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Abréviations 

ABC : ATP-binding cassette transporter 

bFGF : basic fibroblast growth factor 

BSA : albumine de sérum bovin 

CA : anhydrase carbonique 

CDKN2A : cyclin-dependent kinase inhibitor 2A 

CHK1/2 : checkpoint kinase 1/2 

CMC : carboxyméthycellulose 

CSC : cellule souche cancéreuse 

CSG : cellule souche cancéreuse de glioblastome 

CTLA-4 : cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 

DAB : 3,3'-diaminobenzidine 

DAPI : 4',6'-diamidino-2-phénylindole 

DDPM : 4,4'-dihydroxydiphenyl-2-pyridyl-methane 

EdU : éthynyl desoxyuridine 

EGFR : epidermal growth factor receptor 

FACS : fluorescence-activated cell sorting 

FBS : sérum de veau fœtal 

FDA : Agence américaine des produits alimentaires et médicamenteux 

FGFR : fibroblast growth factor receptor 



 

 

G-CIMP : glioma-CpG island methylator phenotype 

GFAP : glial fibrillary acid protein 

GLUT1/3 : glucose transporter type 1/3 

HIF : hypoxia-inducible factor 

HREs : hypoxia-responsive elements 

IDH1 : isocitrate déshydrogénase 1 

LDHA : lactate déshydrogénase A 

MAPKs : mitogen activated protein kinases 

MCTs : monocarboxylate transporters 

MET : microscopie électronique de transmission 

MGMT : O6-méthylguaninie-ADN méthyltransférase 

MMP : matrix metalloproteinase, métalloprotéase matricielle 

mTOR : mechanistic/mammalian target of rapamycin 

NBC : Na+/HCO− co-transporter 

NF-kB : nuclear factor-kappa b 

NHE1 : Na+/H+ exchanger 1 

OLIG2 : oligodendrocyte transcription factor 2 

OSR1 : oxidative stress-responsive kinase 1 

PBS : phosphate buffered saline, tampon phosphate salin 

PD-1 : programmed cell death 1 

PDGFRA : platelet-derived growth factor receptor, alpha polypeptide 

PDH : pyruvate déshydrogénase 



 

 

PFA : paraformaldéhyde 

PHD : prolyl hydroxylases-domain protein 

PI3K : phosphoinositide 3-kinase 

PTEN : phosphatase and tensin homolog 

RB : protéine du rétinoblastome 

RIN : RNA Integrity Number 

ROS : reactive oxygen species, dérivés réactifs de l'oxygène 

RTK : receptor tyrosine kinase 

SDF-1 : stromal cell-derived factor 1 

SHH : sonic hedgehog 

SPAK : SPS1-related proline/alanine-rich kinase 

TCGA : The Cancer Genome Atlas 

TERT : telomerase reverse transcriptase 

TGF-� : transforming growth factor-beta 

TMZ : témozolomide 

TNF : tumor necrosis factor 

TUNEL : terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling 

VEGF : vascular endothelial growth factor 

WNK1 : with no lysine (K) kinase-1 
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1. Introduction 

1.1. Glioblastomes 

1.1.1. Gliomes et glioblastomes 

Les gliomes sont des tumeurs d’origine gliale. Ils représentent 28% des 

tumeurs primaires et 80% des tumeurs malignes du cerveau et du système nerveux 

central [1]. 

Selon leurs caractéristiques histologiques et leur degré de malignité, les 

gliomes sont classés en 4 grades par l’OMS [2]. 

Les gliomes de grade I sont considérés comme des tumeurs bénignes. La 

résection chirurgicale est curative. Les gliomes de grade II sont souvent désignés 

« bas-grade ». Les patients atteints de gliomes de grade II nécessitent une 

surveillance par l’IRM pour la récurrence de la tumeur. Les gliomes malins sont les 

gliomes de grade III et de grade IV. Les gliomes de grade III sont caractérisés par 

des atypies nucléaires et une activité mitotique importante. Ils peuvent progresser 

vers des gliomes de grade IV. Les glioblastomes sont des gliomes de grade IV qui 

correspondent à la forme la plus maligne de gliome. Ils sont caractérisés par une 

activité mitotique importante, la prolifération microvasculaire et la nécrose. 

Les glioblastomes représentent 54,7% des gliomes (Figure 1) et 45,6% (la 

forme la plus fréquente) de toutes les tumeurs primaires malignes du cerveau. 



 

 4

 

Figure 1. Distribution des gliomes du cerveau et du CNS par sous-types 

histologiques. D’après le rapport du CBTRUS (Central Brain Tumor Registry of the United 

States), 2007-2011 [1]. 

Cependant, cette classification des gliomes basée sur leurs profils 

histopathologiques et leur grade n’est pas satisfaisante car il existe une 

discordance inter-observateurs conduisant à un manque de reproductibilité.  

En 2010, les GBM des patients adultes ont été classés par Verhaak et coll. et 

le consortium TCGA (The Cancer Genome Atlas) sur la base de leurs signatures 

transcriptomiques en 4 classes : Proneural, Neural, Mésenchymateux et Classique 

[3]. En 2012, Sturm et coll. [4] montrèrent que la classification précédente pouvait 

être affinée en prenant en compte les profils épigénétiques et définissaient 6 

sous-groupes biologiques de GBM incluant les GBM pédiatriques et adultes. Ces 6 

groupes sont corrélés avec le statut mutationnel, les aberrations dans le nombre de 

copies d’ADN (CNAs), les signatures transcriptomiques et les 6 clusters de 

méthylation trouvés par les auteurs. Ces 6 sous-groupes sont notés : « IDH », 

« K27 », « G34 », « RTK I (PDGFRA) », « Mésenchymateux » et « RTK II 

(Classic) ». Le groupe IDH présente des mutations du gène codant l’isocitrate 

déshydrogénase (IDH1 plus particulièrement) et une hypermétylation globale. Le 

groupe G34 présente une substitution d’acides aminés dans l’histone H3 (variant 
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H3.3 codé par le gène H3F3A) et correspond à des tumeurs présentant une 

hypométhylation globale, mais particulièrement prononcée dans les régions 

sub-télomériques. Cette mutation caractérise plus particulièrement le jeune adulte, 

alors que le mutation K27 de l’histone H3 est caractéristique des GBM pédiatriques. 

Les tumeurs du groupe RTK I présente généralement une amplification de 

PDGFRA alors que dans le groupe RTK II on observe avec une fréquence élevée 

l’amplification de l’ensemble du chromosome 7, la perte totale du chromosome 10, 

la délétion homozygote de CDKN2A et l’amplification de EGFR. Le groupe 

mésenchymateux a un profil de méthylation se rapprochant de celui du tissu sain, 

ne présente pas les CNAs caractéristiques des GBMs, rencontrés dans les GBM, 

présente généralement moins de variations dans le nombre de copies et pas de 

mutations caractéristiques. En prenant en compte les signatures transcriptomiques 

des 6 sous-groupes définis dans cette étude, un rapprochement a pu être établi 

avec les 4 sous-groupes définis par Verhaak et coll. [3].Les sous-groupes IDH, K27 

et RTK I ont des profils transcriptomiques se rapprochant du groupe « Neural », 

RTK II se rapproche du groupe « Classique », G32 à un profil mixte. Les tumeurs 

avec des signatures transcriptomiques de type « Mésenchymateux » se retrouvent 

majoritairement dans un seul sous-groupe de méthylation et constituent dans cette 

étude de Sturm et coll. le sous groupe « Mésenchymateux ». 

Des études récentes suggèrent qu’il est possible de classer les différentes 

formes de gliomes selon leurs profils moléculaires et que cette classification 

moléculaire est plus performante que la classification histopathologique pour 

capturer les caractéristiques biologiques des gliomes. 

Une étude publiée en 2015 [5] montre que les gliomes diffus de grade II, III et 

IV peuvent être classés en 5 groupes moléculaires en fonction de leurs profils pour 

3 altérations moléculaires à savoir la co-délétion chromosomique 1p/19q, des 

mutations dans IDH1/2 (isocitrate dehydrogenase1/2) et des mutations dans le 

promoteur de TERT (telomerase reverse transcriptase). Ces 3 altérations ont été 

retenues en raison de leur apparition précoce dans le développement des gliomes, 

leur prévalence dans les gliomes ou leur forte association à la survie globale des 

patients. La co-délétion 1p/19q est associée à une histologie de type 

oligodendroglial et à une sensibilité aux agents alkylants. Les mutations dans 

IDH1/2 ne sont pas associées à un groupe histopathologique particulier, mais 

conduisent à des altérations métaboliques. Les mutations dans le promoteur de 

TERT induisent une augmentation de l’activité télomérasique cellulaire et une 
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augmentation de la longueur des télomères. 

En considérant ces 3 altérations moléculaires, les gliomes ont été classés en 5 

groupes : 

- groupe des « triple-positifs » (présence de toutes les 3 altérations),  

- groupe des « triple-négatifs », 

- groupe avec des mutations dans TERT et IDH, 

- groupe avec des mutations dans IDH, 

- groupe avec des mutations dans le promoteur de TERT. 

Ces groupes moléculaires peuvent être associés de manière pertinente à l’âge 

du patient au moment du diagnostic, à la survie, à des profils de mutations 

génétiques acquises ainsi qu’à des variants génétiques. 

Les groupes « triple négatif » et « mutations dans TERT » couvrent 97% des 

gliomes analysés. 

Parmi les 472 gliomes de grade IV analysés, moins de 1% étaient « triple 

positifs », 2% présentaient des mutations dans TERT et IDH, 7% uniquement des 

mutations IDH, 17% étaient « triple-négatifs » et 74% avaient uniquement des 

mutations dans le promoteur de TERT. De plus, la mutation TERT uniquement est 

corrélée avec l’âge moyen de diagnostic le plus élevé (59 ans), alors que la 

mutation IDH uniquement est corrélée à l’âge moyen de diagnostic le plus faible (37 

ans). 

Dans une autre étude similaire [6], les gliomes diffus de grade II et grade III 

sont classés en 3 groupes moléculaires : mutations dans IDH plus co-délétion 

chromosomique 1p/19q, mutation dans IDH sans co-délétion 1p/19q, IDH intact. 

L’ensemble des études montre que les caractéristiques cliniques des tumeurs 

sont mieux prédites par la classification moléculaire que par la classification 

traditionnelle d’histopathologie. L’utilisation de ces tests devraient permettre de 

mieux définir les caractéristiques des tumeurs, leur localisation intracérébrale et/ou 

leur caractère infiltrant et par conséquent les protocoles thérapeutiques. La 

classification pourrait probablement encore être affinée par utilisation d’autres 

altérations et notamment celles présentes dans ATRX, TP53, EGFR, ou PTEN. 

Toutes ces classifications ont pour but de mieux caractériser les tumeurs et 

permettre une stratification des patients afin d’améliorer les thérapies. La 
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classification récente de Eckel-Passow et coll. [5] repose sur 3 cibles majeures 

laissant envisager des tests cliniques plus facilement transposables en clinique. 

Les classifications de Verhaak et coll. en 2010 [3] et Sturm et coll. en 2012 [4] 

nécessitent l’étude de signatures transcriptomiques et des profils de méthylation, 

respectivement. Dans les années à venir il sera également nécessaire de 

s’intéresser plus spécifiquement aux caractéristiques des cellules souches 

cancéreuses présentes dans les tumeurs, connues pour leur rôle dans 

l’alimentation et l’entretien de ces dernières, pour affiner la classification des GBM 

et trouver des agents thérapeutiques plus efficaces.  

1.1.2. Taux d’incidence et pronostic 

Le taux d’incidence des glioblastomes est de 3,19 nouveaux cas par an par 

100 000 habitants aux Etats-Unis (3,79 en France [7]). Les glioblastomes sont plus 

fréquents chez les personnes âgées. L’âge médian lors du diagnostic est 64 ans. 

Le taux d’incidence est plus élevé chez les hommes que chez les femmes (3,98 vs 

2,52). 

Malgré leur taux d’incidence relativement faible, le pronostic des glioblastomes 

est très mauvais. Avec le traitement standard (protocole de Stupp, présenté dans la 

section 1.1.6.2), la médiane de survie est de 14,6 mois [8]. Le taux de survie est de 

36,5% à 1 an et de 5,0% à 5 ans [1]. Ce mauvais pronostic est dû à une récidive 

des tumeurs rapide après le traitement. La médiane de survie sans progression est 

de 6,9 mois [8]. 

1.1.3. Glioblastomes primaires et secondaires 

Les glioblastomes peuvent être divisés en deux sous-types principaux : les 

glioblastomes primaires ou de novo et les glioblastomes secondaires, qui se 

développent progressivement à partir des astrocytomes de bas grade ou des 

astrocytomes anaplasiques (grade 3). 

Les glioblastomes primaires sont beaucoup plus fréquents (95% de cas) que 

les glioblastomes secondaires [9, 10]. Les glioblastomes secondaires sont 

observés chez des patients plus jeunes (âge médiane : 45 ans) que les 

glioblastomes primaires (âge médiane : 64 ans). Morphologiquement les deux 

sous-types de glioblastome sont indiscernables et répondent au traitement 

standard de manière similaire. Mais au point de vue moléculaire, leur différence 
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génétique suggère une différence d’étiologie. Les glioblastomes primaires sont 

caractérisés par une amplification et/ou des mutations du gène EGFR (epidermal 

growth factor receptor) et des mutations du gène PTEN (phosphatase and tensin 

homolog) alors que les glioblastomes secondaires sont caractérisés par des 

mutations du gène TP53 et les altérations du gène PDGFRA (platelet-derived 

growth factor receptor, alpha polypeptide) [11]. 

1.1.4. Facteurs de risque 

Le développement des glioblastomes est un processus multi-étapes 

concernant les altérations génétiques séquentielles et cumulatives qui sont liées 

aux différents facteurs intrinsèques et environnementaux. 

1.1.4.1. Facteurs de risque intrinsèques 

Il existe des syndromes rares héréditaires qui sont associés à un risque élevé 

de développement des gliomes, notamment les syndromes de Cowden, Turcot, 

Li-Fraumeni, la neurofibromatose de type 1 et 2, la sclérose tubéreuse et la 

schwannomatose familiale [12, 13]. Une histoire familiale de gliome est rarement 

observée mais, lorsqu’elle est présente, elle est associée à une augmentation de 2 

fois du risque de développer les gliomes. Des études d’association génomique ont 

identifié certains variants de susceptibilité situés en 20q13.33 (RTEL1 (regulator of 

telomere elongation helicase 1)), 5p15.33 (TERT (telomerase reverse 

transcriptase)), 9p21.3 (CDKN2B-AS1 (CDKN2B antisense RNA 1)), 7p11.2 

(EGFR), 8q24.21 (CCDC26 (CCDC26 long non-coding RNA)), et 11q23.3 (PHLDB1 

(pleckstrin homology-like domain, family B, member 1)). Mais cette association 

reste très faible [14, 15]. Certaines maladies atopiques, telles que l’asthme, 

l’eczéma, le rhume des foins, sont inversement associées aux gliomes [16]. 

1.1.4.2. Facteurs de risque environnementaux 

Les rayonnements ionisants sont un facteur de risque établi pour le 

développement des gliomes. Cette association a été montrée dans les études d’ 

enfants recevant la radiothérapie crânienne pour traiter la teigne, ainsi que dans les 

cas d’individus exposés aux bombes atomiques et aux essais d'armes nucléaires 

[17]. En revanche, la plupart des études sur les rayonnements pour le diagnostic ne 

trouvent aucun risque lié au développement de gliomes. D’autres facteurs 
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environnementaux, tels que l’exposition au téléphone portable et à d’autres champs 

électromagnétiques, les blessures à la tête, les aliments contenant des composés 

N-nitrosés, les pesticides, n’augmentent pas le risque de développer des gliomes. 

1.1.5. Symptômes et diagnostic 

Les patients atteints de glioblastome peuvent présenter une variété de 

symptômes, y compris des maux de tête, des nausées et des vomissements, des 

crises d’épilepsie, des déficits neurologiques focaux, la confusion, le déséquilibre à 

la marche, la perte de mémoire et le changement de personnalité. 

L’Imagerie par Résonance Magnétique (IRM) est la modalité de diagnostic de 

premier choix lorsqu’une tumeur cérébrale est soupçonnée. La tomodensitométrie 

est réservée pour les patients qui ne peuvent pas être soumis à l’IRM, comme ceux 

qui portent un stimulateur cardiaque. En présence d’agent de contraste à base de 

gadolinium, les tumeurs de glioblastome présentent typiquement un renforcement 

de contraste hétérogène entouré par un œdème et des zones centrales de nécrose. 

Les tumeurs sont souvent unifocales mais peuvent être multifocales. 

1.1.6. Traitements actuels 

1.1.6.1. Traitements symptomatiques 

Une gestion médicale générale est nécessaire pour alléger les symptômes des 

patients atteints de glioblastome. Les patients présentant des crises d’épilepsie 

doivent être traités par les antiépileptiques et notamment le lévétiracétam qui est 

souvent préféré car il a un profil de toxicité favorable et il ne montre pas 

d’interaction médicamenteuse avec des agents de chimiothérapie. Les 

corticostéroïdes comme la dexaméthasone sont souvent utilisés pour alléger 

temporairement les symptômes causés par l’œdème péritumoral. L’utilisation à long 

terme des corticostéroïdes augmente le risque de certaines complications telles 

que la pneumonie, l'ostéoporose et les fractures par compression, ce qui nécessite 

l’utilisation préventive des antibiotiques, de vitamine D et de suppléments calciques. 

Les anticoagulants sont aussi utilisés pour traiter la thromboembolie veineuse de 

certains patients atteints de glioblastome. 



 

 10

1.1.6.2. Traitements spécifiques de première ligne 

Le traitement standard actuel pour les glioblastomes, nommé protocole de 

Stupp [8], consiste en une chirurgie de résection la plus large possible suivie par la 

radiothérapie et la chimiothérapie. 

Les tumeurs de glioblastome ne peuvent pas être éliminées complétement par 

la chirurgie à cause de leur nature infiltrante. Néanmoins, après diagnostic par les 

techniques d’imagerie, les patients doivent être soumis à une résection chirurgicale 

maximale quand celle-ci est possible. L’élimination de la tumeur par la chirurgie 

réduit les symptômes induits par la masse tumorale. La chirurgie fournit aussi les 

tissus tumoraux pour le diagnostic histologique et les études moléculaires. La 

biopsie stéréotaxique doit être effectuée uniquement chez les patients portant des 

tumeurs inopérables situées dans les zones critiques. 

Après la chirurgie, la radiothérapie combinée avec la chimiothérapie doivent 

être considérées chez tous les patients. La radiothérapie est administrée à une 

dose de 60 Gy divisée en 30 fractions sur une période de 6 semaines. L’agent 

alkylant témozolomide (TMZ) est administré par voie orale, concomitamment avec 

la radiothérapie, à une dose journalière de 75 mg par m2 de surface corporelle 

pendant 6 semaines, suivi par un traitement adjuvant qui commence 4 semaines 

après la radiothérapie, à une dose de 150 mg/m2/jour du jour 1 au jour 5 dans un 

premier cycle de 28 jours, suivi par une dose de 200 mg/m2/jour du jour 1 au jour 5 

dans les cycles de 28 jours suivants, si le premier cycle est bien toléré. Ce régime 

repose sur une étude montrant que comparé à la radiothérapie seule, l’ajout de 

TMZ augmente la médiane de survie de 12 mois à 15 mois ainsi que le taux de 

survie à 2 ans de 10% à 25% [8]. La méthylation dans le promoteur du gène MGMT 

(O6-méthylguaninie-ADN méthyltransférase) prédit une meilleure réponse au 

traitement avec témozolomide [18, 19]. 

L’autre agent autorisé aux Etats-Unis pour le traitement des glioblastomes est 

le Gliadel, qui est constitué de polymères biodégradables contenant de la 

carmustine, implantés dans la cavité après la résection chirurgicale. Des études de 

phase 3 [20, 21] montrent une meilleure survie des patients ayant reçu les implants 

Gliadel comparés aux patients qui ont reçu des implants placebo. Cependant une 

comparaison directe avec le TMZ est manquante. 

Le bevacizumab, un anticorps monoclonal anti-VEGF (Vascular endothelial 
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growth factor) ciblant l’angiogenèse, a reçu l’autorisation en 2009 pour les 

glioblastomes récurrents aux Etats-Unis, supportée par deux études de phase 2 [22, 

23]. Mais deux études de phase 3 plus récentes [24, 25] montrent que la 

combinaison de bevacizumab avec la radiothérapie et la chimiothérapie ne change 

pas la survie globale, malgré une amélioration de la survie sans progression. 

1.1.6.3. Traitements pour glioblastomes récurrents 

Après les traitements de première ligne, on observe une progression de la 

pathologie chez pratiquement tous les patients atteints de glioblastome, après une 

période médiane de 7 à 10 mois. Il n’existe pas actuellement de traitements 

montrant une amélioration claire de survie. 

La résection chirurgicale permet d’alléger l’effet de masse et réaliser les 

caractérisations histologiques et moléculaires de tumeur, bien que le bénéfice de 

survie ne soit pas clair. Pour la plupart de patients, la résection n’est pas effectuée, 

en raison de la location de tumeur ou du mauvais état physique des patients. 

Les options pour la chimiothérapie de rattrapage incluent le bevacizumab, le 

TMZ, d’autres agents alkylants comme les nitrosourées (lomustine, carmustine) et 

le carboplatine. Le bevacizumab est fréquemment utilisé pour les glioblastomes 

récurrents. Sa cible, le VEGF, est un facteur pro-angiogénique impliqué dans la 

progression tumorale. Le VEGF augmente également la perméabilité vasculaire. 

Ainsi, le bevacizumab peut ainsi induire une diminution rapide de l’œdème 

péritumoral et alléger les symptômes associés. Dans une étude de phase 2 [26], la 

combinaison de bevacizumab et de lomustine montre une amélioration de survie 

des patients, alors que chaque agent seul n’a pas d’effet positif sur la survie. Une 

étude de phase 3 avec une cohorte plus importante de patients de glioblastomes 

récurrents est en cours pour confirmer l’efficacité de cette combinaison. 

1.1.7. Caractérisation moléculaire des 

glioblastomes 

1.1.7.1. Voies de signalisations altérées dans les 

glioblastomes 

Reconnus pour leur complexité et leur hétérogénéité moléculaire, les 
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glioblastomes primaires sont les premières tumeurs solides soumises dans le cadre 

du programme TCGA (The Cancer Genome Atlas) à des analyses compréhensives 

associant génomique, épigénétique, transcriptomique et protéomique. Les 

altérations génétiques les plus fréquemment identifiées dans les glioblastomes 

primaires concernent principalement trois voies de signalisation (Figure 2) : i) la 

voie des kinases RTK (receptor tyrosine kinase) et MAPKs (mitogen activated 

protein kinases), ii) la voie impliquant le gène suppresseur de tumeur TP53 et iii) la 

voie impliquant le gène suppresseur de tumeur RB (protéine du rétinoblastome) [3, 

27, 28]. 

Dans 67,3% de glioblastomes, au moins un des récepteurs RTK est altéré 

dans : EGFR (57,4%), PDGFRA (13,1%), MET (MET proto-oncogene, receptor 

tyrosine kinase) (1,6%) et FGFR (fibroblast growth factor receptors) (3,2%). 89,6% 

de glioblastomes possèdent au moins une altération dans la voie PI3K 

(phosphoinositide 3-kinase) et 39% en présentent deux ou plus. Les mutations 

dans le gène PI3K sont présentes dans 25,1% de glioblastomes. Une exclusion 

mutuelle entre les mutations dans PI3K et les mutations/délétions dans PTEN (41%) 

a été observée. 

La voie p53 est altérée dans 85,3% de tumeurs, suite à des 

mutations/délétions dans TP53 (27,9%), à des amplifications dans MDM1/2/4  

(mouse double minute 1/2/4 homolog) (15,1%) et à la délétion dans CDKN2A 

(cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) (57,8%). Les altérations dans le gène TP53 

d’une part et les MDM et CDKN2A d’autre part sont mutuellement exclusives. 

78,9% de glioblastomes possèdent au moins une altération affectant la voie du 

rétinoblastome : mutations/délétions dans le gène RB1, amplification du gène 

CDK4/6 et délétion du gène CDKN2A. 
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Figure 2. Les 3 principales voies de signalisation altérées dans les 

glioblastomes primaires. La fréquence d’altération générale pour chaque voie de 

signalisation ainsi que la fréquence d’altération de chaque élément dans ces 3 voies dans 

les glioblastomes sont présentées dans l’image. D’après Brennan et al. [28]. 

1.1.7.2. Classification moléculaire des glioblastomes 

Sur la base de leurs profils d’expression génique, les glioblastomes sont 

classés en 4 sous-groupes transcriptomiques : proneural, neural, classique et 

mésenchymateux (Figure 3). 
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Figure 3. Classification de glioblastomes en fonction de leur profil moléculaire. 

Une vue intégrative de l’expression des gènes et des altérations génomiques de 202 

tumeurs de glioblastome (dont 116 sont présentées) classées en 4 sous-groupes en 

fonction de leur profil moléculaire. mut, mutation; EG, expression du gène; NC, nombre de 

copie. D’après Verhaak et al. [3]. 

Le sous-type proneural est associé à une amplification du gène PDGFRA et à 

la mutation dans le gène IDH1 (isocitrate déshydrogénase 1). En fait, la plupart des 

mutations dans le gène IDH1 et TP53 sont observées dans ce groupe de 

glioblastome. Il est également associé à une surexpression des gènes impliqués 

dans le développement oligodendrocytaire tels que NKX2-2 (NK2 homeobox 2), 

OLIG2 (oligodendrocyte transcription factor 2). En fonction du profil de méthylation 

dans les promoteurs des gènes, le groupe proneural peut être encore divisé en 2 

sous-classes : G-CIMP (glioma-CpG island methylator phenotype) 

(hyperméthylation) et non G-CIMP [29]. Le phénotype G-CIMP est associé à des 

mutations dans le gène IDH1 et à un meilleur pronostic que le phénotype non 

G-CIMP. 

Le sous-type neural est caractérisé par une surexpression des marqueurs 

neuraux tels que NEFL (neurofilament, light polypeptide), GABRA1 

(gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, alpha 1), SYT1 (synaptotagmin I) et 

SLC12A5 (solute carrier family 12 (potassium/chloride transporter), member 5). 
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Le sous-type classique est caractérisé par le gain du chromosome 7 couplé 

avec la perte du chromosome 10. Le gène EGFR est amplifié ou muté dans la 

plupart des cas. Alors que le gène TP53 (fréquence de mutation : 28%) est parmi 

les gènes les plus fréquemment mutés dans les glioblastomes, il reste intact dans 

le groupe classique. Ce groupe est aussi associé avec une délétion homozygote de 

9p21.3, couvrant le gène CDKN2A. 

Le sous-type mésenchymateux est associé à une surexpression des 

marqueurs mésenchymateux tels que CHI3L1 (chitinase 3-like 1) et MET, et à une 

diminution de l’expression de neurofibromine 1 due à la délétion ou à la mutation du 

gène NF1 (neurofibromine 1). Les gènes impliqués dans la voie TNF (tumor 

necrosis factor) et NF-kB (nuclear factor-kappa b) tels que TNFRSF1A (tumor 

necrosis factor receptor superfamily, member 1A), TRADD (TNFRSF1A-associated 

via death domain) et RELB (v-rel avian reticuloendotheliosis viral oncogene 

homolog B) sont surexprimés, probablement à cause de la nécrose et de 

l’inflammation associées à ce type de glioblastome. 

1.1.8. Traitements émergents 

Depuis l’ajout de TMZ au traitement standard en 2005, le pronostic de 

glioblastome ne s’est pas amélioré. Après la rechute, il n’existe pas d’option 

thérapeutique. On a donc un vrai besoin médical pour traiter les glioblastomes. Les 

progrès récents dans la compréhension de la biologie moléculaire et cellulaire des 

glioblastomes ont conduits rapidement à des essais cliniques innovants. Ces 

thérapies ciblent principalement les voies de signalisation altérées, l’angiogenèse 

et la modulation d’immunité. 

1.1.8.1. Thérapies ciblant les voies de signalisation 

altérées 

Les voies de signalisation RTK sont des cibles thérapeutiques très attractives 

parce que les altérations génétiques dans ces voies sont communes (90%) dans 

les glioblastomes et elles sont relativement bien connues. En plus, il existe déjà des 

agents thérapeutiques ciblant les voies RTK dans d’autres types de cancer. Les 

inhibiteurs sont souvent de petites molécules qui se fixent sur le site de liaison de 

l’ATP dans le récepteur et ainsi bloquent l’activation du récepteur. 

Malheureusement, les essais cliniques avec les inhibiteurs des RTKs (EGFR, 
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PDGFR, mTOR (mechanistic target of rapamycin), Akt et PI3K) chez les patients 

atteints de glioblastome ont montré des résultats décevants [30]. Cet échec pourrait 

avoir plusieurs causes. D’abord, dans la plupart des essais cliniques, il n’existe pas 

une pré-sélection des patients en fonction de leurs altérations génétiques, qui 

pourrait être essentielle au succès des thérapies ciblées. L’existence de voies de 

signalisation redondantes pourrait également contribuer à une résistance 

intrinsèque. L’autre possibilité est l’acquisition des mutations dans les cellules 

tumorales qui leur confèrent une résistance au traitement. Pour surmonter ces 

obstacles, les nouveaux essais cliniques en cours utilisent des inhibiteurs plus 

efficaces et plus sélectifs ou combinent plusieurs inhibiteurs ciblant différentes 

voies de signalisation altérées, en se basant sur une pré-sélection plus stricte des 

patients [31]. 

Des mutations dans le gène suppresseur de tumeur TP53 ou des altérations 

affectant la fonction du p53 sont présentes dans 85% des tumeurs de glioblastome 

[28]. L’activation du p53 induit l’expression des gènes impliqués dans l’arrêt du 

cycle cellulaire et l’apoptose. L’inactivation du p53 dans les tumeurs peut résulter 

de l’amplification des inhibiteurs du p53 (MDM2, MDM4), de la délétion du gène 

codant p14/ARF le stabilisateur de p53, ou des mutations dans le gène TP53. Des 

stratégies visant à restaurer la fonction de p53 par la thérapie génique ou par 

l’inhibition de MDM2 sont en cours d’évaluation [32, 33]. 

1.1.8.2. Thérapies anti-angiogéniques 

Les glioblastomes sont des tumeurs hypervascularisées [34]. Différentes 

stratégies anti-angiogéniques ont été développées pour traiter les glioblastomes. 

L’exemple le plus connu est le bevacizumab, anticorps monoclonal ciblant VEGF, 

développé par Roche. Malheureusement, l’ajout de bevacizumab dans le 

traitement standard n’a pas changé la survie globale des patients atteints de 

glioblastomes, malgré une survie sans progression améliorée. La combinaison de 

bevacizumab avec d’autres agents thérapeutiques est également en cours 

d’évaluation chez les patients. Le résultat n’est pas très prometteur pour l’instant 

[35, 36], à part dans le cas d’une étude associant le bevacizumab avec la lomustine 

dans les glioblastomes récurrents [26]. 

Dans une étude de phase 2, en ajoutant l’inhibiteur de VEGFR cediranib au 

traitement standard, les chercheurs ont observé une perfusion et une oxygénation 
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améliorée des tumeurs dans 50% des patients, des caractéristiques associées à 

une meilleure survie [37]. Le mécanisme qui sous-tend cette observation n’est pas 

clair et pourrait être lié à une normalisation de la vascularisation et à une meilleure 

distribution du TMZ dans la tumeur. 

Les agents anti-angiogéniques ciblent la vascularisation tumorale anormale. 

Mais leur mécanisme d’action reste mal compris. Plus d’études sont nécessaires 

pour comprendre les observations chez les patients traités par les agents 

anti-angiogéniques, afin d’améliorer leur efficacité thérapeutique et d’optimiser 

l’incorporation de cette stratégie aux protocoles de traitements actuels. 

1.1.8.3. Immunothérapie 

L’immunothérapie a été depuis longtemps une stratégie anti-tumorale 

intéressante, basée sur l’idée d’exploiter le système immunitaire du patient pour 

stimuler une réponse anti-tumorale [38]. 

Une des caractéristiques des tumeurs malignes est leur capacité d’échapper à 

la surveillance du système immunitaire [38]. Deux médiateurs importants impliqués 

dans ce processus sont CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte antigen 4) et PD-1 

(programmed cell death 1), des molécules de co-stimulation inhibitrice (MCI) qui 

régulent l’immunité adaptative. La fixation par PD-1 de son ligand PD-L1 inhibe 

l’activation des lymphocytes T et induit l’apoptose des lymphocytes T activées [39]. 

