in most of the GBM specimens analysed
by western-blotting (4 out of 5) (Saas et al., 1997), and immunohis-
tochemistry (overall 58 out of 59) (Gratas et al., 1997; Saas et al,
1997; Strege et al., 2004). However, the expression level observed by
flow cytometry within GBM primary cell lines was always very low
(Saas et al., 1997; Chahlavi et al., 2005). Using genomic microarray
and conventional RT-PCR techniques, we only observe FasL mRNA
expression in 3 out of 20 GBM specimens and in 2 out of 10 GBM
primary cell lines. In addition, IFN-y treatment diminishes signifi-
cantly the FasL mRNA expression of the positive cell lines. For these
reasons, the FasL molecule was not analysed further in our study.

HIA-G mRNA expression has been previously described within
respectively 6 and 10 out 12 untreated and IFN-y-treated glioma
immortalised cell lines (Wiendl et al., 2002). In the present study,
none of the untreated GBM primary or immortalised cell lines express
HLA-G mRNA, while its expression is observed in only one of the IFN-
y-treated GBM primary cell lines tested. This discrepancy might be
due to the sensitivity of the methods used i.e. conventional RT-PCR in
our study as against northern-blotting in Wiendl et al. (2002).
Differences in cell lines origin might also be incriminated: GBM
primary cell lines versus glioma immortalised cell lines. In contrast to
the lack of HLA-G mRNA expression in our GBM primary cell lines, 12
out of 20 GBM specimens tested expressed HLA-G mRNA according to
our transcriptomic data. This could be due to the cell heterogeneity of
the entire tumour used, which not only includes tumour cells, but also
comprises a microenvironment compartment ie. other locally
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recruited or infiltrated cells. It is now well known that cells from
different origins can express HLA-G molecules (Amiot et al,, 1998).
Thus, we cannot rule out the possibility that these non-tumour cells
contribute alone to the HLA-G expression detected by our transcrip-
tomic microarray analysis. Using flow cytometry, we fail to detect any

HLA-G protein expression on the cell surface of the GBM primary cell
lines, as well as with U251 and U87 cells, even following treatment
with IFN-+. This is in agreement with the lack of HLA-G expression
reported by a wide variety of solid tumours and especially in brain
tumour specimens (Bainbridge et al., 2001; Davies et al., 2001).
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Table 3

IDO and PDL-1 protein expression on CBM specimens.
GBM samples 1DO staining PDL-1 staining
#1 ——— ++
#2 +++ ++4
#3 ++ i+
#4 FFiF ¥
#5 ++4+ —/+
#6 & =
#7 +++ —/+
#8 ++ —/+
#9 ++t —i+
#10 +++ <f5
#11 +++ —I+
#12 +44 +4+
#13 +44 ++t
#14 v ~i
#15 ++4 -
#16 e = fif
#17 +++ *
#18 et +
#19 ++ —i+
#20 4+ y

Protein expression was analysed by immunohistochemistry on 20 GBM samples after
staining of the tumour sections with specific antibodies against IDO and PDL-1. GBM
specimens are unrelated to specimens used to generate GBM primary cell lines. Results
are expressed as percentage of positive tumour cells as described in Materials and
methods section. —: negative; —/+: 1-25%; +:26-50%; ++: 51-75%; and +++: 76~
100% of analysed cells.

Therefore, HLA-G was not taken into consideration in further
functional assays.

Increased production of TGF-31-3 occurs in various tumour types
and correlates with tumour grade. (Bodmer et al,, 1989; Leitlein et al.,
2001; Pasche, 2001). TGF-32 has been considered to play a crucial role
in both malignant progression of glial tumours and immune
dysfunction in human GBM patients (Weller and Fontana, 1995).
Transcript and protein expression of TGF-31-3 has long been known
in malignant gliomas (Weller and Fontana, 1995). In glioma cell lines,
TGF-31-3 were mainly documented in their small and large latent
forms rather than their mature bioactive forms (Constam et al., 1992;
Olofsson et al,, 1992). In the present study, we show that all untreated
and IFN-y-treated GBM cell lines express TGF-32 transcripts.
However, various levels of TGF-{32 secretion are observed between
untreated GBM cell lines. This suggests that expression of TCF-32
protein is finely regulated at the post- transcriptional level. Notice-
ably, the IFN-y treatment decreases TGF-[32 secretion in all the GBM
cell lines analysed. In addition, TGF-{32 from culture supernatants of
GBM primary and immortalised cell lines can only be detected after
acidification. This suggests that TGF-{32 is mostly secreted in its latent
form. TGF-[31-3 has an important role in the regulation of anti-tumour
immune responses, including the maturation of dendritic cells
(Gorelik and Flavell, 2002) or the activation of T and NK cells (Thomas
and Massagué, 2005; Eisele et al., 2006). TGF-31 acts directly on CD8 T
cell cytotoxicity by inhibiting the expression of FasL perforin,
granzymes A/B and IFN-y genes (Thomas and Massagué, 2005). In
this study, using blocking antibodies against TGF-31-3, we fail to show
any effect of TGF-31-3 in regulating T cell cytotoxicity against GBM
primary cell lines. One plausible reason is that the latent or complex
form of TGF-p32, the predominant isoform of TGF-3 secreted by GBM
cells (Leitlein et al., 2001), might not be cleaved during the 4-hour
cytotoxicity assay, thus preventing its action on T cells. Indeed, the
TGF+31 effects on T cell cytotoxicity previously described in Thomas
and Massagué (2005) can be obtained by pre-treating T cells typically
for 24 h before the cytotoxicity assay. Alternatively, in contrast to TGF-
PB1, TGF432 might have no direct effect on T cell cytotoxicity. Using
Melan-A-loaded GBM cells as target cells, no inhibitory effect of TGF
(31-3 is observed on IFN-v secretion of Melan-A-specific T cells. In
contrast, supernatants of untreated GBM primary cell lines partially

inhibit the IFN-y secretion of specific T cells in response to Melan-A-
loaded T2 target cells (see Supplementary data, Fig. S2); and this
inhibition is completely reversed by anti-TGF-31-3 blocking anti-
bodies. This suggests that at least a fraction of TGF-31-3 is functional
in this model and can inhibit T cell IFN-y production. This discrepancy
in the effect of TGF-31-3 on T cell IFN-y secretion might be due to the
difference of concentration of TGF-[31-3 present in the two different
maodels tested: the GBM cell concentration was 20 fold higher in
experiments with supernatants. The mechanisms that regulate the
activation of TGF-31-3 are complex and not well fully understood.
Small and large latent forms of TGF+31-3 are converted toactive forms
of TGF-31-3 by proteases such as metalloproteases of the extracellular
matrix. Latent forms could also directly interact with cell surface
receptors that change their conformation and release the activated
TGF+431-3 in an autocrine or a paracrine manner (Taylor, 2009). One
could speculate that this phenomena is occurring in our IFN-y
secretion model.

