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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 feetal

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

MAPKSs : 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 I'oxygéne
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-B : 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. lls représentent 28% des
tumeurs primaires et 80% des tumeurs malignes du cerveau et du systeme nerveux
central [1].

Selon leurs caractéristiques histologiques et leur degré de malignité, les
gliomes sont classés en 4 grades par 'TOMS [2].

Les gliomes de grade | sont considérés comme des tumeurs bénignes. La
résection chirurgicale est curative. Les gliomes de grade Il sont souvent désignés
« bas-grade ». Les patients atteints de gliomes de grade Il nécessitent une
surveillance par I'IlRM pour la récurrence de la tumeur. Les gliomes malins sont les
gliomes de grade lll et de grade IV. Les gliomes de grade lll sont caractérisés par
des atypies nucléaires et une activité mitotique importante. lls peuvent progresser
vers des gliomes de grade IV. Les glioblastomes sont des gliomes de grade IV qui
correspondent a la forme la plus maligne de gliome. lls 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.



Oligoastrocytome

33% D' autres Gliomes
.0%
Astrocytame
Mipoytigue

51%
Oligodendroglinmes

5,0%
Astrocytomes
Ansplatigues
6.1%
Epeadyrmomes

_ Gliablastomes
54,7

B,7T%

Gliomes Malignes,
NOS
7.3%

Astrocytome Diffus
8.9%

Figure 1. Distribution des gliomes du cerveau et du CNS par sous-types
histologiques. D’aprés 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 a 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] montrerent que la classification précédente pouvait
étre 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 | (PDGFRA) », «Mésenchymateux » et « RTK I
(Classic) ». Le groupe IDH présente des mutations du géne codant lisocitrate
déshydrogénase (IDHT plus particulierement) et une hypermétylation globale. Le
groupe G34 présente une substitution d’acides aminés dans I'histone H3 (variant
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H3.3 codé par le géne H3F3A) et correspond a des tumeurs présentant une
hypométhylation globale, mais particulierement prononcée dans les régions
sub-télomériques. Cette mutation caractérise plus particulierement le jeune adulte,
alors que le mutation K27 de I'histone H3 est caractéristique des GBM pédiatriques.
Les tumeurs du groupe RTK | présente généralement une amplification de
PDGFRA alors que dans le groupe RTK Il on observe avec une fréquence élevée
'amplification de I'ensemble du chromosome 7, la perte totale du chromosome 10,
la délétion homozygote de CDKN2A et I'amplification de EGFR. Le groupe
mésenchymateux a un profil de méthylation se rapprochant de celui du tissu sain,
ne présente pas les CNAs caractéristigues 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 étre établi
avec les 4 sous-groupes définis par Verhaak et coll. [3].Les sous-groupes IDH, K27
et RTK | ont des profils transcriptomiques se rapprochant du groupe « Neural »,
RTK Il se rapproche du groupe « Classique », G32 a 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 suggerent 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 Il, 1l et

IV peuvent étre classés en 5 groupes moléculaires en fonction de leurs profils pour
3 altérations moléculaires a 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 a la survie globale des
patients. La co-délétion 1p/19g est associée a une histologie de type
oligodendroglial et a une sensibilité aux agents alkylants. Les mutations dans
IDH1/2 ne sont pas associées a un groupe histopathologique particulier, mais
conduisent a des altérations métaboliques. Les mutations dans le promoteur de
TERT induisent une augmentation de l'activité télomérasique cellulaire et une
5



augmentation de la longueur des télomeres.

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 étre associés de maniéere pertinente a I'age
du patient au moment du diagnostic, a la survie, a des profils de mutations
génétiques acquises ainsi qu’a 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 I'age moyen de diagnostic le plus élevé (59 ans), alors que la
mutation /DH uniquement est corrélée a 'age moyen de diagnostic le plus faible (37
ans).

Dans une autre étude similaire [6], les gliomes diffus de grade Il et grade Il
sont classés en 3 groupes moléculaires : mutations dans /IDH plus co-délétion
chromosomique 1p/19q, mutation dans /DH 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 caractere infiltrant et par conséquent les protocoles thérapeutiques. La
classification pourrait probablement encore étre 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



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 I'étude de signatures transcriptomiques et des profils de méthylation,
respectivement. Dans les années a venir il sera également nécessaire de
s'intéresser plus spécifiquement aux caractéristiques des cellules souches
cancéreuses présentes dans les tumeurs, connues pour leur rbéle dans
I'alimentation et I'entretien de ces dernieres, 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 agées. L'age 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 trés 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% a 1 an et de 5,0% a 5 ans [1]. Ce mauvais pronostic est di a une récidive
des tumeurs rapide apres le traitement. La médiane de survie sans progression est
de 6,9 mois [8].