De manière similaire, CTLA-4 inhibe l’activation des lymphocytes T. Nivolumab et 

ipilimumab sont deux anticorps monoclonaux (Mabs) qui inhibent PD-1 et CTLA-4, 

respectivement. Des effets thérapeutiques remarquables de ces deux Mabs ont été 

montré chez les patients atteints de mélanomes [40–43]. Des essais cliniques avec 

ces deux anticorps dans les glioblastomes sont en cours. 

Les vaccins contre les glioblastomes représentent l’autre possibilité pour 

déclencher une réponse immunitaire contre les cellules cancéreuses chez les 

patients. Il existe actuellement deux types de vaccins pour le glioblastome : les 

vaccins basés sur les peptides et les vaccins basés sur les cellules. Un exemple de 

ce premier groupe est rindopepimut (CDX-110), un peptide de 14 acides aminés 

(14-mer) du récepteur EGFRvIII conjugé à une protéine porteuse. EGFRvIII, le 

variant d’EGFR codant une forme du récepteur EGFR tronquée dans le domaine 

extracellulaire et constitutivement activé, est présent dans environ 30% des 

glioblastomes primaires. Il est associé à un mauvais pronostic. Le rindopepimut 
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induit une réponse immunitaire contre EGFRvIII et améliore la survie des patients 

portant ce variant [44]. Le composé a reçu l’autorisation en 2015 aux Etats-Unis 

pour traiter les patients atteints de glioblastomes exprimant le variant EGFRvIII. 

Les vaccins basés sur les cellules utilisent les cellules dendritiques. Les 

cellules dendritiques sont d’abord collectées dans le sang périphérique de patients, 

puis exposées aux antigènes de tumeur in vitro. Ces cellules sont ensuite 

amplifiées et réinjectées aux patients [45]. Les cellules dendritiques sont souvent 

incubées avec le lysat de tumeur qui est enlevée lors de la résection chirurgicale. 

Des résultats encourageants ont été observés dans des études cliniques avec les 

vaccins de cellule dendritique. Ces vaccins peuvent induire une réponse 

immunitaire significative chez les patients et prolonger la survie des patients 

atteints de glioblastome [46–48]. D’autres études sont également en cours pour 

améliorer l’efficacité de ces vaccins et augmenter la réponse immunitaire. Dans une 

étude récente, le prétraitement des cellules dendritiques avec l’anatoxine tétanique 

avant l’exposition aux antigènes, a augmenté l’efficacité du vaccin et la survie des 

patients [48]. 

1.1.8.4. Optimisation des essais cliniques 

Les glioblastomes sont des tumeurs très hétérogènes, ce qui a été souligné 

par des études récentes sur la biologie moléculaire de glioblastomes. Les essais 

cliniques deviennent donc de plus en plus sophistiqués, avec le développement 

des nouvelles thérapies plus ciblées. Une pré-sélection des patients en fonction de 

leurs altérations génétiques est essentielle pour évaluer les nouvelles thérapies 

ciblant des altérations spécifiques. Un exemple est l’évaluation de rindopepimut, 

vaccin ciblant le variant EGFRvIII présenté dans la section 1.1.8.3. Les mêmes 

stratégies de sélection des patients doivent être appliquées aux essais cliniques 

pour les autres thérapies ciblées. 

1.2. Glioblastomes et Cellules souches 

cancéreuses 

1.2.1. Hétérogénéité tumorale 

Malgré les progrès dans le traitement du cancer, de nombreux patients 
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connaissent toujours l’échec thérapeutique, menant à la progression et la 

récurrence de la maladie. Historiquement, beaucoup d’études ont été consacrées à 

la compréhension des mécanismes génétiques et biochimiques provoquant la 

résistance des tumeurs aux traitements. 

A l’heure actuelle, les tumeurs sont reconnues comme des organoïdes dont la 

complexité ressemble à celle des tissus sains normaux. Vue sous cette angle, la 

biologie d’une tumeur ne peut être comprise qu’en étudiant les différents types de 

cellules spécialisées qui la composent ainsi que le microenvironnement tumoral 

construit lors de la tumorigenèse. Il devient de plus en plus évident que 

l’hétérogénéité tumorale contribue à l’échec de la thérapie et la progression de la 

maladie [38]. 

Il existe actuellement deux théories principales pour expliquer l’hétérogénéité 

tumorale : le modèle stochastique et le modèle hiérarchique (Figure 4). 

 

Figure 4. Initiation et développement des tumeurs. Deux modèles alternatifs ont 

été proposés pour expliquer l’initiation et le développement des tumeurs. Le modèle 

stochastique (A) propose que les cellules tumorales sont hétérogènes. L’hétérogénéité 

venant de mutations différentes. Mais pratiquement toutes les cellules tumorales ont le 

potentiel de s’auto-renouveler et d’initier la tumeur. Le modèle hiérarchique (B) suggère 

que seule une petite population des cellules tumorales est capable de s’auto-renouveler et 

d’induire l’initiation et le maintien des tumeurs. D’après Vescovi et al. [49]. 

1.2.1.1. Modèle stochastique et Evolution clonale 

Le cancer est une maladie génétique somatique. Les altérations génétiques 

conduisent les cellules à ignorer les signaux de contrôle de croissance et à former 

la tumeur. Il a été suggéré que 4 à 7 mutations génétiques indépendantes dans une 
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cellule somatique normale sont nécessaires pour qu’elle acquière un potentiel de 

prolifération illimité et incontrôlé [50]. Avec ce point de vue, l’hypothèse classique 

de la tumorigenèse est basée sur le modèle stochastique qui considère le 

développement du cancer comme un processus évolutif dans lequel la sélection 

naturelle a lieu. Les clones les mieux adaptés survivent et sont responsables de la 

croissance de la tumeur. Dans cette optique, l’hétérogénéité tumorale est 

considérée comme provenant de l’évolution clonale, dans laquelle l’acquisition et 

l’expansion des mutations lors de la progression tumorale augmentent la variabilité 

génétique et l’hétérogénéité tumorale [51]. Le modèle stochastique prédit que 

toutes les cellules dans une tumeur possèdent un potentiel de tumorigenèse 

similaire et chaque cellule tumorale peut fonctionner comme une cellule initiatrice 

de tumeur. 

1.2.1.2. Modèle hiérarchique et Cellule souche 

cancéreuse 

L’autre modèle alternatif, le modèle hiérarchique, encouragé par des données 

expérimentales récentes, considère qu’il existe une hiérarchie cellulaire dans la 

tumeur. Les tumeurs malignes sont initiées et maintenues par une petite population 

de cellules tumorales possédant des propriétés des cellules souches. Ces cellules, 

appelées cellules souches cancéreuses (CSCs), sont définies comme des cellules 

au sein d’une tumeur possédant la capacité d’auto-renouvellement et pouvant 

engendrer les lignées hétérogènes de cellules constituant la tumeur [52]. Cette 

hypothèse postule que les CSCs se trouvent au sommet de la hiérarchie de 

différenciation au sein de la tumeur et peuvent générer des cellules tumorales plus 

différenciées possédant un potentiel de prolifération limité [53, 54]. 

Pourtant, il est important de noter que le modèle hiérarchique et le modèle 

stochastique ne sont pas mutuellement exclusifs. De multiples clones de CSCs 

avec différents altérations génétiques peuvent coexister dans la même tumeur [55] 

et ces CSCs subissent eux-mêmes la sélection naturelle et donc une évolution 

clonale [56–59]. 

1.2.1.3. La découverte des CSCs 

Bien que l’idée que le cancer conserve des aspects du développement 

embryonnaire ait été proposée il y a plus de 150 ans par le pathologiste allemand 
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Rudolf Virchow, l’idée moderne que les programmes de développement puissent 

fonctionner dans le cancer a commencé à partir des années 1960 dans les 

tératocarcinomes [60], les carcinomes pulmonaires à petites cellules [61] et les 

carcinomes mammaires [62, 63]. Il a été suggéré que de nombreuses cellules 

tumorales sont bien différenciées et que ces cellules différenciées sont générées 

par des cellules « souches » tumorales, qui ressemblent aux cellules souches dans 

les tissus normaux. Ainsi, les tumeurs peuvent être considérées comme des 

caricatures de l’embryogenèse ou du renouvellement des tissus normaux. 

La première preuve de l’existence des cellules souches cancéreuses dans les 

tumeurs n’a été rapportée qu’en 1997 dans la leucémie myéloïde aiguë [64]. Il a été 

montré par Bonnet et Dick que la leucémie myéloïde aiguë était organisée comme 

une hiérarchie avec les cellules CD34+/CD38- au sommet de cette hiérarchie. Ces 

cellules CD34+/CD38- ont été identifiées comme des cellules initiatrices de 

leucémie myéloïde aiguë qui pouvaient générer la leucémie dans les souris 

NOD/SCID alors que les cellules CD34+/CD38+ ou CD34- n’avaient pas cette 

capacité tumorigène. 

Dans le cas des tumeurs solides, les cellules souches cancéreuses ont été 

identifiées pour la première fois dans le cancer du sein en 2003 [65]. Une 

population de cellules tumorales CD44+/CD24- ont été isolées et montrées comme 

les seules cellules responsables de la genèse et du maintien des tumeurs dans les 

souris immuno-déficients. Les cellules CD44+/CD24- pouvaient être isolées de 

nouveau à partir des xénogreffes et régénérer des tumeurs dans les souris. 

Depuis la découverte des CSCs dans le cancer du sein, les CSCs ont été 

également identifiées dans d’autres tumeurs solides, telles que le cancer du 

cerveau [66], le cancer de la tête et du cou [67], le cancer du pancréas [68, 69], le 

cancer du poumon [70], le cancer du prostate [71, 72], le cancer du colon [73, 74] et 

les sarcomes [75]. 

1.2.2. Cellules souches cancéreuses de 

glioblastome (CSGs) 

1.2.2.1. Identification des CSGs 

Les premières études qui ont montré l’existence des cellules tumorales de 
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glioblastome possédant les caractéristiques de cellule souche datent de 2002 [76]. 

En utilisant les conditions de culture optimisées initialement pour l’isolement des 

cellules souches neurales, c’est-à-dire utiliser le milieu de culture sans sérum et 

contenant les facteurs de croissance EGF (epidermal growth factor) et bFGF (basic 

fibroblast growth factor), les auteurs ont pu isoler des cellules clonogéniques qui 

forment des neurosphères à partir des biopsies des patients atteints de 

glioblastome. Ces cellules expriment le marqueur neuronal �III-tubuline/Tuj1 et le 

marqueur astroglial GFAP (glial fibrillary acid protein) après l’induction de la 

différenciation. 

En 2004, deux équipes indépendantes ont rapporté l’isolement de cellules 

souches cancéreuses bona fide à partir des tumeurs de glioblastome [66, 77]. En 

plus de leur capacité d’auto-renouvellement et de différenciation, un petit nombre 

de ces cellules pouvait générer des tumeurs ressemblant aux tumeurs d’origine 

lorsqu’elles étaient injectées dans le cerveau de souris immuno-déficientes. Des 

cellules souches cancéreuses pouvaient être isolées de nouveau à partir des 

xénogreffes et régénérer des tumeurs dans les souris. Une de ces études [66] a 

également identifié CD133 comme un marqueur potentiel de cellule souche 

cancéreuse de glioblastome. Ce marqueur a également permis d’isoler des cellules 

tumorales qui ont des propriétés de cellule souche dans les tumeurs de 

médulloblastome. 

1.2.2.2. Propriétés des CSGs 

Contrairement aux lignées cellulaires classiques de glioblastomes, les CSGs 

sont mises en culture dans du milieu sans sérum et avec les facteurs de croissance 

EGF et bFGF. Les CSGs montrent des similitudes remarquables avec les cellules 

souches neurales. Ainsi, les CSGs: 

- possèdent une capacité d’auto-renouvellement à long terme in vitro et in vivo. 

L’auto-renouvellement des CSGs in vitro est évalué avec le test de clonalité, où les 

CSGs sont mises en culture à faible densité clonale et leur capacité de formation 

des neurosphères est évaluée pendant plusieurs passages, alors que 

l’auto-renouvellement in vivo est évalué avec les expériences de xénogreffe en 

série dans les animaux immuno-déficients. 

- expriment des marqueurs des cellules souches/progénitrices neurales tels 

que la nestine, Sox2 et Olig2. 
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- sont capables de se différencier. En présence de sérum par exemple, elles se 

différencient en cellules exprimant des marqueurs neuronaux comme Tuj1 et gliaux 

comme GFAP. 

Cependant, les CSGs ont accumulé de nombreuses altérations génétiques 

conduisant à leur malignité. Une des caractéristiques fondamentales de ces 

cellules est leur capacité de former des tumeurs qui récapitulent les 

caractéristiques des tumeurs d’origine quand elles sont injectées, en petit nombre 

dans le cerveau des souris immuno-déficients [49]. 

1.2.2.3. Marqueurs des CSGs 

Les études dans le domaine des cellules souches cancéreuses ont été initiées 

par l’étude des cancers hématopoïétiques, où les cellules en suspension peuvent 

être isolées et triées par la technique FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorting) 

en fonction de leur expression des marqueurs membranaires. Ceci a permis 

d’enrichir et étudier les sous-populations des cellules cancéreuses et de montrer 

que les cellules CD34+/CD38- (correspondant à des cellules souches 

hématopoïétiques) présentaient un potentiel élevé de propagation du cancer 

d’origine chez l’animal [64]. Malheureusement, pour les tumeurs solides, les études 

n’ont pas permis de révéler de manière aussi nette les marqueurs associés aux des 

cellules souches cancéreuses. 

Initialement, CD133 (prominine-1), une glycoprotéine membranaire exprimée 

par les cellules souches neurales, a été utilisé par Singh et al. pour identifier les 

cellules de glioblastome ayant des propriétés de cellule souche [66]. Cependant, 

les études subséquentes ont suggéré que CD133 n’était pas un marqueur fiable et 

universel des CSGs. Plusieurs équipes indépendantes ont pu identifier et isoler des 

CSGs bona fide qui n’expriment pas CD133 [78–80]. Il a été également montré que 

les cellules CD133- pouvaient générer les cellules CD133+ [53]. Etant donné que le 

glioblastome est une maladie hétérogène et qu’il existe plusieurs sous-types 

moléculaires de glioblastome, il n’est peut-être pas surprenant d’observer des 

différences pour le marqueur CD133. 

D’autres marqueurs de CSGs ont été également proposés au cours de la 

dernière décennie, tels la Nestine [81, 82], Nanog [83, 84], LICAM/CD171 [85], 

CD15/SSEA1 [86], CD44 [87], Oct4 [83, 84, 88], Musashi [89] et Sox2 [83, 90, 91]. 

Cependant, à l’heure actuelle, il n’existe pas de marqueur universel des CSGs. 
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1.2.2.4. Voies de signalisation 

En plus des voies de signalisation souvent altérées dans le glioblastome 

(RTK/PI3K, Rb, p53), celles régulant l’auto-renouvellement et la différenciation des 

CSGs ont récemment beaucoup attiré l’attention des scientifiques avec l’espoir que 

leur manipulation permettra de dégager de nouvelles stratégies thérapeutiques. 

Les voies de signalisation plus particulièrement étudiées concernent : 

1.2.2.4.1. Notch 

 

Figure 5. Schéma simplifié de la voie Notch. La liaison des ligands tels que Dll-1 

(Delta-like-1) ou Jagged-1 sur le récepteur Notch entraine le clivage du domaine 

extracellulaire de Notch (NECD) par le complexe �-sécrétase puis le clivage du domaine 

intracellulaire de Notch (NICD) par le complexe �-sécrétase. Le NICD clivé se déplace 

ensuite dans le noyau, où il interagit avec des facteurs de transcription, tels que CSL, 

MAML1 et CBP/p300, induisant l’expression des gènes cibles du Notch. CSL, 

CBF1/Su(h)/Lag-1; MAML1, Mastermind-like 1; CBP, CREB-binding protein; HES-1, hairy 

and enhancer of split; HEY-1, hairy and enhancer of split with YRPW. Figure réalisée à 

l’aide de Servier Medical Art. 

Lors du développement du système nerveux central, la voie Notch (Figure 5) 

favorise la survie et l’auto-renouvellement des cellules souches neurales [92]. Elle 

joue également un rôle dans la plasticité cérébrale chez les adultes [93]. La voie 

Notch est activée dans le glioblastome [94, 95]. Il a été montré que l’activation de 

cette voie dans les CSGs contribuait à leur radiorésistance [96]. Le blocage de la 
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voie Notch dans les CSGs par l’inhibiteur de la �-sécrétase induit une diminution de 

l’auto-renouvellement et de la prolifération des CSGs, diminue la croissance des 

xénogreffes et induit la différenciation des CSGs [97]. En plus, dans un modèle de 

souris transgénique de glioblastome, l’activation de Notch (en présence de Kras) 

augmente l’expression de Nestine [98], suggérant un rôle de la voie Notch dans le 

caractère souche des cellules de glioblastomes. 

1.2.2.4.2. Sonic Hedgehog 

 

Figure 6. Schéma simplifié de la voie Sonic Hedgehog (SHH). La liaison du ligand 

Hedgehog (Hh) sur le récepteur Patched (PTCH1) enlève son inhibition sur le récepteur 

Smoothened (Smo), ce qui favorise la génération de l’activateur de transcription Gli A. Gli A 

se déplace ensuite dans le noyau et active l’expression des gènes cibles du SHH. Figure 

réalisée à l’aide de Servier Medical Art. 

La voie Sonic Hedgehog (SHH) (Figure 6), connue pour son implication dans le 

développement embryonnaire et dans le développement du système nerveux 

central [99], est aussi suractivée dans le glioblastome [100]. Dans les CSGs, 

l’activation de la voie Sonic Hedgehog augmente l’expression des marqueurs des 

CSGs (CD133, Olig2, Oct4, Nanog, Sox2) et renforce l’auto-renouvellement des 

CSGs [101, 102]. L’inhibition de cette voie en utilisant la cyclopamine ou 

siRNA/shRNA induit l’apoptose, la suppression de l’auto-renouvellement et de la 

migration des CSGs, sensibilise les CSGs au traitement avec le TMZ et retarde la 
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formation de tumeurs dans les souris [101, 103, 104]. 

1.2.2.4.3. Wnt/�-caténine 

 

Figure 7. Schéma simplifié de la voie Wnt/�-caténine. En absence du ligand Wnt, 

la �-caténine forme un complexe avec l’Axine, APC (adenomatous polyposis coli gene 

product) et GSK3 (glycogen synthase kinase 3), ce qui induit la dégradation de la 

�-caténine par le système ubiquitine-protéasome. Suite à la liaison du ligand Wnt sur le 

récepteur Frizzled et le récepteur LRP5/6 (LDL receptor-related protein 5/6), Frizzled 

recrute Dvl (Dishevelled), ce qui induit le recrutement de l’axine par le récepteur LRP5/6. 

La �-caténine est ainsi stabilisée et se déplace dans le noyau pour activer l’expression des 

gènes cibles après la formation d’un complexe avec TCF (T cell factor) et LEF (lymphoid 

enhancer factor). Figure réalisée à l’aide de Servier Medical Art. 

Très conservée dans nombreux organismes, la voie Wnt/�-caténine (Figure 7) 

est impliquée dans le développement embryonnaire. Elle régule également la 

maintenance des cellules souches normales et cancéreuses [105–107]. Dans le 

glioblastome, la �-caténine est un marqueur du mauvais pronostique, qui est plus 

prédictif que Ki67 et EGFR [108]. Les ligands Wnt1 et Wnt3a sont surexprimés 

dans les CSGs. L’inhibition de la voie Wnt par la diminution d’expression de Wnt1 et 

Wnt3a induit une diminution de la prolifération, de la migration et de la résistance 

aux thérapies des CSGs [109]. FoxM1, qui favorise la localisation nucléaire de 

�-caténine, serait également critique pour la maintien des CSGs et la tumorigenèse 

[110]. 
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1.2.2.4.4. TGF-� 

TGF-� (Transforming growth factor-beta) est une cytokine multifonctionnelle 

secrétée par différents types de cellules et régulant la prolifération, la différenciation 

et l’homéostasie des tissus [111]. La voie TGF-� a été identifiée comme un 

médiateur dans l’initiation et la progression de gliome par son effet sur la 

prolifération cellulaire, l’invasion tumorale, l’angiogenèse et l’immunosuppression 

[112]. Cette voie est également impliquée dans le maintien des CSGs. Il a été 

montré que TGF-� induisait directement l’expression de Sox4, qui augmentait 

ensuite l’expression de Sox2, un factor de transcription essentiel à la pluripotence 

[113]. L’inhibition de la voie TGF-� dans les CSGs diminue leur capacité de 

formation de tumeurs. Ainsi, l’inhibition de la voie TGF-� en utilisant un inhibiteur du 

récepteur de TGF-� (LY2109761) dans une population de CSGs CD44high/Id1high 

(Id1, inhibitor of DNA binding 1) situées dans une niche péri-vasculaire, diminuait 

cette population ainsi que leur capacité à initier des tumeurs in vivo [87]. 

1.2.2.5. CSGs et résistance aux traitements 

Après le traitement standard qui combine la chirurgie, la radiothérapie et la 

chimiothérapie, pratiquement tous les patients atteints de glioblastome connaissent 

une récurrence de la maladie, située souvent dans la zone de résection chirurgicale 

[114], ce qui suggère l’existence des cellules résistantes à la chimio- et à la radio 

thérapie. De nombreuses études récentes suggèrent que la résistance des CSGs à 

la radiothérapie et la chimiothérapie contribue à la récurrence et la progression de 

glioblastome. 

1.2.2.5.1. Radiorésistance 

La radiothérapie induit la mort des cellules cancéreuses en produisant des 

lésions de l’ADN, via des radicaux libres. Plusieurs études ont montré que les 

CSGs, en raison de leur capacité de réparation de l’ADN renforcée étaient plus 

résistantes à la radiothérapie que les autres cellules tumorales. 

Dans une étude de 2006, il a été montré que les cellules tumorales de 

glioblastome CD133+ étaient plus résistantes à la radiothérapie que les cellules 

CD133- [115]. De plus, un enrichissement des cellules CD133+ a été observé après 

la radiation. Cette résistance des CSGs à la radiothérapie est liée une activité de 
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réparation de l’ADN augmentée dans les CSGs impliquant la voie CHK1/CHK2 

(checkpoint kinase 1/2). 

Dans une autre étude, Cheng et al. [116] ont montré que L1CAM/CD171, un 

marqueur potentiel de CSG, renforçait la réparation d’ADN et augmentait la 

radiorésistance des CSGs. L1CAM régule l’expression de NBS1, un membre du 

complexe MRN (MRE11-RAD50-NBS1), qui active la kinase ATM et la réparation 

de l’ADN. La diminution d’expression de L1CAM par shARN diminuait la réparation 

d’ADN et sensibilisait les CSGs à la radiation. 

Un mécanisme supplémentaire de la radiorésistance via la réparation d’ADN 

impliquant BMI1, une protéine enrichie dans les CSGs a été rapporté [117]. Après 

irradiation, BMI1 était redistribué à la chromatine et colocalisait avec des protéines 

impliquées dans la réparation des cassures double brin de l’ADN. L’inactivation de 

BMI1 par shARN altérait le recrutement de la machinerie de la réparation de l’ADN 

à la chromatine et sensibilisait les cellules de glioblastome à la radiation. 

1.2.2.5.2. Chimiorésistance 

Le témozolomide (TMZ), agent de chimiothérapie utilisé actuellement en 

clinique, induit les altérations de l’ADN et notamment la méthylation des guanines 

sur l’hydroxyle en position 6 (O6) dans l’ADN, conduisant à la mort des cellules 

cancéreuses. La sensibilité relative des CSGs au TMZ reste un sujet de 

controverses. Certaines études montrent une activité cytotoxique spécifique du 

TMZ sur les CSGs [118] dans la tumeur de glioblastome, alors que d’autres études 

suggèrent une résistance relative des CSGs au TMZ [119–122]. 

En comparant l’expression de différents gènes dans les cellules de 

glioblastome CD133+ et CD133-, Liu et al. ont montré que les cellules CD133+ 

sur-exprimaient l’enzyme O6-méthylguanine-DNA-méthyltransférase (MGMT), ce 

qui limitait l’efficacité thérapeutique du TMZ [121]. 

Dans un modèle de souris génétiquement modifié (surexpression du 

PDGF/délétion du PTEN) de glioblastome, le traitement avec le TMZ n’inhibait pas 

l’auto-renouvellement des CSGs et augmentait la proportion des CSGs [123]. Un 

mécanisme potentiel de cette résistance est que les CSGs sur-expriment les 

transporteurs ABC (ATP-binding cassette transporter) tels que ABCG2 

(ATP-binding cassette sub-family G member 2) pour exporter les agents de 
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chimiothérapie comme le TMZ [123, 124]. Il a été montré dans cette étude que la 

surexpression de ABCG2 était liée à l’activation de la voie PI3K/AKT. 

L’autre mécanisme de la chimiorésistance est l’existence des CSGs dans un 

état de quiescence, qui les protège de l’action antiproliférative des agents de 

chimiothérapie comme le TMZ. Dans une étude publiée en 2012 [119], en 

introduisant le transgène Nes-�TK-GFP dans le modèle de souris transgénique 

Mut7 (par délétion p53, NF1, Pten) qui développait spontanément le glioblastome, 

les auteurs ont pu marquer les CSGs exprimant la Nestine par la protéine 

fluorescente GFP. Ils ont montré que la plupart des cellules GFP+ n’exprimaient pas 

le marqueur de prolifération Ki67, ce qui suggère que, dans ce modèle de 

glioblastome, les CSGs étaient dans un état relativement quiescent. Il a été 

également montré que le traitement avec le TMZ éliminait de manière sélective les 

cellules GFP- en prolifération, et que le retour des cellules CSGs GFP+ dans le 

cycle cellulaire était responsable de la récurrence des tumeurs après le traitement 

TMZ. Dans une autre étude publiée en 2014 [125], par le séquençage d’ARN dans 

430 cellules individuelles provenant de 5 glioblastomes primaires, Patel et al. ont 

montré une corrélation inverse entre la signature transcriptomique de cellule 

souche et la signature du cycle cellulaire, ce qui suggérait également que les 

cellules tumorales possédant des propriétés de cellule souche dans le glioblastome 

sont dans un état relativement quiescent. 

1.3. Microenvironnement tumoral, 

Glioblastome, Implication thérapeutique 

1.3.1. Définition du microenvironnement tumoral 

Outre les facteurs génétiques et épigénétiques, il est devenu de plus en plus 

clair que les facteurs du microenvironnement tumoral contribuent également à 

l’hétérogénéité tumorale et influencent la réponse thérapeutique [57, 126]. 

Le microenvironnement tumoral est l’ensemble des facteurs 

environnementaux dans les tumeurs. Il est la conséquence de l’activité des cellules 

cancéreuses et des cellules stromales [127, 128]. Le microenvironnement tumoral 

est dynamique d’un point de vue spatial et temporel, évoluant constamment lors de 

la croissance tumorale [129]. De manière générale, on peut diviser les différents 
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facteurs du microenvironnement tumoral en deux catégories : les facteurs liés au 

stroma et les facteurs physico-chimiques. 

Les cellules cancéreuses secrètent de nombreux facteurs de croissance lors 

du développement de la tumeur. Ces facteurs non seulement supportent la 

prolifération des cellules cancéreuses, mais aussi attirent et stimulent les cellules 

stromales, qui à leur tour émettent des signaux de croissance et de mobilité aux 

cellules cancéreuses. Ainsi, la progression de tumeur est une conséquence de 

l’interaction entre les cellules cancéreuses et les cellules stromales [38, 130]. La 

composition exacte du stroma tumoral varie considérablement, mais généralement 

inclut : les fibroblastes associés au cancer; les cellules endothéliales; les péricytes; 

les macrophages associés à la tumeur; les astrocytes dans le cas du glioblastome. 

Les caractéristiques physico-chimiques du microenvironnement tumoral sont 

aussi très variables dans les différents types de cancers. Néanmoins, les propriétés 

typiques peuvent inclure l’hypoxie, l’acidité, la concentration élevée de lactate, la 

faible quantité de glucose, d’ATP et de nutriments [128, 129, 131, 132]. Parmi ces 

facteurs physico-chimiques, l’hypoxie et l’acidité ont récemment attiré beaucoup 

d’attention dans le domaine du cancer et sont les facteurs les plus étudiés. 

1.3.2. Hypoxie 

1.3.2.1. Hypoxie dans le glioblastome 

Une des caractéristiques microenvironnementales les plus étudiées dans les 

tumeurs solides est la présence des zones hypoxiques, qui est due à un 

déséquilibre entre la croissance rapide des cellules cancéreuses et la 

vascularisation relativement inefficace [34, 133–136]. 

La concentration d’oxygène dans les tissus sains cérébraux varie entre 2,5% 

et 12,5% alors que les masses tumorales de glioblastome montrent une hypoxie 

modérée ou sévère avec une concentration d’oxygène de 0,5 à 2,5% [137, 138]. 

Une des caractéristiques histologiques du glioblastome, à savoir un centre 

nécrotique entouré par une structure en « pseudo-palissade » (Figure 8), est 

également liée à l’hypoxie tumorale [139, 140]. 



 

 31

 

Figure 8. Coupe d’une tumeur de glioblastome avec la coloration Hématoxyline 

& Eosine. Une zone nécrotique (N) entourée par la structure en pseudo-palissade (P). 

Image de Brat et al. [139]. 

L’hypoxie tumorale peut influencer la physiologie ainsi que la réponse 

thérapeutique des tumeurs. Chez les patients atteints de glioblastome, l’hypoxie est 

associée à l’agressivité de tumeur et à un mauvais pronostic [141, 142]. 

L’hypoxie agit sur les cellules principalement via les facteurs de transcription 

HIF1-3 (Hypoxia-inducible Factor 1-3) qui sont des hétérodimères constitués de 

sous-unités � et �. La sous-unité � est exprimée de manière constitutive alors que 

l’expression de la sous-unité � est régulée au niveau post-traductionnel. En 

condition normoxique, la sous-unité � est hydroxylée par les enzymes PHD (Prolyl 

Hydroxylases-Domain protein) puis liée par la protéine suppresseur de tumeur VHL 

(von Hippel-Lindau) qui la soumet à la dégradation par le système 

Ubiquitine-Protéasome. En condition hypoxique, la sous-unité � n’est plus 

dégradée et s’accumule dans les cellules. Elle s’associe à la sous-unité � pour 

former le facteur de transcription hétérodimérique qui se lie à des éléments de 

réponse HREs (Hypoxia-Responsive Elements) dans le promoteur de nombreux 

gènes cibles et affecte les différentes fonctions cellulaires couvrant la 

reprogrammation métabolique, l’angiogenèse, l’invasion, la pluripotence et la 

résistance aux traitements [143]. 

1.3.2.2. Niche vasculaire et Niche hypoxique des CSGs 

Il est bien connu que les cellules souches neurales résident dans les zones 
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anatomiques spécifiques du cerveau : la zone sous-ventriculaire bordant les 

ventricules cérébraux et la couche sous-granulaire du gyrus denté de l’hippocampe 

[144]. Dans ces zones, les cellules spécifiques telles que les cellules endothéliales 

et les cellules épendymaires forment une niche qui nourrit les cellules souches 

neurales et maintient leur auto-renouvellement [145]. 

Comme les cellules souches neurales, les CSGs CD133+ et Nestine+ ont 

également été identifiées dans une niche vasculaire [146]. La co-culture des CSGs 

avec les cellules endothéliales renforce leur prolifération in vitro. La co-injection des 

CSGs avec les cellules endothéliales accélère la croissance de la tumeur dans un 

modèle orthotopique [146]. Pourtant il existe un « paradoxe de l’œuf et de la 

poule » concernant cette hypothèse de « niche vasculaire », parce que les CSGs 

elles-mêmes peuvent montrer les effets pro-angiogéniques en sécrétant des 

facteurs tels que SDF-1 (stromal cell-derived factor 1) et VEGF-A [147, 148]. De 

plus, il a également été montré que les CSGs pouvaient se trans-différencier en 

cellules endothéliales [149, 150], ce qui complique encore la question qui est de 

savoir si la niche vasculaire est nécessaire au maintien des CSGs [56]. Néanmoins, 

toutes ces études suggérèrent que l’interaction entre les CSGs et la niche 

vasculaire est plutôt bidirectionnelle [151]. 