In this work, we confirm the expression of IDO and PDL-1 in both
GBM primary cell lines and tumour specimens at the mRNA and
protein levels. PDL-1 expression was previously described in 12
untreated and IFN-y-treated glioma immortalised cell lines (Wintterle
etal., 2003); 6 out of 7 GBM primary cell lines { Wilmotte et al., 2005)
and in all of the 28 GBM specimens analysed (Wintterle et al., 2003;
Wilmotte et al., 2005). In this work, all untreated (except one ) and IFN-
vy-treated GBM cell lines express PDL-1 transcripts. However, variable
protein expression levels are shown in the different untreated GBM
cell lines. In addition, a correlation is observed in GBM specimens
between mRNA level evaluated by Q-PCR and protein expression
studied by immunohistochemistry. More than substantiating PDL-1
expression in about half of the GBM specimens, with various
proportions of positive tumour cells, this work highlights the
functional role of PDL-1. This is the first study demonstrating that
PDL-1 reduces IFN-y production by T cells, in a tumour antigen-
specific T cell model. This is in accordance with previous results
obtained using allogeneic CD4 and CD8 T cells (Wintterle et al., 2003)
and superantigen-reactive T cells (Wilmotte et al., 2005).

Expression of the enzyme IDO has previously been shown in
glioma immortalised cell lines (Grant and Kapoor, 2003; Miyazaki
et al, 2009) and GBM specimens (Uyttenhove et al., 2003). We
confirm mRNA and protein expression in both GBM primary cell lines
and tumour specimens. As shown with other cell types in previous
studies (Munn and Mellor, 2007; Corm et al. 2009); differences
between IDO mRNA, protein expression and 1DO activity are observed
in most of GBM cell lines. Using GBM specimens, a lack of correlation
is also observed between mRNA expression detected by Q-PCR and
protein expression detected by immunohistochemistry. This could be
due to the heterogeneity of the tumour samples, but could also reflect
the complex regulation of IDO gene, protein and enzymatic activity
that is still not fully elucidated. In agreement with previous results
obtained with immortalised GBM cell lines {Grant and Kapoor, 2003;
Miyazaki et al., 2009), we show that all the CBM cell lines treated with
IFN-vy exhibit an IDO activity. Interestingly, IDO activity is also
observed without any treatment in half of the cell lines. Moreover,
the present study originally highlights the IDO functional role in GEM.
Indeed, the IDO activity of GBM cell lines directly inhibits the lectin-
dependent proliferation of human lymphocytes. Similar results have
recently been described with ovarian cancer cells using an anti-CD3/
28-induced T cell proliferation assay (Qian et al., 2009).

Concerning the functional assays with tumour-specific T cells, we
first decided to use IL13Ra2 as a molecular target for GBM cells
because this antigen is frequently expressed in GBM samples (Saikali
et al, 2007). Indeed, we observed IL13Ra2 expression in all except
one GBM primary cell line. Unfortunately, despite several attempts,
we were unable to expand unmodified or modified IL13Ra2-specific T
cells as previously described in Okano et al. (2002) and Eguchi et al.
(2006). Even though we could confirm the presence of a small fraction
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(around 20%) of IL13Ra2-specific T cells at the third stimulation by
tetramer staining, all of T cells died subsequently to additional
stimulations (data not shown). Recently, Zhang et al. (2007) have
reported the expression of MART-1/Melan-A antigen in glioma
immortalised cell lines such as U251 and U887MC and pointed out
that the fact that Melan-A-specific T cell clones could recognize and
kill of these cells. In our laboratory, Melan-A-specific T cell lines were
generated and tested for IFN-vy production and cytotoxic activity in
response to HLA-A2-positive GBM primary and U251 cell lines.
Surprisingly, IFN-y production or cytotoxic responses occurred only
when target cells were loaded with Melan-A peptides, suggesting that
GBM cells do not efficiently present Melan-A peptides on their
surface. This suggests that GBM does not express MART-1 antigen.
Indeed, Zhang et al. (2007) have shown that only 4 out of 25 GBM
specimens express Melan-A mRNA by quantitative PCR and micro-
array analyses. Furthermore, in our laboratory, we failed to observe
the Melan-A expression in a series of 34 GBM samples by quantitative
RT-PCR (data not shown).

Using Melan-A-loaded GBM cell lines as target cells, we show that
Melan-A-specific T cell lines recognize these target cells and, in
response, produce IFN-vy and thus kill the cells. However, the pre-
treatment of GBM cells with IFN-y reduces markedly the IFN-vy
secretion and decreases the cytotoxicity activity of specific T cells,
whereas it increases the expression of HLA class | molecules, which
are the molecular targets for T cell recognition. We can speculate that
novel immunoregulatory molecules might be induced by IFN-y and
thus inhibit T cell functions. We demonstrate that PDL-1 is, at least in
part, involved in the inhibition of T cell IFN-y production. However,
none of the molecules PDL-1,1D0 and TGF431-3 have any direct role in
inhibiting the T cell cytotoxic function. ldentification of the molecules
involved in this process is currently under investigation in our
laboratory. In vivo, we should expect tumour resistance to T cell
mediated responses to be finely regulated in GBM patients. On the one
hand, tumour infiltrating T cells would locally produce IFN-vy that
could directly act on tumour cells by over-expressing molecules such
as HLA class | molecules, which would therefore increase the tumour
recognition by other T cells. On the other hand, IFN-y-exposed
tumour cells would up-regulate molecules such as PDL-1 and IDO that
inhibit T cell functions. As a result, tumour cells would adapt and
reinforce their resistance to T cell responses.