1.1.3. Glioblastomes primaires et secondaires

Les glioblastomes peuvent étre divisés en deux sous-types principaux : les
glioblastomes primaires ou de novo et les glioblastomes secondaires, qui se
développent progressivement a 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 (&dge médiane: 45 ans) que les
glioblastomes primaires (dge médiane : 64 ans). Morphologiquement les deux
sous-types de glioblastome sont indiscernables et répondent au traitement
standard de maniére similaire. Mais au point de vue moléculaire, leur différence
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génétique suggere une différence d’étiologie. Les glioblastomes primaires sont
caractérisés par une amplification et/ou des mutations du géne EGFR (epidermal
growth factor receptor) et des mutations du géne PTEN (phosphatase and tensin
homolog) alors que les glioblastomes secondaires sont caractérisés par des
mutations du gene TP53 et les altérations du géne 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 intrinseques et environnementaux.

1.1.4.1. Facteurs de risque intrinséques

Il existe des syndromes rares héréditaires qui sont associés a un risque élevé
de développement des gliomes, notamment les syndromes de Cowden, Turcot,
Li-Fraumeni, la neurofiboromatose 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 a une augmentation de 2
fois du risque de développer les gliomes. Des études d’association génomique ont
identifié certains variants de susceptibilité situés en 20913.33 (RTEL1 (regulator of
telomere elongation helicase 1)), 5p15.33 (TERT (telomerase reverse
transcriptase)), 9p21.3 (CDKN2B-AS1 (CDKN2B antisense RNA 1)), 7p11.2
(EGFR), 8g24.21 (CCDC26 (CCDC26 long non-coding RNA)), et 11923.3 (PHLDB1
(pleckstrin homology-like domain, family B, member 1)). Mais cette association
reste tres faible [14, 15]. Certaines maladies atopiques, telles que l'asthme,
'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 cranienne 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



environnementaux, tels que I'exposition au téléphone portable et a d’autres champs
électromagnétiques, les blessures a la téte, les aliments contenant des composés
N-nitrosés, les pesticides, n'augmentent pas le risque de développer des gliomes.

1.1.5. Symptomes et diagnostic

Les patients atteints de glioblastome peuvent présenter une variété de
symptémes, y compris des maux de téte, des nausées et des vomissements, des
crises d’épilepsie, des déficits neurologiques focaux, la confusion, le déséquilibre a
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 soupgonnée. La tomodensitométrie
est réservée pour les patients qui ne peuvent pas étre soumis a I'lRM, comme ceux
qui portent un stimulateur cardiaque. En présence d’agent de contraste a base de
gadolinium, les tumeurs de glioblastome présentent typiquement un renforcement
de contraste hétérogene entouré par un cedéme et des zones centrales de nécrose.
Les tumeurs sont souvent unifocales mais peuvent étre multifocales.

1.1.6. Traitements actuels

1.1.6.1. Traitements symptomatiques

Une gestion médicale générale est nécessaire pour alléger les symptédmes des
patients atteints de glioblastome. Les patients présentant des crises d’épilepsie
doivent étre traités par les antiépileptiques et notamment le Iévétiracétam 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
corticostéroides comme la dexaméthasone sont souvent utilisés pour alléger
temporairement les symptdmes causés par I'oedeme péritumoral. L'utilisation a long
terme des corticostéroides 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.



1.1.6.2. Traitements spécifiques de premiére 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 étre éliminées complétement par
la chirurgie a cause de leur nature infiltrante. Néanmoins, aprés diagnostic par les
techniques d’'imagerie, les patients doivent étre soumis a une résection chirurgicale
maximale quand celle-ci est possible. L'élimination de la tumeur par la chirurgie
réduit les symptémes induits par la masse tumorale. La chirurgie fournit aussi les
tissus tumoraux pour le diagnostic histologique et les études moléculaires. La
biopsie stéréotaxique doit étre effectuée uniguement chez les patients portant des
tumeurs inopérables situées dans les zones critiques.

Apres la chirurgie, la radiothérapie combinée avec la chimiothérapie doivent
étre considérées chez tous les patients. La radiothérapie est administrée a 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, a une dose journaliére de 75 mg par m? de surface corporelle
pendant 6 semaines, suivi par un traitement adjuvant qui commence 4 semaines
aprés la radiothérapie, a une dose de 150 mg/m?/jour du jour 1 au jour 5 dans un
premier cycle de 28 jours, suivi par une dose de 200 mg/m?/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 a la radiothérapie seule, I'ajout de
TMZ augmente la médiane de survie de 12 mois a 15 mois ainsi que le taux de
survie a 2 ans de 10% a 25% [8]. La méthylation dans le promoteur du gene 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 polyméres biodégradables contenant de la
carmustine, implantés dans la cavité aprés la résection chirurgicale. Des études de
phase 3 [20, 21] montrent une meilleure survie des patients ayant recu les implants
Gliadel comparés aux patients qui ont recu 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 I'angiogenése, a recu 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