L’autre hypothèse concernant la localisation des CSGs dans la tumeur suggère 

que les CSGs sont situées dans une niche hypoxique. Il est bien connu que la 

condition hypoxique facilite l’auto-renouvellement des NSCs et des CSGs in vitro 

[152, 153]. HIF-2� régule la capacité tumorigénique des CSGs. Son expression est 

corrélée à un mauvais pronostic des patients [153]. Les cellules tumorales CD133+ 

ont également été observées dans la zone en pseudo-palissade qui entoure le 

centre nécrotique des glioblastomes, dont la formation pourrait être liée à une 

hypoxie sévère dans la tumeur [154]. Plus récemment, Patel et al. [125] ont 

séquencé l’ARN total de 430 cellules individuelles provenant de 5 tumeurs de 

glioblastome primaires dans le but d’établir le profil d’expression des gènes dans 

chaque cellule tumorale. Ils ont observé un gradient de la signature de transcription 

« état souche » dans chaque tumeur (une différence d’expression des gènes de la 

signature dans les différentes cellules tumorales) et cette signature était corrélée à 

la signature « hypoxie ». De manière intéressante, la signature « état souche » était 

également corrélée avec la signature « quiescence ». 

Pourtant, ces deux hypothèses de niche des CSGs ne sont pas 
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nécessairement contradictoires. Les deux niches pour les CSGs peuvent coexister 

dans les tumeurs de glioblastome (Figure 9), étant donné que l’hypoxie favorise la 

migration des CSGs et que ces CSGs dans les zones hypoxiques peuvent migrer 

vers les niches vasculaires ou bien les GSCs elles-mêmes induisent la 

vascularisation en recrutant les cellules endothéliales par la production les facteurs 

tels que SDF-1 et VEGF-A ou en se différenciant en cellules endothéliales [56]. La 

source de nutriment établie active ensuite les CSGs en quiescence et favorise la 

formation de nouvelles colonies, ce qui pourrait créer de nouveau un 

environnement hypoxique. 

 

Figure 9. Niche vasculaire et hypoxique des CSGs. Les niches vasculaires sont 

importantes pour l’auto-renouvellement des CSGs et la croissance des tumeurs, 

probablement à cause des facteurs sécrétés par les cellules endothéliales et aux 

nutriments venants des vaisseaux sanguins. D’autre part, les CSGs infiltrantes 

maintiennent leur état souche via l’activation des voies de signalisation liées à l’hypoxie. En 

même temps, ces CSGs peuvent recruter les cellules endothéliales par la sécrétion des 

facteurs angiogéniques ou se différencier en cellules endothéliales, ce qui supporte la 

croissance des tumeurs. EC, cellule endothéliale; PC, péricyte. D’après Chen et al. [56]. 
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1.3.2.3. Hypoxie et état souche 

L’hypoxie joue un rôle important dans la maintien de la pluripotence des 

cellules souches normales [155–157]. L’hypoxie peut aussi réguler la pluripotence 

des cellules tumorales de glioblastome, via le facteur de transcription HIF-2�. 

HIF-2� peut se lier au promoteur et induire l’expression d’Oct-4, qui est un facteur 

de transcription essentiel pour maintenir les cellules souches embryonnaires dans 

un état indifférencié [158]. 

Li et al ont observé que HIF-2� était exprimé spécifiquement dans les CSGs 

alors que HIF-1� était exprimé dans les CSGs et les cellules non-souches de 

glioblastome [153]. Dans les biopsies de glioblastome, HIF-2� co-localisait avec les 

marqueurs de CSGs. Il a été également montré que la condition hypoxique pouvait 

reprogrammer les cellules non-souches de glioblastome vers un phénotype de 

CSGs. Cela était accompagné par une surexpression de HIF-2� ainsi que les 

marqueurs de pluripotence Oct-4, Nanog et c-Myc. L’importance de HIF-2� dans la 

reprogrammation a été montré par l’expérience où l’introduction d’une construction 

non-dégradable de HIF-2� dans les lignés cellulaires de glioblastome induisait 

l’expression des marqueurs de pluripotence dans les cellules et augmentait leur 

capacité tumorigène [159]. Dans une étude similaire, l’hypoxie régulait l’expression 

des marqueurs de CSGs. La surexpression de HIF-2� mais non celle de HIF-1� 

induisait une augmentation de l’expression de ces marqueurs [160]. 

1.3.2.4. Hypoxie, angiogenèse et invasion 

Les glioblastomes sont parmi les tumeurs humaines les plus vascularisées [34]. 

Le stimulus pro-angiogénique le plus puissant dans le glioblastome est l’hypoxie. 

Cet effet pro-angiogénique de l’hypoxie est médié par HIF-1�, qui fonctionne 

comme un senseur du niveau d’oxygénation dans les tissus. La principale voie de 

signalisation impliquée dans ce processus est la voie HIF-1/VEGF-A. Après sa 

fixation sur le promoteur du gène codant VEGF-A, HIF-1 peut induire directement 

l’expression de VEGF-A [161], un facteur pro-angiogénique surexprimé dans le 

glioblastome qui induit la prolifération et la migration des cellules endothéliales [34]. 

HIF-1 contrôle aussi l’expression d’autres facteurs angiogéniques tels que PGF 

(placenta growth factor), PDGF� (platelet-derived growth factor �), 

angiopoïétine-1/2 [162]. 
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Dans les tumeurs de glioblastome, la structure en pseudo-palissade qui 

entoure le centre nécrotique est constituée de cellules tumorales qui sont en train 

de migrer vers la périphérie de la tumeur [139, 140, 163]. Il a été suggéré que ces 

cellules se trouvaient dans une zone hypoxique à cause d’une diffusion d’oxygène 

limitée et migraient vers les vaisseaux sanguins fonctionnels [139]. Ceci a été 

supporté par la découverte que HIF-1� favorise l’invasion des cellules tumorales 

par la régulation de l’expression de cathepsine D, MMP-2 (matrix 

metalloproteinase-2), uPAR (urokinase plasminogen activator receptor), 

fibronectine. Il a été aussi montré que HIF-1� était exprimé dans le bord invasif 

dans le glioblastome [163]. 

1.3.2.5. Hypoxie et radio/chimiorésistance 

1.3.2.5.1. Radiorésistance 

Il a été bien établi que les cellules tumorales hypoxiques sont plus résistantes 

à la radiothérapie que les cellules normoxiques [164, 165]. Le mécanisme derrière 

cette résistance est multifactoriel. 

Les radiations ionisantes induisent la mort des cellules cancéreuses 

principalement par la génération de lésions au niveau de l’ADN, via la formation 

des radicaux libres. La présence d’oxygène dans les tumeurs peut renforcer cet 

effet destructeur en générant des radicaux libres d’oxygène (ROS), un phénomène 

appelé « effet de renforcement par oxygène ». Il a été montré que pour atteindre le 

même effet biologique, il fallait une dose de radiation trois fois plus élevée en 

absence d’oxygène qu’en présence d’oxygène [164, 165]. 

 D’ailleurs, il existe des preuves qui suggèrent que le changement au niveau 

protéomique et génomique induit par l’hypoxie peut aussi avoir un impact sur la 

radiorésistance en modulant l’expression des protéines impliquées dans la réponse 

aux stress et à l’apoptose [166–168]. 

La modulation de l’hypoxie dans les tumeurs est devenue une stratégie 

émergente pour sensibiliser les cellules tumorales à la radiothérapie. Dans une 

étude récente, avec un modèle de souris orthotopique de glioblastome, Clarke et al. 

[169] ont montré qu’un prétraitement hyperoxique (100% oxygène pendant 25 min) 

des souris avec une masque sensibilisait les cellules tumorales à la radiation, 

ralentissait la croissance des tumeurs et prolongeait la survie des souris. Une 
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sensibilisation similaire à la radiothérapie a été aussi observée in vitro sur les 

cellules tumorales de glioblastome prétraitées dans la condition hyperoxique. La 

surexpression de HIF-1� dans les cellules tumorales diminuait cette sensibilisation. 

1.3.2.5.2. Chimiorésistance 

L’hypoxie tumorale est aussi corrélée avec la résistance aux agents de 

chimiothérapie dans le glioblastome. Cette résistance peut être expliquée par deux 

mécanismes différents induits par l’hypoxie : induction de l’état souche et l’induction 

des marqueurs de chimiorésistance [170]. 

Dans deux études indépendantes, une augmentation de l’expression des 

marqueurs des CSGs et des marqueurs liés à la chimiorésistance a été observée 

dans les cellules de glioblastome en hypoxie [171, 172]. Dans les biopsies de 

tumeurs de glioblastome, Pistollato et al. ont montré que les cellules dans les zones 

hypoxiques exprimaient le marqueur de CSGs CD133 ainsi que la méthyl guanine 

méthyl transférase (MGMT), l’enzyme impliquée dans la réparation d’ADN, et liée à 

la résistance au TMZ, composé de référence utilisé dans le traitement de 

glioblastome [171]. Il a été aussi montré que les cellules tumorales dérivées des 

zones hypoxiques étaient plus résistantes au TMZ que les cellules dérivées des 

zones normoxiques. 

1.3.3. Acidité tumorale 

1.3.3.1. Acidité et Métabolisme tumoral : effet Warburg 

et autres 

L’autre caractéristique bien connue actuellement du microenvironnement 

tumoral est une acidification extracellulaire, qui est observée dans une variété de 

tumeurs solides [135, 173–176]. Le pH peut être très varié au sein de la même 

tumeur, avec des zones acides localisées. Les mesures du pH à l’aide d’électrodes 

ont montré que le pH pouvait atteindre 5,9 dans les tumeurs cérébrales, avec une 

valeur moyenne à environ 6,8 alors que le pH dans le tissu cérébral normal se situe 

autour de 7,1 [135]. 

Il existe plusieurs explications à cette acidité tumorale. Premièrement, comme 

cela a été observé par Otto Warburg dans les années 1950, les cellules 
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cancéreuses montrent un profil métabolique bien spécifique. Au lieu d’utiliser la 

phosphorylation oxydative, les cellules cancéreuses utilisent la glycolyse pour la 

production d’énergie, produisant ainsi du lactate qui sera libéré avec les protons 

dans le milieu extracellulaire, même dans des conditions non hypoxiques, un 

phénomène appelé aussi « l’effet Warburg » ou « la glycolyse aérobie » [177]. 

Ce phénomène semblait initialement contre-intuitif car d’un point de vue 

énergétique, la glycolyse (2 ATP par glucose) est beaucoup moins efficace que la 

phosphorylation oxydative (jusqu’à 38 ATP par glucose). Cependant, les études 

durant la dernière décennie sur le métabolisme des cellules cancéreuses ont 

permis de progresser dans la compréhension de ce phénomène [178–183]. 

Brièvement, pour supporter la prolifération et garantir l’homéostasie cellulaire, les 

cellules tumorales ont besoin non seulement d’ATP, mais aussi de matière (blocs 

élémentaires source de carbone, d’azote, et autres éléments) permettant de 

soutenir l’activité anabolique, bioénergétique et la signalisation cellulaire. En 

augmentant l’absorption du glucose et en diminuant la phosphorylation oxydative, 

les cellules tumorales renforcent le flux glycolytique et accumulent des 

intermédiaires pour la synthèse de la biomasse, mais aussi de NADPH/H+ pour 

maintenir le potentiel Redox dans la cellule. Néanmoins, il est bien accepté 

maintenant que la reprogrammation métabolique du cancer est loin d’être limitée à 

l’effet Warburg [184]. Le métabolisme des cellules cancéreuses peut être 

hétérogène spatialement et temporellement dans une même tumeur [183]. 

D’ailleurs, l’hypoxie tumorale peut encore aggraver ce phénomène en 

favorisant la glycolyse. Ainsi, pour faire face à la production excessive de lactate, 

de protons et de CO2, les cellules cancéreuses mettent en place de nombreux 

mécanismes pour exporter le proton et garder le pH intracellulaire dans une limite 

physiologique (Figure 10) [185]. La production excessive et l’exportation du proton 

par les cellules cancéreuses, combinées à une perfusion inefficace due à la 

vascularisation tumorale chaotique, induisent une acidification extracellulaire dans 

les tumeurs. 
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Figure 10. Régulation du pH intracellulaire (pHi.) dans les cellules cancéreuses. 

Les cellules cancéreuses survivent dans un environnement acide en coordonnant la 

fonction des protéines régulant le pH, telles que NHE1 (Na+/H+ exchanger 1), CAs 

(carbonic anhydrase), NBC (Na+/HCO− co-transporter), AE1 (anion exchange protein 1), 

MCTs (monocarboxylate transporters) et V-ATPase. L’hypoxie tumorale favorise 

l’expression de certaines protéines impliquées dans la régulation du métabolisme et du pHi 

via le facteur de transcription HIF. GLUT1, glucose transporter type 1; LAT1, L-type amino 

acid transporter 1; LDHA, lactate dehydrogenase A; PDH, pyruvate dehydrogenase. 

D’après Pouysségur et al. [185]. 

1.3.3.2. Acidité et invasion tumorale 

Une des caractéristiques du glioblastome est l’infiltration des cellules 

tumorales dans les tissus normaux du cerveau, ce qui empêche la résection totale 

de la tumeur, à l’origine des récurrences du glioblastome. 

Il a été bien établi que l’acidité extracellulaire jouait un rôle important dans le 

processus d’invasion tumorale [186]. L’acidité favorise l’invasion tumorale par deux 

principaux mécanismes : d’une part l’acidité induit une toxicité sur les cellules 

normales alors que les cellules tumorales sont résistantes au stress acide; d’autre 

part l’acidité induit la dégradation de la matrice extracellulaire, via la libération et 

l’activation des protéases telles que le cathépsine B [187, 188], MMP2 (Matrix 

Métallopeptidase 2), MMP9 [189, 190]. Dans un modèle de xénogreffe avec les 
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cellules du cancer du sein et du colon, Estrella et al. [191] ont observé une 

corrélation entre l’acidité et l’invasion tumorale. Dans les tumeurs, les zones avec le 

plus d’invasion correspondaient aux zones avec le pH le plus bas. De manière 

intéressante, le traitement systématique avec du bicarbonate de sodium diminuait 

le gradient du proton dans la tumeur et empêchait l’invasion tumorale. 

1.3.3.3. Acidité et plasticité cellulaire 

Bien que le rôle de l’acidité extracellulaire dans la régulation de l’état souche 

des cellules cancéreuses soit moins caractérisé que celui de l’hypoxie, il existe 

quelques études sur la régulation de la plasticité cellulaire par l’acidité. Néanmoins, 

dans le contexte du microenvironnement tumoral, il est difficile de séparer l’hypoxie 

et l’acidité, qui sont souvent intimement liées. 

Dans une étude publiée en 2011, il a été montré que la condition acide 

favorisait l’état souche des CSGs [192]. L’exposition des CSGs à un milieu de 

culture acide (pH 6,5) augmentait l’expression des marqueurs de cellules souches 

(Olig2, Oct4 et Nanog), augmentait leur capacité de tumorigenèse dans les souris 

immuno-déficients. Les auteurs ont également montré une induction de 

l’expression de HIF-2� par l’acidité, ce qui suggérait que l’acidité favorisait le 

maintien de l’état souche des CSGs par la voie de signalisation HIF-2�. 

1.3.3.4. Acidité et immunosuppression 

Lors de leur développement, les tumeurs malignes sont capables d’échapper à 

la réponse du système immunitaire [38]. Des études récentes ont montré que la 

réponse immunitaire anti-tumorale était modulée par le microenvironnement 

tumoral, y compris l’acidité [193]. 

L’acide lactique produit par les cellules tumorales inhibe la prolifération et la 

production des cytokines des lymphocytes T cytotoxiques in vitro [194]. La raison 

serait que les lymphocytes T activés dont le métabolisme repose également sur la 

glycolyse exportent plus difficilement le lactate produit dans l’environnement 

tumoral déjà riche en ce métabolite. La perturbation métabolique qui en résulte 

altèrerait leur fonctionnement. Dans une autre étude, un traitement par l’inhibiteur 

de la pompe à proton ésoméprazole, en allégeant l’acidité tumorale a permis de 

restaurer le fonctionnement des lymphocytes T [195]. 
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1.3.3.5. Acidité et résistance aux traitements 

La membrane cytoplasmique fonctionne comme une barrière physique  

semi-perméable qui sépare l’environnement intracellulaire et extracellulaire. Des 

petites molécules non-chargées peuvent diffuser facilement à travers la membrane 

alors que le passage pour les molécules chargées est relativement plus difficile. La 

diffusion d’agents chimiothérapiques ionisables peut ainsi être altérée par des 

modifications du pH de l’environnement tumoral. Ainsi pour des molécules 

légèrement basiques telles que la doxorubicine, l’acidité extracellulaire que l’on 

peut trouver dans le microenvironnement tumoral peut limiter leur passage à 

travers la membrane des cellules cancéreuses compromettant leur efficacité 

anti-tumorale. Ceci a été montré dans des études in vitro et in vivo [174, 196–200]. 

L’acidité extracellulaire peut également jouer un rôle dans la résistance aux 

médicaments en augmentant l’activité de la glycoprotéine P, impliquée dans l’efflux 

des médicaments [201–204]. L’activation de la voie de signalisation p38 MAP 

Kinase par l’acidité est impliquée dans l’activation de la glycoprotéine P. L’inhibition 

de la voie p38 restaure la sensibilité des cellules tumorales aux agents de 

chimiothérapie [203]. 
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Contexte du travail de thèse 
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Contexte du travail de thèse 

Le but de l’équipe dans laquelle j’ai effectué ma thèse est d’utiliser une 

approche de chimie biologie intégrative pour étudier la pathophysiologie des 

cellules souches cancéreuses de glioblastome (CSGs) et trouver des molécules 

capables d’interférer avec la viabilité de ces cellules ou d’induire leur différenciation. 

Un criblage différentiel de la chimiothèque Prestwick sur les cellules CSGs en 

prolifération et en quiescence a permis d’identifier le bisacodyl appartenant à la 

classe des laxatifs stimulants comme une molécule présentant une activité 

cytotoxique spécifique sur les CSGs en quiescence. En tant que médicament, la 

molécule ne présente pas de toxicité particulière et elle est inactive sur des lignées 

cellulaires de glioblatomes en culture (U87-MG) ou des cultures de cellules non 

cancéreuses telles les cellules souches neurales fœtales humaines, les astrocytes 

humains et les cellules HEK [205]. 

Les études réalisées dans le cadre de ma thèse ont pour objectifs de : 

• comprendre le mode d’action du bisacodyl sur les CSGs en quiescence  

• réaliser une étude de relation structure-activité du bisacodyl, afin d’optimiser la 
molécule et de créer des outils pharmacologiques et/ou des candidats 
médicaments 

• développer un modèle cellulaire tridimensionnel de CSGs pour tester l’activité 
des composés 

• réaliser des études de pharmacocinétique et de biodistribution du bisacodyl 
chez l’animal 

• étudier l’activité du bisacodyl dans un modèle animal 

• chercher d’autres molécules actives sur les CSGs. 
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2. Matériels et Méthodes 
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2. Matériels et méthodes 

2.1. Culture cellulaire 

2.1.1. Les cellules TG1 et OB1 

2.1.1.1. Conditions de culture cellulaire 

Les cellules TG1 et OB1 sont des CSGs isolées et caractérisées dans le 

laboratoire de Dr Hervé Chneiweiss (Neuroscience Paris Seine, UPMC, Paris) [78]. 

Ces cellules sont cultivées dans un milieu de culture NS34 composé de DMEM/F12, 

glucose, GlutaMAX, HEPES, sodium bicarbonate, pénicilline/streptomycine, 

complété avec les suppléments B27, N2 et G5. Tous ces éléments sont fournis par 

Invitrogen. Le supplément G5 contient les facteurs de croissance EGF et bFGF. La 

composition du milieu est donnée dans le Tableau 1. 

Elément Référence/Invitrogen Quantité 

DMEM 31600091 1x 

F12 21700018 1x 

D-glucose anhydre 15023021 0,6% 

GlutaMAX-I 35050038 1x 

Tampon HEPES 15630056 5 mM 

Sodium Bicarbonate 25080060 0,1% 

Pénicilline/Streptomycine 15140148 10 unités/mL, 
10 µg/mL 

Supplément N2 17502048 1x 

Supplément G5 17503012 1x 

Supplément B27 17504044 0,5x 

Tableau 1. Composition du milieu de culture NS34. 

Les cellules sont passées deux fois par semaine. Lors du passage, les cellules 
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sont récoltées par une centrifugation à 218 g pendant 5 min. Les cellules sont 

ensuite dissociées mécaniquement par 100 allers-retours avec une pipette P1000 

dans 1 mL de milieu conditionné. Le nombre de cellules vivantes et mortes est 

déterminé avec un comptage au bleu de Trypan. Les cellules dissociées sont 

ensemencées dans le milieu renouvelé à une densité à 2,5 x 105 cellules/mL. Le 

milieu renouvelé est composé de 90% de milieu NS34 frais et 10% de milieu 

conditionné. Les cellules sont incubées à 37 °C, 5%  CO2 sous atmosphère humide 

et à l’obscurité. 

2.1.1.2. Mise en quiescence des cellules 

Pour obtenir les cellules TG1 et OB1 en quiescence, les cellules sont laissées 

dans l’incubateur pendant 9 jours sans renouvellement du milieu après un passage 

normal. Le jour du passage est considéré comme le jour J0. La quiescence des 

cellules au jour 9 est vérifiée avec le test d’incorporation d’EdU. 

2.1.1.3. Congélation et décongélation des cellules 

Les cellules sont récoltées par centrifugation à 218 g pendant 5 min à 4 °C. Le 

surnageant est éliminé et le culot cellulaire est repris dans un mélange de 90% FBS 

(Invitrogen) et 10% DMSO (Sigma Aldrich) à une densité d’environ 3 x 106 

cellules/mL. La suspension cellulaire est aliquotée rapidement en fractions de 1 mL 

dans les cryotubes de 1,5 mL. Les tubes des cellules sont ensuite placées à -80 °C 

pendant une semaine et puis transférées dans un container d’azote liquide. 

Pour la décongélation, 1 mL de milieu NS34 chauffé à 37 °C est ajouté dans le 

cryotube contenant les cellules congelées. On transfère ce qui est décongelé dans 

30 mL de milieu NS34 chauffé à 37 °C dans un Falcon  de 50 mL. Cette opération 

est répétée plusieurs fois jusqu’à ce qu’il n’y ait plus de cellules dans le cryotube. 

Les cellules sont ensuite centrifugées à 218 g pendant 5 min. Le surnageant est 

éliminé et le culot cellulaire repris dans 10 mL de milieu NS34. Les cellules sont 

mises en culture dans une flasque T75 à 37 °C, 5% C O2 sous atmosphère humide 

et à l’obscurité. 

2.1.2. Les cellules U87-MG 

Les cellules U87-MG (catalogue HTB-14, ATTC) sont une lignée cellulaire 

issue de glioblastome. Elles sont cultivées sous forme adhérente dans le milieu 
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EMEM (ATTC) supplémenté avec 10% de sérum de veau fœtal (FBS) (Invitrogen) 

et pénicilline (50 unités/mL)/streptomycine (50 µg/mL) (Invitrogen) selon les 

recommandations du fournisseur. 

Les cellules U87-MG sont passées 1 à 2 fois par semaine lorsqu’elles arrivent 

à environ 90% de confluence. Lors du passage, les cellules sont rincées avec du 

PBS puis détachées par une incubation de 2-3 min avec la trypsine-EDTA 

(Invitrogen) dans l’incubateur. La trypsine est neutralisée avec le milieu de culture 

et les cellules sont récoltées par une centrifugation à 218 g pendant 5 min. Les 

cellules sont ensuite ensemencées dans le milieu de culture frais à une dilution de 

2 à 5 fois et cultivées à 37 °C, 5% CO 2 sous atmosphère humide et à l’obscurité. 

2.1.3. Les astrocytes humains 

Les astrocytes humains (catalogue 1800, ScienCell Research Laboratories) 

sont des cellules primaires isolées de cerveau humain. Ces cellules poussent sous 

forme adhérente dans les flasques recouvertes préalablement de poly-L-Lysine 

(ScienCell). Les cellules sont cultivées dans le milieu Astrocyte Medium (ScienCell) 

constitué de milieu basal, Astrocyte Supplement, FBS et pénicilline/streptomycine 

selon les recommandations du fournisseur. 

Les astrocytes humains sont divisés lorsque la culture atteint environ 80% de 

confluence. Après un rinçage avec du PBS, les cellules sont détachées avec la 

trypsine-EDTA (Invitrogen) et récoltées par centrifugation à 218 g pendant 5 min. 

Les cellules sont ensuite comptées au bleu de Trypan, puis ensemencées à une 

densité de 5000 cellules/cm2. Les cellules sont incubées à 37 °C, 5% CO 2 sous 

atmosphère humide et à l’obscurité. Le milieu de culture est renouvelé tous les 

deux jours jusqu’à ce que les cellules soient à 50% de confluence, puis tous les 

jours jusqu’à 80% de confluence. 

2.2. Evaluation de l’état de la prolifération 

des cellules TG1 et OB1 

L’état de la prolifération des cellules TG1 et OB1 est évalué par le test 

d’incorporation d’EdU, l’analyse de l’expression de Ki67 et l’analyse du cycle 

cellulaire. 
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2.2.1. Test d’incorporation d’EdU 

La synthèse d’ADN est mesurée par l’incorporation d’EdU (5-ethynyl 

2-desoxyuridine) dans les cellules TG1 et OB1 à l’aide de l’essai Click-iT Plus EdU 

Alexa Fluor 488 Flow Cytometry Assay Kit (catalogue C10632, Life Technologies) 

suivant le protocole du fournisseur. 

L’EdU à la concentration de 10µM est ajoutée dans la culture cellulaire la veille. 

Après une incubation pendant la nuit, les cellules sont fixées avec une solution 

contenant du paraformaldéhyde puis perméabilisées avec une solution contenant 

de la saponine (les solutions sont fournies dans l’essai). Les cellules sont ensuite 

incubées dans un mélange réactionnel contenant l’azide couplé à l’Alexa 488 

pendant 30 min à température ambiante et à l’obscurité. Les cellules qui ont 

incorporé l’EdU sont marquées par l’Alexa 488. 

Les cellules sont analysées avec le cytomètre en flux BD FACSCalibur (BD 

Biosciences). Les résultats sont analysés avec le logiciel FlowJo. 

2.2.2. Analyse du cycle cellulaire et de 

l’expression de ki67 

Les cellules TG1 et OB1 dissociées (1 x 106 cellules) sont perméabilisées et 

fixées par une incubation dans 500 µL de solution à 70% éthanol dans l’eau à 

-20 °C pendant 2h. Après un lavage dans 3 mL de sol ution à 1% BSA dans du PBS, 

les cellules sont reprises dans 500 µL de solution à 1% BSA/PBS. Les cellules sont 

ensuite incubées avec 5 µL de l’anticorps anti-Ki67 conjugué au FITC (MHKI6701, 

Life technologies) ou avec 5 µL de l’anticorps contrôle (isotype IgG1 conjugué au 

FITC (MG101, Life technologies)) à température ambiante pendant 30 min. Les 

cellules sont lavées dans 1 mL de solution à 1% BSA/PBS et reprises dans 500 µL 

de solution à 1% BSA/PBS. Après un traitement avec 10 µg/mL de RNase A (Sigma 

Aldrich) et 20 µg/mL d’iodure de propidium (Sigma Aldrich) à température ambiante 

pendant 30 min, les cellules sont analysées avec le cytomètre en flux BD 

FACSCalibur (BD Biosciences). Les résultats sont analysés avec le logiciel FlowJo. 

2.3. Test de senescence 

L’activité de la  -galactosidase associée à la senescence est examinée avec 
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le kit commercial Cellular Senescence Assay Kit (KAA002, Merck Millipore) en 

suivant le protocole du fournisseur. Brièvement, les cellules sont d’abord fixées 

dans une solution de fixation contenant du paraformaldéhyde (PFA) à température 

ambiante pendant 10 min puis incubées avec la solution SA-�-gal Detection 

Solution à 37 °C pendant la nuit. Les cellules sont  ensuite examinées sous 

microscope à fond clair. Les cellules U87-MG traitées avec 100 µM de 

témozolomide pendant 5 jours sont utilisées comme contrôle positif. 

2.4. Evaluation de l’expression des 

marqueurs de surface des CSGs 

2.4.1. Détection de CD133 par cytométrie en flux 

Après une dissociation mécanique, 1 x 106 cellules sont reprises dans 100 µL 

de solution à 0,5% BSA dans du PBS. Les cellules sont ensuite incubées avec 10 

µL d’anticorps anti-CD133 conjugué au FITC (130-105-226, Miltenyi Biotec) ou 10 

µL d’isotype contrôle conjugué au FITC (130-104-562, Miltenyi Biotec) à l’abri de la 

lumière dans le réfrigérateur pendant 10 min. Les cellules sont ensuite lavées dans 

2 mL de solution à 0,5% BSA dans du PBS, reprises dans 0,5 mL de cette même 

solution, puis analysées avec le cytomètre en flux BD FACSCalibur (BD 

Biosciences). Les résultats sont analysés avec le logiciel FlowJo. 

2.4.2. Détection de CD56 et CXCR4 par 

immunofluorescence 

Les cellules sont dissociées mécaniquement puis centrifugées sur les lames 

avec la centrifugeuse Shandon Cytospin (Thermo Scientific). L’auto-fluorescence 

cellulaire est bloquée par une incubation avec 0,06% KMnO4 dans du PBS à 

température ambiante pendant 10 min. Après un blocage avec une solution à 1% 

BSA dans du PBS, les lames sont incubées avec l’anticorps anti-CXCR4 (Merck 

Millipore, AB1847, 1:50) ou l’anticorps anti-CD56 (BioLegend, 304601, 1:25) à 4 °C 

pendant la nuit. Les lames sont ensuite lavées avec le PBS puis incubées avec 

l’anticorps secondaire conjugué à l’Alexa 488 (Jackson Immuno Research, 1:250) à 

température ambiante à l’abri de la lumière pendant 20 min. Le DAPI 

(4',6-diamidino-2-phenylindole) est utilisé pour la contre-coloration des noyaux 



 

 50

avant l’observation au microscope. 

2.5. Test de clonalité 

Les cellules TG1/OB1 en prolifération et en quiescence sont dissociées 

mécaniquement. Après un comptage au bleu de Trypan, les cellules sont 

ensemencées dans la plaque à 96 puits (655090 Greiner) à différente densité (1, 2, 

5, 10, 20 et 50 cellules par puits dans 200 µL de milieu NS34 frais). 50 µL de milieu 

NS34 frais est ajouté dans chaque puits toutes les semaines. Le nombre de puits 

contenant au moins une sphère ainsi que le nombre de sphères formées dans 

chaque puits est déterminé 3 semaines après l’ensemencement des cellules. 

2.6. Différenciation des CSGs in vitro 

Les cellules TG1/OB1 en prolifération et en quiescence sont dissociées et 

mises en culture dans le milieu NS34 dont les suppléments sont remplacés par 10% 

FBS (Invitrogen). Le milieu de culture est renouvelé 2 fois par semaine. Au bout de 

14 jours, les cellules sont récoltées à l’aide des grattoirs de cellules. L’ARN total 

des cellules avant et après l’induction de la différenciation est extrait, purifié, 

caractérisé et rétro-transcrit en ADNc selon le protocole décrit dans Matériels et 

Méthodes, section 2.8. L’expression des marqueurs de pluripotence et de 

différenciation (Sonic Hedgehog (SHH): Hs 00179843-m1, �3 tubulin (TUBB3): Hs 

00801390-S1 and glial fibrillary acid protein (GFAP): Hs00909233-m1) est 

déterminée avec les essais individuels TaqMan gene expression assays (Applied 

Biosystems, Life Technologies), selon le protocole décrit dans Matériels et 

Méthodes, section 2.8. 

2.7. Evaluation de la capacité tumorigène in 

vivo des CSGs 

Les souris (NMRI Nude, Janvier) sont anesthésiées par inhalation de 

l’isoflurane. 105 cellules OB1 en prolifération ou en quiescence sont injectées dans 

le striatum gauche de souris (4 souris par condition) en utilisant un système 

stéréotaxique avec une seringue Hamilton de 10 µL. L’aiguille est maintenue en 

place pendant 5 min après l’injection puis retirée avec précaution. 