Immunotherapy is a promising new approach to cure GBM
patients (Yamanaka, 2008). It is noteworthy that patients treated
with dendritic cell vaccinations have demonstrated intra-tumour
infiltration of cytotoxic T cells (Yamanaka et al., 2003; Kikuchi et al.,
2004; Yu et al., 2004). However, as we show here, we should not
underestimate the immunosuppressive properties of the tumour,
which involve molecules such as PDL-1, IDO and TGF-p2. This
suggests that the immunotherapy approach has to be multimodal
and should combine activators of immune cell effectors and inhibitors
that counteract the immunosuppressive activities of the tumour.
Novel inhibitors of DO, PDL-1 and TGF-{32 have been recently
developed and are currently investigated in phase I/11 clinical trials.
The novel IDO enzyme inhibitor 1-MT has recently been used in a
phase | study in refractory solid malignancies (Soliman et al., 2009).
Both the safety and efficiency of this treatment have been demon-
strated, and future trials will combine 1-MT with other immunothera-
pies and chemotherapies in solid tumours. In addition, two antibodies
CT-011 and MDX-1106 against PD-1, that block its interaction with
the ligands PDL-1 and -2, have been recently developed and are
currently used in phase Il clinical trials in advanced hematological
malignancies (Berger et al., 2008), as well as refractory or relapsed
solid tumours of lung, kidney, colon skin and prostate (Brahmer et al.,
2009). In summary, it is hoped that the development of such
molecules will provide essential adjuvants that will improve the
efficiency of GBM patients' treatment by immunotherapy involving T
cell responses.
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Abstract

Background: Glioblastoma (GBM) is the most common and lethal primary brain tumor in adults. Several recent
transcriptomic studies in GBM have identified different signatures involving immune genes associated with GBM
pathology, overall survival (OS) or response to treatment.

Methods: In order to clarify the immune signatures found in GBM, we performed a co-expression network analysis
that grouped 791 immune-associated genes (IA genes) in large clusters using a combined dataset of 161 GBM
specimens from published databases. We next studied IA genes associated with patient survival using 3 different
statistical methods. We then developed a 6-IA gene risk predictor which stratified patients into two groups with
statistically significantly different survivals. We validated this risk predictor on two other Affymetrix data series, on a
local Agilent data series, and using RT-Q-PCR on a local series of GBM patients treated by standard chemo-radiation
therapy.

Results: The co-expression network analysis of the immune genes disclosed 6 powerful modules identifying innate
immune system and natural killer cells, myeloid cells and cytokine signatures. Two of these modules were
significantly enriched in genes associated with OS. We also found 108 IA genes linked to the immune system
significantly associated with OS in GBM patients. The 6-1A gene risk predictor successfully distinguished two groups
of GBM patients with significantly different survival (OS low risk: 22.3 months versus high risk: 7.3 months; p < 0.001).
Patients with significantly different OS could even be identified among those with known good prognosis
(methylated MGMT promoter-bearing tumor) using Agilent (OS 25 versus 8.1 months; p<0.01) and RT-PCR (OS 21.8
versus 13.9 months; p< 005) technologies. Interestingly, the 6-A gene risk could also distinguish proneural GBM
subtypes,

Conclusions: This study demonstrates the immune signatures found in previous GBM genomic analyses and
suggests the involvement of immune cells in GBM biology. The robust 6-A gene risk predictor should be helpful in
establishing prognosis in GBM patients, in particular in those with a proneural GBM subtype, and even in the
well-known good prognosis group of patients with methylated MGMT promoter-bearing tumors.
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Background

Glioblastoma multiforme (GBM) is the most common
and aggressive primary brain tumor in adults. Despite
recent advances in multimodal therapy, prognosis
remains limited [1]. Conventional treatment, generally
maximal safe surgical resection followed by combination
radiation and chemotherapy with temozolomide, fails to
prevent tumor recurrence,

Recently, molecular subtypes of brain tumors have been
characterized by microarray gene expression profiles [2-6].
These subgroups have been associated with significant dif-
ferences in tumor aggressiveness, progression, and/or
prognosis [7]. Gene expression analysis has been reported
as being more accurate than conventional histology [8,9].
Due to this greater accuracy, expression-based classifica-
tions offer an opportunity to improve molecular classifica-
tion of gliomas [6,7] and clinical diagnosis of glioblastomas
[2]. Such advances could be helpful in designing future
therapeutic trials [4,10].

Many arguments have supported a link between the im-
mune system and glioma pathogenesis. In several epide-
miologic studies, glioma incidence is inversely associated
with allergy history [11-13]. T-lymphocyte infiltration has
been reported in certain glioma patients and an elevated
number of intratumoral effector T cells has been recently
correlated with a better survival in GBM patients [14].

Interestingly, several transcriptomic studies using
microarray technologies have also reported an immune
signature in gene expression profiling of glioma
[8,10,15,16] and GBM [17-20]. A signature associated
with myeloid/macrophagic cells has been reported in
most of these studies [10,15,16,18,20], a finding consist-
ent with the known macrophage/microglia infiltration in
GBM [21-23]. More recently, transcriptomic studies in
glioma have revealed different signatures involving im-
mune genes associated with overall survival (OS)
[8,10,15,19]. Gravendeel et al. reported an immune re-
sponse signature associated with poor survival in glioma
(Cluster 23 — the M function category) [8]. Murat et al.
reported better outcome in patients with gene clusters
characterizing features of innate immune response and
macrophages (G24 cluster — 134 probes, among them
probes for CD11b and CDI163 genes) [19]. In contrast,
Irliev et al. found an immune module (M7 module) asso-
ciated with short survival that includes 449 genes,
among them T-cell markers (CD4, CD8) and myeloid
markers (MHC class II, TLR1 and TLR2) [15]. An NK
cell signature (G12 gene cluster including Fc gamma
receptors and DAP-12) has previously been reported in
one study with higher level expression in primary GBM
with shorter survival compared to low grade astrocyto-
mas and secondary GBM [10].