Aprés les traitements de premiere ligne, on observe une progression de la
pathologie chez pratiquement tous les patients atteints de glioblastome, apres une
période médiane de 7 a 10 mois. Il nexiste 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 I'cedeme
péritumoral et alléger les symptdomes 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 I'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 premiéeres tumeurs solides soumises dans le cadre
du programme TCGA (The Cancer Genome Atlas) a 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 gene suppresseur de tumeur TP53 et iii) la
voie impliquant le géne 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 possedent au moins une altération dans la voie PI3SK
(phosphoinositide 3-kinase) et 39% en présentent deux ou plus. Les mutations
dans le géne 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 a des
mutations/délétions dans TP53 (27,9%), a des amplifications dans MDM1/2/4
(mouse double minute 1/2/4 homolog) (15,1%) et a la délétion dans CDKNZ2A
(cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) (57,8%). Les altérations dans le gene TP53
d’'une part et les MDM et CDKNZ2A d’autre part sont mutuellement exclusives.

78,9% de glioblastomes possédent au moins une altération affectant la voie du
rétinoblastome : mutations/délétions dans le gene RB1, amplification du geéne
CDK4/6 et délétion du géne CDKNZ2A.
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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 éléement dans ces 3 voies dans

les glioblastomes sont présentées dans I'image. D’aprés 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).

13



Proneural Meural Elassiﬂ ue Meésenchymateuy

TPE3
I0OH1 mul

=
POGFRM M
it

EG

EGFR ez
il

Ef|

NF1 ]
L

Nnn'bra dae Copie [NC]

IE!llllﬁ

amplification ++

Eapression du Gene (EG) armpli¢ation +
T i namire de cople naral

daletlan hamizygots
Muliben  TREILOH  SETRu © delstian hememygote

Figure 3. Classification de glioblastomes en fonction de leur profil moléculaire.
Une vue intégrative de I'expression des genes 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 géne; NC, nombre de

copie. D’aprés Verhaak et al. [3].

Le sous-type proneural est associé a une amplification du géne PDGFRA et a
la mutation dans le gene IDH1 (isocitrate déshydrogénase 1). En fait, la plupart des
mutations dans le géne IDH1 et TP53 sont observées dans ce groupe de
glioblastome. Il est également associé a une surexpression des genes 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 génes, le groupe proneural peut étre 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 a des
mutations dans le gene IDH1 et a 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), GABRAT
(gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, alpha 1), SYT1 (synaptotagmin 1) 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 géne EGFR est amplifi€ ou muté dans la
plupart des cas. Alors que le géne TP53 (fréquence de mutation : 28%) est parmi
les génes 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 gene CDKNZ2A.

Le sous-type mésenchymateux est associé a une surexpression des
marqueurs mésenchymateux tels que CHI3L1 (chitinase 3-like 1) et MET, et a une
diminution de I'expression de neurofibromine 1 due a la délétion ou a la mutation du
géne NF1 (neurofibromine 1). Les genes 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 a cause de la nécrose et de
inflammation associées a 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. Apres la rechute, il n‘existe pas d’option
thérapeutique. On a donc un vrai besoin medical pour traiter les glioblastomes. Les
progres récents dans la compréhension de la biologie moléculaire et cellulaire des
glioblastomes ont conduits rapidement a des essais cliniques innovants. Ces
thérapies ciblent principalement les voies de signalisation altérées, I'angiogenese
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 tres 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 déja 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
'ATP dans le récepteur et ainsi bloquent [Iactivation du récepteur.
Malheureusement, les essais cliniques avec les inhibiteurs des RTKs (EGFR,
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PDGFR, mTOR (mechanistic target of rapamycin), Akt et PISK) 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 étre essentielle au succes des thérapies ciblées. L'existence de voies de
signalisation redondantes pourrait également contribuer a une résistance
intrinséque. L'autre possibilité est I'acquisition des mutations dans les cellules
tumorales qui leur conférent 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 géne 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 I'expression des genes impliqués dans l'arrét du
cycle cellulaire et 'apoptose. Linactivation du p53 dans les tumeurs peut résulter
de I'amplification des inhibiteurs du p53 (MDMZ2, MDM4), de la délétion du géne
codant p14/ARF le stabilisateur de p53, ou des mutations dans le gene TP53. Des
stratégies visant a 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 trées prometteur pour l'instant
[35, 36], a 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 a
une meilleure survie [37]. Le mécanisme qui sous-tend cette observation n’est pas
clair et pourrait étre lié a une normalisation de la vascularisation et a 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 systéme immunitaire du patient pour
stimuler une réponse anti-tumorale [38].