8 semaines après l’injection, les souris sont anesthésiées avec la xylazine et 
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perfusées avec une solution de PBS contenant 4% de formaldéhyde. Les cerveaux 

des souris sont fixés dans la même solution, inclus dans la paraffine et coupés en 

sections de 10 µm. Les cellules humaines sont identifiées par marquage 

immunohistochimique avec l’anticorps anti-vimentine humaine (clone V9, Dako) 

selon le protocole décrit dans Patru et al. [78]. Les cellules en prolifération sont 

identifiées avec l’anticorps anti-Ki67 (clone MIB-1, Dako), selon le protocole décrit 

dans Matériels et Méthodes, section 2.17.1.  

2.8. Extraction et contrôle de la qualité des 

ARN. PCR quantitative. 

L’ARN total est isolé à partir de 5 à 10 x 106 cellules TG1 et OB1 en utilisant le 

TRI Reagent (Euromedex) selon le protocole du fournisseur. Le protocole RNeasy 

mini kit (QIAGEN) est utilisé pour la purification des échantillons d’ARN. La pureté 

des échantillons est examinée par des analyses du spectre d’absorption à l’aide du 

NanoDrop ND-1000 (Labtech). Les rapports des absorbances A260/A280 et 

A260/A230 sont déterminés. Seuls les ARN présentant des rapports d’absorbance 

entre 1,8 et 2,1 sont retenus. La concentration d’ARN est déterminée avec l’essai 

Quant-it RNA Assay Kit (Invitrogen) en utilisant le fluorimètre Qubit. L’intégrité de 

l’ARN est évaluée avec le Bioanalyzer Agilent 2100 et les puces RNA 6000 

LabChip. Les échantillons d’ARN avec une valeur RIN (RNA Integrity Number) 

(2100 expert software, Agilent Technologies) supérieure à 9 sont acceptés. 

L’ARN total (1 µg) est rétro-transcrit en ADNc simple brin en utilisant le kit High 

Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, Life Technologies). La 

PCR en temps réel est réalisée avec les essais individuels de TaqMan sur l’appareil 

ABI Prism 7000HT (Applied Biosystems, Life Technologies). Les résultats sont 

normalisés en utilisant l’ARN ribosomique 18S ARN comme gène de référence. 

2.9. Expression des marqueurs de 

pluripotence et de différenciation dans 

les CSGs 

L’expression des ARNm codant des marqueurs de pluripotence et de 

différenciation a été évaluée en utilisant les puces TaqMan Human Stem Cell 
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Pluripotency (Applied Biosystems, Life Technologies) basées sur la PCR 

quantitative en suivant le protocole du fournisseur (Tableau 2). 

Groupe Nombre Gènes 

Gène exprimé dans 

cellules indifférenciées 
6 

NANOG, POU5F1, TDGF1, DNMT3B, 

GABRB3, GDF3 

Gène lié à pluripotence 3 NANOG, POU5F1, SOX2 

Gène lié à état souche 33 

BRIX, CD9, COMMD3, CRABP2, EBAF, 
FGF4, FGF5, FOXD3, GAL, GBX2, GRB7, 
IFITM1, IFITM2, IL6ST, IMP2, KIT, LEFTB, 

LIFR, LIN28, NODAL, NOG, NR5A2, 
NR6A1, PODXL, PTEN, REST, SEMA3A, 

SFRP2, TERT, TFCP2L1, UTF1, Xist, 
ZFP42 

Marqueur de 

différenciation 
50 

ACTC, AFP, CD34, CDH5, CDX2, CGB, 

COL1A1, COL2A1, DDX4, DES, EOMES, 

FLT1, FN1, FOXA2, GATA4, GATA6, GCG, 

GCM1, GFAP, HBB, HBZ, HLXB9, IAPP, 

INS, IPF1, ISL1, KRT1, LAMA1, LAMB1, 

LAMC1, MYF5, MYOD1, NES, NEUROD1, 

NPPA, OLIG-2, PAX4, PAX6, PECAM1, 

PTF1A, RUNX2, SERPINA1, SOX17, SST, 

SYCP3, SYP, T, TAT, TH, WT1 

Contrôle 6 
ACTB, RAF1, CTNNB1, GAPD, EEF1A1, 

18S 

Tableau 2. Liste des gènes dans les puces TaqMan Human Stem Cell 

Pluripotency (Applied Biosystems, Life Technologies). 

Les protocoles pour l’extraction, le contrôle de la qualité de l’ARN, la 

rétrotranscription et la PCR quantitative sont décrits dans Matériels et Méthodes, 

section 2.8. 
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2.10. Evaluation de l’activité cytotoxique du 

bisacodyl/DDPM sur les cellules TG1 et 

OB1 

Les cellules TG1/OB1 en prolifération (3 x 104 cellules par puits) et en 

quiescence (4 x 104 cellules par puits) sont dissociées et ensemencées dans les 

plaques à 96 puits (655090 Greiner) dans un volume de 50 µL. Les composés à 

tester sont ajoutés à la concentration finale indiquée (avec 1% DMSO) dans un 

volume de 50 µL. Les puits du contrôle négatif contiennent les cellules traitées avec 

1% DMSO. 

Le taux d’ATP est mesuré 24h après le traitement avec l’essai CellTiter-Glo 

(Promega) en suivant le protocole du fournisseur. La luminescence dans chaque 

puits est mesurée sur l’appareil Envision (Perkin Elmer). Le taux d’ATP relatif à 

chaque condition est calculé en divisant le signal mesuré dans les puits par le 

signal dans les puits correspondant au contrôle négatif. Les courbes dose-réponse 

sont ajustées avec l’équation d’Hill : 
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Smax : le signal maximum obtenu (en théorie : 100%) 

Smin : le signal minimum obtenu (0% dans la majorité des cas, mais toujours 

positif) 
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maximale 

n : coefficient de Hill 
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2.11. Préparation du milieu NS34 à 

différents pH 

Afin d’augmenter le pouvoir tampon du milieu NS34, le tampon HEPES 

(Invitrogen) et le tampon BisTris (Sigma Aldrich) sont ajoutés dans le milieu pour 

avoir une concentration finale de 20 mM de chaque élément. 

Le pH est ajusté avec 1M HCl (Sigma Aldrich). Le milieu de culture au pH 

choisi est ensuite mis dans l’incubateur à 37 °C, 5 % CO2 pendant 1h. Le pH du 

milieu est mesuré et réajusté si nécessaire. Le milieu est passé sur un filtre à 0,22 

µm avant d’être utilisé. 

2.12. Détection de la fragmentation d’ADN 

par la méthode TUNEL 

Les cellules TG1 en quiescence sont traitées avec 10 µM bisacodyl ou DMSO 

pendant 24h. La staurosporine à 1 µM est utilisée comme contrôle positif. La 

détection de la fragmentation d’ADN est réalisée avec l’essai DeadEnd fluometric 

TUNEL (Promega) en suivant le protocole du fournisseur. 

Brièvement, les cellules sont lavées au PBS après le traitement. Elles sont 

ensuite fixées et perméabilisées avec 1% PFA et 0,2% Triton X-100 dans du PBS, 

respectivement. Les cellules sont incubées avec les réactifs pendant 1h à 37 °C à 

l’abri de la lumière. Après une incubation avec l’iodure de propidium/RNase A de 30 

min à température ambiante, le signal TUNEL et la quantité d’ADN sont analysés 

avec le cytomètre en flux BD FACSCalibur (BD Biosciences). Les résultats sont 

analysés avec le logiciel FlowJo. 

2.13. Microscope électronique en 

transmission 

Les cellules OB1 en prolifération dans le milieu NS34 frais à pH 7,4 ou à pH 

6,2, ainsi que les cellules OB1 en quiescence dans le milieu conditionné sont 

traitées avec 50 µM DDPM ou 1% DMSO pendant 24h. Les cellules traitées sont 

fixées dans 2,5% glutaraldéhyde and 2,5% PFA dans le tampon cacodylate (0,1 M, 

pH 7,4). Après un lavage dans le tampon cacodylate pendant 30 min, les cellules 
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sont post-fixées dans 1% de tétroxyde d'osmium dans le tampon cacodylate à 4 °C 

pendant 1h, contrastées avec l’acétate d'uranyle à 4 °C pendant 2h, déshydratées 

dans l’éthanol aux différentes concentrations (50%, 70%, 90%, 100%) et l’oxyde de 

propylène pendant 30 min. 

Après les étapes de fixation et de déshydratation, les cellules sont incluses 

dans l’Epon 812. Les sections semi-fines sont coupées à 2 µm et colorées au bleu 

de toluidine. Les sections ultrafines sont coupées à 70 nm et contrastées avec 

l’acétate d'uranyle et le citrate de plomb. Les sections ultrafines sont ensuite 

examinées avec le microscope électronique (Morgagni 268D). Les images sont 

capturées avec une caméra Mega View III (Soft Imaging System). 

2.14. Analyse des protéines phosphorylées 

à l’aide de la puce «Human 

Phospho-Kinase Array» 

L’état de phosphorylation de 45 protéines (dont 43 kinases) dans les cellules 

OB1 en quiescence est examiné en utilisant la puce Human Phospho-Kinase Array 

(R&D Systems) en suivant le protocole du fournisseur. 

Les cellules OB1 (3,5 x 106 cellules) en quiescence sont traitées avec 10 µM 

de DDPM ou 1% DMSO pendant 2h. Les cellules traitées sont lysées avec le 

tampon de lyse (fourni dans le kit). Après une centrifugation à 14000g à 4 °C 

pendant 5min, le surnageant est récupéré. La quantité de protéine dans le 

surnageant est déterminée par la méthode de Bradford (Protein Assay de Bio-Rad). 

Les membranes contenant les différents anticorps sont traitées avec le tampon 

de blocage fourni dans le kit, puis incubées avec le lysat de cellules OB1 (200 µg 

de protéines) à 4 °C pendant une nuit. Après 3 lava ges avec le tampon de lavage 

(fourni dans le kit), les membranes sont incubées avec le cocktail d’anticorps 

secondaires à température ambiante pendant 2h, puis avec la solution de 

Streptavidine couplée à la peroxydase (streptavidine-HRP) à température ambiante 

pendant 30 min. Le signal émis après application de la solution de révélation est 

détecté avec la caméra ImageQuant LAS4000 (GE Healthcare Life Sciences). Les 

résultats sont analysés avec le logiciel ImageJ. 
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2.15. Analyse de la kinase WNK par Western 

blot 

Les cellules OB1 en quiescence sont traitées avec 10 µM DDPM pendant 10 

min, 30 min et 2h. Après le traitement, les cellules sont lavées une fois dans du 

PBS froid et récoltées par une centrifugation à 218 g pendant 5 min à 4 °C. Les 

cellules sont ensuite reprises dans le tampon RIPA complet (250 µL de tampon 

pour 5 x 106 cellules) et laissées sur la glace pendant 1h. Pour préparer le tampon 

RIPA complet, il faut ajouter 10 µL de sodium orthovanadate, 10-20 µL de cocktail 

de inhibiteurs de protéases dans 1 mL de tampon RIPA (RIPA Lysis Buffer system, 

Santa Cruz Biotechnology). Après une centrifugation à 20 000 g pendant 15 min à 

4 °C, le surnageant (extrait protéique) est prélevé  et soumis à la quantification. La 

quantification est effectuée à l’aide de l’essai DC Protein Assay (Bio-Rad). 

Les protéines (20 µg) sont séparées par électrophorèse sur gel de 

polyacrylamide (6%-8%) SDS-PAGE (migration pendant 1,5h, 70V) puis 

transférées sur des membranes de nitrocellulose (transfert pendant 2h, 70V). Les 

membranes sont bloquées dans une solution de 0,1% Tween20 et 5% de lait 

écrémé dans du TBS 1X pendant 1h à température ambiante, lavées et ensuite 

incubées avec les anticorps primaires (anti-WNK1 (Cell signaling, 1 : 1000) et 

anti-phospho-WNK1 (Thr60, Cell signaling, 1 : 1000), anti-GAPDH (Cell signaling, 

1/5000)) pendant la nuit à 4 °C sous agitation. Les  membranes sont ensuite 

incubées avec les anticorps secondaires conjugués à l’HRP (Cell signaling, 1 : 

10000) pendant 1h à température ambiante. 

L’interaction est révélée avec le réactif de détection Amersham ECL Prime 

Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare Life Sciences) et le signal 

détecté avec une caméra ImageQuant LAS4000 (GE Healthcare Life Sciences). 

Les résultats sont analysés avec le logiciel ImageJ. 

2.16. Génération des macrosphères 

clonales 

Les cellules TG1 et OB1 sont dissociées mécaniquement et comptées au bleu 

de Trypan. Elles sont ensuite ensemencées dans les plaques à 96 puits (655090 

Greiner) à densité clonale (5 à 20 cellules par puits dans 200 µL de milieu NS34). 
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50 µL de milieu est ajouté dans chaque puits toutes les semaines. Les sphères 

clonales formées à 4 semaines sont transférées dans les plaques à 24 puits 

(662160 Greiner). Pour éviter l’agrégation des sphères, nous mettons une seule 

sphère dans chaque puits dans 1mL de milieu NS34. Le milieu de culture est 

renouvelé chaque semaine. Les sphères de grande taille avec un diamètre 

d’environ 1 mm sont obtenues 7 à 8 semaines après l’ensemencement des 

cellules. 

2.17. Caractérisation des macrosphères 

2.17.1. Immunohistochimie 

Les sphères clonales de grande taille sont fixées dans 4% de PFA puis 

incluses dans la paraffine. Les sphères sont ensuite coupées en section de 5 µm. 

Avant le marquage immunohistochimique, les lames sont déparaffinées dans des 

bains successifs de xylène, éthanol et eau. Le démasquage antigénique est réalisé 

en incubant les lames dans le tampon citrate (10 mM sodium de citrate, 0,05% 

Tween 20, pH 6,0) à 95 °C pendant 40 min. 

Les lames sont ensuite bloquées avec 0,3% H2O2 pendant 20 min puis avec 

une solution à 1% BSA dans du PBS pendant 10 min à température ambiante. Les 

sections sont incubées avec les anticorps anti-Ki67 (Dako, clone MIB-1, 1 : 50), 

anti-GLUT1 (Thermo Fisher Scientific, 1 : 150), GLUT3 (Thermo Fisher Scientific, 

1 : 50) à température ambiante pendant 1h. Après l’incubation avec les anticorps 

primaires, les lames sont mises en contact avec les anticorps secondaires 

correspondants conjugués à la biotine (Jackson ImmunoResearch Labs, 1 : 500) à 

température ambiante pendant 20 min et ensuite incubées avec de l’avidine 

conjuguée à la peroxydase (ExtrAvidin-Peroxidase Sigma Aldrich, 1: 500) pendant 

20min à température ambiante. La révélation est réalisée en utilisant le substrat 3,3' 

Diaminobenzidine (DAB) (BD Biosciences). Les noyaux cellulaires sont 

contre-colorés avec l’hématoxyline. 

2.17.2. Détection de l’hypoxie 

La détection des zones hypoxiques dans les sphères de grande taille est 

réalisée avec l’essai Hypoxyprobe-1 (Hypoxyprobe, Inc.). 

Les sphères sont incubées dans le milieu NS34 contenant 100 µM 
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pimonidazole (fourni dans le kit) pendant 2h à 37 °C. Les sections des sphères sont 

obtenues en suivant le protocole d’immunohistochimie décrit dans le paragraphe 

2.17.1. Les adduits de pimonidazole formés dans les zones hypoxiques des 

sphères sont détectés avec l’anticorps MAb1 qui est fourni dans le kit (1 : 50). 

2.18. Pharmacocinétique, bio-distribution 

Les études de pharmacocinétique et bio-distribution du bisacodyl ont été 

réalisées par la plateforme TechMedILL. 

2.18.1. Pharmacocinétique 

Le bisacodyl est administré à des souris CD1 en injection intra-péritonéale (i.p.) 

en suspension dans du PBS en présence de 0,2% carboxyméthycellulose (CMC) et 

0,2% Tween 80 (3 souris par condition). Les souris sont sacrifiées 0,5h, 1,5h, 3h, 

6h, 12h, et 24h après l’injection. 

Le sang est prélevé et le plasma est séparé par centrifugation. Les échantillons 

sont conservés à -80 °C avant les analyses. 400 µL de chaque échantillon de 

plasma sont mélangés avec 1 mL d’acétonitrile pour précipiter les protéines et 

extraire le composé. 

Les échantillons sont agités à l’aide d’un vortex pendant 3 min, placés dans un 

sonicateur pendant 3 min puis agités une fois de plus au vortex pendant 3 min. Les 

protéines précipitées sont sédimentées par centrifugation à 15000 g pendant 5 min. 

Les surnageants sont prélevées et analysés en LC-MS/MS avec un protocole mis 

au point précédemment par la plateforme. 

2.18.2. Bio-distribution 

Le bisacodyl en suspension dans du PBS en présence de 0,2% 

carboxyméthycellulose et 0,2% Tween 80 est administrée en i.p. à des souris CD-1 

à la dose de 300 mg/kg (2 souris par condition). 3 injections à intervalle de 24h sont 

réalisées sur chaque souris. Les souris sont sacrifiées 15 min, 30 min, 1,5h, 6h, 

10h, 24h et 48h après la troisième injection. 

Le cerveau est prélevé en prenant soin de perfuser l’animal avec 40 mL de 

sérum physiologique. Chaque cerveau est ensuite broyé dans 400 µL de sérum 

physiologique. 1 mL d'acétonitrile est ajouté pour précipiter les protéines et extraire 
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le composé. 

La quantification du bisacodyl/DDPM est effectuée en LC-MS/MS comme ce 

qui est décrit dans la section 2.18.1. 

2.19. Effet du bisacodyl sur la capacité 

d’initiation de tumeur des CSGs 

Les cellules OB1 sont traitées avec 50 µM bisacodyl pendant 12h dans le 

milieu de culture NS34 dont le pH est ajusté à 6,2. Les cellules OB1 dans le groupe 

contrôle sont incubées dans le même milieu sans bisacodyl pendant 12h. Après le 

traitement, le même nombre de cellules vivantes (4 x 106 cellules) sont mélangées 

avec 40 µL PBS et 160 µL Matrigel (BD Biosciences). Les cellules sont ensuite 

injectées dans chaque flan des souris Nude (Charles River) (4 souris par condition). 

Les souris sont sacrifiées 21 jours après l’injection. Les inserts de matrigel sont 

retirés, fixées dans 4% PFA puis incluses dans la paraffine. Après coupe en 

sections de 8 µm des inserts, les cellules tumorales humaines sont identifiées par 

marquage immunohistochimique avec l’anticorps anti-vimentine (clone V9, Dako). 
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3. Résultats sur l’étude du bisacodyl / 
DDPM 
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3. Résultats sur l’étude du bisacodyl / 
DDPM 

3.1. Caractérisation de la quiescence des 

CSGs 

3.1.1. La mise en quiescence des CSGs 

Les CSGs utilisées dans nos études, les cellules TG1 et les cellules OB1, ont 

été isolées à partir de deux tumeurs de glioblastome primaires dans le laboratoire 

de Dr Chneiweiss [78]. Ces cellules ont été caractérisées précédemment et 

possèdent les caractéristiques des CSGs, notamment la capacité 

d’auto-renouvellement, d’induire des tumeurs chez l’animal après injection d’un 

faible nombre de cellules et de différenciation [78]. 

Afin de comprendre l’action spécifique du bisacodyl sur les CSGs en 

quiescence, il est essentiel de caractériser cet état de quiescence. Dans notre 

laboratoire, la mise en quiescence des CSGs in vitro a été réalisée en laissant les 

cellules sans changement du milieu de culture NS34 (milieu défini sans sérum mais 

contenant des facteurs de croissance EGF et b-FGF) pendant 9 à 16 jours après le 

dernier passage alors que pour les cellules en prolifération le milieu est renouvelé 

deux fois par semaine. Les CSGs en quiescence sont morphologiquement 

similaires aux CSGs en prolifération (Figure 11). Elles forment des neurosphères 

qui sont légèrement plus grandes que celles qui sont formées dans les conditions 

de prolifération. 
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Figure 11. Images en contraste de phase des CSGs TG1 et OB1 en prolifération 

et en quiescence. Les conditions de quiescence correspondent ici à un 

non-renouvellement du milieu de culture NS34 pendant 9 jours. Echelle : 100 µm. 

3.1.2. Quiescence et viabilité cellulaire 

 

Figure 12. Incorporation de l’EdU dans les CSGs TG1 et OB1 en fonction du 

nombre de jours en culture sans renouvellement de milieu. Le taux d’incorporation 

d’EdU est mesuré chaque jour jusqu’au jour 14 après un passage de cellule normal, en 

utilisant l’essai Click-iT Plus EdU Alexa Fluor 488 Flow Cytometry Assay Kit. 
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L’entrée en quiescence des CSGs a été caractérisée par le test d’incorporation 

de l’éthynyl desoxyuridine (EdU) qui mesure la synthèse d’ADN (Figure 12). Une 

diminution progressive du taux d’incorporation d’EdU est observée dans les cellules 

TG1 et OB1 à partir du 4e jour de non renouvellement du milieu. Le taux 

d’incorporation devient très faible à partir du 9e jour (de l’ordre de 5% pour les 

cellules TG1 et 10% pour les cellules OB1) et n’évolue guère au-delà de 9 jours. 

Parallèlement nous avons mesuré la viabilité des CSGs lors de l’entrée en 

quiescence (Figure 13). Pendant les dix premiers jours après un passage normal 

des cellules, le pourcentage des cellules vivantes (TG1) reste relativement stable 

(de l’ordre de 80%). A partir du 11e jour, une chute brutale de la viabilité cellulaire 

est observée. Le pourcentage des cellules vivantes reste de l’ordre de 50% entre le 

11e et le 16e jour. 

 

Figure 13. Viabilité des cellules TG1 en fonction du nombre de jours en culture 

sans renouvellement de milieu. Le pourcentage des cellules TG1 vivantes est déterminé 

avec le bleu de Trypan chaque jour jusqu’au jour 14 après un passage de cellule normal. 

Les résultats ci-dessus nous ont amené à choisir le 9e jour de 

non-renouvellement du milieu comme condition optimale pour étudier les cellules 

en quiescence. En effet, au 9e jour de non-renouvellement du milieu, la synthèse 

d’ADN par les cellules TG1 et OB1 est quasi-nulle sans que la viabilité cellulaire 

soit affectée. Sauf indication contraire, cette condition sera utilisée pour la 

quiescence dans ce travail. 
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3.1.3. Expression du marqueur de prolifération 

Ki67 et analyse du cycle cellulaire lors de la 

mise en quiescence des cellules 

La caractérisation de la quiescence des cellules a été poursuivie par l’étude de 

l’expression du marqueur de prolifération Ki67, ainsi que du cycle cellulaire (Figure 

14). 

L’expression de Ki67 a été étudiée dans les cellules TG1 et OB1 en 

prolifération (Figure 14A-J1) et après 9 jours sans renouvellement du milieu (Figure 

14A-Q(J9). Pour les deux types cellulaires, l’expression de Ki67 diminue lors de leur 

entrée en quiescence. Concernant le cycle cellulaire, une redistribution des cellules 

dans les différentes phases du cycle cellulaire est observée (Figure 14 B, D). Lors 

de l’entrée en quiescence des cellules, la proportion des cellules en phase G1 et 

phase S diminue progressivement alors que la proportion des cellules en phase G0 

augmente. Cela suggère un arrêt de la synthèse de l’ADN ainsi que la sortie des 

cellules du cycle cellulaire, ce qui correspond aux résultats obtenus avec le test 

d’incorporation d’EdU. 

Les résultats ci-dessus indiquent que la méthode que nous avons utilisée pour 

induire la quiescence des cellules in vitro induisait l’arrêt de la synthèse d’ADN et 

l’entrée dans la phase G0 des cellules TG1 et OB1. 
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Figure 14. Cycle cellulaire et expression du marqueur de prolifération Ki67 des 

CSGs TG1 et OB1 dans différentes conditions de culture. (A) Les cellules TG1 et OB1 

en prolifération (J1) et en quiescence (Q(J9) ainsi que les cellules quiescentes à Q(J9) 

remises dans le milieu frais pendant 5 jours (Q+J5). Les cellules perméabilisées ont été 

marquées avec l’anticorps Ki67 marqué au FITC et avec l’iodure de propidium puis 

analysées par cytométrie en flux. (B-E) Histogrammes représentant le pourcentage des 

cellules TG1 (B, C) et OB1 (D, E) dans les différentes phases du cycle cellulaire et le 

pourcentage des cellules en apoptose (sub-G1). Les analyses ont été effectués sur les 

cellules TG1 (B) et OB1 (D) laissées sans renouvellement du milieu pendant 1-14 jours, 
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ainsi que sur les cellules TG1 (C) et OB1 (E) quiescentes (Q9) remises dans le milieu frais 

pendant 1-5 jours (Q+1, Q+2, Q+3, Q+4, Q+5). Le niveau d’expression de Ki67 est utilisé 

pour distinguer les cellules en G0 et les cellules en G1. 

3.1.4. Mesure de la senescence des cellules 

Pour voir si cet état de quiescence est réversible, nous avons regardé d’abord 

si ces cellules sont entrées en senescence après avoir été mises en quiescence. 

Dans les cellules TG1 et OB1 en quiescence, nous n’avons pas détecté une activité 

de la �-galactosidase associée à la senescence (Figure 15). Il ne s’agit donc pas de 

la senescence lorsque les CSGs entrent en quiescence via notre méthode. 

 

Figure 15. Test de senescence dans les CSGs en quiescence. L’activité de la 

�-galactosidase associée à la senescence a été mesurée dans les cellules TG1 (A) et OB1 

(B) en quiescence. Les cellules U87-MG (C) traitées avec le témozolomide à 100 µM 

pendant 5 jours ont été utilisées comme contrôle positif. Echelle : 100 µm. 

3.1.5. Réversibilité de l’état quiescent 

Afin de déterminer l’aptitude des cellules à ressortir de l’état quiescent, le 

milieu de culture des cellules TG1 et OB1 quiescentes (Q9) a été renouvelé. Puis 
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un suivi de l’incorporation d’EdU, de l’expression de Ki67 et du cycle cellulaire a été 

ensuite réalisé. Le renouvellement du milieu de culture induit une augmentation du 

taux d’incorporation d’EdU dans les cellules TG1 et OB1 (Figure 16). 3 à 4 jours 

suivant le changement du milieu, le taux d’incorporation d’EdU atteint un niveau 

comparable à celui des cellules en prolifération, suggérant une sortie des CSGs de 

l’état de quiescence après leur remise en contact avec le milieu NS34 frais. Ceci a 

été confirmé par l’analyse de l’expression du marqueur de prolifération Ki67 et du 

cycle cellulaire (Figure 14). Après le renouvellement du milieu de culture, on 

observe en effet une augmentation de l’expression de Ki67 dans les cellules TG1 et 

OB1 ainsi qu’un passage de la phase G0/G1 à la phase S des CSGs. 

 

Figure 16. Suivi par mesure de l’incorporation d’EdU de l’entrée puis de la sortie 

des CSGs de l’état de quiescence. Après passage des cellules, les cellules TG1 et OB1 

sont laissées dans les flasques sans renouvellement du milieu pendant 9 jours. Ces 

mêmes cellules sont ensuite remises dans du milieu frais qui est renouvelé tous les 3 jours. 

(Dans l’expérience il y a eu un renouvellement du milieu au jour 13). Le taux d’incorporation 

d’EdU a été mesuré chaque jour. 

Ainsi l’état de quiescence induit par notre méthode n’est pas irréversible. Suite 

à un stimulus tel que le renouvellement du milieu de culture, les CSGs en 

quiescence sont capables de sortir de l’état quiescent et de se remettre à proliférer. 

3.1.6. Maintien des propriétés des CSGs dans 

l’état quiescent 

Les cellules TG1 et OB1 mises dans la condition de culture proliférative ont été 

caractérisées précédemment. Elles possèdent les propriétés des CSGs [78]. Afin 
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de savoir si la quiescence induite par nos conditions de culture perturbe l’état 

souche des CSGs, nous avons évalué les différentes propriétés des CSGs dans les 

cellules TG1 et OB1 en quiescence. 

3.1.6.1. Evaluation de l’expression des marqueurs 

CSGs 

3.1.6.1.1. Marqueurs de pluripotence et de différenciation 

L’expression de l’ARNm de 90 gènes impliqués dans la régulation de la 

pluripotence et de la différenciation a été examinée dans les cellules TG1 et OB1 

en prolifération et en quiescence, en utilisant les puces TaqMan Human Stem Cell 

Pluripotency Arrays qui sont basées sur la PCR quantitative (après transcription 

inverse) qui mesure un signal de fluorescence à chaque cycle d’amplification. 

Le niveau d’expression des gènes est mesuré en utilisant la valeur du Ct 

(Cycle threshold) qui correspond au cycle de PCR à partir duquel le signal de 

fluorescence sort du bruit de fond. La valeur du Ct est inversement proportionnelle 

à la quantité d’ARN (ou d’ADN complémentaire) présent au départ. Les valeurs Ct 

pour chaque gène ont été normalisées avec la valeur Ct de l’ARNr 18S utilisé 

comme gène de ménage. On obtient ainsi la valeur  Ct ( Ct = Ctgène – Ct ARNr 18S). 

Dans nos expériences, seuls les gènes avec une valeur  Ct ! 21 sont pris en 

compte. Les gènes avec une valeur  Ct > 21 correspondent à des gènes 

faiblement ou non-exprimés. Parmi les 90 gènes examinés, 23 gènes 

correspondent à des gènes exprimés de manière significative (Figure 17). 

Pour comparer le niveau d’expression de ces 23 gènes entre les cellules en 

prolifération et les cellules en quiescence, les valeurs  Ct pour chaque gène des 

cellules en quiescence ont été ensuite normalisées avec celles des cellules en 

prolifération (  Ct =  Ct Q –  Ct P). La plupart de ces 23 gènes (sauf GBX2, 

IFITM1 et LAMC1 (uniquement dans les cellules OB1)) n’ont pas montré une 

différence d’expression significative entre les cellules en prolifération et les cellules 

en quiescence (Figure 17). Plus particulièrement, l’expression de Sox2 et Nanog, 

deux marqueurs bien définis des CSGs, n’a pas changé de manière significative 

entre l’état prolifératif et l’état quiescent dans les cellules TG1 et OB1. Ceci a été 

confirmé en réalisant la Q-PCR avec des essais Taqman individuels (résultats 

non-présentés). 
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Figure 17. Expression des gènes associés à la pluripotence et à la 

différenciation dans les CSGs en prolifération et en quiescence. Niveau d’expression 

de l’ARNm des 23 gènes inclus dans les puces TaqMan Human Stem Cell Pluripotency 

Array dans les cellules TG1 (A) et OB1 (B) en prolifération et en quiescence. 

3.1.6.1.2. Marqueurs de surface 

Concernant les marqueurs de surface des CSGs, nous avons évalué 

l’expression de CD133, CD56 et CXCR4, marqueurs de surface des CSGs très 

étudiés, dans les cellules TG1 et OB1 en prolifération et en quiescence (Figure 18). 

Dans les études précédentes de caractérisation des cellules TG1 et OB1, il a été 

montré que ces cellules n’exprimaient pas CD133 [78]. Par cytométrie en flux, nous 

avons confirmé que CD133 n’était pas exprimé dans les cellules TG1 et OB1 en 

prolifération et montré qu’il ne l’était pas non plus dans les cellules TG1 et OB1 en 

quiescence. Les deux autres marqueurs de surface, CD56 et CXCR4 ont été 

détectés par immuno-marquage dans les CSGs TG1 et OB1 en prolifération et en 

quiescence. 
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Figure 18. Expression des marqueurs de surface dans les CSGs en prolifération 

et en quiescence. (A) Expression de CD133 dans les cellules TG1 et OB1 en prolifération 

et en quiescence évaluée par cytomètrie en flux. (B-C) Marquage par immunocytochimie 

des cellules TG1 et OB1 en prolifération et en quiescence avec l’anticorps anti-CXCR4 (B) 

et anti-CD56 (C). Les noyaux ont été colorés avec le DAPI (4',6'-diamidino-2-phénylindole). 

Echelle : 20 "m. 

3.1.6.2. Evaluation de la capacité 

d’auto-renouvellement par le test de clonalité 

La capacité d’auto-renouvellement in vitro des cellules TG1 et OB1 en 

prolifération et en quiescence a été évaluée par le test de clonalité (Figure 19). Des 

quantités différentes de cellules (à densité clonale) ont été ensemencées dans les 

plaques à 96 puits. Le nombre des neurosphères formées dans chaque puits a été 

déterminé 3 semaines après l’ensemencement. 
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Après la remise en contact avec le milieu de culture frais, les CSGs en 

quiescence étaient capables de former des neuropshères clonales ayant une taille 

similaire aux neurosphères formées avec les cellules en prolifération. D’ailleurs, 

nous avons montré qu’avec un nombre de cellules défini au début, le nombre des 

neurosphères formées avec les cellules quiescentes était similaire à celui des 

neurosphères formées avec les cellules proliférantes, ce qui suggère que la 

fréquence des cellules ayant une propriété d’auto-renouvellement dans la 

population des cellules TG1 et OB1 in vitro n’a pas été altérée lors de la 

quiescence. 