In order to clarify the possible role of immune
cells in GBM pathology and OS, we have performed
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a co-expression network analysis focusing on 791 genes
linked to the immune system. Using a meta-analysis ap-
proach and independent validation cohorts, we identified
an immune signature of GBM linked to innate immunity
involving myeloid and NK cells as well as a 6-immune
genes risk-model stratifying patients into two groups with
significantly different OS.

Methods

Immune-associated (IA) genes

Immune-associated genes were defined as genes anno-
tated with the ‘immune system process’ Gene Ontology
(GO) biological process term (GO:0002376) by the
AmiGO annotation tool (505 genes). Important immune-
associated genes not annotated with GO:0002376 in GO,
such as cytokines, cells markers and immunomodulation
genes (286 genes), were added to this GO genes list.
This IA genes list is composed of 791 genes (Figure 1)
(Additional file 1: Table S1).

Patients and datasets

For the survival analysis we used four publicly available
Affymetrix technology independent microarray datasets
(Figure 1) [2,5,7,24]. Moreover, a local cohort including 41
patients with newly diagnosed grade IV glioma admitted to
the neurosurgery department of Rennes and Angers
University Hospitals was analyzed using a different tech-
nology (Agilent). Eventually, a local cohort of 57 newly
diagnosed GBM patients, admitted to the neurosurgery de-
partment of Rennes University Hospital and homoge-
neously treated by surgery and radio-chemotherapy with
temozolomide like Stupp’s schedule, was analyzed by a re-
verse transcriptase quantitative polymerase chain reaction
(Q-PCR). All patients of the local cohort signed their
informed consent. All cohorts and patients characteristics
are detailed in Table 1.

The MGMT status of the local cohort was obtained by
pyrosequencing methylation assay with a threshold of
CpG methylation set to 29% [25,26]. Local tumor sub-
types were determined using the centroid-based classifi-
cation algorithm described by Verhaak et al. [7].

Weighted gene co-expression network analysis (WGCNA)

Signed weighted gene co-expression network analysis was
performed on the GSE13041 data set [24] (Figure 1 and
Table 1). A co-expression network was constructed on the
basis of the IA genes. For all possible pairs of the variable
genes, Pearson correlation coefficients were calculated
across all samples. The correlations matrix was raised to
the power 6, thus producing a weighted network. The
weighted network was transformed into a network of topo-
logical overlap (TO) — an advanced co-expression meas-
ure that considers not only the correlation of 2 genes with
each other, but also the extent of their shared correlations
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Immune-associated genes

791 genes fram Amigo terms (GO:0002376: 505 genes) and additional
genes related to cytokines, cell markers and immunomodulation (286 genes)

WGCNA analysis Survival Survival Tealesirit] GRhGrL
associated 1A gene 5 de Taytac, 2011
" !
6 modules IA genes risk model Affymetrix
i 115 patients
annotations «+— ar ions <Ssgmmp {08 genes @ G genes
Fitg - with Validation cohorts
Mgm_, survival in Methods: - Step-Cox Lee, 2008 Verhaak, 2010{ |~ Petalidis, 2008
<h ioiile Gash oS - Quartile 2 GSE 13041 § TCGA % GsE2727
- Z-score ‘g Affymetrix S Affymetrix S Atfymetrix
161 patients 173 patients 39 patients
Lee, 2008 de Tayrac, 2011 - = =
! GSE 13041 Ggsatggﬁgwmz -:Grv:HvTEIBLHlLB Z"é'ﬂ'?' status E
= Aﬂymel'rix g Affymetrix - GBM sublypes - GBM subtypes
161 patients 115 patients DR Local 2
Agilent £ AT-Q-PCR
& 41 patients & 57 patients
Association with Association with i e
GBM pathology GBM patient survival et T A

Figure 1 Analysis workflow. 791 IA genes were studied in three analyses: weighted gene co-expression network analysis (WGCNA) and
functional annotation were performad on the GSE13041 data set (blue box); 108 survival associated IA genes were found by 3 different methods
(Step-Cox, Quartile, Z-score) on de Tayrac dataset (middle green box); survival IA gene risk model was built on de Tayrac dataset and validated on
5 datasets: GSE 13041, TCGA, GSE2727, a local Agilent dataset, a local RT-Q- PCR dataset (right hand-side green box).

across the weighted network. Genes were hierarchically
clustered on the basis of their TO. Modules were identified
on the dendrogram using the Dynamic Tree Cut algorithm
[27]. Each gene’s connectivity was determined within its
module of residence by summing up the TOs of the gene
with all the other genes in the module. By definition, highly
connected (hub) genes display expression profiles highly
characteristic for their module of residence [28]. To define
a measure of prognostic significance, a univariate Cox pro-
portional hazards regression model was used to regress pa-
tient survival on the individual gene expression profiles.
The resulting p-values were used to define a measure of
prognostic significance. To obtain a condensed representa-
tive profile of each module, focus was placed on the top 20
hub genes in the module. Co-expression network analyses
were performed using the WGCNA R package. Survival
analyses were performed using the survival R package.

WGCNA modules functional annotation and enrichment

Functional annotation of the LA genes co-expression
modules was performed on the basis of the analysis of
their top 20 hub genes and survival associated genes in
each module. DAVID software (http://david.abce.nciferf.
gov/) was used to test each module for genome enrich-
ment in GO process terms, PIR superfamily, Panther or
Kegg pathways, InterPro or SwissProt keywords, and to

test 1A genes having an impact on overall survival
(Fisher's exact tests with Benjamini-Hochberg correction
for multiple testing).