Une des caractéristiques des tumeurs malignes est leur capacité d’échapper a
la surveillance du systéme 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 I'immunité adaptative. La fixation par PD-1 de son ligand PD-L1 inhibe
I'activation des lymphocytes T et induit 'apoptose des lymphocytes T activées [39].
De maniere similaire, CTLA-4 inhibe I'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 I'autre possibilité pour
déclencher une réponse immunitaire contre les cellules cancéreuses chez les
patients. |l 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 a une protéine porteuse. EGFRUVIII, le
variant ’EGFR codant une forme du récepteur EGFR tronquée dans le domaine
extracellulaire et constitutivement activé, est présent dans environ 30% des
glioblastomes primaires. |l est associé a un mauvais pronostic. Le rindopepimut
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induit une réponse immunitaire contre EGFRUVIII et améliore la survie des patients
portant ce variant [44]. Le composé a recu l'autorisation en 2015 aux Etats-Unis
pour traiter les patients atteints de glioblastomes exprimant le variant EGFRUuIII.

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 antigenes 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 I'efficacité de ces vaccins et augmenter la réponse immunitaire. Dans une
étude récente, le prétraitement des cellules dendritiques avec I'anatoxine tétanique
avant I'exposition aux antigénes, 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 trés hétérogenes, 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 I'évaluation de rindopepimut,
vaccin ciblant le variant EGFRUVIII présenté dans la section 1.1.8.3. Les mémes
stratégies de sélection des patients doivent étre appliquées aux essais cliniques
pour les autres thérapies ciblées.

1.2. Glioblastomes et Cellules souches
cancéreuses

1.2.1. Hétérogénéité tumorale

Malgré les progrés dans le traitement du cancer, de nombreux patients
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connaissent toujours I'échec thérapeutigue, menant a la progression et la
récurrence de la maladie. Historiquement, beaucoup d’études ont été consacrées a
la compréhension des mécanismes génétiques et biochimiques provoquant la
résistance des tumeurs aux traitements.

A l'heure actuelle, les tumeurs sont reconnues comme des organoides dont la
complexité ressemble a celle des tissus sains normaux. Vue sous cette angle, la
biologie d’une tumeur ne peut étre comprise qu’en étudiant les différents types de
cellules spécialisées qui la composent ainsi que le microenvironnement tumoral
construit lors de la tumorigenése. Il devient de plus en plus évident que
I'hétérogénéité tumorale contribue a I'échec de la thérapie et la progression de la
maladie [38].

Il existe actuellement deux théories principales pour expliquer I'hnétérogénéité
tumorale : le modéle stochastique et le modele hiérarchique (Figure 4).

A. Modéle stochastique B. Modéle hiérarchique
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Figure 4. Initiation et développement des tumeurs. Deux modeles alternatifs ont
été proposés pour expliquer linitiation et le développement des tumeurs. Le modele
stochastique (A) propose que les cellules tumorales sont hétérogénes. 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 modéle hiérarchique (B) suggére
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’aprés Vescovi et al. [49].

1.2.1.1. Modéle stochastique et Evolution clonale

Le cancer est une maladie génétique somatique. Les altérations génétiques
conduisent les cellules a ignorer les signaux de contréle de croissance et a former
la tumeur. Il a été suggéré que 4 a 7 mutations génétiques indépendantes dans une
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cellule somatiqgue normale sont nécessaires pour qu’elle acquiére un potentiel de
prolifération illimité et incontrélé [50]. Avec ce point de vue, I'hypothése classique
de la tumorigenese est basée sur le modéle stochastique qui considere 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, I'hétérogénéité tumorale est
considérée comme provenant de I'évolution clonale, dans laquelle I'acquisition et
'expansion des mutations lors de la progression tumorale augmentent la variabilité
génétique et I'hétérogénéité tumorale [51]. Le modele stochastique prédit que
toutes les cellules dans une tumeur posseédent un potentiel de tumorigenése
similaire et chaque cellule tumorale peut fonctionner comme une cellule initiatrice
de tumeur.

1.2.1.2. Modéele hiérarchique et Cellule souche
cancéreuse

L’autre modele alternatif, le modele hiérarchique, encouragé par des données
expérimentales récentes, considére 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 hétérogenes de cellules constituant la tumeur [52]. Cette
hypothése 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 modeéle hiérarchique et le modéle
stochastique ne sont pas mutuellement exclusifs. De multiples clones de CSCs
avec différents altérations génétiques peuvent coexister dans la méme tumeur [55]
et ces CSCs subissent eux-mémes 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, I'idée moderne que les programmes de développement puissent
fonctionner dans le cancer a commencé a partir des années 1960 dans les
tératocarcinomes [60], les carcinomes pulmonaires a 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 étre considérées comme des
caricatures de 'embryogenése ou du renouvellement des tissus hormaux.

La premiére preuve de I'existence des cellules souches cancéreuses dans les
tumeurs n’a été rapportée qu’en 1997 dans la leucémie myéloide aigué [64]. Il a été
montré par Bonnet et Dick que la leucémie myéloide aigué était organisée comme
une hiérarchie avec les cellules CD34+/CD38  au sommet de cette hiérarchie. Ces
cellules CD34+/CD38 ont été identifites comme des cellules initiatrices de
leucémie myéloide aigué qui pouvaient générer la leucémie dans les souris
NOD/SCID alors que les cellules CD34+/CD38* ou CD34 n’avaient pas cette
capacité tumorigene.