 

Figure 19. Evaluation de l’auto-renouvellement des CSGs en prolifération et en 

quiescence par le test de clonalité. (A) Test de clonalité réalisé avec les cellules TG1 en 

prolifération (!) et en quiescence ("). Le graphe représente le nombre de sphères 

formées après 3 semaines en fonction du nombre des cellules au début dans chaque puits. 

(B) Test de clonalité réalisé avec les cellules OB1 en prolifération (!) et en quiescence ("). 

Les inserts correspondent à des images de contraste de phase de sphères clonales 

obtenues après 3 semaines à partir d’une cellule au départ. Les expériences ont été 

réalisées selon le protocole décrit dans la section Matériels et Méthodes. 

3.1.6.3. Evaluation de la capacité de différenciation 

Les cellules souches cancéreuses ont la capacité de se différencier. Pour les 

CSGs, la différenciation peut être obtenue en cultivant les cellules en présence de 

sérum [78]. Nous avons comparé les capacités de différenciation des CSGs TG1 et 

OB1 en prolifération et en quiescence. Après mise en contact avec 10% de sérum 

de veau fœtal, les cellules qui dans le milieu NS34 poussent sous forme de sphères 

en suspension adhèrent en émettant des prolongements (Figure 20). Aucune 

différence n’est observée que les cellules soient au départ en prolifération ou en 

quiescence. 
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Figure 20. Changements morphologiques des cultures de CSGs TG1 et OB1 en 

absence et en présence de sérum. Les images en contraste de phase des cellules TG1 

et OB1 en prolifération et en quiescence (dissociées) cultivées (J0) dans du milieu défini 

sans sérum (NS34) et (J14) en présence de 10% de sérum (FBS) pendant 14 jours. 

Echelle : 100 µm. 

Le changement morphologique était aussi accompagné par des changements 

dans l’expression de certains marqueurs de cellule souche et de différenciation 

(Figure 21). Par exemple, l’expression de SHH (Sonic Hedgehog), un gène associé 

à l’état souche, diminue dans les cellules TG1 proliférantes et quiescentes et les 

cellules OB1 proliférantes. Une augmentation remarquable de l’expression du 
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GFAP, un marqueur des astrocytes, a été observée dans les cellules TG1 

proliférantes/quiescentes et les cellules OB1 proliférantes. Un changement dans 

l’expression d’un marqueur neuronal �3 tubuline a été observé uniquement dans 

les cellules TG1 et OB1 en quiescence. 

 

Figure 21. Capacité de différenciation des CSGs en prolifération et en 

quiescence évaluée par l’expression de marqueurs. Niveau d’expression de l’ARNm de 

SHH (sonic hedgehog), �3- tubuline (TUBB3) et GFAP (glial fibrillary acid protein) dans les 

cellules TG1 (A, B) et OB1 (C, D) en prolifération et en quiescence avant (d0) et après (d14) 

avoir été exposées au milieu de culture contenant 10% sérum (FBS). Les valeurs de Ct 

pour chaque gène ont été normalisées avec la valeur Ct de l’ARNr 18S. En ordonnée le 

niveau de changement mesuré par 2^-##Ct. ##Ct correspond à la différence entre le #Ct du 

gène dans l’échantillon et le #Ct du même gène dans l’échantillon calibrateur (ici les CSGs 

dans le milieu NS34). 

Ces résultats suggèrent que les cellules TG1 et OB1 mises en quiescence in 

vitro gardent leur capacité de différenciation lorsqu’elles sont exposées au milieu de 

culture avec du sérum, ce qui est une propriété essentielle des CSGs. 

3.1.6.4. Evaluation de la capacité tumorigène in vivo 

Le dernier point que nous avons évalué concernant les propriétés des CSGs 

est leur capacité tumorigène in vivo. Cette propriété des cellules TG1 et OB1 a été 

déjà montrée dans les études précédentes effectuées par l’équipe du Dr 
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Chneiweiss [78]. 

Pour évaluer la capacité tumorigène des cellules en quiescence, des cellules 

OB1 en prolifération et en quiescence ont été injectées dans le striatum de souris 

immuno-déficientes. 8 semaines après l’injection, les cerveaux ont été prélevés, 

fixés, inclus dans la paraffine puis coupés en sections pour des analyses 

histologiques. La présence de cellules humaines a été mise en évidence en 

immunohistochimie en utilisant des anticorps spécifiques de la vimentine humaine. 

(Figure 22). La prise de la xénogreffe, évaluée par le nombre de cellules présentes 

est équivalente que les cellules injectées soient en prolifération ou quiescentes. 

L’apparition de tumeurs qui peut être observée 5 à 6 mois après l’injection, n’a pas 

été évaluée dans le cadre de cette expérience. L’expression du marqueur de 

prolifération Ki67, montre la présence de cellules en prolifération quel que soit l’état 

des cellules xénogreffées (en prolifération ou en quiescence) suggérant que l’état 

de quiescence induit in vitro est réversible in vivo. 

L’ensemble des résultats présentés ci-dessus suggère que l’état de 

quiescence peut être induit in vitro dans les CSGs. Ces cellules quiescentes 

gardent les propriétés des CSGs telles que l’expression des marqueurs des CSGs, 

l’auto-renouvellement, la capacité de différenciation et la capacité tumorigène in 

vivo. 
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Figure 22. Capacité tumorigène in vivo des CSGs en prolifération et en 

quiescence. (A-B) Les cellules OB1 en prolifération (A) et en quiescence (B) ont été 

injectées dans le striatum de souris Nude. 8 semaines après l’injection, les souris ont été 

sacrifiées. Les cellules humaines ont été identifiées dans les sections de cerveau par 

immuno-marquage avec l’anticorps anti-vimentine humaine. Echelle : 100 "m. Echelle 

dans l’insert : 500 "m. (C-D) Les cellules d’origine humaine en prolifération dans le cerveau 

des souris ont été identifiées avec l’anticorps anti-ki67. Echelle : 100 "m. 
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3.2. Mode d’action du bisacodyl sur les 

CSGs isolées 

Le bisacodyl (4,4'-diacetoxydiphenyl-2-pyridyl-methane) a été découvert 

précédemment dans le laboratoire par un criblage différentiel de la chimiothèque 

Prestwick sur les CSGs en prolifération et en quiescence. Le bisacodyl a montré un 

effet cytotoxique spécifique sur les CSGs en quiescence [205]. 

Des études de stabilité ont également montré que dans les conditions 

expérimentales de mise en quiescence des cellules, le bisacodyl s’hydrolysait en 

4,4'-dihydroxydiphenyl-2-pyridyl-methane (DDPM), connu comme étant le 

métabolite actif du bisacodyl lorsque ce dernier est utilisé comme médicament. 

(Figure 23). L’activité et la cytotoxicité du DDPM vis à vis des CSGs en quiescence 

est identique à celle du bisacodyl (Figure 24). 

 

 

Figure 23. Structure du bisacodyl et du 4,4'-dihydroxydiphenyl-2-pyridyl- 

methane (DDPM). 
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Figure 24. Effet du DDPM sur les cellules TG1 et OB1. (A, B) Les courbes 

dose-réponse du DDPM sur les cellules TG1 (A) et OB1 (B) en prolifération (P) et en 

quiescence (Q). La viabilité cellulaire a été mesurée avec le kit CellTiter-Glo qui mesure le 

taux ATP dans les cellules. (C, D) La viabilité cellulaire a été aussi évaluée avec le bleu de 

Trypan. Les cellules TG1 (C) et OB1 (D) en prolifération et en quiescence ont été traitées 

avec 1% DMSO (contrôle négatif) ou 10 µM DDPM pendant 24h. 

Un des principaux objectifs de ma thèse a été de comprendre la spécificité de 

l’activité du bisacodyl/DDPM sur les CSGs en quiescence et de caractériser le 

mode d’action de la molécule. 

3.2.1. Impact du milieu de culture sur l’activité du 

bisacodyl / DDPM 

Comme il a été décrit dans la partie 3.1.1, les cellules TG1 et OB1 ont été 

mises en quiescence en les laissant dans les flasques sans changement du milieu 

de culture pendant 9 jours suite à un passage normal. Lors du criblage, les cellules 

TG1 et OB1 en prolifération ont été traitées avec les molécules dans le milieu de 

culture frais alors que les cellules en quiescence ont été traitées dans le milieu de 

culture conditionné pour garder leur état de quiescence car un renouvellement du 
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milieu conduit les cellules quiescentes à retourner vers l’état de prolifération. 

Pour savoir si cette différence du milieu de culture a un impact sur l’activité et 

la spécificité du bisacodyl/DDPM, nous avons réalisé des tests de viabilité en 

échangeant les milieux de culture. L’effet du DDPM a été testé sur des cellules TG1 

en prolifération placées dans le milieu conditionné des cellules en quiescence et 

sur des cellules quiescentes placées dans du milieu NS34 frais. La durée de 

l’expérience est de 24 h. Les résultats sont présentés dans la Figure 25. L’effet du 

DDPM est plus marqué sur les cellules en prolifération quand elles ont été traitées 

dans le milieu conditionné des cellules en quiescence et moins marqué sur les 

cellules en quiescence quand elles ont été traitées dans le milieu frais. Le milieu de 

culture conditionné des cellules quiescentes semble renforcer l’effet du DDPM. A 

l’inverse un traitement des cellules quiescentes dans du milieu frais induit une perte 

rapide de leur sensibilité au bisacodyl. Des paramètres liés à la composition du 

milieu en contact avec les cellules semblent jouer un rôle dans la spécificité 

d’action du bisacodyl/DDPM sur les CSGs. 

 

Figure 25. Impact du milieu de culture sur l’effet du DDPM. Courbes dose-réponse 

du DDPM sur les cellules TG1 en prolifération (A) et en quiescence (B) dans les différents 

milieux. Les courbes bleues correspondent aux tests réalisés dans le milieu de culture 

NS34 frais. Les courbes rouges correspondent aux tests réalisés dans le milieu 

conditionné des cellules quiescentes. L’effet du DDPM est mesuré par le taux relatif d’ATP 

dans les cellules traitées au DDPM par rapport aux cellules non traitées. 

3.2.2. Rôle du pH 

Les résultats présentés dans la Figure 25 suggèrent l’existence d’un ou 

plusieurs facteurs dans le milieu de culture des cellules en quiescence qui 

conditionnent l’activité du bisacodyl/DDPM. 
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De nombreux facteurs peuvent être impliqués. Cependant, une des différences 

les plus visibles entre le milieu frais et le milieu conditionné est leur pH indiqué 

directement grâce au rouge phénol présent dans le milieu de culture. Lorsque les 

cellules sont maintenues en culture sans renouvellement du milieu, ce dernier 

s’acidifie. Un suivi de cette acidification en fonction du nombre de jours en culture 

est présenté dans la Figure 26. Le pH diminue progressivement en partant d’une 

valeur de 7,4 qui correspond au pH du milieu NS34, pour atteindre une valeur de 

6,5 vers le 8e jour. De manière intéressante, cette acidification est concomitante 

avec la diminution du taux d’incorporation d’EdU lors de l’entrée en quiescence des 

cellules TG1/OB1 (Figure 12 et Figure 26). 

 

Figure 26. Suivi du pH du milieu de culture et de l’incorporation d’EdU lors de la 

mise en quiescence des cellules TG1. Les cellules TG1 sont maintenues en culture sans 

renouvellement du milieu. Le pH du milieu de culture et l’incorporation d’EdU sont mesurés 

chaque jour. 

Afin d’évaluer le rôle du pH dans l’activité du DDPM, nous avons mesuré le 

taux d’ATP de cellules TG1 et OB1 en prolifération et en quiescence à différents pH 

en absence et en présence de DDPM (Figure 27). 
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Figure 27. Impact du pH sur l’effet du DDPM. (A, B) Le taux d’ATP des cellules TG1 

(A) et OB1 (B) en prolifération et en quiescence en fonction du pH du milieu. Les valeurs 

obtenues aux différents pH sont normalisées par rapport à celles obtenues à pH 7,4. (C-F) 

L’effet du DDPM à 10 µM sur les cellules TG1 (C, D) et OB1 (E, F) en prolifération et en 

quiescence aux différents pH. Pour chaque pH, le taux d’ATP des cellules traitées par 

DDPM dans 1% de DMSO est normalisé par rapport au taux d’ATP des cellules traitées par 

1% de DMSO à chaque pH. Les expériences ont été réalisées selon le protocole décrit 

dans la section Matériel et Méthodes. 

En absence de DDPM, l’acidification à partir de pH 6,8-6,6 induit une 

diminution du taux d’ATP cellulaire (Figure 27 A-B). Cette diminution est de l’ordre 

de 30% à pH 6,2 quel que soit le type cellulaire et leur état (prolifération ou 

quiescence) et atteint des valeurs de l’ordre de 50% à pH 6 pour les cellules TG1 
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ou OB1 en quiescence. Cette diminution du taux d’ATP n’est cependant pas 

accompagnée d’une mortalité cellulaire (vérifiée avec le bleu de Trypan). En ce qui 

concerne l’effet du DDPM, les Figure 27 C-F soulignent clairement une dépendance 

vis-à-vis du pH. Entre pH 7 et 6, l’activité de la molécule est d’autant plus forte que 

le pH est bas, aussi bien pour les cellules en prolifération que pour les cellules 

quiescentes. Les Figure 27 C-F indiquent également une plus grande sensibilité au 

composé des cellules quiescentes par rapport aux cellules prolifératives. D’autre 

part les cellules OB1 montrent une sensibilité à la molécule aux pH compris entre 

7,4 et 7 où aucun effet n’est observé pour les cellules TG1. 

Pour déterminer si les conditions légèrement acides affectent la protonation du 

DDPM, nous avons effectué les titrations potentiométriques (études réalisées par le 

Dr Nassera Tounsi). Deux constantes de protonation ont été déterminées dans un 

milieu méthanol : eau (80 : 20). La première constante log K12 = 3,97 ± 0,02 (pKa1) 

correspondant au DDPMH2+ peut être attribuée au groupe pyridinium. La deuxième 

constante log K11 = 10,78 ± 0,01 (pKa2) correspondant au DDPM- peut être 

attribuée au groupe phénol. Dans un milieu aqueux, le pKa de la pyridine est 

d’environ 5,25 alors que le pKa du phénol est 9,96. Ces valeurs suggèrent que la 

déprotonation de la pyridine est complète au-dessus de pH 6. L’activité 

pH-dépendant du DDPM n’est donc pas liée à un changement dans l’état de 

protonation de la molécule. 

Cette analyse indique que l’acidité de l’environnement joue un rôle dans 

l’activité du bisacodyl/DDPM en modifiant le fonctionnement de la cellule, voire en 

induisant la quiescence. Il a en effet été montré qu’une acidification du milieu 

extracellulaire conduisait à un arrêt rapide du cycle cellulaire (ce point sera 

rediscuté dans la partie Discussion). Il est donc possible d’observer un effet de la 

molécule sans déplétion des facteurs de croissance ou des nutriments (nous avons 

observé que l’ajout de glucose dans le milieu conditionné des cellules quiescentes 

n’empêche par la mort des cellules en quiescence induite par le DDPM). 

3.2.3. Type de mort cellulaire induite par le 

bisacodyl/DDPM 

Afin de déterminer le type de mort cellulaire (l’apoptose ou la nécrose) induit 

par le bisacodyl/DDPM dans les CSGs en quiescence, les différentes 

caractéristiques de l’apoptose et de la nécrose ont été étudiées dans ces cellules 
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traitées par le bisacodyl/DDPM. 

L’activation des caspases et la fragmentation d’ADN sont deux événements 

bien définis lors de l’apoptose. Nous avons d’abord montré que l’utilisation du 

Z-VAD, un inhibiteur pan-caspases, ne bloque pas la mort cellulaire induite par le 

bisacodyl (Figure 28). 

 

Figure 28. Impact de l’inhibiteur de caspase Z-VAD sur l’activité du bisacodyl. 

Les cellules TG1 en quiescence ont été traitées par le bisacodyl à 50 µM en présence et en 

absence du Z-VAD à 20 µM pendant 24h. La viabilité cellulaire a été évaluée avec le kit 

CellTiter-Glo mesurant le taux d’ATP cellulaire. En ordonnée : taux relatif d’ATP par rapport 

aux cellules avec 1% de DMSO (contrôle négatif) 

Deux méthodes différentes, l’analyse du cycle cellulaire et la détection de 

cassures de l’ADN par la méthode TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase 

dUTP nick end labeling), ont été ensuite utilisées pour étudier la fragmentation de 

l’ADN. Dans les cellules TG1 traitées par la staurosporine, un contrôle positif pour 

l’apoptose, nous avons observé une population sub-G1 qui correspond à une 

population de cellules présentant une fragmentation de l’ADN. Cette population 

sub-G1 n’a pas été observée dans les cellules TG1 traitées par le bisacodyl (Figure 

29). De manière similaire, par la méthode TUNEL, nous n’avons pas détecté des 

cassures de l’ADN dans les cellules TG1 traitées par le bisacodyl alors que les 

cassures ont été détectées dans les cellules traitées par la staurosporine (Figure 

30). 



 

 85

 

Figure 29. Etudes de la fragmentation d’ADN par analyse du cycle cellulaire. Les 

cellules TG1 en prolifération et en quiescence ont été traitées avec 10 µM de bisacodyl 

pendant 24h. Le cycle cellulaire a été ensuite analysé par cytométrie en flux après 

coloration de l’ADN avec l’iodure de propidium. La staurosporine à 1 µM a été utilisée 

comme contrôle positif. 

 

Figure 30. Etudes de la fragmentation d’ADN par la technique TUNEL. Les 

cellules TG1 en quiescence ont été traitées avec 10 µM de bisacodyl pendant 24h. La 

fragmentation de l’ADN a été ensuite analysée avec le kit TUNEL par cytométrie en flux. La 

staurosporine à 1 µM a été utilisée comme contrôle positif. 

Le fait que le Z-VAD ne bloque pas la mort cellulaire induite par le bisacodyl 

ainsi que l’absence de fragmentation de l’ADN dans les cellules traitées par le 

bisacodyl suggèrent que le bisacodyl/DDPM n’induit pas la mort cellulaire via 

l’apoptose. 
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Nous avons ensuite étudié la possibilité de la mort cellulaire par nécrose en 

utilisant la microscopie électronique de transmission (MET). 

 

Figure 31. Images de microscopie électronique à transmission (MET) de cellules 

OB1 en absence ou présence de DDPM. (A-F) Les images MET des cellules OB1 en 

prolifération à pH 7,4, à pH 6,2 et en quiescence traitées par 1% de DMSO ou 50 µM 

DDPM. Echelle : 5 µm. (G-L) Les images correspondantes à plus fort grossissement. 

Echelle : 2 µm. N (noyau), Nu (nucléole), M (mitochondrie), RER (réticulum endoplasmique 

rugueux). Les flèches en pointillé indiquent des microvillosités de la membrane plasmique 

et la rupture de la membrane plasmique. Les flèches blanches indiquent l'enveloppe 

nucléaire. 

Les images de MET montrent des changements morphologiques dans les 

CSGs OB1 en quiescence ainsi qu’en prolifération à pH 6,2 induits par le DDPM 

correspondant aux changements typiques observées lors de la nécrose, tels que la 
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rupture de la membrane plasmique, la disparition des microvillosités à la surface de 

la membrane, la perte du contenu cytoplasmique et un épaississement de 

l’enveloppe nucléaire. Un gonflement des mitochondries est observé dans les 

cellules traitées à pH 6,2 mais non dans les conditions quiescentes (Figure 31). Ces 

changements n’ont pas été observés dans les cellules OB1 en prolifération à pH 

7,4. 

En conclusion, nos résultats relatifs à l’étude de la mort cellulaire sont en 

faveur d’une nécrose induite par le bisacodyl/DDPM dans les CSGs en quiescence 

ou en conditions acides. 

3.2.4. Etudes des voies de signalisation 

impliquées dans la mort cellulaire induite par 

le DDPM 

Afin de comprendre le mécanisme d’action du bisacodyl/DDPM sur les CSGs, 

nous avons également étudié les voies de signalisation qui peuvent être impliquées 

dans l’action du bisacodyl/DDPM. La signalisation induite après traitement des 

CSGs en quiescence par le DDPM a été analysée en examinant l’état de 

phosphorylation de 45 protéines (dont 43 kinases) dans les cellules non traitées et 

traitées par la molécule en utilisant la puce Human Phospho Kinase Array de R&D 

Systems. 

Le traitement par le DDPM modifie l’état de phosphorylation de certaines 

protéines, telles que p53 (résidus S15, S46, S392), WNK1 (résidu T60), STAT3 

(résidu Y705) et PRAS40 (résidu T246) (Figure 32). Parmi ces protéines, nous 

avons retenu la kinase WNK1 dont le niveau de phosphorylation sur le résidu T60 

diminue après le traitement pour une étude plus approfondie, parce que la fonction 

de cette kinase est relativement moins définie dans les cellules cancéreuses et son 

implication connue dans la régulation du transport de différents ions au niveau de la 

membrane cellulaire est intéressante pour étudier le mécanisme d’action du 

bisacodyl/DDPM (dont l’effet laxatif du moins passerait par la modulation de flux 

ioniques). 
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Figure 32. Etude des modifications de phosphorylation de protéines sous l’effet 

du DDPM.  Les cellules OB1 en quiescence ont été traitées par 10 µM DDPM pendant 2h. 

Le niveau de phosphorylation de 45 protéines (barres rouges) a été comparé à celui 

mesuré dans des cellules non traitées par le DDPM (correspondant à des cellules contrôles 

traitées par 1% DMSO) (barres bleues). Le profil de phosphorylation de 45 protéines a été 

étudié à l’aide de la la puce Human Phospho-Kinase Array (R&D systems). La 

phosphorylation est mise en évidence à l’aide d’anticorps anti-phospho-protein. 

Le résultat obtenu avec la puce phospho-protéique sur l’état de 

phosphorylation de WNK1 a été confirmé par western-blot (Figure 33). La 

phosphorylation de WNK1 diminue lors du traitement des cellules OB1 par le 

DDPM. Après 2 heures de contact avec la molécule, la déphosphorylation du résidu 

T60 est totale. De manière intéressante, ce résidu T60 n’est pas phosphorylé dans 

les cellules en prolifération à pH 7,4. A noter également qu’il n’y a pas de 

modification d’expression de la kinase dans les cellules en prolifération et les 

cellules quiescentes. 
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Figure 33. Expression et phosphorylation de la kinase WNK1 dans les cellules 

OB1. Les cellules OB1 en prolifération et en quiescence ont été traitées avec 10 µM DDPM 

pendant 10 min, 30 min et 2h. L’expression ainsi que la phosphorylation de WNK (T60) ont 

été mesurées par western-blot. 

WNK1 régule de nombreuses fonctions dans la cellule, entre autre le transport 

de différents ions au niveau de la membrane cellulaire. Sans connaitre de manière 

exacte le mécanisme d’action du bisacodyl en tant qu’agent laxatif, des données de 

littérature indiquent qu’il pourrait agir en bloquant des canaux sodiques. Nous 

avons décidé de tester plusieurs inhibiteurs des transporteurs ioniques afin de 

tester si l’effet du DDPM sur les CSGs peut être retrouvé avec l’un des composés. 

Aucun des inhibiteurs testés n’a montré une activité cytotoxique spécifique sur les 

CSGs en quiescence comparable à celui observé avec le DDPM (Figure 34 A). Par 

contre en analysant de manière plus précise l’action de du composé S0859, 

inhibiteur du co-transporteur sodium bicarbonate sur des cellules TG1 en 

quiescence, nous avons observé que ce composé protégeait de l’effet cytotoxique 

du DDPM sur les cellules TG1 en quiescence (Figure 34 B). On peut supposer que 

S0859 agit comme un ligand allostérique ou un antagoniste et empêche l’entrée du 

DDPM dans la cellule. 

Des études plus approfondies de la voie de signalisation impliquant WNK1 et 

du rôle du transporteur NBC dans le mécanisme d’action du bisacodyl/DDPM sont 

en cours au laboratoire dans le cadre d’une nouvelle thèse (Thèse Wanyin Chen). 
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Figure 34. Effet d’inhibiteurs de transporteurs ioniques sur les CSG TG1. (A) Les 

cellules TG1 en prolifération et en quiescence ont été traitées avec le DDPM ou différents 

inhibiteurs pendant 24H. L’effet des composés a été évalué par mesure du taux d’ATP 

cellulaire. Bumetanide, inhibiteur du NKCC (Na+/K+/2Cl− co-transporter), 50 µM. 

Bifalomycine A1, inhibiteur de V-ATPase, 100 nM. Clopamide, inhibiteur du NCC (Na+/Cl− 

co-transporter), 50 µM. S0859, inhibiteur du NBC (Na+/HCO3- co-transporter), 50 µM. 

5-(N-Ethyl-N-isopropyl)-Amiloride, inhibiteur du NHE (Na+/H+ exchanger), 10 µM. (B) Les 

cellules TG1 en quiescence ont été prétraitées avec différentes concentrations de S0859 

pendant 24h. Ces cellules ont été ensuite traitées avec 10 µM DDPM ou 1% de DMSO. (C) 

Structure du composé S0859. 

3.3. Etude des relations structure-activité du 

bisacodyl 

Dans le but de déterminer les groupements chimiques importants pour l’activité 

du bisacodyl et de son métabolite actif DDPM, une collaboration avec les chimistes 

dans notre UMR a été réalisée. Jusqu’à présent, 88 dérivés du bisacodyl/DDPM ont 

été synthétisés. L’activité cytotoxique de ces molécules a été testée sur les cellules 

TG1 en prolifération et en quiescence. Ceci a permis non seulement de définir la 

structure minimale pour l’activité du bisacodyl/DDPM, mais aussi de trouver les 
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positions libres exploitables pour la fonctionnalisation de la molécule avec des 

fluorophores afin de localiser la molécule dans la cellule, ainsi que pour 

l’immobilisation de la molécule sur un support (ex : agarose) afin d’identifier la cible 

ou les cibles cellulaires. 

Le bisacodyl présente deux fonctions acétoxy sur les deux cycles phényles. Le 

DDPM, produit d’hydrolyse du bisacodyl, possède deux fonctions hydroxyles 

(Figure 23). Dans les études précédentes sur la stabilité du bisacodyl, il a été 

montré que le bisacodyl était hydrolysé rapidement dans les conditions 

expérimentales, avec une demi-vie à 4h dans le milieu conditionné des cellules en 

prolifération et une demi-vie à 2h dans le milieu conditionné des cellules en 

quiescence. 

Dans les études de relations structure-activité (RSA) des modifications ont été 

réalisées au niveau de deux groupes phényles, ainsi qu’au niveau de la pyridine. 

Les différentes molécules synthétisées sont nommées GSC-X (Tableau 3). Le 

bisacodyl et le DDPM correspondent dans cette nomenclature à GSC-1 et GSC-2, 

respectivement. 
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GSC-X Structure Effet sur TG1 P et Q EC50 (µM) 

 1 

  

P: >100 

Q: 1,07 ± 0,04 

2 

 
 

P: >100 

Q: 1,0 ± 0,5 

3 

 
 

P: >100 

Q: 8,0 ± 3,0 

4 

  

P: >100 

Q: 39,0 ± 2,0 

11 

  

P: >100 

Q: >100 
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17 

 
 

P: >100 

Q: >100 

18 

 
 

P: >100 

Q: 8,0 ± 6,0 

36 

 
 

P: >100 

Q: 84,8 ± 4,1 

55 
 

 

P: >100 

Q: >100 

63 

 
 

P: 60,8 ± 10,4 

Q: 14,2 ± 8,8 

66 

 
 

P: >100 

Q: 57,6 ± 0,7 
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68 

 
 

P: >100 

Q: 17,1 ± 6,3 

69 

  

P: >100 

Q: >100 

70 

  

P: >100 

Q: 4,0 ± 1,4 

71 

 
 

P: >100 

Q: 12,4 ± 6,9 

73 

  

P: >100 

Q: 2,04 ± 0,3 
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76 

 
 

P: >100 

Q: 0,36 ± 0,06 

77 

 

 

P: >100 

Q: 3,84 

79 

 

 

P: >100 

Q: 1,26 

80 

 

 

P: >100 

Q: >100 

81 

 

 

P: >100 

Q: >100 
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84 

 

 

P: >100 

Q: >100 

85 
 

 

P: >100 

Q: >100 

86 

 

 

P: 40,7 ± 16 

Q: 9,3 ± 1,4 

Tableau 3. Effet des dérivés (GSC-X) du bisacodyl sur les cellules TG1 en 

prolifération (P) et en quiescence (Q). 

3.3.1. Importance des groupements 

hydroxyphenyles 

L’importance des deux groupes hydroxyles dans la structure du DDPM a été 

étudiée via la synthèse des dérivés méthoxy non-hydrolysables (GSC-17, GSC-18). 

GSC-17 possède deux cycles méthoxyphényles. Il est inactif sur les cellules TG1 

en prolifération et en quiescence. GSC-18 possède un groupe hydroxyphényle et 

un cycle méthoxyphényle. Comme le DDPM, il présente une activité sélective sur 

les cellules TG1 en quiescence, avec une EC50 de l’ordre de 8 µM, soi 8 fois plus 

élevée que celle du DDPM. 

L’enlèvement des deux groupements hydroxyles dans la structure du DDPM 

conduit à une molécule GSC-36, qui est considérée comme inactive sur les cellules 

TG1 en prolifération et en quiescence. En revanche, en enlevant un des deux 

groupements hydroxyles (GSC-68), la molécule conserve son activité sélective sur 
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les cellules TG1 en quiescence, avec une EC50 de l’ordre de 17 µM. 

Les résultats ci-dessus suggèrent qu’il faut au moins un groupement 

hydroxyphényle pour garder l’activité de la molécule. Cependant, le deuxième cycle 

phényle semble également important car une perte de l’activité a été observée 

dans le dérivé GSC-69 où l’un des deux hydroxyphényles a été remplacé par un 

hydrogène et dans le dérivé GSC-66 où l’un des deux groupements hydroxyles a 

été déplacé en position ortho. 

De manière intéressante, le remplacement d’un des deux groupements 

hydroxyle par le chlorure (GSC-70) ou le groupement trifluorométhyle (GSC-71) 

permet de conserver l’activité sélective sur les cellules TG1 en quiescence, ce qui 

suggère que les modulations structurales sont possibles sur cette position. 

3.3.2. Importance du cycle pyridine 

L’importance du cycle pyridyle a été ensuite examinée. L’enlèvement de ce 

cycle (GSC-55) induit une perte complète de l’activité sur les cellules TG1. Son 

remplacement par un groupement phényle (GSC-63) induit une diminution de 

l’activité de la molécule sur les cellules TG1 en quiescence et à une perte de 

sélectivité car la molécule devient active sur les cellules en prolifération (bien que 

des concentrations supérieures à 50 µM soient nécessaires). La substitution de 

l’azote du noyau pyridyle (GSC-11) induit également une perte d’activité de la 

molécule. 

L’importance de la position de l’atome d’azote sur le cycle pyridyle a également 

été étudiée. Les molécules GSC-03 et GSC-04 qui possèdent un azote en position 

méta et para respectivement gardent leur activité cytotoxique spécifique sur les 

cellules TG1 en quiescence. Néanmoins, comparé au DDPM (EC50 à 1 µM), leur 

efficacité diminue (EC50 à 8 µM pour GSC-03, EC50 à 39 µM pour GSC-04). 

Ces résultats montrent l’importance du cycle pyridyl dans la spécificité de 

l’activité du DDPM sur les cellules TG1 en quiescence. Une activité optimale est 

obtenue avec l’atome d’azote en position ortho du cycle de la pyridine. 

Après avoir exploré les possibilités de substitutions des noyaux 

hydroxyphenyles, qui n’a pas conduit à des dérivés intéressants (les molécules ne 

sont pas présentées dans le cadre de cette thèse), nous avons étudié la possibilité 

des substitutions du cycle pyridyle. Les dérivés mono-bromés semblent 
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intéressants. Le brome sur la position 6 du cycle pyridyle (GSC-73) garde 

l’efficacité et la spécificité de la molécule. GSC-76, qui possède un brome sur la 

position 4 du cycle, montre une meilleure efficacité (EC50 vers 0,4 µM) que le 

DDPM sur les cellules TG1 en quiescence. Parmi toutes les molécules synthétisées 

dans le cadre de l’étude RSA, GSC-76 est la seule molécule montrant une 

meilleure efficacité que le bisacodyl/DDPM. L’intérêt de cette molécule a été de 

dévoiler des positions susceptibles d’être substituées, sans perte d’activité de la 

molécule. 