IA genes associated with patient outcome

Molecular screening of IA genes was performed on 115
GBM patients included in a whole-genome Affymetrix
meta-analysis dataset described by de Tayrac et al. [2].
Association between expression levels and patient out-
come defined IA genes having an impact on overall sur-
vival (OS). Several survival analysis methods were used
to identify relevant associations: (i) a Cox-step method
[29], (ii) a differential analysis between the first and the
fourth quartile, (iii) a classical Cox analysis (Figure 1).
Adjusted p-values were calculated by controlling for the
false discovery rate with the Benjamini-Hochberg correc-
tion. Overall survival was estimated by the Kaplan Meier
method. Comparisons between survival groups were per-
formed by the log-rank test. Univariate cox analyses
were performed with gene expression data as a predictor
and overall survival in months as the response.

IA genes risk model

An optimal survival model was built on IA genes asso-
ciated with survival as described in de Tayrac et al [2].
Analyses were performed using survival, survivalROC and
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Table 1 Characteristic of patients and datasets
Name de Tayrac Lee Verhaak Petalidis Local 1 Local 2
Dataset origin GSE4271 GSE13041 TCGA Data GSE2727 CHU Rennes  CHU Rennes
GSE4412 Portal CHU Angers
Technology Affymetrix ~ Affymetrix  Affymetrix  Affymetrix Agilent Q-PCR
Number of samples 115 161 173 39 41 57
Gender Male M55 M:96 M:112 M29 M:21 M:31
Female F:50 F:65 F61 F10 F:20 F26
Age ly) median [min-max] 48 [18-82] 55 [22-86] 59 [14-87] 61 [22-74] 58 [33-80] 59 [36-78]
<50 65 59 56 14 10 10
>=50 50 102 117 25 31 47
KPS (%) median 90 [40-100] 80 [40-100] 80 [40-100]
=70 22 - 15 28
>70 58 - 23 29
NA 3
Treatment (surgical) biopsy 6 1 2
partial resection 8 17
total resection 161(a) 164 [{«] 26 38
NA 1 6
Treatment (adjuvant) RT 3
RT+CT like Stupp's schedule (b} (b) (c) 37 57
no reatment 1
MGMT status Methylated 86 42 - 24 27
Un-methylated 75 122 - 17 29
NA 1
IDH1 status Wild-type 167 - 39 39
Mutated 6 2 1
NA 17
Subtype Proneural 41 48 12
non-Proneural 120 125 29

@) 'resection mentioned alone with no other details.

- Excessively heterogeneous treatment. GBM de novo tumors with no prior treatment.

" Data not available.

rbsury R packages. These packages selected survival-
associated genes and estimated the regression coefficients
of the optimal survival model after adjustment on the
study factor. All analyses were stratified on the age.

Q-PCR procedures

Total RNA was isolated using Rneasy Plus Mini QIAGEN
kit from fresh-frozen glioblastoma samples. RNA integrity
was confirmed using the Agilent Bioanalyser (RNA 6000
NAno assay kit). cDNA synthesis was obtained by a High
capacity cDNA Reverse Transcription kit with Rnase inhibi-
tor (Applied biosystem™). Q-PCR reactions were done with
the 7900HT Fast Real-time PCR System using the Applied
bimystem@ Taqg Man FAM-labeled probes for ACVR2,
CD22, MNXI, ARGL, RPS19 and FGF2, and the three
housekeeping genes: TBP, HPRT1, GAPDH. Liver cells,
testis cells, B lymphocytes and U251 cells were used as

positive control. The relative amounts of the gene tran-
scripts were determined using the AACt method, as
described by the manufacturer.

Results

IA genes co-expression modules

WGCNA algorithm with the Lee dataset (GSE 13041) was
applied to explore transcriptional relationships between IA
genes and highlight consistent patterns of gene co-
expression [24]. The weighted gene co-expression network
constructed on the basis of the 1A genes revealed 6 mod-
ules, each of them containing coordinately expressed genes
potentially involved in shared cellular processes. To associ-
ate putative relevant processes and structures with the
observed gene co-expression, we analyzed the functional
enrichment of each module. For each module, the top five
hub IA genes and the first five genes associated with
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survival are provided in Figure 2. The modules’ annotations  within this module (Figure 2). The IA genes co-expression
were obtained with the top 20 hub IA genes associated with  modules were thus designated as followed: NK cells and in-
each module and all A genes associated with survival nate immunity (blue module), Cytokines and molecular

u—mmnm&mﬁ : _

CSF2RA 1 Cytokine activity GO_0004896  1,90E-09 3,50E-08

LILRBY 1,38E-14 Wmn G0_0019955 7,20E-08 2,50E-06
ICAM1 499E-14 signaling pathway PTHR BP00107 240E-07 440E-06
LILRAS 1,14E-13 Cell communication PTHR_BP00274 2.10E-06 250E-05

Cytokines. TNFRSF10C 2,00E-13

& MHC (Genes associated with survival -

class | NGFA 3,43E-06 N of peplide antigen GO_0048002  1,90E-09 3,50E-08
HLA-G 6,77E-03 Class | histocompatibility antigen ~ PIRSF_001990  720E-08 2,50E-06

MHC class |-rslatsd MHC ciass |

SBNO2 7,67E-03 antigen PTHR 16675 240E-07 440E-06
HLA-C 7,80E-03 MHG class Hike antigen recognition  IPR_O11161  2,10E-06 250E05
HLA-B 1,81E-02

Figure 2 Gene annotations of the GBM ce-expression medules. Annotations of the top 20 hub genes and survival associated genes in each
module were tested for genome envichment in Gene Ontology process terms (GO), PIR superfamily (PIRSF), Panther (PTHR) or KEGG (KPTHR)
pathways, InterPro (IPR) keywords or CGAP Sage tissue expression data (CSQ) using the DAVID program (http://david.abccncifef.gov/). p values

were calculated for gene association to the module (*) and module annotations (** for p and *** Benjamini p values).
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histocompatibility complex (MHC) class I (yellow module),
Myeloid cells (turquoise module), Cell signaling and lectin
(brown module), Cell activation and apoptosis (green mod-
ule) and Regulation of immune response (red module).