Dans le cas des tumeurs solides, les cellules souches cancéreuses ont été
identifiées pour la premiere 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 genése et du maintien des tumeurs dans les
souris immuno-déficients. Les cellules CD44+/CD24  pouvaient étre isolées de
nouveau a 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 téte 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 premiéres études qui ont montré I'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 I'isolement des
cellules souches neurales, c’est-a-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 neurosphéres a partir des biopsies des patients atteints de
glioblastome. Ces cellules expriment le marqueur neuronal BllI-tubuline/Tuj1 et le
marqueur astroglial GFAP (glial fibrillary acid protein) apres linduction de la

différenciation.

En 2004, deux équipes indépendantes ont rapporté l'isolement de cellules
souches canceéreuses bona fide a 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 étre isolées de nouveau a partir des
xénogreffes et régénérer des tumeurs dans les souris. Une de ces études [66] a
également identifie 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:

- possedent une capacité d’auto-renouvellement a long terme in vitro et in vivo.
L’auto-renouvellement des CSGs in vitro est évalué avec le test de clonalité, ou les
CSGs sont mises en culture a faible densité clonale et leur capacité de formation
des neurospheres est évaluée pendant plusieurs passages, alors que
'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 a 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 I'étude des cancers hématopoiétiques, ou les cellules en suspension peuvent
étre isolées et triees par la techniqgue 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 a des cellules souches
hématopoiétiques) présentaient un potentiel élevé de propagation du cancer
d’origine chez I'animal [64]. Malheureusement, pour les tumeurs solides, les études
n’ont pas permis de révéler de maniére 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 hétérogéne et qu’il existe plusieurs sous-types
moléculaires de glioblastome, il n'est peut-étre pas surprenant d’observer des
différences pour le marqueur CD133.

D’autres marqueurs de CSGs ont été également proposés au cours de la
derniere décennie, tels la Nestine [81, 82], Nanog [83, 84], LICAM/CD171 [85],
CD15/SSEAT1 [86], CD44 [87], Oct4 [83, 84, 88], Musashi [89] et Sox2 [83, 90, 91].
Cependant, a I'’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 I'auto-renouvellement et la différenciation des
CSGs ont récemment beaucoup attiré I'attention des scientifiques avec I'espoir que
leur manipulation permettra de dégager de nouvelles stratégies thérapeutiques.
Les voies de signalisation plus particulierement étudiées concernent :

1.2.2.4.1. Notch

O
réponse biologique: prolifération
différenciation
survie cellulaire

Figure 5. Schéma simplifié de la voie Notch. La liaison des ligands tels que DII-1
(Delta-like-1) ou Jagged-1 sur le récepteur Notch entraine le clivage du domaine
extracellulaire de Notch (NECD) par le complexe a-sécrétase puis le clivage du domaine
intracellulaire de Notch (NICD) par le complexe y-sécrétase. Le NICD clivé se déplace
ensuite dans le noyau, ou il interagit avec des facteurs de transcription, tels que CSL,
MAML1 et CBP/p300, induisant I'expression des génes 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 a
l'aide de Servier Medical Art.

Lors du développement du systeme nerveux central, la voie Notch (Figure 5)
favorise la survie et I'auto-renouvellement des cellules souches neurales [92]. Elle
joue également un réle dans la plasticité cérébrale chez les adultes [93]. La voie
Notch est activee dans le glioblastome [94, 95]. Il a été montré que I'activation de
cette voie dans les CSGs contribuait a leur radiorésistance [96]. Le blocage de la
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voie Notch dans les CSGs par l'inhibiteur de la y-sécrétase induit une diminution de
'auto-renouvellement et de la prolifération des CSGs, diminue la croissance des
xénogreffes et induit la différenciation des CSGs [97]. En plus, dans un modéle de
souris transgénique de glioblastome, I'activation de Notch (en présence de Kras)
augmente I'expression de Nestine [98], suggérant un rble de la voie Notch dans le
caractére souche des cellules de glioblastomes.

1.2.2.4.2. Sonic Hedgehog

IGIi 17213
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Figure 6. Schéma simplifié de la voie Sonic Hedgehog (SHH). La liaison du ligand
Hedgehog (Hh) sur le récepteur Patched (PTCH1) enléve son inhibition sur le récepteur
Smoothened (Smo), ce qui favorise la génération de I'activateur de transcription Gli A. Gli A
se déplace ensuite dans le noyau et active I'expression des génes cibles du SHH. Figure

réalisée a I'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 systéme nerveux
central [99], est aussi suractivée dans le glioblastome [100]. Dans les CSGs,
I'activation de la voie Sonic Hedgehog augmente I'expression des marqueurs des
CSGs (CD133, Olig2, Oct4, Nanog, Sox2) et renforce I'auto-renouvellement des
CSGs [101, 102]. Linhibition de cette voie en utilisant la cyclopamine ou
siRNA/shRNA induit I'apoptose, la suppression de I'auto-renouvellement et de la
migration des CSGs, sensibilise les CSGs au traitement avec le TMZ et retarde la

25



formation de tumeurs dans les souris [101, 103, 104].