3.3.3. Synthèse des dérivés du DDPM avec des 

espaceurs 

La position 6 sur le cycle pyridyle a été exploitée pour la synthèse des dérivés 

qui peuvent être utilisés pour greffer des fluorophores afin de localiser la molécule 

ou d’autres groupements permettant d’immobiliser la molécule sur un support dans 

le but d’identifier les cibles cellulaires. 

L’ajout d’une chaîne espaceur sur cette position (GSC-77, GSC-79, GSC-86) 

garde l’activité et la spécificité de la molécule sur les cellules TG1. Le groupe BOC 

(tert-butoxycarbonyle) à l’extrémité de la chaîne permet de protéger le groupe 

amine, qui peut ensuite être utilisé dans la fixation de la molécule sur un support tel 

que l’agarose pour une application en chromatographie d’affinité. 

En partant des structures de GSC-77 et GSC-79, deux molécules GSC-80 et 

GSC-81 présentant un fluorophore, la phénothiazine, à l’extrémité ont été 

synthétisées. Cependant aucune des deux molécules n’a conservé son activité sur 

les cellules TG1. 

Une biotine a également été ajoutée sur la chaîne latérale (GSC-84 et GSC-85) 

dans le but de fixer les molécules sur un support greffé avec de l’avidine. 

Cependant, comme dans le cas de GSC-80 et GSC-81, cette modification induit la 

perte complète de l’activité sur les cellules TG1. 

Finalement, nous avons décidé de greffer la molécule GSC-86 sur les billes de 

sepharose activées par le bromure de cyanogène (CNBr). La réaction entre la 

molécule dont le groupe amine a été déprotégé et le sepharose activé a permis de 

fixer la molécule aux billes (Figure 35). Ces billes greffées sont actuellement 

utilisées dans un projet d’identification des cibles cellulaires du DDPM (thèse de 
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Wanyin Chen). 

     

Figure 35. Fixation d’une molécule avec un groupe amine sur les billes de 

sepharose activés par le bromure de cyanogène (CNBr). 

3.4. Effet du bisacodyl / DDPM sur des 

modèles in vitro de tumeurs par culture 

de CSGs en 3 dimensions 

3.4.1. Obtention de macro-sphères clonales de 

CSGs 

La capacité d’auto-renouvellement est une des caractéristiques des CSGs qui 

est souvent fonctionnellement évaluée in vitro par le test de clonalité. Dans ce test, 

la capacité des CSGs à former les neurosphères clonales (c’est-à-dire dérivant 

d’une cellule au départ) est mesurée. Classiquement, le test se termine 3-4 

semaines après l’ensemencement des cellules dans des conditions de dilution 

limite. A ce moment les sphères atteignent une taille de 200-300 µm en diamètre. 

Comme nous l’avions indiqué précédemment l’auto-renouvellement de nos 

CSGs TG1 et OB1 a été évalué par le test de clonalité (Figure 19). A l’issue des 3 

semaines de test, nous avons conservé les sphères. De manière intéressante, elles 

ont continué à grandir pour former, 8 semaines après l’ensemencement des 

cellules, de grandes sphères clonales avec un diamètre de l’ordre de 1mm (Figure 

36). Cela suggérait que les cellules TG1 et OB1 possédaient une capacité 

d’auto-renouvellement in vitro extraordinaire. Nous appellerons ces sphères de 

grande taille des macrosphères. 
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Figure 36. Formation des macrosphères clonales à partir d’une cellule TG1 et 

OB1. Images en contraste de phase des neurosphères à différents temps après 

l’ensemencement des cellules. Echelle : 200 µm. 

Concernant la cinétique de croissance des sphères (Figure 37), nous 

observons que le nombre de cellules composant les sphères (proportionnel au 

volume des sphères, Figure 37 B) augmente de manière exponentielle pendant les 

4 premières semaines suivant l’ensemencement des cellules. Cela suggère que la 

plupart des cellules dans les sphères sont dans un état de prolifération pendant 

cette période. Par la suite, la croissance des sphères ralentit. Ceci pourrait être 

expliqué par une inefficacité de la diffusion des éléments nécessaires à la 

prolifération des cellules à travers la sphère, due à une barrière physique formée 

par les cellules à la périphérie. De manière concomitante au ralentissement de la 

croissance, une zone sombre apparait au centre de la sphère (Figure 36). 
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Figure 37. Suivi de la croissance des macrosphères clonales de cellules TG1 et 

OB1. Le diamètre (A) des sphères formées à partir d’une seule cellule TG1/OB1 a été 

mesuré chaque semaine après l’ensemencement des cellules. Le volume des sphères (B) 

a été calculé avec le diamètre des sphères. 

3.4.2. Hétérogénéité structurale et cellulaire des 

macrosphères 

Les macrosphères clonales formées à partir d’une cellule TG1/OB1 ont été 

fixées au paraformaldéhyde, incluses dans la paraffine, puis sectionnées en 

coupes fines pour être analysées. 
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Figure 38. Coloration à l’hématoxyline / éosine d’une coupe de macrosphère 

formée à partir d’une cellule TG1. Echelle : 200 µm (A), 100 µm (B), 50 µm (C). 

Une coloration à l’hématoxyline & Eosine des coupes de sphère, révèle une 

hétérogénéité de structure des sphères avec à l’extérieur une zone cellulaire dense 

entourant une zone moins compacte (Figure 38). Sur l’état de cellules composant la 

sphère, une sphère de grande taille est constituée d’une couche de cellules 

vivantes à la périphérie et un centre des cellules en nécrose, identifiables par la 

perte du contenu cellulaire et une condensation nucléaire (Figure 38 C). La zone 

noire au centre de la sphère dans les images de contraste de phase (Figure 36) 

correspond donc bien à une zone nécrotique. 
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Figure 39. Etat de la prolifération des cellules dans les macrosphères. Les 

coupes de sphères TG1 (A, B) et OB1 (C, D) ont été marquées avec l’anticorps anti-Ki67 

(marron). Les noyaux cellulaires (violet) ont été révélés avec une contre-coloration 

d’hématoxyline. Echelle : 200 µm (A, C), 50 µm (B, D). 

L’état de la prolifération des cellules dans les macrosphères a été étudié en 

utilisant l’anticorps anti-Ki67. Seules les cellules à la périphérie expriment le 

marqueur de prolifération Ki67 (cellules Ki67+). A partir d’une profondeur d’environ 

100 µm de la surface de la sphère, le marqueur n’est plus décelé dans les cellules 

(Figure 39). Ceci suggère une organisation de la structure sphérique avec des 

cellules en prolifération à l’extérieur et un intérieur constitué de cellules 

majoritairement en quiescence. 
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Figure 40. Gradient d’oxygène dans les macrosphères de CSG. La zone d’hypoxie 

(marron) dans les sphères TG1 (A, B) et OB1 (C, D) a été identifiée avec l’essai 

Hypoxyprobe-1 (Hypoxyprobe, Inc.). Les noyaux cellulaires (violet) ont été révélés avec 

une contre-coloration à l’hématoxyline. Echelle : 200 µm (A, C), 50 µm (B, D). 

Nous avons d’autre part analysé la présence de zones hypoxiques dans les 

sphères en utilisant l’essai « Hypoxyprobe-1 » qui mesure le caractère réducteur de 

l’environnement et corrélativement la disponibilité en oxygène. La coloration brune 

observée à l’intérieur de la sphère (Figure 40) témoigne de la présence d’un 

environnement très réducteur et donc hypoxique. On peut donc supposer 

l’existence d’un gradient de concentration en oxygène entre l’extérieur et l’intérieur 

de la sphère. Cette étude montre que les cellules dans la zone dense à l’intérieur 

de la sphère sont dans un environnement hypoxique. 
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Ensuite, nous avons étudié l’expression des transporteurs de glucose GLUT-1 

et GLUT-3 par les cellules dans les sphères. Le transporteur GLUT-1 est considéré 

comme un marqueur d’hypoxie tumorale depuis longtemps alors que le 

transporteur GLUT-3, qui a une affinité pour le glucose 5 fois plus élevée que 

GLUT-1, est exprimé préférentiellement par les CSGs dans les tumeurs de 

glioblastome. 

Dans les sphères de TG1 et OB1, GLUT-1 et GLUT-3 sont exprimés de 

manière préférentielle par les cellules qui sont à l’intérieur des sphères (une faible 

expression est aussi observée dans les cellules au bord des sphères) (Figure 41). 
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Figure 41. Expression des transporteurs de glucose dans les macrosphères. Les 

coupes de sphère TG1 (A-B, E-F) et OB1 (C-D, G-H) ont été marquées avec l’anticorps 

anti-GLUT-1 (A-D) et anti-GLUT-3 (E-H). Les noyaux cellulaires (violet) ont été révélés 

avec une contre-coloration à l’hématoxyline. Echelle : 200 µm (A, C, E, G), 100 µm (B, D, F, 

H). 
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Les résultats ci-dessus montrent l’existence d’une hétérogénéité dans les 

macrosphères. Une sphère peut être divisée en 3 parties : une partie extérieure 

normoxique avec les cellules en prolifération; une partie intermédiaire hypoxique 

avec les cellules en quiescence qui sur-expriment les transporteurs de glucose 

Glut1 et Glut3; une partie centrale avec les cellules en nécrose. Un schéma 

récapitulant la structure et les caractéristiques des sphères est donné dans la 

Figure 42. 

Nous avons également tenté de mesurer la distribution du pH dans la sphère, 

en utilisant le protocole de l’équipe du Dr Swietach qui a montré un gradient du pH 

à travers des sphéroïdes des cellules cancéreuses [206, 207]. Malheureusement, 

aucun résultat n’a pu être obtenu, en raison de la limite de cette technique, liée à la 

grande taille de nos sphères. Ce point sera rediscuté plus tard dans la partie 

Discussion. 

 

Figure 42. Schéma représentatif du modèle in vitro de CSGs cultivées en 3D. 

L’hétérogénéité dans les sphères peut être expliquée par une diffusion limitée 

des éléments à travers la sphère qui crée un gradient d’oxygène, de nutriments 

ainsi qu’un gradient inverse des déchets métaboliques tels que le dioxyde de 

carbone, le lactate et le proton. Dans ces sphères, l’environnement 

physico-chimique des cellules et donc leur physiologie diffèrent selon leur 

localisation au sein de la sphère. L’hétérogénéité structurale et cellulaire observée 

présente des similitudes avec celle que l’on peut trouver au sein des tumeurs 

solides. (Ce point sera rediscuté dans la partie Discussion.) 
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3.4.3. Effet du bisacodyl/DDPM sur les CSGs 

cultivées en macrosphères 

 

Figure 43. Effet du DDPM sur les macrosphères de CSGs. Les sphères TG1 (A, B) 

et OB1 (C, D) ont été traitées avec 1% de DMSO (A, C) ou 10 µM DDPM dans 1% de 

DMSO (B, D) pendant 72h. Le nombre des cellules vivantes ainsi que le taux d’ATP 

cellulaire ont été déterminés avec le bleu de Trypan et le l’essai CellTiter-Glo (Promega), 

respectivement. 

Les macrosphères clonales obtenues à partir des CSGs présentaient des 

propriétés intéressantes et s’imposaient comme des modèles in vitro à utiliser pour 

tester l’activité de d’agents chimio thérapeutiques potentiels avant de passer à 

l’étude in vivo chez l’animal. Des sphères de l’ordre de 1mm de diamètre dans du 
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milieu NS34 frais à pH 7,4 ont été mis en contact avec du DDPM (ou du bisacodyl) 

pendant 72h; Le traitement avec le DDPM (ou le bisacodyl) induit la destruction de 

la structure de la sphère, ainsi que la mort des cellules la constituant (Figure 43). 

Nous avons montré dans le paragraphe 3.2 que sur des CSGs isolées 

(obtenues par dissociation mécanique de petites neurosphères) le bisacodyl / 

DDPM agissait avec une grande spécificité sur les cellules en quiescence ou se 

trouvant dans un environnement acide. Nous avons donc essayé de comprendre le 

mode d’action du bisacodyl/DDPM dans le cadre de la macrosphère sachant que 

celle-ci présente une zone avec des cellules en quiescence et probablement une 

zone acide. 

Ceci a été réalisé en analysant des coupes de macrosphères traitées et non 

traitées au DDPM. Afin de garder la structure des sphères, le traitement avec le 

DDPM a été fait pendant 10h (pour TG1) ou 6h (pour OB1) (et non 72h comme 

dans la Figure 43). Après le traitement, on voit nettement sur les coupes colorées à 

l’hématoxyline/éosine ou au bleu de toluidine (Figure 44) une déstructuration de 

l’intérieur de la sphère, avec une expansion de la zone centrale nécrotique, ainsi 

qu’un amincissement de la bordure de la sphère constituée de cellules vivantes. 

Ainsi après le traitement à courte durée, seule persistait une couche de cellule 

vivante à la périphérie de la sphère. L’analyse des images de la Figure 44 suggère 

que le DDPM pénètre dans la macrosphère et exerce son effet cytotoxique 

spécifiquement sur les cellules à l’intérieur de celle-ci. 
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Figure 44. Activité sélective du DDPM sur les cellules à l’intérieur de la 

macrosphère. (A-D) La coloration à H&E de sphère TG1 non-traitée (A, B) et traitée avec 

10 µM DDPM (C, D) pendant 10h. (E-H) La coloration au bleu de toluidine de sphère OB1 

non-traitée (E, F) et traitée avec 10 µM DDPM (G, H) pendant 6h. Echelle : 200 µm (A, C, E, 

G), 50 µm (B, D, F, H). La couche des cellules vivantes est marquée dans les images A, C, 

E, G. 
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Ce résultat est en accord avec la sélectivité d’action du DDPM envers les 

cellules quiescentes et / ou dans un environnement acide, puisque ces conditions 

sont présentes dans les macrosphères. De plus l’intégrité de la sphère (et donc la 

présence de gradient physico-chimique d’oxygène et de protons) semble 

essentielle à l’activité du DDPM qui est nettement moins marquée sur les sphères 

dégradées par action mécanique d’une pipette que sur les sphères entières (Figure 

45). 

 

Figure 45. Importance du gradient à travers de la macrosphère dans l’activité du 

DDPM. Les sphères TG1 et OB1 entières (A) et les sphères dissociées mécaniquement (B) 

ont été traitées avec 10 µM DDPM pendant 24h. La viabilité des cellules dans les sphères 

a été mesurée avec le l’essai CellTiter-Glo (Promega) mesurant le niveau d’ATP 

cellulaire. 

Comme dans le cas des CSGs isolées, l’inhibiteur S0859 du transporteur 

sodium/bicarbonate (NBC) confie une protection partielle aux cellules dans les 

macrosphères vis à vis de l’action du DDPM (Figure 46). 
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Figure 46. Effet protecteur du composé S0859 vis-à-vis de l’activité cytotoxique 

du DDPM sur les macrosphères de CSGs. Les sphères TG1 ont été traitées par 1% 

DMSO (contrôle), 10 µM DDPM, 100 µM S0859 ou la combinaison de 10µM DDPM et de 

100 µM S0859 pendant 24h. La viabilité des cellules dans les sphères a été mesurée avec 

l’essai CellTiter-Glo (Promega) mesurant le niveau d’ATP cellulaire. 

Il a été montré dans les études précédentes que les cellules TG1 et OB1 

étaient résistantes au témozolomide (TMZ), agent alkylant utilisé actuellement 

comme agent de chimiothérapie en clinique pour traiter le glioblastome [78]. Nous 

avons montré que les macrosphères formées de cellules TG1 et OB1 sont 

également résistantes au TMZ (Figure 47) et l’activité du DDPM n’était pas 

renforcée en présence de TMZ. 

 

Figure 47. Effet du TMZ sur les macrosphères de CSGs. Les sphères formées à 

partir de cellules TG1 et OB1 ont été traitées avec 1% DMSO, 10 µM DDPM, 100 µM TMZ 

et la combinaison de 1 µM DDPM/100 µM TMZ pendant 72h. La viabilité des cellules dans 

les sphères a été mesurée avec l’essai CellTiter-Glo (Promega) mesurant le niveau 

d’ATP cellulaire. 
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3.5. Evaluation de l’activité antitumorale du 

bisacodyl in vivo chez l’animal 

3.5.1. Etudes de la pharmacocinétique et de la 

biodistribution 

En tant que médicament laxatif, le bisacodyl est administré par voie orale. Pour 

évaluer son potentiel thérapeutique anti-tumoral, plus particulièrement dans le cas 

de glioblastome, des études in vivo de pharmacocinétique et de biodistribution du 

bisacodyl sont indispensables. Ces études préliminaires ont été effectuées dans 

des souris CD1 après administration du bisacodyl par la voie intra-péritonéale (i.p.). 

3.5.1.1. Pharmacocinétique 

Le bisacodyl mélangé à la carboxymethylcellulose (CMC) a été injecté en i.p. à 

raison de 300 mg/kg à des souris CD1. La concentration plasmatique du bisacodyl 

ainsi que celle de son métabolite le DDPM ont été déterminées 0,5h, 1,5h, 3h, 6h, 

12h et 24h après l’injection par HPLC. 

Temps (h) 

Concentration 

plasmatique du bisacodyl 

(nM) 

Concentration 

plasmatique du DDPM 

(µM) 

0,5 0,44 ± 0,58 3,71 ± 0,87 

1,5 0,03 ± 0,03 1,88 ± 0,36 

3 0,03 ± 0,00 1,73 ± 0,29 

6 0,14 ± 0,11 1,52 ± 0,40 

12 0,42 ± 0,39 1,23 ± 0,29 

24 1,44 ± 0,19 1,52 ± 0,40 

Tableau 4. Concentration plasmatique du bisacodyl et du DDPM à différents 

temps après injection i.p. de bisacodyl. Le bisacodyl a été injecté à raison de 300 mg/Kg 

mélangé à la carboxymethylcellulose. 

Le bisacodyl n’est détecté qu’à de très faibles concentrations dans le plasma 
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après l’injection alors que le DDPM a été détecté à des concentrations plus élevées 

(Tableau 4), ce qui suggère que bisacodyl est hydrolysé rapidement in vivo en 

DDPM. Dans toutes les expérimentations animales nous utiliserons exclusivement 

le bisacodyl, disponible commercialement et non le DDPM qui n’est plus disponible 

dans le commerce et nécessite une réaction de désacétylation (faite par les 

chimistes du laboratoire). 

La concentration plasmatique de DDPM 30 mn après l’injection est de l’ordre 

de 4 µM. Elle diminue rapidement durant la première heure pour atteindre 6h après 

l’injection un plateau à une concentration de l’ordre de 1,5 µM (Figure 48). Les 

concentrations plasmatiques atteintes sont compatibles avec l’EC50 de la 

molécule. 

 

Figure 48. Concentration plasmatique du DDPM après injection de bisacodyl à 

des souris. Le bisacodyl est administré en i.p. à des souris CD1 à raison de 300 mg/kg en 

suspension dans la CMC. La concentration plasmatique du DDPM a été mesurée 0,5h, 

1,5h, 3h, 6h, 12h et 24h après l’injection. Le bisacodyl et le DDPM sont détectés HPLC. 

3.5.1.2. Biodistribution. Détection de bisacodyl/DDPM 

dans le cerveau 

Une des premières questions a été de savoir si le bisacodyl et le DDPM 

passaient la barrière hémato-encéphalique. A cet effet, le bisacodyl a été injecté 3 

fois en i.p. à raison de 300 mg/kg (mélangé à la CMC) aux souris CD1 avec un 

intervalle de 24h entre chaque injection. La quantité du bisacodyl et de DDPM dans 

le cerveau des souris a été mesurée 1,5h, 6h, 10h, et 24h après la troisième 
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injection. 

 

Figure 49. Détection du bisacodyl et du DDPM dans le cerveau de souris. Le 

bisacodyl a été injecté à raison de 300 mg/kg aux souris CD1 (n=2) à 0h, 24h, 48h. La 

quantité de bisacodyl et de DDPM présents dans le cerveau des souris a été déterminée à  

1,5h, 6h, 10h et 24h après la dernière injection selon le protocole décrit dans la section 

Matériels et Méthodes. Les quantités sont exprimées en ng de composé par cerveau. 

La Figure 49 indique la présence de bisacodyl et de DDPM dans le cerveau 

des souris. Nous n’avons pas d’indication sur la répartition des molécules dans le 

cerveau. Des concentrations moyennes ont été estimées à partir de certains 

paramètres connus pour le cerveau de souris. Cette estimation indique que le 

DDPM qui correspond au métabolite actif du bisacodyl est présent à une 

concentration compatible avec l’EC50 de la molécule sur les CSGs. Néanmoins 

ces paramètres devront être affinés. Il est à noter que le bisacodyl qui disparait très 

rapidement du sang circulant (Tableau 5) est présent à des concentrations non 

négligeables, supérieures à celles du DDPM dans le cerveau, 6h après la dernière 

injection, suggérant que la cinétique de désacétylation du bisacodyl est moins 

rapide dans le cerveau que dans le sang. 
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Tableau 5. Concentration du bisacodyl et du DDPM dans le cerveau des souris 

après injection i.p.. Les quantités exprimées en ng/cerveau ont été transformés en 

concentration en se fondant sur les estimations suivantes pour les souris CD1 : volume 

cérébral, 500 mm3; poids cérébral, 250 mg; volume de sang cérébral, 10 µL. 

Cette première étude des paramètres pharmacocinétiques et d’estimation du 

passage de la barrière hémato-encéphalique suggère que le bisacodyl présente les 

propriétés ad hoc pour évaluer son activité anti-tumorale dans un modèle animal. 

3.5.2. Effet du bisacodyl sur des animaux 

xénogreffés avec des CSGs 

3.5.2.1. Xénogreffes ectopiques de CSGs prétraitées 

avec du bisacodyl 

L’effet du bisacodyl sur la formation de tumeur des CSGs a été évalué dans un 

modèle sous-cutané de souris. Les cellules OB1 prétraitées avec 1% de DMSO ou 

avec du bisacodyl dans des conditions sub-toxiques ont été mélangées à du 

Matrigel et injectées dans le flanc des souris Nude. Les souris ont été sacrifiées 

après 20 jours, les inserts matrigel prélevés et analysés après coloration avec des 

anticorps anti-vimentine humaine. Le traitement des cellules avec le bisacodyl 

induit une forte diminution de la densité de cellules tumorales (Figure 50). Ceci 

suggère que le bisacodyl altère la capacité des CSGs à initier des tumeurs in vivo. 

L’expérimentation animale a été réalisée à Paris en collaboration avec les Drs 

Marie-Pierre Junier et Hervé Chneiweiss. 
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Figure 50. Effet du pré-traitement au bisacodyl sur la capacité des CSGs à initier 

des tumeurs in vivo. (A) Densité des cellules tumorales dans les tumeurs formées avec 

les cellules OB1 prétraitées avec 1% de DMSO pendant 12h à pH 6,2 ou 50 µM de 

bisacodyl pendant 12h à pH 6,2. (B-E) Sections histologiques des tumeurs formées 20 

jours après l’injection de cellules OB1 prétraitées avec le DMSO (B, C) ou le bisacodyl (D, 

E) marquées avec l’anticorps anti-vimentine humaine. Echelle : 100 µm. 

3.5.2.2. Xénogreffes orthotopiques de CSGs 

Ce travail a été réalisé par le Dr Suzana Assad-Kahn (Institute for Stem Cell 

Biology and Regenerative Medicine, Stanford, CA). Il fait partie du manuscrit en 

préparation (8.2.1 Annexe II.1). 

En collaboration avec le Dr Suzana Kahn, nous avons testé le bisacodyl sur un 

modèle animal de GBM utilisé à « Institute for Stem Cell Biology and Regenerative 

Medicine, Stanford ». Une représentation du protocole expérimental est donnée 

dans la Figure 51. 
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Figure 51. Représentation schématique du protocole de traitement des souris 

par le bisacodyl. Des CSGs EGFR+/CD133+ isolées de GBM primaires humains, 

transduits avec des constructions exprimant la GFP et la luciférase ont été implantées dans 

le striatum de souris immunodéficientes NSG. Le traitement a été initié après détection des 

tumeurs. Des analyses de bioluminescence ont été réalisées 45 jours après le début du 

traitement. 

Pour ce modèle, des CSGs CD133+ / EGFR+ ont été isolées de glioblastomes 

primaires de patients. Ces cellules présentent les propriétés d’auto-renouvellement 

et une forte aptitude à induire des tumeurs chez l’animal immunodéprimé. Afin de 

suivre le développement tumoral, ces cellules ont été transduites avant l’injection 

aux animaux avec une construction induisant l’expression de la GFP et de la 

luciférase. Les animaux sont maintenus sans traitement jusqu’à l’apparition de 

tumeurs mise en évidence par bioluminescence (6 semaines). A ce moment, elles 

sont randomisées (valeur moyenne du flux pour le groupe contrôle : (4,67 x 103) et 

pour le groupe bisacodyl : 4,74 x 103) et le traitement est mis en place par injection 

i.p. de bisacodyl (300 mg/kg dans 1% de carboxyméthylcellulose, 0,8% de Tween 

80) ou de l’excipient seul (souris contrôle) pendant 45 jours. Le bisacodyl inhibe de 

manière significative la croissance tumorale par rapport au contrôle (Figure 52 A et 

B) et les courbes de Kaplan-Meier montre une survie nettement améliorée du 

groupe de souris traitées (Figure 52 C). Les analyses histologiques des tumeurs 

sont en cours pour déterminer la taille des tumeurs formées dans le cerveau des 

souris. 
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Figure 52. Effet du bisacodyl in vivo. (A) Image de bioluminescence des tumeurs de 

souris traitées avec l’excipient (CTL) ou au bisacodyl pendant 45 jours. (B) Quantification 

des signaux de bioluminescence mesurée dans les souris traitées avec l’excipient (CTL) ou 

au bisacodyl. (C) Courbes de Kaplan-Meyer correspondant à la survie des souris traitées 

avec l’excipient (CTL) ou au bisacodyl. 

Ces résultats constituent une première preuve d’efficacité du bisacodyl comme 

agent anti-tumoral actif sur des tumeurs induites chez l’animal par injection 

intracérébrale de CSGs. Ces expériences devront être confirmées avec un nombre 

d’animaux plus grand, mais également en utilisant les cellules TG1 et OB1 qui sont 

CD133-. Si les résultats sont positifs, une étude plus complète sera entreprise avec 

l’objectif d’un repositionnement de la molécule comme agent anti-tumoral. 
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4. Discussion sur le travail réalisé avec le 
bisacodyl / DDPM 
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4. Discussion sur le travail réalisé avec 
le bisacodyl / DDPM 

4.1. Bisacodyl et reprofilage de 

médicaments 

4.1.1. Définition 

Par un criblage de la chimiothèque Prestwick constituée de 1120 petites 

molécules approuvées par la FDA (Agence américaine des produits alimentaires et 

médicamenteux), nous avons identifié le bisacodyl, un laxatif d’action locale, 

comme une molécule qui montre une activité cytotoxique spécifique sur les CSGs 

dans la condition de quiescence ou d’acidité. 

Cette stratégie qui consiste à trouver des nouvelles indications pour les 

médicaments qui sont déjà sur le marché est appelée le reprofilage de 

médicaments (« drug repositioning » ou « drug repurposing » en anglais) [208]. Le 

reprofilage de médicaments est devenu actuellement une stratégie alternative 

importante pour le développement des médicaments, plus particulièrement pour le 

développement des médicaments anti-cancéreux. 

4.1.2. Histoire du reprofilage de médicaments 

L’approche traditionnelle pour le développement du médicament implique 

l’identification et la validation de novo des nouvelles molécules. Malgré une 

augmentation importante de la dépense dans la recherche et le développement 

durant la dernière décennie, le nombre de nouveaux médicaments introduits sur le 

marché n’a pas augmenté. Le coût et le temps nécessaire pour développer un 

nouveau médicament ont augmenté de manière significative [209]. Ce phénomène, 

nommé aussi « la crise de la productivité », est un des plus grands problèmes 

actuellement dans l’industrie pharmaceutique, qui a forcé l’industrie 

pharmaceutique à trouver des stratégies innovantes et alternatives pour le 

développement des médicaments. 

Le reprofilage de médicaments représente une stratégie alternative qui a attiré 
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beaucoup d’attention récemment et a connu plusieurs cas de succès jusqu’à 

présent [208, 210–212]. L’idée derrière cette stratégie est que presque tous les 

médicaments sur le marché actuellement possèdent plusieurs cibles cellulaires et 

donc peuvent avoir des effets secondaires qui ne sont pas liés à leur activité 

principale. Si ces médicaments interfèrent avec les voies de signalisation 

impliquées dans d’autres maladies, il serait possible que ces médicaments puissent 

exercer un effet thérapeutique dans ces pathologies. En plus, différentes maladies 

peuvent impliquer les mêmes voies de signalisation et cibles cellulaires, ce qui 

pourrait aussi expliquer les nouvelles indications possibles pour les médicaments 

qui sont déjà sur le marché [210]. 

4.1.3. Avantages et limites du reprofilage de 

médicaments 

Le principal avantage du reprofilage de médicaments est une diminution du 

coût et du temps dans le développement. Contrairement au développement de 

novo des médicaments, le reprofilage de médicaments commence avec les 

molécules qui ont été déjà utilisées en clinique. Leur pharmacocinétique, 

biodisponibilité et toxicité sont généralement bien connues et accessibles aux 

cliniciens et chercheurs. Ainsi, ces molécules pourraient être testées directement 

dans la phase clinique II ou III. La durée et le coût associé pour le développement 

de ces molécules peuvent donc diminuer. Une durée de 10 à 17 ans est souvent 

nécessaire pour développer un médicament par l’approche traditionnelle (de novo) 

alors qu’il faut 3 à 12 ans pour le développement d’un médicament par la stratégie 

de reprofilage [208]. De plus, en utilisant les molécules dont les propriétés 

pharmacologiques sont bien connues, on peut également espérer une diminution 

du risque d’échec lors du développement du médicament. 

L’autre avantage majeur du reprofilage de médicaments se trouve au plan 

économique, plus particulièrement pour le développement des médicaments 

anti-cancéreux. En raison de la longue durée du traitement et d’un taux d’attrition 

élevé lors du développement, le coût des thérapies pour soigner les patients 

atteints de cancer reste extrêmement élevé. Au contraire, les molécules étudiées 

dans le cadre de reprofilage sont souvent des médicaments peu coûteux ou même 

des médicaments génériques. La découverte de médicaments anti-cancéreux par 

l’approche de reprofilage peut donc diminuer le rapport coût/efficacité des 
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traitements. 

Néanmoins, il existe aussi des limites potentielles concernant le reprofilage de 

médicaments. Par exemple, les molécules candidates peuvent montrer une 

nouvelle activité thérapeutique, mais seulement à une dose plus élevée que la dose 

nécessaire pour l’indication originale. Ceci nécessiterait une réévaluation de leur 

profil de toxicité. Dans le cas du bisacodyl, un agent laxatif d’action locale 

administré par voie orale, une nouvelle voie d’administration serait nécessaire pour 

soigner les patients atteints de glioblastome. Pourtant, la principale limite 

concernant le reprofilage de médicaments se situe au plan économique. Faute de 

récompense économique comparable à celle générée par la mise sur le marché de 

nouveaux agents anti-cancéreux, l’industrie pharmaceutique n’est pas motivée 

pour développer des médicaments anti-cancéreux avec les médicaments peu 

chers ou des génériques. Sans soutien financier, il est improbable que le 

développement des médicaments par l’approche de reprofilage,  initié par les 

chercheurs académiques, puisse entrer dans les essais cliniques qui sont 

extrêmement coûteux. 

4.1.4. Exemples et situation actuelle 

L’exemple le plus connu parmi les médicaments découverts par reprofilage est 

le sildénafil (Viagra chez Pfizer). Initialement développé pour traiter l’angine de 

poitrine, le sildénafil, un inhibiteur spécifique des phosphodiestérases de type 5 

(PDE5), était supposé relâcher les artères coronaires et ainsi permettre un plus 

grand flux sanguin au niveau coronaire. Les effets cardiovasculaires désirés n’ont 

pas été observés sur les volontaires sains dans les études de phase I en 1991 et 

1992. Mais les effets secondaires observés lors du développement, à savoir des 

érections exceptionnellement fortes et persistantes, ont conduit Pfizer à développer 

le sildénafil comme un médicament pour traiter les troubles de l’érection. Le 

sidénafil est ensuite devenu un des médicaments les plus rentables de Pfizer. 