IA genes associated with survival
Interestingly, two co-expression modules were significantly
enriched in IA genes having an impact on overall survival:
NK cells and innate immunity signature module and the
Cytokines and MHC class 1 signature module (p < 0.01).
Three different methods were then applied to further
analyze the IA genes associated with survival using the de
Tayrac dataset. The step-Cox model identified 52 genes
associated with overall survival. The quartile model found
46 genes significantly differentially expressed between the
lowest survivors and the highest survivors. The classical
Cox method identified 28 genes associated with patient
outcome (Additional file 1: Table 52). The overlap between
the three methods is presented in Figure 3. In conclusion,
108 out of 791 IA genes were found to be associated with
GBM patient survival by at least one of the three different
statistical methods.

Risk-score model of IA genes as a GBM outcome
predictor

An optimal survival model was built on IA genes asso-
ciated with survival as described in de Tayrac et al. [2].
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The mathematical model included 6 genes: ACVR2A,
CD22, MNX1, ARG1, RPS19, FGF2 previously identified
as described above. This risk-score equation based
on the expression of these 6 genes can be written
(0.744 x CD22)+(2.109 x ACVR2A) + (0.860 x MNXI)
+(—1.328 x RPS19) + (-1.028 x FGF2) + (0.913 x ARG1).
A risk-score greater than or equal to the threshold of
0.30 signifies a high-risk patient with poor prognosis.
Prognosis power is positive with expression of 4 genes
(ACVR2A, CD22, MNX1, ARG1) and negative with ex-
pression of two others (RPS 19, FGF2).

The risk-model (threshold = 0.30) stratified the training
cohort (de Tayrac dataset) [2] into 2 groups with a sig-
nificant difference in OS (p=4.0E-13). The low-risk
(n=66) and high-risk (n=49) groups had a median OS
of 22.3 and 7.3 months, respectively. Stratification of the
validation cohort (GSE 2727 published by Petalidis et al.
[5]) led to a significant difference of OS (low risk group
(n=18): 12 months versus high risk group (n=21):
6 months; p=1.2E-4). The robustness of the 6-IA gene
risk-score equation was also checked by using 2 external
and publicly available studies performed on Affymetrix
technologies (Table 1). The predictor identified two
groups of patients with a significant difference in OS
using the GSE13041 cohort [24] (p<0.001) and the
TCGA cohort [7] (p <0.01). Median OS and number of
patients in each risk category are provided in Figure 4.

Step-Cox ACYR2A  IGSF6
ACVRZA 1GLLL AnG IKBKG
ARG 4 ’ 2R
cnz s 52 B pn
MNNL INHBA i b
ADAMDEC!  KIRZDLI e 2
ADIPOQ KIRZDLA sy ILSST
CSARI KIR3DL3 i
CCLIS LTB4R - LbB1
CCLIT MYST3 BMPRIA  MAP4K2
CCR10 NCFIB . MET
Do NCKL , BRL s
CDIE NOS2A Quartile | cigpr oy
CDs9 PML PG
CDKN2A POUF2 6 CAESh S e
CLEC10A PPARG CARTPT o
CTSG PICRA st
CXCLIl SIPRA CELIT  RPSI4
CXCR4 SERPINB4 cp7 SCYEL
DHRS2 TMISF4 ol TAPEP
FYN TPDS2 TCFBI
GPRIS TRIM10 CDT9B  TNFRSF2S
HDACY TUBB32C 28 CRHR1  TNFRSF6B
HCF ULRP2 INFSF1Y
HSPOOAAL VEGFC c EDNRE
1COSLG VICNL X o
‘ ERAP1  ULBP2
IGHDAGHGL -
ACVEIA CCBPY  CX3CLI FGFR2 PDGFC Fecrim ¢ ZEB1
(P CFP CX3CRI FOXO3 RELA ot
MNXI CHITI CXADR ILIR  SMAD3 —
PGF2 CSP1 EDNRB  JL2IR  TNFSFI2/13
: g pepion HMGE1
BCLIIA CSFIR  px0SCo .
BINK CSFIRA pegrr 00
Figure 3 Venn diagram of IA genes associated with survival in the statistical methods. 108 survival associated |A genes were found by 3
different methods (Step-Cox, Quartile, Z-score) on de Tayrac dataset. The 6 genes of |A risk model were written in red.
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The performance of the 6-1A gene risk model was fur-
ther tested on a local cohort of 41 patients using Agilent
expression microarrays. Low-risk patients had a signifi-
cantly better survival than high-risk patients (median OS
of 19.3 months versus 9.3 months respectively; p<0.01;
Figure 4C). Eventually, reverse transcription Q-PCR
based expression measurement of the 6-IA gene risk
model genes was performed on a local cohort of 57
patients treated homogenously. Low-risk patients had
also a significantly better survival than high-risk patients
(median OS of 18.5 months versus 13.9 months respect-
ively; p < 0.05; Figure 4D).

IA genes risk-score model and MGMT methylation status
In univariate Cox analysis using the de Tayrac dataset,
the only factors associated with survival were the

MGMT promoter methylation status and the 6-IA gene
risk category. Sex, histology, age and KPS were not sta-
tistically associated with patient outcome. In multivariate
analysis, the MGMT promoter methylation status and
the 6-1A gene risk category were still significant (p = 0.02
and p =0.01, respectively). Difference of survival defined
by the 6-1A gene risk remained significant when consid-
ering patients bearing tumors with methylated MGMT
promoters (25 versus 8.1 months, n=8 and 16 respect-
ively, p <0.01; Figure 5C), as in the Lee dataset (21.2 ver-
sus 13.1 months, p<0;05, Figure 5A). In the Q-PCR
cohort, the MGMT status and the 6-IA gene risk cat-
egory were also significantly associated with OS of GBEM
patients, in both univariate and multivariate analysis
(p=0.045 and p=0.036, respectively). Nineteen patients
with low risk had a median survival of 21.8 months
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Figure 5 Survival according to 6-IA risk in patients bearing tumor with methylated MGMT promoter. Kaplan-Meier curves show 05 of
patients bearing tumors with methylated MGMT promaters after subdivision into HR (black) and LR (grey) groups. The median OS was higher in
LR than in HR patients from GSE13041 dataser (A), TCGA dataset (B), Agilent local cohort (C) and RT-Q-PCR local cohort (D).

versus 13.9 months in three patients with high risk. Al-
though the number of high-risk patients is low, the dif-
ference remains significant (p<0.05; Figure 5D). No
significant difference in survival could be found among
patients bearing tumors with methylated MGMT pro-
moters only in the TCGA cohort (Figure 5B). This might
be explained by insufficient statistical power, especially
since a significant difference was found in the 122
unmethylated MGMT promoter tumors from the TCGA
cohort (data not shown).