1.2.2.4.3. Wnt/B-caténine

A'R'R'RRREAAR LR AR
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Figure 7. Schéma simplifié de la voie Wnt/B-caténine. En absence du ligand Wnt,
la B-caténine forme un complexe avec I'Axine, APC (adenomatous polyposis coli gene
product) et GSK3 (glycogen synthase kinase 3), ce qui induit la dégradation de la
B-caténine par le systeme ubiquitine-protéasome. Suite a 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 I'axine par le récepteur LRP5/6.
La B-caténine est ainsi stabilisée et se déplace dans le noyau pour activer I'expression des
genes cibles apres la formation d’'un complexe avec TCF (T cell factor) et LEF (lymphoid

enhancer factor). Figure réalisée a 'aide de Servier Medical Art.

Trés conservée dans nombreux organismes, la voie Wnt/B-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 B-caténine est un marqueur du mauvais pronostique, qui est plus
predictif que Ki67 et EGFR [108]. Les ligands Wnt1 et Wnt3a sont surexprimés
dans les CSGs. Linhibition de la voie Wnt par la diminution d’expression de Wnt1 et
Whnt3a 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
B-caténine, serait également critique pour la maintien des CSGs et la tumorigenése
[110].
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1.2.2.4.4. TGF-B

TGF-B (Transforming growth factor-beta) est une cytokine multifonctionnelle
secrétée par différents types de cellules et régulant la prolifération, la différenciation
et 'homéostasie des tissus [111]. La voie TGF-B a été identifiée comme un
médiateur dans linitiation et la progression de gliome par son effet sur la
prolifération cellulaire, I'invasion tumorale, 'angiogenése et 'immunosuppression
[112]. Cette voie est également impliquée dans le maintien des CSGs. Il a été
montré que TGF-B induisait directement I'expression de Sox4, qui augmentait
ensuite 'expression de Sox2, un factor de transcription essentiel a la pluripotence
[113]. Linhibition de la voie TGF-B dans les CSGs diminue leur capacité de
formation de tumeurs. Ainsi, I'inhibition de la voie TGF- en utilisant un inhibiteur du
récepteur de TGF-B (LY2109761) dans une population de CSGs CD44"ig"/|d1high
(Id1, inhibitor of DNA binding 1) situées dans une niche péri-vasculaire, diminuait

......

1.2.2.5. CSGs et résistance aux traitements

Aprés 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 suggere I'existence des cellules résistantes a la chimio- et a la radio
thérapie. De nombreuses études récentes suggerent que la résistance des CSGs a
la radiothérapie et la chimiothérapie contribue a 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 I’ADN, via des radicaux libres. Plusieurs études ont montré que les
CSGs, en raison de leur capacité de réparation de 'ADN renforcée étaient plus
résistantes a 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 a la radiothérapie que les cellules
CD133 [115]. De plus, un enrichissement des cellules CD133* a été observeé aprés
la radiation. Cette résistance des CSGs a la radiothérapie est liee une activité de
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réparation de '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, renforcait la réparation d’ADN et augmentait la
radiorésistance des CSGs. L1CAM régule I'expression de NBS1, un membre du
complexe MRN (MRE11-RAD50-NBS1), qui active la kinase ATM et la réparation
de ’ADN. La diminution d’expression de L1CAM par shARN diminuait la réparation
d’ADN et sensibilisait les CSGs a la radiation.

Un mécanisme supplémentaire de la radiorésistance via la réparation d’ADN
impliqguant BMI1, une protéine enrichie dans les CSGs a été rapporté [117]. Apres
irradiation, BMI1 était redistribué a la chromatine et colocalisait avec des protéines
impliquées dans la réparation des cassures double brin de 'ADN. Linactivation de
BMI1 par shARN altérait le recrutement de la machinerie de la réparation de 'ADN
a la chromatine et sensibilisait les cellules de glioblastome a la radiation.

1.2.2.5.2. Chimiorésistance

Le témozolomide (TMZ), agent de chimiothérapie utilisé actuellement en
clinique, induit les altérations de 'ADN et notamment la méthylation des guanines
sur I'hydroxyle en position 6 (Of) dans I'’ADN, conduisant a 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
suggeérent une résistance relative des CSGs au TMZ [119-122].

En comparant l'expression de différents genes dans les cellules de
glioblastome CD133* et CD133,, Liu et al. ont montré que les cellules CD133*
sur-exprimaient 'enzyme O6-méthylguanine-DNA-méthyltransférase (MGMT), ce
qui limitait I'efficacité thérapeutique du TMZ [121].