Dans le domaine de l’oncologie, un des premiers exemples des agents 

repositionnés avec succès comme agent anti-cancéreux est la thalidomide. Mise 

sur le marché comme sédatif et anti-nauséeux pour les femmes enceintes en 1957, 

la thalidomide est plus connue historiquement pour le scandale sanitaire à cause 

de ses effets tératogènes. Elle a été retirée du marché en 1961. En 1994, les 

chercheurs ont montré un effet anti-angiogénique de la thalidomide, ce qui a non 
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seulement expliqué ses effets dramatiques sur le développement de fœtus, mais 

représentait aussi une propriété intéressante dans le domaine du cancer [213]. 

L’effet anti-cancéreux de la thalidomide a été montré pour la première fois chez les 

patients atteints de myélome multiple [214]. En 1998, le brevet MOU (method of 

use) de la thalidomide a été acheté par Celgene qui a ensuite mis la molécule sur le 

marché pour traiter le myélome multiple. Les études récentes ont montré l’efficacité 

de la thalidomide contre plusieurs types cancers, tels les syndromes 

myélodysplasiques [215, 216] et la leucémie myéloïde aiguë [217]. 

D’autres médicaments non anti-cancéreux, tels que l’aspirine, la metformine, la 

rapamycine, l’acide valproïque sont également évalués pour leur potentiel 

anti-cancéreux [210]. 

Dans le cas du glioblastome, de nombreuses molécules non anti-cancéreuses 

ont montré un potentiel thérapeutique contre le glioblastome. Dans une étude 

publiée en 2012, par un criblage de chimiothèque, Hothi et al. [218] ont identifié le 

disulfirame, un médicament pour traiter la dépendance à l’alcool, comme une 

molécule qui montre une activité cytotoxique sur les CSGs, via une inhibition de la 

voie ubiquitine-protéasome. Dans l’autre étude qui est publiée en 2014 par Kitambi 

et al. [219], un criblage de chimiothèques a permis d’identifier le Vacquinol-1 

comme une molécule induisant spécifiquement la mort des cellules de glioblastome 

par l’induction de la vacuolisation catastrophique dans les cellules tumorales. 

D’autre part, les cliniciens et les chercheurs de l’association (International Initiative 

for Accelerated Improvement of Glioblastoma Care) ont proposé le protocole 

CUSP9 qui consiste à utiliser le cocktail de 9 molécules différentes pour traiter le 

glioblastome récurrent [220, 221]. Ces 9 molécules sont déjà sur le marché dans 

des indications non anti-cancéreuses et sont bien caractérisées 

pharmacologiquement. Chaque molécule inhibe une ou plusieurs voie(s) de 

signalisation importante(s) pour le maintien ou la résistance de tumeur de 

glioblastome, telles que les voies Akt, Hedgehog, VEGF. L’essai clinique avec le 

protocole CUSP9 chez les patients de glioblastome récurrent est actuellement 

planifié. 

4.1.5. Conclusion sur le reprofilage 

La crise de productivité dans l’industrie pharmaceutique, combinée à un besoin 

médical non-satisfait, surtout dans le domaine de l’oncologie, a forcé la société à 



 

 127

réfléchir sur la stratégie pour le développement de nouveaux médicaments. Le 

reprofilage de médicaments qui a déjà connu plusieurs exemples de réussite, 

représente une stratégie alternative prometteuse pour trouver de nouveaux 

médicaments. Etant donné sa relative rapidité pour le passage en clinique et son 

coût de développement moins élevé, cette stratégie doit être encouragée, plus 

particulièrement pour traiter les maladies pour lesquelles le choix thérapeutique est 

limité, telle glioblastome. 

Néanmoins, des collaborations entre l’industrie pharmaceutique et le milieu 

académique, ainsi que des améliorations de la réglementation, sont nécessaires 

pour favoriser le reprofilage de médicaments, dans le but d’augmenter la diversité 

de l’arsenal de chimiothérapie. 

4.2. Cibler les CSGs en quiescence 

4.2.1. Quiescence des CSGs et résistance aux 

traitements 

En une décennie, depuis l’introduction du témozolomide dans le traitement 

standard (protocole de Stupp) en 2005, le pronostic du glioblastome ne s’est guère 

amélioré [8]. Le glioblastome reste actuellement une des tumeurs les plus malignes 

chez l’homme, avec une médiane de survie d’environ 14 mois. 

Néanmoins, la dernière décennie a connu une explosion de notre 

connaissance de la pathophysiologie des tumeurs. La caractérisation moléculaire 

et la découverte de cellules tumorales ayant des propriétés de cellules souches 

sont parmi les avancées les plus marquants dans notre compréhension du 

glioblastome. 

Les projets de caractérisation moléculaire menés par le TCGA (The Cancer 

Genome Atlas) et d’autres organisations ont dévoilé un panorama des voies de 

signalisation altérées dans les tumeurs de glioblastome. Ceci a également permis 

de classer ces tumeurs en 4 sous-types (pro-neural, neural, classique et 

mésenchymateux) en fonction de leur profil d’expression des gènes. Sur le plan 

clinique, les efforts de caractérisation moléculaire du glioblastome sont en train de 

transformer le protocole de traitement, en donnant la possibilité de remplacer les 

agents de chimiothérapie classique par des thérapies ciblées plus spécifiques. 
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L’identification des cellules souches de glioblastome (CSGs) a également 

transformé notre vision de cette tumeur cérébrale qui n’est pas simplement un 

amas de cellules en croissance anarchique, mais un ensemble avec une 

organisation cellulaire hiérarchique, composée de cellules à différents degrés de 

différenciation et douées de plasticité. Même s’il existe encore certains points de 

conflits sur la terminologie et les marqueurs des CSGs, il est bien accepté 

actuellement qu’il existe dans les tumeurs des cellules plus immatures qui jouent un 

rôle essentiel dans le maintien et la résistance aux traitements des tumeurs. Ceci 

nécessite donc un changement du paradigme avec la nécessité de cibler par le 

traitement non seulement les cellules de la masse tumorale, mais aussi les CSGs, 

plus résistantes aux agents radio- et chimiothérapeutiques. 

Plusieurs mécanismes ont été identifiés pour expliquer la résistance des CSGs 

aux traitements, tels une capacité renforcée de réparation de l’ADN, l’expression 

des pompes d’efflux et l’état de quiescence. Les deux premiers points ont été 

largement étudiés et plusieurs stratégies thérapeutiques ont été proposées et 

testées en utilisant les inhibiteurs des protéines impliquées dans la réparation 

d’ADN (ex. PARPs) [222–227] et les inhibiteurs des pompes d’efflux [228–232]. 

Cependant même si l’état de quiescence des CSGs ainsi que son rôle dans la 

résistance aux traitements ont été bien montrés dans des études indépendantes 

[119, 125, 233], la quiescence des CSGs reste pour l’instant un aspect peu exploité 

sur le plan thérapeutique. 

C’est pour cette raison qu’un criblage différentiel de la chimiothèque Prestwick 

a été réalisé dans notre laboratoire sur les CSGs en prolifération et en quiescence, 

dans le but de trouver des petites molécules actives spécifiquement sur les CSGs 

en quiescence. A notre connaissance, c’est le premier cas de criblage de 

chimiothèque réalisé sur les cellules cancéreuses dans la condition de quiescence, 

tous cancers confondus [219, 234–237]. 

4.2.2. Caractérisation de la quiescence des CSGs 

La mise en quiescence des CSGs a été réalisée dans notre laboratoire en 

laissant les cellules sans renouvellement du milieu de culture pendant 9 jours après 

un passage normal (dissociation des petites neurosphères et changement de 

milieu). L’état quiescent des cellules a été vérifié par i) le test d’incorporation de 

l’EdU qui mesure la synthèse d’ADN dans les cellules, ii) les analyses du cycle 
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cellulaire et iii) les analyses de l’expression du marqueur de prolifération Ki67 qui 

ont montré une accumulation des cellules dans la phase G0. 

Cet état de quiescence des CSGs est réversible. Nous avons d’abord montré 

que les cellules quiescentes n’étaient pas en senescence. Ensuite, en remettant les 

cellules quiescentes dans le milieu de culture frais, nous avons pu observer que 

ces cellules étaient capables de sortir de cet état de quiescence et de proliférer de 

nouveau. Ceci a été vérifié également par les tests d’incorporation de l’EdU, 

l’analyse du cycle cellulaire et la présence de Ki67. 

La réversibilité de cet état de quiescence apporte de la pertinence à notre 

modèle de quiescence en montrant que les cellules en culture conservent cette 

propriété des cellules souches cancéreuses in vivo. Il est généralement admis que 

la sortie de l’état de quiescence est responsable (au moins partiellement) de la 

récurrence des tumeurs après traitement des patients. 

Nous avons également montré que dans l’état quiescent, les cellules ont gardé 

les mêmes caractéristiques de CSGs que les cellules en prolifération, y compris 

l’expression des marqueurs de cellules souches, l’expression des marqueurs de 

surface de CSGs, la capacité de différenciation in vitro, ainsi que la capacité 

tumorigène in vivo. 

Les mécanismes moléculaire et cellulaire de la régulation du cycle cellulaire 

dans les tumeurs de glioblastome restent encore mal connus à l’heure actuelle. 

Dans une étude publiée en 2014, Patel et al. [125] ont montré par le séquençage 

d’ARN dans 430 cellules individuelles provenant de 5 glioblastomes primaires, une 

corrélation inverse entre la signature transcriptomique du cycle cellulaire et la 

signature d’hypoxie, ce qui suggérait que l’hypoxie pourrait jouer un rôle dans la 

régulation de la quiescence. Cependant, il est bien connu que l’hypoxie tumorale 

favorise aussi l’angiogenèse et l’invasion des cellules tumorales. Ainsi, ces 

observations sont en conformité avec le modèle de la régulation du cycle cellulaire 

des CSGs proposé par Chen et al. [56] et présenté dans la partie Introduction du 

manuscrit (Figure 9) : la prolifération locale des cellules tumorales crée un 

environnement hypoxique; l’hypoxie tumorale favorise ensuite l’angiogenèse et la 

migration des cellules vers les vaisseaux sanguins; ces cellules se multiplient et 

forment de nouvelles colonies. L’évolution de la tumeur, ainsi que la régulation de la 

prolifération des cellules tumorales sont donc des processus dynamiques. 
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Dans notre modèle de quiescence, malgré l’absence du facteur « hypoxie », 

l’incubation des cellules dans les flaques sans renouvellement du milieu simule à 

un certain degré les conditions dans les zones hypoxiques au sein de la tumeur où 

les échanges des éléments sont limités en raison d’une vascularisation aberrante. 

L’accumulation des déchets métaboliques et l’accès limité aux nutriments 

pourraient donc induire l’arrêt du cycle cellulaire. 

Il reste à déterminer jusqu’à quel degré l’état de quiescence obtenu dans nos 

conditions expérimentales ressemble à l’état de quiescence in vivo dans les 

tumeurs. Néanmoins, la réversibilité de cet état de quiescence, ainsi que le 

maintien des propriétés de CSG des cellules en quiescence suggèrent que ce 

modèle de quiescence des CSGs est pertinent et peut être utilisé comme un outil 

pour rechercher les molécules avec potentiel thérapeutique et étudier la physiologie 

de ces cellules. 

4.3. Mode d’action du bisacodyl/DDPM 

Par un criblage différentiel de la chimiothèque Prestwick sur les CSGs en 

prolifération et en quiescence, notre laboratoire a identifié le bisacodyl comme la 

seule molécule dans la chimiothèque qui montre une activité cytotoxique spécifique 

sur les CSGs en quiescence. De plus, la molécule est inactive sur les cellules 

saines telles que les astrocytes humaines (HA), les cellules HEK et les cellules 

souches neurales fœtales (f-NSC). Ce travail a fait l’objet d’une publication [205] à 

laquelle je suis associée. Une grande partie des études dans le cadre de ma thèse 

a été consacrée à la compréhension de cette spécificité du bisacodyl sur les CSGs 

en quiescence et de son mécanisme d’action. Ce manuscrit est en cours de 

rédaction (8.2.1 Annexe II.1). 

4.3.1. Mécanisme d’action décrit dans la 

littérature 

Le bisacodyl a été mis sur le marché dans les années 1960 en tant qu’agent 

laxatif pour le traitement des constipations et la préparation à l’endoscopie 

digestive basse. Son activité anti-cancéreuse n’a jamais été évaluée. 

L’effet laxatif du bisacodyl est dû à une induction de la motricité intestinale et la 

sécrétion d’électrolytes, une inhibition de l’absorption d’eau au niveau intestinal 
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[238, 239]. Néanmoins, le mécanisme d’action exact sous-tendant ces effets reste 

peu étudié et mal compris. Il a été montré dans les différentes études que ces effets 

pourraient impliquer l’inhibition de Na+/K+ ATPase [240, 241], la libération de la 

prostaglandine E2 (PGE2) [241, 242] ou de l’oxyde nitrique (NO) [243] ou l’activation 

de l’adénylate cyclase de l’entérocyte [239]. L’ATPase Na+/K+ est impliquée dans le 

transport transépithélial de Na+. La création d’un gradient osmotique causé par 

l’extrusion de Na+ au niveau de la membrane baso-latérale des entérocytes permet 

le passage de l’eau. L’inhibition de l’enzyme par le bisacodyl induirait un effet laxatif 

par rétention d’eau au niveau intestinal. Une autre étude sur le colon de rat relie 

l’inhibition de l’absorption de l’eau (et par conséquent l’effet laxatif) à une inhibition 

de l’expression de l’aquaporine-3 via la libération de la PGE2 par les macrophages 

[244]. Chez l’homme, l’activation de l’adénylate, en produisant du cAMP modifie le 

flux des électrolytes et de l’eau et diminue l’absorption des fluides. En ce qui 

concerne le NO, Gaginella et al. [243] ont montré que chez le rat l’effet laxatif du 

bisacodyl pouvait être retardé par l’ester NG-nitro-L-arginine methyl (L-NAME), un 

inhibiteur de la NO synthase. Afin de tester si le NO était impliqué dans l’effet 

cytotoxique du bisacodyl sur les CGS, nous avons prétraitées nos cellules en 

prolifération et en quiescence avec le L-NAME avant l’ajout de bisacodyl. Aucun 

effet n’a été observé (résultat non présenté). Les autres cibles n’ont pas été 

analysées pour l’instant. 

4.3.2. Rôle de l’acidité et de l’état de quiescence 

dans l’activité cytotoxique du bisacodyl 

/DDPM 

Dans le cadre de notre projet de recherche, à l’issue du criblage, afin de 

comprendre l’action spécifique du bisacodyl et de son métabolite actif DDPM sur 

les CSGs en quiescence, nous avons d’abord étudié le rôle du milieu de culture et 

pu identifier le milieu conditionné des cellules en quiescence comme un facteur 

essentiel pour l’activité du bisacodyl/DDPM. 

Suite à l’observation que la mise en quiescence des cellules est accompagnée 

par une acidification progressive du milieu de culture (pH vers 6,5 au jour 9), nous 

avons décidé de tester la molécule sur les cellules aux différents pH. Nous avons 

pu montrer l’importance du pH dans l’activité du bisacodyl/DDPM car la molécule 



 

 132

est active sur les CSGs en prolifération et en quiescence dans la condition 

légèrement acide (pH 6,0–6,6). Cependant les cellules en quiescence sont plus 

sensibles au traitement avec le bisacodyl/DDPM que les cellules en prolifération au 

même pH. 

Ces résultats peuvent ainsi répondre au moins en partie à notre question 

concernant la spécificité du bisacodyl/DDPM sur les CSGs en quiescence. Deux 

facteurs, l’acidité et l’état physiologique des cellules (leur quiescence), sont 

responsables à cette spécificité. Cependant, ces deux facteurs ne sont pas 

forcément indépendants car nous avons aussi observé avec le test d’incorporation 

d’EdU que l’acidité (pH 6,2) pouvait induire la quiescence des CSGs (résultats 

non-présentés). La recherche de molécules ou de conditions permettant d’induire la 

quiescence des cellules sans acidification du milieu sera nécessaire afin de 

dissocier les deux phénomènes et analyser l’influence de chacun dans l’activité 

cytotoxique du bisacodyl sur ces cellules. 

La mort cellulaire induite par le bisacodyl/DDPM a été caractérisée avec les 

différentes techniques (utilisation du Z-VAD, activité des caspases, analyses du 

cycle cellulaire, TUNEL, microscopie électronique à transmission). Nous avons 

montré que la molécule induisait la mort cellulaire par nécrose, mais non par 

apoptose. 

4.3.3. Modification de l’état de phosphorylation 

Pour appréhender les signalisations qui sous-tendent l’activité du 

bisacodyl/DDPM sur les CSGs nous avons étudié le changement de l’état de 

phosphorylation de 45 sites de phosphorylation dans les cellules en quiescence 

suite au traitement avec le DDPM. Cela nous a permis d’identifier quelques 

protéines (WNK1 (with no lysine (K) kinase-1), p53, STAT3 et STAT6) dont l’état de 

phosphorylation est altéré par le DDPM. Etant donné que le bisacodyl pourrait 

exercer son effet laxatif via la régulation du transport des ions au niveau intestinal 

et que son activité cytotoxique sur les CSGs est pH-dépendante, nous avons choisi 

d’étudier, parmi ces protéines, la kinase WNK1 car cette kinase est aussi impliquée 

dans la régulation du transport des ions et pourrait donc être impliquée dans 

l’activité du bisacodyl/DDPM. L’altération de l’état de phosphorylation du WNK1 a 

été ensuite confirmée par des expériences de Western-Blot. 

Le gène de WNK1 a été cloné en 2000 par l’équipe de Cobb [245]. Il a été 
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ensuite montré en 2001 que les mutations dans le gène de WNK1 étaient 

responsables d’une forme héréditaire du syndrome d’hypertension nommée 

syndrome de Gordon ou PHAII (pseudohypoaldostéronisme de type II) [246]. C’est 

pour cette raison que la plupart des études sur la kinase WNK1 ont été consacrées 

à la compréhension de son rôle dans la régulation du transport des ions au niveau 

rénal. 

La voie de signalisation concernant WNK1 la plus caractérisée jusqu’à présent 

est la voie WNK1-SPAK (SPS1-related proline/alanine-rich kinase)/OSR1 (oxidative 

stress-responsive kinase 1). SPAK et OSR1 sont des substrats directs de WNK1 

qui régulent via leur activité kinase plusieurs transporteurs d’ions, tels que NCC 

(Na+/Cl− co-transporter), NKCC1 et NKCC2 (Na+/K+/2Cl− co-transporter 1 et 

co-transporter 2, respectivement) [247, 248]. 

La fonction de WNK1 dans les cellules tumorales reste relativement peu 

étudiée, surtout dans les cellules de glioblastome, à part quelques exceptions [249]. 

L’équipe de Sun [189, 250] a montré que le traitement avec le témozolomide (TMZ) 

induisait l’activation de la voie de signalisation WNK1-OSR1/SPAK-NKCC1 dans 

les cellules de glioblastome. Cette activation est impliquée dans la résistance des 

cellules au TMZ et favorise la migration des cellules tumorales suite au traitement 

avec la molécule. Les auteurs ont ainsi proposé une stratégie thérapeutique 

combinant le TMZ avec une molécule qui inhibe la voie 

WNK1-SPAK/OSR1-NKCC1. 

Comme le traitement avec le DDPM perturbe la voie de signalisation 

WNK1-SPAK/OSR1 qui régule l’activité de plusieurs transporteurs ioniques, nous 

avons testé une série d’inhibiteurs de transporteurs ioniques, seuls ou en 

combinaison avec le DDPM, sur les cellules CSGs, afin de regarder si l’une des 

molécules pouvaient avoir un effet similaire au DDPM, ou bloquer son activité. 

Aucun des inhibiteurs testés n’a montré une activité similaire au DDPM sur nos 

cellules. Pourtant, de manière intéressante, nous avons observé que le S0859, un 

inhibiteur du NBC (Na+/HCO3- co-transporter), pouvait protéger les cellules contre 

l’action du DDPM. Il semble donc que ce transporteur ait un rôle dans l’activité 

cytotoxique du bisacodyl/DDPM sur les CSGs en quiescence. Une étude plus 

approfondie doit être menée pour comprendre le mécanisme protecteur exercé par 

S0859. Les deux molécules S0859 et DDPM agissent-elles par un mécanisme 

d’inhibition compétitive ou par un mécanisme de type allostérique? Pour l’instant 
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nous ne savons pas si la molécule agit sur une cible membranaire, ou une cible 

intracellulaire ou les deux. On pourrait envisager que le co-transporteur NBC serve 

de porte d’entrée du bisacodyl dans la cellule pour agir ensuite sur sa (ses) cible(s) 

intracellulaire(s). 

Les résultats obtenus à ce jour suggèrent que l’activité cytotoxique du 

bisacodyl/DDPM sur les CSGs en quiescence pourrait impliquer la voie de 

signalisation WNK1-SPAK/OSR1 et le co-transporteur d’ions NBC. Les études 

concernant l’implication de WNK1 dans l’action du bisacodyl/DDPM sont en cours 

dans notre laboratoire. 

En outre, les études de relation structure-activité (RSA) réalisées en 

collaboration avec les chimistes dans notre laboratoire ont permis de greffer notre 

molécule sur un support de sépharose. L’identification des cibles cellulaires du 

bisacodyl/DDPM en utilisant la chromatographie d’affinité et la spectrométrie de 

masse est également en cours. 

4.4. Modèle de macro-sphère de CSGs 

Le maintien des neurosphères générées lors du test de clonalité dans des 

conditions de culture optimales jusqu’à 8 semaines après l’ensemencement nous a 

permis d’obtenir des sphères clonales de grande taille (diamètre environ 1 mm) 

aussi bien avec les cellules TG1 qu’avec les cellules OB1. 

Ces sphères de grande taille représentent un modèle de CSGs in vitro très 

intéressant pour étudier la physiologie de CSGs et pour évaluer le potentiel 

thérapeutique des molécules. 

4.4.1. Modèle 3D dans la recherche sur le cancer 

L’utilisation du modèle organotypique en trois dimensions (3D) dans la 

recherche biomédicale a une longue histoire [251–255]. Ces modèles ont 

récemment attiré l’attention de nombreux chercheurs, surtout dans le domaine de 

la biologie régénérative [256–267] et la biologie du cancer [268–273]. 

4.4.1.1. Avantages des modèles 3D 

Les tumeurs solides poussent dans un espace en trois dimensions. Dues à la 

vascularisation tumorale qui est souvent structurellement et fonctionnellement 
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anormale et à une limite de diffusion dans les tissus animaux, les différents 

éléments (oxygène, nutriments, facteurs de croissance, déchets métaboliques, etc.) 

sont distribués de manière hétérogène dans les tumeurs [34]. Cette hétérogénéité 

du microenvironnement est considérée actuellement comme une des 

caractéristiques les plus importantes des tumeurs solides [38]. Elle joue un rôle 

essentiel dans la régulation de l’état physiologique des cellules tumorales et de leur 

réponse aux traitements [57, 274]. 

Dans le système de culture cellulaire en 2D, l’hétérogénéité du 

microenvironnement est absente car toutes les cellules sont exposées au milieu de 

culture de la même manière. En revanche, dans les cultures en 3D, certains 

aspects de l’hétérogénéité tumorale peuvent être observés, tels que la présence de 

cellules en prolifération et en quiescence, la présence d’un gradient du proton et 

d’oxygène [273]. 

D’ailleurs, l’interaction entre les cellules dans un espace tridimensionnel peut 

influer sur la structure cellulaire, l’adhésion, la mécanotransduction ainsi que la 

signalisation cellulaire en réponse à des facteurs solubles et donc le 

fonctionnement des cellules en général d’une manière qui diffère dramatiquement 

des cellules dans le système de culture en 2D [275]. 

Ainsi, les études sur les cellules dans les modèles en 3D peuvent générer des 

informations qui ne peuvent pas être observées sur les cellules cultivées en 2D. 

4.4.1.2. Classification des modèles en 3D 

A ce jour, de nombreux modèles en 3D des cellules tumorales ont été 

développés avec différentes techniques afin d’étudier les processus biologiques 

dans ces cellules en prenant en compte les caractéristiques d’architecture des 

tumeurs. Ces modèles en 3D peuvent être divisés en 4 grands groupes en fonction 

de leur origine et de leur méthode de préparation (Figure 53) [273]. 
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Figure 53. Préparation des modèles en 3D. (A) Les sphéroïdes de tumeur 

multicellulaires sont obtenus par l’agrégation et le compactage de suspension des cellules 

cultivées dans les conditions non-adhérentes. (B) Les tumorosphères sont formées par la 

prolifération clonale des cellules dans le milieu de culture pour les cellules souches. (C) 

Les sphères dérivées du tissu tumoral sont générées par la dissociation partielle et le 

compactage du tissu tumoral. (D) Les sphéroïdes organotypiques multicellulaires sont 

obtenus à partir du tissu tumoral qui est coupé puis arrondi dans les conditions de culture 

non-adhérentes. Figure adaptée de Weiswald et al. [273]. 

4.4.1.2.1. Sphéroïdes de tumeur multicellulaires 

Les sphéroïdes de tumeur multicellulaires sont obtenus par l’agrégation et le 

compactage d’une suspension des cellules issues d’une lignée de cellules 

cancéreuses. L’agrégation et le compactage des cellules peuvent être réalisés par 

plusieurs méthodes, telles que l’utilisation d’un système de culture en rotation, 
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l’utilisation des plaques de culture à très faible adhérence (ultra-low attachment 

plate), la méthode de la goutte pendante (hanging-drop) où un petit volume de 

suspension cellulaire (environ 30 µL) est déposée sur un support qui est ensuite 

inversé pour former une goutte en suspension. 

Ce modèle est le modèle le plus couramment utilisé et le plus caractérisé 

jusqu’à présent pour la recherche en cancérologie. Dans les sphéroïdes avec un 

diamètre supérieur à 500 µm, on peut observer une zone nécrotique au centre et 

une couche de cellules en prolifération à la périphérie du sphéroïde, ainsi qu’une 

couche intermédiaire constituée de cellules en quiescence [273]. Cette 

hétérogénéité cellulaire est liée à une distribution hétérogène des éléments tels que 

l’oxygène, les nutriments et les déchets métaboliques à travers le sphéroïde. La 

croissance des sphéroïdes est caractérisée par une phase exponentielle au début 

suivie par une phase de croissance ralentie. 

En fonction du type de cellule utilisé et du système de culture, les sphéroïdes 

de tumeur multicellulaires peuvent être obtenus en 1 à 7 jours. 

4.4.1.2.2. Tumorosphères 

Les tumorosphères sont formées par la prolifération clonale des cellules 

tumorales dans la condition de culture des cellules souches. Les cellules sont 

ensemencées à densité clonale au début dans un milieu de culture sans sérum et 

avec les facteurs de croissance bien définis. Par une prolifération clonale, ces 

cellules engendrent des tumorosphères. Due à sa nature clonale, la formation des 

tumorosphères est plus lente que d’autres modèles 3D. Plusieurs semaines voire 

des mois sont nécessaires pour la génération des tumorosphères. 

La méthode pour l’obtention des tumorosphères a été initialement développée 

pour l’isolement et l’expansion des cellules souches neurales et des cellules 

souches cancéreuses de glioblastome. Nos sphères de CSGs font donc partie de 

ce groupe. 

Par rapport aux sphéroïdes de tumeur multicellulaires, le modèle de 

tumorosphère reste moins caractérisé car la méthode a été développée pour 

étudier les propriétés des cellules souches cancéreuses plutôt que pour mimer les 

conditions en 3D dans les tissus tumoraux. Le degré auquel ces tumorosphères 

peuvent récapituler la structure et le microenvironnement des tumeurs in vivo reste 
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peu connu [273]. 

4.4.1.2.3. Sphères dérivées du tissu tumoral 

Contrairement aux sphéroïdes de tumeur multicellulaires qui sont obtenus à 

partir d’une suspension de culture cellulaire, les sphères dérivées du tissu tumoral 

sont obtenues à partir des tissus tumoraux qui sont dissociés mécaniquement ou/et 

par digestion enzymatique. Les tissus tumoraux partiellement dissociés sont 

ensuite mis en culture et les sphères sont formées par le compactage et le 

remodelage des cellules tumorales. 

Une propriété majeure de ce modèle est sa capacité de mimer la tumeur 

parentale sur le plan histologique et au niveau de l’expression des gènes. D’ailleurs, 

la fraction des cellules en prolifération dans ces sphères est plus proche de celle 

observée in vivo dans les tumeurs, contrairement aux sphéroïdes de tumeur 

multicellulaires qui montrent une capacité de prolifération extensive, probablement 

due à une sélection lors de la culture cellulaire in vitro [273]. 

4.4.1.2.4. Sphéroïdes organotypiques multicellulaires 

Le modèle de sphéroïde organotypique multicellulaire est très proche du 

modèle d’explant qui consiste à cultiver les fragments de tumeur ex vivo sans 

dissociation, contrairement au modèle de sphère dérivée du tissu tumoral. 

Pour générer ces sphéroïdes, le fragment de tumeur est coupé en petits 

morceaux de 0,3 à 0,8 mm, puis incubé dans une flasque recouvert par 0,75% 

d’agar avec le milieu de culture. Après 1 à 2 semaines, les fragments de tissu vont 

s’arrondir et former des sphéroïdes organotypiques multicellulaires. 

Même si ce modèle reste relativement peu caractérisé, il est bien reconnu que 

ces sphéroïdes récapitulent l’hétérogénéité originale de tumeur en gardant les 

constituants du stroma tumoral. La fraction des cellules en prolifération dans les 

sphéroïdes est proche aussi de celle in vivo dans les tumeurs. En plus, le profil de 

l’expression des gènes de ce modèle est stable et plus représentatif de la tumeur 

parentale que la culture primaire à court terme. 
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4.4.2. Caractérisation des macro-sphères de 

CSGs TG1 et OB1 

4.4.2.1. Cinétique de croissance et hétérogénéité des 

sphères 

Pour obtenir des sphères clonales de grande taille (diamètre d’environ 1mm) à 

partir d’une seule cellule TG1/OB1, les cellules ont été laissées dans des conditions 

de culture optimales pendant 8 semaines. Nous avons montré (Figure 37) que 

pendant les 4 premières semaines, le nombre de cellules dans la sphère augmente 

de manière exponentielle. Puis, après 4 semaines, la croissance ralentit avec 

apparition d’une zone nécrotique au centre de la sphère dont la taille augmente 

avec la taille des sphères. 

Ces observations suggèrent que la prolifération des cellules dans la sphère 

n’est pas limitée au début lors de la croissance de la sphère parce que toutes les 

cellules ont suffisamment de ressources pour la prolifération et l’évacuation des 

déchets métaboliques produits par les cellules est efficace. Cependant, lorsque les 

sphères atteignent une certaine taille (diamètre de 400-500 µm), les cellules dans 

la partie extérieure de la sphère peuvent continuer à proliférer alors que les cellules 

au centre de la sphère arrêtent leur division car les ressources deviennent 

limitantes pour leur prolifération, en raison de la barrière physique constituée par 

les cellules dans la partie extérieure de la sphère. Un manque de nutriments et 

d’oxygène, combinée à une accumulation des déchets métaboliques, induisent 

l’arrêt de la croissance des cellules et progressivement leur mort. 

Avec les différentes méthodes de caractérisation, nous avons pu montrer une 

hétérogénéité du microenvironnement ainsi qu’une hétérogénéité cellulaire dans 

les macro-sphères. Comme indiqué dans le Figure 42 et Figure 54 ci-dessous, la 

sphère peut être subdivisée en trois zones différentes : une couche périphérique 

normoxique constituée de cellules en prolifération; une couche intermédiaire 

hypoxique constituée de cellules en quiescence qui sur-exprime les transporteurs 

de glucose (GLUT-1 et GLUT-3); une zone centrale nécrotique. 
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Figure 54. Comparaison de sphère de CSG à la tumeur de glioblastome. (A) 

Coupe de sphère TG1 avec la coloration Hématoxyline & Eosine. Echelle : 200 µm. (B) 

Coupe d’une tumeur de glioblastome avec la coloration Hématoxyline & Eosine. Une zone 

nécrotique (N) entourée par la structure en pseudo-palissade (P). Image B de Brat et al. 

[139]. 