IA genes risk-score model and GBM subtypes

The 6-IA gene risk predictor was also applied to a local
cohort and to the cohorts described by Lee and Verhaalk
[7,24] taking into account the recent GBM classification
published by Phillips and Verhaak [6,7]. As only the pro-
neural subtype is associated to survival [24], GBM

J

specimens were divided into two sub-groups: proneural
(25% in GSE13041, 38% in TCGA, 29% in the local co-
hort) and non proneural (Table 1). The 6-1A gene risk
predictor classed the patients with proneural GBM into
two groups exhibiting significant OS difference: 11.9 ver-
sus 28.7 months (p<0.01; [24]); 11.3 versus 3.4 months
(p=<0.05, [7]); 24.8 versus 4.7 months (p<0.02; in our
local cohort) (Figure 6 A-C). Conversely, no difference
was observed in the non proneural group of GBM
(Figure 6 D-F).

Discussion

In this study, we were able to link IA genes expression
pattern with GBM biology and patient survival. Indeed,
our co-expression network analysis highlighted clusters
of IA genes and revealed related immune signatures
marking innate immunity, NK and myeloid cells and
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Figure 6 Survival according to 6-A risk in patients bearing proneural and non proneural GBM. Kaplan-Meier curves show O5 after
subdivision into high (black) and low (LR grey) risk-score groups. The median O5 was higher in LR than in HR patients bearing proneural GBM
from GSE13041 dataset (A), TCGA dataset (B), Agilent local cohort (C). No significant difference was observed in patients with non proneural GBM
from the three datasets (D-F).

cytokines/MHC class I molecules profiles. Furthermore,
108 IA genes were associated with OS. Among these, 6
IA genes were included in a weighted multigene risk
model that can predict outcome in GBM patients.
Several studies have previously reported an immune
signature in GBM [8,10,15-17,19,20,30]. A signature
associated with myeloid/macrophagic cells was reported
in most of these [10,15,16,18,20], We also found such a
signature linked to one co-expression module for which
annotation enrichment found monocytes, leukocyte acti-
vation and macrophage-mediated immunity. The well
known macrophage/microglia infiltration in GBM can
account for up to one-third of cells in some GBM speci-
mens [21-23]. Unlike Ivliev et al. [15], we were unable to
identify a T-cell signature in our analysis. Nevertheless,
the association of two gene modules with GBM patient
survival suggests that innate immunity including NK cell

functions and cytokines/CMH class 1 profiles might
affect outcome in GBM patients. A NK cell signature
has previously been reported in one study in primary
GBM [10]. NK cell infiltration was described earlier in
glioma [31] but was not confirmed by others [32]. It is
noteworthy that in murine glioma models, various vac-
cines strategies using CCL2 [33], CpG [34], ILI12-
expressing stroma cells [35] or IL23-expressing dendritic
cells [36], induced an increased recruitment of NK cells
at the tumor site, associated with better overall survival.

Most of chemokines present in the cytokines/MHC class
I module are involved in recruiting T cells, monocytes/
macrophages and neutrophils: eg. CX3CRI/CX3CLI,
CXCLY and CXCR2 genes. In addition, most of the cyto-
kines found such as MIF, IL5, IL12A and ILI16 genes are
known to regulate macrophages/monocytes, eosinophils,
NK and T cells. Lohr has also reported that intratumoral
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infiltration of effector T cells is associated with a better sur-
vival in GBM [14]. In total, one could speculate that these
two modules associated with overall survival reflect the re-
cruitment and activation of immune cells such as NK cell,
T cell, macrophages/monocytes, or neutrophils that would
interfere with GBM patients’ survival. Interestingly, several
clinical trials using dendritic cells have reported that the
presence of T cells and neutrophils at the tumor site is asso-
ciated with longer survival of the vaccinated patients [37].
Recently, Ducray et al. reported that infiltration of both
CD3+ T cells and CD68+ macrophages was observed more
frequently in GBM responders than in non-responders to
radiotherapy [17]. However, in the present study, we did
not find any association between key regulators of the T cell
biology such as GATA3, TBX21 (TBET), and RORC (ROR-
gamma-t) with patients' survival (data not shown). The
small amount of these infiltrating cells is usually reported
in the GBM specimens and might have impaired the identi-
fication of such genes by a transcriptomic approach.

In addition to the co-expression network analysis, we
have found 108 IA genes directly associated with OS in
GBM patient using three different statistical methods.
These genes are known to be involved in the biology of B
cells (Le. immunoglobulins, BLNK, CD19, CD20 and CD22
genes), T cells (ie. CDIE, PTCRA, €CD247), NK cells (ie.
KIR2DL1, KIR2DL4 and KIR3DL3 genes), and myeloid
cells including monocytes/macrophages (i.e. ADAMDECI,
CD8Y/FCAR, CD64/FCGRIB and FCGRIC genes) and
neutrophils (iLe. CD89, and NCFIB genes). Surprisingly,
other important genes expressed by glioma-infiltrating
microglia/macrophages, such as CD163 and AIF1 (IBA1),
were not significantly associated with patients’ survival
(data not shown). Komohara et al. have recently reported
that the presence of CD163+ CD204+ M2-type macro-
phagic cells correlates with glioma grading and survival
using an immunohistochemistry approach [38]. This dis-
crepancy between our results and the Komohara et al.
study could be explained by the fact that we used different
technical approaches to detect these markers: at the
mRNA level in our genomic study and at the protein level
in [38]. Others genes of chemokines and cytokines have
been also found such as CCL15, CCLI7 ILIB and ILS
genes. Finally, some genes are known to be involved in the
modulation/suppression of the immune response such as
APRIL, ARG1, CD70, B7-H4, ICOSLG, NOS24, TGFBI
and TWEAK genes.