Dans un modele de souris génétiguement modifie (surexpression du
PDGF/délétion du PTEN) de glioblastome, le traitement avec le TMZ n’inhibait pas
'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 a I'activation de la voie PISK/AKT.

L’autre mécanisme de la chimiorésistance est I'existence des CSGs dans un
état de quiescence, qui les protege de l'action antiproliférative des agents de
chimiothérapie comme le TMZ. Dans une étude publiée en 2012 [119], en
introduisant le transgéne Nes-ATK-GFP dans le modele 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. lls ont montré que la plupart des cellules GFP* n’exprimaient pas
le marqueur de prolifération Ki67, ce qui suggere que, dans ce modeéle de
glioblastome, les CSGs étaient dans un état relativement quiescent. Il a été
€galement montré que le traitement avec le TMZ éliminait de maniére 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 aprés le traitement
TMZ. Dans une autre étude publiée en 2014 [125], par le séquencage 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 a
I'hétérogénéité tumorale et influencent la réponse thérapeutique [57, 126].

Le  microenvironnement tumoral est [I'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 maniere 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 secrétent 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 a 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 a la tumeur; les astrocytes dans le cas du glioblastome.

Les caractéristiques physico-chimiques du microenvironnement tumoral sont
aussi tres variables dans les différents types de cancers. Néanmoins, les propriétés
typiques peuvent inclure I'’hypoxie, I'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, I'hypoxie et I'acidité ont réecemment 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 caractéristigues microenvironnementales les plus étudiées dans les
tumeurs solides est la présence des zones hypoxiques, qui est due a un
déséquilibre entre la croissance rapide des cellules cancéreuses et la
vascularisation relativement inefficace [34, 133—136].

La concentration d’'oxygene dans les tissus sains cérébraux varie entre 2,5%
et 12,5% alors que les masses tumorales de glioblastome montrent une hypoxie
modérée ou sévére avec une concentration d’oxygene de 0,5 a 2,5% [137, 138].
Une des caractéristiques histologiques du glioblastome, a savoir un centre
nécrotiqgue entouré par une structure en « pseudo-palissade » (Figure 8), est
également liée a I'hnypoxie tumorale [139, 140].
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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, 'hypoxie est
associée a I'agressivité de tumeur et a 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 hétérodimeres constitués de
sous-unités a et B. La sous-unité B est exprimée de maniére constitutive alors que
'expression de la sous-unité a est régulée au niveau post-traductionnel. En
condition normoxique, la sous-unité a 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 a la dégradation par le systeme
Ubiquitine-Protéasome. En condition hypoxique, la sous-unité a n’est plus
dégradée et s’accumule dans les cellules. Elle s’associe a la sous-unité B pour
former le facteur de transcription hétérodimérique qui se lie a des éléments de
reponse HREs (Hypoxia-Responsive Elements) dans le promoteur de nombreux
genes cibles et affecte les différentes fonctions cellulaires couvrant la
reprogrammation métabolique, I'angiogenese, linvasion, 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 spécifigues du cerveau : la zone sous-ventriculaire bordant les
ventricules cérébraux et la couche sous-granulaire du gyrus denté de I'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 accélere la croissance de la tumeur dans un
modele orthotopique [146]. Pourtant il existe un « paradoxe de l'ceuf et de la
poule » concernant cette hypothése de « niche vasculaire », parce que les CSGs
elles-mémes 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 suggérerent que linteraction entre les CSGs et la niche
vasculaire est plutét bidirectionnelle [151].

L’autre hypothese concernant la localisation des CSGs dans la tumeur suggere
que les CSGs sont situées dans une niche hypoxique. Il est bien connu que la
condition hypoxique facilite I'auto-renouvellement des NSCs et des CSGs in vitro
[152, 153]. HIF-2a régule la capacité tumorigénique des CSGs. Son expression est
corrélée a 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 étre liée a une
hypoxie sévere dans la tumeur [154]. Plus récemment, Patel et al. [125] ont
sequencé I'ARN total de 430 cellules individuelles provenant de 5 tumeurs de
glioblastome primaires dans le but d’établir le profil d’expression des génes dans
chaque cellule tumorale. lls ont observé un gradient de la signature de transcription
« état souche » dans chaque tumeur (une différence d’expression des genes de la
signature dans les différentes cellules tumorales) et cette signature était corrélée a
la signature « hypoxie ». De maniére intéressante, la signature « état souche » était
€galement corrélée avec la signature « quiescence ».