Il est intéressant de comparer la structure des sphères à celles des tumeurs 

solides. Ainsi la présence de zones nécrotiques liée à l’ischémie résultant d’un 

déséquilibre entre prolifération cellulaire et néovasculatisation est une 

caractéristique de tumeurs très agressives [276–279]. De même, une des 

caractéristiques histologiques des tumeurs de glioblastome est la présence de 

zones nécrotiques entourées par de structures en pseudo-palissade (Figure 54 B). 

Différentes études ont montré que la mort des cellules dans les zones nécrotiques 

est due à une hypoxie sévère. La structure en pseudo-palissade est considérée 

comme une couche des cellules en train de migrer à l’extérieur vers les vaisseaux 

sanguins fonctionnels [139, 140, 280]. Ainsi l’hétérogénéité de microenvironnement 

observée dans nos sphères mime celle retrouvée au sein des tumeurs dans 

lesquelles la vascularisation est insuffisante pour assurer l’apport d’oxygène et de 

nutriments et évacuer les déchets métaboliques. 

L’observation que les transporteurs de glucose GLUT-1 et GLUT-3 soient 

préférentiellement exprimés dans les cellules à l’intérieur de la sphère est 

également à signaler. En fait, pour supporter leur croissance, les cellules tumorales 

consomment une grande quantité de glucose pour maintenir un flux glycolytique 

élevé, un phénomène appelé « effet Warburg ». Cette caractéristique est exploitée 

en clinique pour le diagnostic et la surveillance métabolique de tumeur par 

tomographie à émission de positons (TEP) avec le [18F] désoxyglucose. Le glucose 

entre dans les cellules par la diffusion facilitée à l’aide des transporteurs de glucose 

(GLUTs) qui sont surexprimés par les cellules cancéreuses. Le génome humain 

code 12 transporteurs GLUT. Les mieux étudiés sont les transporteurs GLUT 1 – 4. 
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GLUT-1 a une distribution relativement large et il est responsable d’un niveau basal 

de transport de glucose dans la plupart des cellules où son niveau d’expression est 

inversement proportionnel à la concentration en glucose. GLUT-3 est plus 

spécifiquement exprimé dans les neurones et le placenta. Il présente une haute 

affinité pour le glucose garantissant l’approvisionnement du cerveau avec son 

substrat énergétique favori. Dans une étude récente, il a été montré que le GLUT-3 

est surexprimé par les CGSs dans les tumeurs de glioblastome. Cette 

surexpression confère aux CSGs un avantage de survie dans les conditions de 

stress. L’expression du GLUT-3 est aussi associée à un mauvais pronostic des 

patients atteints de glioblastome [281]. 

L’observation que ces deux transporteurs soient surexprimés dans les cellules 

à l’intérieur de la sphère est en accord avec l’environnement austère auquel elles 

sont confrontées avec des apports en glucose et en oxygène limités. Leur présence 

traduit l’adaptation des CSGs aux conditions environnementales et leur plasticité. 

L’hétérogénéité microenvironnementale et cellulaire que nous avons montrée 

dans les macro-sphères est similaire à celle qui est observée dans le modèle de 

sphéroïde de tumeur multicellulaire (4.4.1.2.1.). Néanmoins, cette hétérogénéité 

n’a jamais été décrite dans le modèle de tumorosphère constituée de cellule 

souche cancéreuse. A notre connaissance, notre modèle représente le premier 

modèle de sphère de grande taille formée avec les cellules souches cancéreuse 

qui récapitule les caractéristiques d’hétérogénéité des tumeurs in vivo. 

4.4.3. Action du bisacodyl/DDPM sur les 

macro-sphères de CSGs  

Comme les macro-sphères de CSGs récapitulent l’hétérogénéité 

microenvironnementale et cellulaire de tumeurs, elles représentent un modèle 

intéressant pour tester notre molécule. 

Sur les cellules TG1 et OB1 dissociées dans la condition de culture classique, 

nous avons pu montrer que le bisacodyl/DDPM exerce une activité cytotoxique sur 

les cellules lorsqu’elles se trouvent dans des conditions légèrement acides ou dans 

un état de quiescence. 

Le DDPM est également actif sur les macrosphères clonales formées avec les 

cellules TG1 et OB1, dans des conditions où le milieu de culture dans lequel 
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baignent les sphères est du milieu NS34 frais, sans acidification. L’examen de 

coupes de sphères traitées au DDPM (Figure 44) suggère que l’effet de la molécule 

s’exerce à partir de l’intérieur de la sphère. 

Nous avons montré par immuno-marquage avec l’anticorps anti-Ki67 que les 

cellules à l’intérieur de la sphère sont dans un état de quiescence. Il est intéressant 

de comparer l’état de quiescence dans la culture classique et l’état de quiescence 

dans les macrosphères. Les deux conditions de quiescence sont liées à une 

accumulation des déchets métaboliques et un manque des nutriments. Dans le 

premier cas, ceci est réalisé par le non-renouvellement du milieu de culture 

pendant 9 jours alors que dans le deuxième cas, il est dû à la barrière physique 

constituée de cellules à la périphérie de la sphère qui limite les échanges des 

éléments entre le milieu de culture et les cellules à l’intérieur. 

Dans la condition de culture classique, l’état de quiescence est accompagné 

d’une acidification du milieu qui est essentielle pour l’activité cytotoxique du 

bisacodyl/DDPM. Dans les sphères de grande taille, nous pouvons aussi supposer 

qu’il existe un gradient de protons dans la sphère et que ce gradient pourrait 

renforcer l’action du DDPM. 

L’équipe du Dr Swietach [206, 207] a montré l’existence d’un gradient de 

protons dans les sphéroïdes (diamètre de 400-500 µm) formés de cellules de 

cancer du colon et de cellules de cancer du sein, en utilisant un fluorophore dont 

les spectres d’émission et d’absorption varient en fonction du pH. Nous avons 

appliqué le protocole décrit par le laboratoire du Dr Swietach à l’étude de nos 

macrosphères. Aucun résultat n’a pu être obtenu, en raison de la taille des sphères 

qui empêche la pénétration de la lumière laser. D’autres expériences basées sur la 

RMN font état d’une acidification intraspheroïdale avec, pour des sphères de 600 

µm, une baisse d’environ 0,6 unités de pH [282]. Cette acidification semble logique 

compte tenu du métabolisme des cellules cancéreuses qui favorisent la glycolyse 

au détriment de phosphorylation oxydante, y compris dans des conditions aérobies 

et du manque de drainage qui empêche l’évacuation des protons. Ces observations 

nous permettent d’admettre que le microenvironnement à l’intérieur de nos sphères 

est également acide. 

Nous avons également montré que les macrosphères présentaient une zone 

hypoxique qui favorise la quiescence des cellules et l’acidification du pH. 
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En exploitant la capacité d’auto-renouvellement extensive de nos cellules, 

nous avons pu générer des macrosphères clonales de grande taille, un modèle 

original de CSGs qui récapitule l’hétérogénéité tumorale et notamment 

l’hétérogénéité du microenvironnement caractérisée par une distribution 

hétérogène de l’oxygène, des nutriments et des protons; l’hétérogénéité cellulaire 

(état de prolifération, expression des transporteurs de glucose). Ces 

caractéristiques miment remarquablement celles retrouvées au sein des tumeurs in 

vivo. 

Le DDPM agit sur les cellules composant la sphère et notamment sur celles se 

trouvant à l’intérieur. Nous avons montré que l’intégrité de la structure était 

nécessaire à l’activité de la molécule, puisque l’altération de cette intégrité par 

simple dissociation mécanique rend les cellules de la sphère moins sensibles au 

traitement avec le DDPM. Cette activité sur les cellules se trouvant dans la zone 

nécrotique et hypoxique est d’autant plus remarquable que cette zone est difficile à 

cibler et de nombreuses molécules soient n’y accèdent pas, soit sont inactivées 

notamment à cause de l’acidité (cas des molécules basiques) [283]. Le DDPM 

remplit les propriétés recherchées pour de nouvelles molécules à activité 

anti-tumorale. Cette activité environnement-dépendante est d’autant plus 

intéressante qu’elle confère à la molécule une spécificité d’action cytotoxique dans 

le micronenvironnement particulier relativement caractéristique du 

microenvironnement intratumoral. 

A notre connaissance, ce modèle de macrosphères clonales est le premier à 

avoir été caractérisée de manière aussi détaillée et à avoir été utilisé pour montrer 

l’activité sélective d’une molécule dont l’activité est dépendante du 

microenvironnement tumoral. 

Le fait que ces macrosphères clonales constituent des modèles in vitro 

pertinents est renforcé par les résultats de l’activité in vivo du bisacodyl montrant un 

ralentissement significatif du développement tumoral et une augmentation 

conséquente de la survie des animaux xénogreffés traités par le bisacodyl seul. 

Compte tenu du mode d’action du bisacodyl et de la localisation des cellules 

ciblées, il serait intéressant de réaliser de nouveaux tests in vivo sur des 

associations de bisacodyl et de molécules de chimiothérapies classiques. De 

même l’activité de la molécule devra être testée sur des CSGs isolées d’un nombre 

plus important de patients. A cette étude de l’activité in vivo se rajoute la recherche 
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de la (des) cible(s) du bisacodyl et une étude approfondie des mécanismes 

conduisant à la nécrose des cellules traitées. 

4.5. Ciblage du microenvironnement 

tumoral 

Les études sur le mode d’action du bisacodyl/DDPM en utilisant les cellules 

isolées et un modèle 3D nous ont dévoilé un profil original de la molécule. L’activité 

cytotoxique du bisacodyl/DDPM sur les CSGs est dépendante de plusieurs facteurs 

tels que la quiescence des cellules, l’acidité et l’hypoxie du microenvironnement, ce 

qui rend notre molécule très intéressante car il est devenu de plus en plus clair que 

tous ces facteurs intrinsèques et environnementaux des cellules tumorales peuvent 

influencer la réponse thérapeutique des tumeurs et doivent être pris en compte lors 

du développement des nouvelles molécules thérapeutiques. 

4.5.1. Microenvironnement et plasticité des 

cellules tumorales 

L’échec thérapeutique des glioblastomes et d’autres tumeurs solides est lié à 

l’hétérogénéité tumorale. Cette hétérogénéité pourrait être expliquée par la théorie 

de cellule souche cancéreuse (CSC) qui assimile la tumeur à une sorte d’organe 

avec les CSCs au sommet d’une hiérarchie cellulaire et d’autres cellules tumorales 

plus différenciées avec une capacité de prolifération limitée. Les CSCs sont 

considérées comme responsables du maintien des tumeurs et de leur résistance 

aux traitements. Malgré les débats concernant la théorie des CSCs dès sa 

proposition au début du 21e siècle, la présence des cellules tumorales qui sont plus 

immatures et possèdent des propriétés de cellules souches dans les tumeurs est 

admise, y compris dans les tumeurs de glioblastome. Néanmoins, en prenant en 

compte la plasticité des cellules tumorales et l’évolution dynamique des tumeurs, il 

est bien reconnu que la notion de cellule souche cancéreuse est une description de 

l’état des cellules plutôt qu’à une description de l’identité cellulaire. 

L’hétérogénéité tumorale peut être également reflétée au niveau du 

microenvironnement tumoral. En raison d’une vascularisation tumorale chaotique et 

d’une diffusion limitée, la distribution des nutriments, oxygène, facteurs de 

croissance, déchets métaboliques, et autres éléments est hétérogène dans la 
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tumeur. Cette hétérogénéité au niveau du microenvironnement est en évolution 

constante lors du développement des tumeurs. L’hypoxie et l’acidité sont parmi les 

caractéristiques du microenvironnement tumoral les plus importants et les plus 

étudiées jusqu’à présent. 

Il faut noter que ces deux aspects de l’hétérogénéité tumorale, l’état des 

cellules et le microenvironnement, sont inséparables. Leur interaction est souvent 

bidirectionnelle. D’un côté, l’état des cellules tumorales peut moduler le 

microenvironnement. Par exemple, la croissance rapide des tumeurs peut créer un 

environnement hypoxique et acide. De l’autre côté, la variation du 

microenvironnement tumoral peut aussi influer sur le phénotype des cellules 

tumorales. Il est bien connu que le stress hypoxique et le stress acide peuvent 

induire une reprogrammation des cellules tumorales vers un phénotype des CSCs. 

Ceci pourrait expliquer l’association qui est souvent observée entre l’hypoxie et 

l’état souche des cellules dans les tumeurs de glioblastome et d’autres tumeurs 

solides. L’hypoxie tumorale peut aussi jouer un rôle dans la régulation de la 

quiescence des cellules. 

La plasticité des cellules tumorales, la variation dynamique du 

microenvironnement ainsi que leur interaction réciproque, reflètent la nature 

évolutive du développement des tumeurs et sont à l’origine de l’hétérogénéité 

tumorale. 

4.5.2. Stratégies thérapeutiques ciblant le 

microenvironnement tumoral 

Jusqu’à très récemment, la recherche et le développement des médicaments 

anti-cancéreux se sont focalisés uniquement sur les cellules tumorales, avec le 

développement des agents de chimiothérapie classiques visant généralement la 

prolifération des cellules cancéreuses, puis des agents plus ciblés agissant sur des 

protéines caractéristiques de la tumeur ou sur la néovascularisation tumorale. 

Cependant, en raison d’une amélioration très limitée du pronostic et à une 

accumulation de notre connaissance sur le rôle du microenvironnement dans 

l’évolution et la réponse thérapeutique des tumeurs, beaucoup d’attention a été 

portée actuellement sur les stratégies ciblant le microenvironnement tumoral. Les 

différentes stratégies qui ciblent directement le microenvironnement tumoral ou 

exploitent les caractéristiques du microenvironnement sont maintenant en cours de 
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développement et ont commencé à montrer des résultats prometteurs. 

L’hypoxie tumorale est une des caractéristiques du microenvironnement 

tumoral les plus ciblées directement ou exploitées à des fins thérapeutiques. Des 

petites molécules perturbant la fonction du facteur transcription HIF-1 qui 

reprogramme les cellules tumorales pour leur permettre de s’adapter à la condition 

hypoxique, ont montré des effets antiprolifératifs et antiangiogéniques dans des 

études précliniques [284–287]. L’autre stratégie exploitant l’hypoxie tumorale 

consiste à développer des pro-drogues qui peuvent être activés dans la condition 

hypoxique pour avoir une meilleure spécificité du traitement [288–290]. La molécule 

TH-302, un pro-drogue qui est transformée en l’agent alkylant moutarde 

bromo-isophosphoramide (Br-IPM) en condition hypoxique, a montré des résultats 

encourageants chez les patients atteints de cancer du pancréas en essai clinique 

[291]. 

Des stratégies thérapeutiques ciblant l’acidité tumorale ont été aussi 

développées. La première stratégie consiste à inhiber les différentes protéines 

impliquées dans le maintien du pH intracellulaire, qui est crucial pour la survie des 

cellules tumorales dans un environnement acide, en utilisant des petites molécules 

inhibitrices ou des anticorps. Parmi les protéines ciblées, on peut trouver 

notamment les NHEs (Na+/H+ exchangers), MCTs (monocarboxylate transporters), 

CAs (anhydrase carbonique), NBCs (Na+/HCO– co-transporters), V-ATPase [184, 

185, 292]. L’acidité tumorale est aussi exploitée dans le développement des 

nanoparticules qui libèrent les agents cytotoxiques dans les conditions acides afin 

d’obtenir une meilleure distribution des molécules dans le tissu tumoral [293–295]. 

Contrairement aux stratégies thérapeutiques ci-dessus qui ont des cibles 

cellulaires bien définies, le mécanisme d’action exact du bisacodyl/DDPM n’est pas 

encore connu pour l’instant. Pourtant, son mode d’action original (dépendance de 

l’acidité, l’hypoxie et la quiescence) permet de cibler les CSGs de manière plus 

efficace et plus spécifique, en prenant en compte l’état physiologique de ces 

cellules in vivo ainsi que les propriétés physico-chimiques de leur 

microenvironnement. 
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5. Conclusions et Perspectives sur le 
bisacodyl / DDPM comme agent 

antitumoral potentiel 
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5. Conclusions et perspectives sur le 
bisacodyl / DDPM comme agent 
antitumoral potentiel 

Le glioblastome est une des tumeurs les plus malignes chez l’homme. Malgré 

une accumulation remarquable de connaissances sur la physiopathologie de ces 

tumeurs au cours de la dernière décennie, le pronostic du glioblastome ne s’est pas 

amélioré depuis l’ajout du témozolomide dans le traitement standard (protocole de 

Stupp) en 2005. Le glioblastome reste actuellement incurable, avec une médiane 

de survie d’environ 14 mois et un taux de survie à 5 ans à 5%. Il existe donc un vrai 

besoin médical pour traiter le glioblastome. 

L’identification des cellules souches cancéreuses de glioblastome (CSGs) a 

transformé notre vision globale sur le glioblastome en révélant une hiérarchie 

cellulaire au sein de cette tumeur, avec les CSGs au sommet de cette hiérarchie et 

d’autres cellules tumorales plus différenciées ayant une capacité de prolifération 

limitée. Les CSGs sont considérées comme les cellules entretenant la tumeur et 

responsables de leur résistance aux traitements. La découverte des CSGs a 

conduit à un changement de paradigme dans le développement des thérapies avec 

la nécessité de cibler dans le traitement non seulement les cellules de la masse 

tumorale, mais aussi les CSGs. 

L’état quiescent des CSGs joue un rôle essentiel dans leur résistance aux 

traitements. Pourtant, cet état de quiescence reste relativement peu exploité 

jusqu’à présent sur le plan thérapeutique. C’est pour cette raison qu’un criblage 

différentiel de la chimiothèque Prestwick a été réalisé dans notre laboratoire sur les 

CSGs en prolifération et en quiescence, afin de trouver des petites molécules avec 

une activité spécifique sur les CSGs en quiescence. 

Le bisacodyl, agent laxatif d’action locale, a été identifié comme la seule 

molécule dans la chimiothèque Prestwick qui montre une activité cytotoxique 

spécifique sur les CSGs en quiescence. La molécule est inactive sur les CSGs en 

prolifération et les cellules saines. Dans notre condition expérimentale, le bisacodyl 

est transformé rapidement en son métabolite actif DDPM, qui a le même profil que 

le bisacodyl sur les cellules testées. 
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Nous avons ensuite montré que l’action spécifique du bisacodyl/DDPM sur les 

CSGs en quiescence était due à la dépendance de son activité de deux facteurs, 

l’acidité (pH 6,0 – 6,6) et l’état de quiescence des cellules. 

Nous avons également établi un modèle 3D des CSGs, les macro-sphères 

clonales. Ce modèle récapitule de manière remarquable des caractéristiques de 

l’hétérogénéité des tumeurs in vivo, au niveau cellulaire ainsi qu’au niveau 

microenvironnemental. Le DDPM agit sur les cellules constituant la sphère et plus 

particulièrement sur celles à l’intérieur qui sont quiescentes et dans un 

environnement hypoxique. 

Le mode d’action original du bisacodyl/DDPM, dévoilé par des tests sur les 

CSGs dans les conditions de culture classique et sur le modèle 3D, rend cette 

molécule très intéressante comme un agent thérapeutique potentiel pour des 

raisons suivantes : 

1) Les CSGs sont situées au sein des tumeurs dans les niches 

spécifiques qui sont hypoxiques. Le stress hypoxique et le stress acide 

peuvent reprogrammer les cellules tumorales vers un phénotype des 

CSGs. 

2) La molécule reste active sur les CSGs en quiescence, qui sont 

résistantes aux agents de chimiothérapie classiques antiprolifératives. 

3) Les cellules tumorales dans la zone nécrotique et hypoxique sont 

normalement difficiles à cibler car de nombreuses molécules n’y 

accèdent pas ou elles sont inactivées notamment à cause de l’acidité 

(cas des molécules basiques). 

4) L’activité environnement-dépendante confère au bisacodyl une 

spécificité d’action cytotoxique dans le microenvironnement tumoral. 

5) La molécule a un bon profil de pharmacocinétique et elle peut 

traverser la barrière hémato-encéphalique. Elle ralentit le 

développement des tumeurs dans un modèle animal orthotopique et 

prolonge la survie des animaux traités. 

Compte tenu du mode d’action du bisacodyl/DDPM et de la localisation des 

cellules ciblées par la molécule, il semble important de tester in vivo la combinaison 

de notre molécule avec les agents de chimiothérapie classiques. 
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De plus, vu la nature hétérogène des tumeurs de glioblastome, l’activité de la 

molécule devra être testée sur des CSGs isolées d’un nombre plus important de 

patients. 

De même, une meilleure compréhension du mécanisme d’action, ainsi que 

l’identification de la (des) cible(s) cellulaire(s) de la molécule seront également 

essentielles pour valoriser la molécule comme potentiel agent antitumoral et définir 

le cadre de son utilisation. 

Etant donné que la molécule ne sera pas administrée per os en raison de sa 

faible absorption intestinale (de l’ordre de 5 – 10%), il sera nécessaire de refaire 

des études de toxicité et évaluer l’effet laxatif de la molécule après changement de 

la voie d’administration. 

La compréhension du mode d’action de la molécule et la mise en évidence de 

sa cible permettent aussi d’envisager la synthèse de nouvelles molécules ne 

présentant pas l’activité laxative. 

L’ensemble de notre étude a révélé une molécule douée d’une activité tout à 

fait originale, ciblant le cœur hypoxique et acide des tumeurs de glioblastome et 

peut-être des tumeurs solides de manière plus générale. Les résultats constituent 

une preuve de concept dans le domaine du développement de nouvelles stratégies 

antitumorales. 
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6. Etude bio-guidée et isolement d’une 
molécule active sur le CSGs à partir 

d’Albizia lebbeck 
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6. Etude bio-guidée et isolement d’une 
molécule active sur le CSGs à partir 
d’Albizia lebbeck 

Avec l’objectif d’identifier d’autres molécules actives sur les CSGs, nous avons 

collaboré avec l’équipe de Pharmacognosie de l’UMR7200 et plus particulièrement 

avec des membres de l’équipe travaillant sur l’identification de substances actives 

extraites de plantes camerounaises de la famille des Légumineuses/Mimosacées. 

Les plantes de cette famille sont en effet connues pour leur valeur médicinale [296] 

et plusieurs molécules avec des activités antiprolifératives in vitro et in vivo ont été 

isolées [297] dont les avicines D et G isolées de Acacia victoriae un arbre du désert 

australien [298–300]. 

Les avicines sont des saponines triterpéniques avec un cœur aglycone 

composé d’acide acacique. Elles présentent une activité pro-apoptotique et 

antiinflammatoire sur une grande variété de types cellulaires [298, 300, 301]. 

L’équipe de Pharmacognosie a comparé les profils chimiques de différentes 

Mimosacées africaines (genres Acacia et Albizia) et sélectionné celles capables de 

biosynthétiser des analogues des avicines. Nous avons travaillé avec le Pr 

Annelise Lobstein (UMR 7200) et le Dr Olivier Noté (Université de Yaoundé, 

Cameroun) sur la purification bioguidée de molécules extraites d’Albizia lebbeck et 

Albizia boromoensis Aubre´ v. & Pellegr, actives sur les CSGs. Albizia boromoensis 

est un arbre poussant au Cameroun, Soudan, Sénégal sans usage ethnobotanique 

connue. Albizia lebbeck (L.) Benth (Figure 55) est une espèce pantropicale 

originaire de l’Asie du Sud et actuellement présente dans de nombreuses régions 

tropicales et subtropicales. La plante, essentiellement l’écorce du tronc et les 

feuilles, est utilisée en médecine traditionnelle entre autre comme astrigent, tonique, 

antiinflammatoire, antidiarrhéique, antitumoral dans le cas de tumeurs abdominales 

[302, 303]. 
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Figure 55. Albizzia lebbeck (L.) Benth. Image de Medicinal Plants Database of 

Bangladesh (www.mpbd.info). 

L’étude menée au laboratoire a porté sur la recherche de dérivés dans les 

racines des deux espèces Albizia lebbeck et A. boromoensis. 

Parallèlement à mon travail sur le bisacodyl, j’ai effectué les tests sur les 

produits de fractionnement des extraits de racines de ces plantes. Les tests ont été 

principalement réalisés sur les CSGs TG1 et sur la lignée U87 MG de cellules de 

glioblastomes. Aucune molécule active n’a été trouvée pour Albizia boromoensis. 

Par contre, deux glycosides dérivés de l’acide acacique ont été identifiés et purifiés 

à partir des racines d’Albizia lebbeck. Ces composés, dont les structures sont 

présentés dans la Figure 56 furent nommés lebbeckosides. 
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Figure 56. Structure des lebbeckosides. 

Les lebbeckosides A et B présentent une cytotoxicité vis-à-vis des cellules U87 

MG avec une EC50 de 3,5 µM et 2,1 µM, respectivement et vis-à-vis des CSGs 

TG1 de 1,36 µM et 2,24 µM, respectivement. 

Les résultats obtenus ont fait l’objet de deux publications [304, 305] présentées 

dans 8.1.2 Annexe I.2 p 252 et 8.1.3 Annexe I.3 p 261. 

Il serait à présent intéressant de tester ces molécules sur d’autres types de 

cellules cancéreuses et non cancéreuses afin d’évaluer leur spécificité d’action. De 

même le mécanisme par lequel elles induisent la mort cellulaire devra être 

déterminé. Il pourra être comparé aux mécanismes d’action rapportés dans la 

littérature pour les avicines D et G (activité pro-apototique, antiinflammatoire et 

antioxydante) [298–301]. 
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8. Annexes 

 

 



 

 192

8.1. Annexe I Articles parus 

8.1.1. Annexe I.1 

Chemical library screening and structure-function relationship studies 

identify bisacodyl as a potent and selective cytotoxic agent towards 

quiescent human glioblastoma tumor stem-like cells.  



 

 193

 



 

 194

 



 

 195

 



 

 196

 



 

 197

 



 

 198

 



 

 199

 



 

 200

 



 

 201

 



 

 202

 



 

 203

 



 

 204

 



 

 205

 



 

 206

 



 

 207

 



 

 208

 



 

 209

 



 

 210

 



 

 211

 



 

 212

 



 

 213

 



 

 214

 



 

 215

 



 

 216

 



 

 217

 



 

 218

 



 

 219

 



 

 220

 



 

 221

 



 

 222

 



 

 223

 



 

 224

 



 

 225

 



 

 226

 



 

 227

 



 

 228

8.1.2. Annexe I.2 

Triterpenoid saponins from Albizia lebbeck (L.) Benth and their inhibitory 

effect on the survival of high grade human brain tumor cells 
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8.1.3. Annexe I.3 

Triterpenoid saponins from Albizia boromoensis Aubre �v. & Pellegr 
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8.1.4. Annexe I.4 

Comparative Expression Study of the Endo–G Protein Coupled Receptor 

(GPCR) Repertoire in Human Glioblastoma Cancer Stem-like Cells, U87-MG 

Cells and Non Malignant Cells of Neural Origin Unveils New Potential 

Therapeutic Targets. 
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8.2. Annexe II Articles en cours de rédaction 

8.2.1. Annexe II.1 

Bisacodyl and its cytotoxic activity on glioblastoma stem-like cells in 

vivo and in vitro in a tumor-like microenvironment. 
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Abstract 

Tumors in general and glioblastoma in particular are difficult to treat due to 

heterogeneity at the cellular level, particularities of the microenvironment as well as 

metabolic specificities and plasticity of the cancer cells. Identification within tumors 

of cancer stem like cells endowed with stem properties and able to propagate the 

tumor in vivo in animal xenografts has opened a new paradigm in cancer therapy. 

Indeed to increase efficacy and avoid tumor recurrence, therapies need to target 

not only the cells of the tumor mass, but also the cancer stem-like cells. These 

therapies also need to be effective on cells present in the hypoxic, slightly acidic 

microenvironment found within tumors. Such a microenvironment is known to favor 

more aggressive undifferentiated phenotypes and a slow-growing "quiescent state" 

that preserves the cells from chemotherapeutic agents, which mostly target 

proliferating cells. Based on these considerations, we performed a differential 

screening of an approved drugs chemical library on both proliferative and quiescent 

glioblastoma stem-like cells. This led to the identification of the stimulatory laxative 

molecule, bisacodyl, as the only molecule with cytotoxicity on GSCs grown under 

quiescence inducing conditions. We further showed that in the culture medium 

bisacodyl is cleaved into DDPM (4,4’-(dihydroxy-diphenyl)-(2-pyridyl) methane or 

deacetyl bisacodyl), its known active deacetylated metabolite. DDPM induced 

cytotoxicity on GSCs isolated from tumors of four different patients with EC50 in the 

micromolar range (0.5-1 µM). In the present study, we perform further 

characterization of bisacdyl activity on GSCs and show its activity both in vitro on 

large clonal tumorospheres which recapitulate several aspects of tumors and in 

vivo in orthotopic GMB mouse model. 
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8.2.2. Annexe II.2 

Proteomic cell surface immunophenotyping of Glioblastoma Cancer 

Stem-like cells reveals CD205 and CD109 as differential biomarker. 
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Abstract 

Glioblastomas are among the most common and aggressive form of gliomas in 
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adults. Once detected, the prognostic is poor due to lack of efficient treatment. 

Recently, cancer stem-like cells were suspected to be the cells fueling the tumors 

and sustaining their recurrence. They are therefore considered as attractive targets 

for new and more efficient cancer therapies. 

We present here a study comparing the proteome of glioblastoma stem-like 

cells TG1, OB1, TG10B and TG16 isolated from four patients to those of human 

astrocytes, U87-MG glioblastoma cell lines and human fetal neural stem cells 

considered as standards. Using nanoLC-MS/MS, we were able to identify more 

than 7000 proteins, amongst them circa 1500 membrane proteins and 117 clusters 

of differentiation. Quantification based on spectral counting and biological relevance 

study allowed us to highlight 29 clusters of differentiation. Among those, we were 

able to validate the expression of 12 markers using immunohistochemistry.
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Jihu DONG 
Physiopathologie de cellules souches 
cancéreuses isolées de glioblastomes 
primitifs et évaluation pré-clinique de 

molécules « tête de série » par une approche 
de biologie et de chimie médicinale 

 

Résumé 
Les glioblastomes sont des tumeurs primaires du cerveau les plus malignes. L’identification des 
cellules souches cancéreuses de glioblastome (CSGs) a transformé notre vision globale des 
glioblastomes en révélant une hiérarchie cellulaire au sein de ces tumeurs. Les CSGs sont douées de 
propriétés d’auto-renouvellement, de différenciation et peuvent entrer en quiescence. Elles sont 
considérées comme les cellules entretenant les tumeurs, responsables de leur dissémination et des 
rechutes après traitement.  La découverte des CSGs a conduit à un changement de paradigme dans 
le développement des thérapies anticancéreuses, avec la nécessité de cibler dans le traitement non 
seulement les cellules de la masse tumorale, mais aussi les CSGs. Un criblage différentiel de la 
chimiothèque Prestwick réalisé au laboratoire a permis d’identifier le bisacodyl comme une molécule 
présentant une cytotoxicité spécifique sur les CSGs en quiescence. 

Cette thèse présente un travail sur la caractérisation des CSGs, la compréhension du mode d’action 
du bisacodyl, ainsi que l’évaluation de son potentiel thérapeutique sur un modèle 3D in intro et des 
modèles in vivo. 

Mot clés : Glioblastome, Cellule Souche Cancéreuse, Bisacodyl, Microenvironnement Tumoral, 
Acidité Tumorale, Quiescence, Hypoxie, tumorosphères, sphéroides. 

 

Summary 
Glioblastomas are the most malignant primary brain tumors. The identification of glioblastoma stem 
cells (GSCs) has transformed our comprehension of those tumors by revealing a hierarchical 
organization. GSCs can self-renew, differentiate and enter into a quiescent state. They are 
considered as cells which fuel and as the main culprits of tumor relapse. The discovery of GSCs 
triggered a change in paradigm for cancer therapy. Indeed to gain in efficacy, therapies need to 
target, not only the cells forming the bulk of the tumor, but also GSCs particularly resistant and 
endowed with a high tumorigenic potential. Chemical screening of the Prestwick chemical library in 
our laboratory, unveiled bisacodyl with a specific activity on quiescent GSCs. 

This thesis presents work on the characterization of GSCs, study of the mode of action of bisacodyl 
on GSCs, as well as a preclinical evaluation of bisacodyl on a 3D model in vitro and animal models in 
vivo. 

Keywords : Glioblastoma, Cancer Stem Cell, Bisacodyl, Tumor Microenvironment, Tumor Acidity, 
Quiescence, Hypoxia, tumorospheres, spheroids. 