Finally, we have developed a 6-1A-gene risk predictor
of OS in GBM patients. The genes have been selected
for an optimal survival model built on IA genes asso-
ciated with survival as described in de Tayrac et al. [2].
This 6-IA gene risk is able to discriminate patients
treated by chemo-radiation therapy into two distinct
groups with significantly different survivals. These
genes ACVR2A, ARGI, CD22, FGF2, MNX1 and RPS19
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were present in all but one of the co-expression mod-
ules. The ‘regulation of immune response’ module,
which contains no gene retained in the 6-1A-gene risk
predictor, is the only one that does not include
survival-associated genes. ACVR2A, CD22 and MNX1
genes were found to be associated with GBM patient
survival in the three different statistical methods. Intri-
guingly, these 6 IA genes are not specific markers for
known immune cell subpopulations. They are involved
in the activation or the inhibition of the immune sys-
tem. As a result, they impact positively or negatively
on the risk predictor. For example, the expression of
ARG], a gene involved in immunosuppression, contri-
butes positively to the 6-1A-gene risk index and there-
fore decreases the patient’s probability of survival
Although these genes are known in other cancers, they
have not been described in GBM. ACVR2A is a recep-
tor for activin-A and controls cell proliferation [39], for
example proliferation of prostate cancer cells [40].
Mutations of ACVR2A are commonly found in un-
stable colonic cancers [41], and interestingly, infiltra-
tion of CD3 T cells is associated with mutated
ACVR2A genes [42]. ARG1 for arginase-1 is a cytosolic
enzyme that hydrolyses arginine to urea and ornithine
[43]. ARG1 has recently been involved in immunosup-
pressive mechanisms by reducing T-cell activation [44].
CD22 cannot be considered only to be a B cell receptor
that mediates cell adhesion and signaling [45,46] since
Mott et al. report that neurons can secrete this mol-
ecule [47]. Neuronal secretion of CD22 inhibits micro-
glia activation via interaction with CD45 [47]. FGF2 for
fibroblast growth factor-2 stimulates GBM growth [48].
Nevertheless, the high molecular weight FGF2 isoform
inhibits glioma proliferation [49] and explains the radi-
ation therapy resistance pathway [50]. Interestingly,
plasma levels of FGF are higher in GBM patients com-
pared to control [51]. MNXI gene is involved in a
congenital malformation, the Currarino syndrome
(congenital malformation) [52] and also previously
reported in CD34+ cells, B cells and B lymphoid tissues
[53]. MNX1 function in immune cells and GBM biol-
ogy has not been demonstrated yet but it has recently
been described as a transcriptional factor implicated in
the development of both solid and hematological can-
cers [54]. RPS19 is a subunit of 40S ribosome involved
in pre-tRNA processing but also has extra-ribosomal
functions. Indeed, RPS19 can act as a chemokine that
regulates macrophage migration inhibitory factor (MIF)
negatively [55]. Moreover, RPS19 can interact with
FGF2 to drive differentiation or proliferation pathways
of various cell types [56]. Only one statistical method,
the quartile method, found this gene significantly
(Figure 3), but the co-expression module found it to be
significantly associated with OS (Figure 2).

290



Vauléon et al. BMC Medical Genomics 2012, 5:41
httpy//www biomedcentral.com/1755-8794/5/41

To validate the strength of our 6-1A-gene risk predictor,
expression of these genes was tested in a local cohort
using RT Q-PCR. This technique has at least two advan-
tages, it is used routinely in most laboratories and is rela-
tively inexpensive compared with genomic microarray
technologies. The test cohort was small (57 GBM speci-
mens) but homogeneous in terms of treatment: combined
surgery and chemo-radiation therapy [1]. In addition, the
MGMT methylation status, which is the best predictor of
response to the current combination treatment, was
determined for all GBM specimens, Applied to this small
cohort, 6-1A-gene risk predictor was even able to discrim-
inate significantly between patients with high and low risk
in the good prognosis group, defined by methylation of
the MGMT promoter.

Recent advances in glioma classification have been
achieved using genomic analysis. It is now accepted that
GBM can be categorized in four subtypes defined as
proneural, neural, mesenchymal, and classical groups
[6,7,24]. The clinical outcome of the patients is different
according to the GBM subtype. For instance, patients
with proneural subtype live longer and the standard
treatment does not increase their overall survival [6,7].
In contrast, overall survival of patients with classical or
mesenchymal subtype is significantly increased with the
standard treatment. Interestingly, we have shown that
our 6-1A-gene risk predictor was powerful in GBM pro-
neural subtype but not in others subtypes. GBEM pro-
neural is an atypical GBM subtype which is associated
with vounger age, PDGFRA gene amplification, IDHI
mutations, TP53 mutations [7]. Due to the fact that
these patients with proneural GBM have longer survival,
one could speculate that the anti-tumor immune re-
sponse could have more time to occur and slow down
the tumor progression in some of these patients with a
particular immune profile, revealed by our 6-Al-gene
risk predictor.

Conclusions

In conclusion, we have demonstrated that GBM are
characterized by an immune signature which could re-
flect the infiltration and activation of immune cells or
the immunosuppression mechanisms developed by the
tumor itself. Several IA genes were found to be asso-
ciated with clinical outcome of GBM patients, allowing
us to describe a 6-IA-gene risk predictor. This risk
model can discriminate between patients with different
outcomes, even within the good prognosis group based
on MGMT status and within the proneural GBM sub-
type group. Further studies are needed to understand
how these IA genes are involved in the control of GBM
progression. Overall, this study highlights the important
role of the immune system in the battle against the
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tumor and suggests new strategies for further develop-
ment of immunotherapy for GBM patients.
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