Pourtant, ces deux hypothéses 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 I'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-mémes 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.
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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 a 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 I'activation des voies de signalisation liées a I'’hypoxie. En
méme 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’aprés Chen et al. [56].
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1.3.2.3. Hypoxie et état souche

L’hypoxie joue un réle 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-2a.
HIF-2a peut se lier au promoteur et induire I'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-2a était exprimé spécifiquement dans les CSGs
alors que HIF-1a était exprimé dans les CSGs et les cellules non-souches de
glioblastome [153]. Dans les biopsies de glioblastome, HIF-2a 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-2a ainsi que les
marqueurs de pluripotence Oct-4, Nanog et c-Myc. L'importance de HIF-2a dans la
reprogrammation a été montré par I'expérience ou l'introduction d’'une construction
non-dégradable de HIF-2a dans les lignés cellulaires de glioblastome induisait
'expression des marqueurs de pluripotence dans les cellules et augmentait leur
capacité tumorigene [159]. Dans une étude similaire, I'hypoxie régulait I'expression
des marqueurs de CSGs. La surexpression de HIF-2a mais non celle de HIF-1a
induisait une augmentation de I'expression de ces marqueurs [160].

1.3.2.4. Hypoxie, angiogenése et invasion

Les glioblastomes sont parmi les tumeurs humaines les plus vascularisées [34].
Le stimulus pro-angiogénique le plus puissant dans le glioblastome est I'hypoxie.
Cet effet pro-angiogénique de I'hypoxie est médié par HIF-1a, 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. Aprés sa
fixation sur le promoteur du gene codant VEGF-A, HIF-1 peut induire directement
'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 contrle aussi I'expression d’autres facteurs angiogéniques tels que PGF
(placenta growth factor), PDGFB (platelet-derived growth factor ),
angiopoiétine-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 a cause d’une diffusion d’oxygéne
limitée et migraient vers les vaisseaux sanguins fonctionnels [139]. Ceci a été
supporté par la découverte que HIF-1a favorise l'invasion des cellules tumorales
par la régulation de [I'expression de cathepsine D, MMP-2 (matrix
metalloproteinase-2), uPAR (urokinase plasminogen activator receptor),
fibronectine. Il a été aussi montré que HIF-1a 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
a la radiothérapie que les cellules normoxiques [164, 165]. Le mécanisme derriere
cette résistance est multifactoriel.

Les radiations ionisantes induisent la mort des cellules cancéreuses
principalement par la génération de lésions au niveau de 'ADN, via la formation
des radicaux libres. La présence d’'oxygéne dans les tumeurs peut renforcer cet
effet destructeur en générant des radicaux libres d’oxygéne (ROS), un phénomene
appelé « effet de renforcement par oxygene ». Il a été montré que pour atteindre le
méme effet biologique, il fallait une dose de radiation trois fois plus élevee en
absence d’oxygene qu’en présence d’oxygene [164, 165].

D’ailleurs, il existe des preuves qui suggérent que le changement au niveau
protéomique et génomique induit par I'hypoxie peut aussi avoir un impact sur la
radiorésistance en modulant I'expression des protéines impliquées dans la réponse
aux stress et a 'apoptose [166—168].

La modulation de I'hypoxie dans les tumeurs est devenue une stratégie
émergente pour sensibiliser les cellules tumorales a la radiothérapie. Dans une
étude récente, avec un modeéle de souris orthotopique de glioblastome, Clarke et al.
[169] ont montré qu’un prétraitement hyperoxique (100% oxygéne pendant 25 min)
des souris avec une masque sensibilisait les cellules tumorales a la radiation,
ralentissait la croissance des tumeurs et prolongeait la survie des souris. Une
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sensibilisation similaire a la radiothérapie a été aussi observée in vitro sur les
cellules tumorales de glioblastome prétraitées dans la condition hyperoxique. La
surexpression de HIF-1a 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 étre expliquée par deux
mécanismes différents induits par I’hypoxie : induction de I'état souche et I'induction
des marqueurs de chimiorésistance [170].

Dans deux études indépendantes, une augmentation de I'expression des
marqueurs des CSGs et des marqueurs liés a 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), 'enzyme impliquée dans la réparation d’ADN, et liée a
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 étre tres varié au sein de la méme
tumeur, avec des zones acides localisées. Les mesures du pH a I'aide d’électrodes
ont montré que le pH pouvait atteindre 5,9 dans les tumeurs cérébrales, avec une
valeur moyenne a environ 6,8 alors que le pH dans le tissu cérébral normal se situe
autour de 7,1 [135].

Il existe plusieurs explications a cette acidité tumorale. Premierement, 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, méme dans des conditions non hypoxiques, un
phénomeéne appelé aussi « I'effet Warburg » ou « la glycolyse aérobie » [177].

Ce phénoméne 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’a 38 ATP par glucose). Cependant, les études
durant la derniere décennie sur le métabolisme des cellules cancéreuses ont
permis de progresser dans la compréhension de ce phénomeéne [178-183].
Brievement, pour supporter la prolifération et garantir ’homéostasie cellulaire, les
cellules tumorales ont besoin non seulement d’ATP, mais aussi de matiere (blocs
élémentaires source de carbone, d’azote, et autres éléments) permettant de
soutenir l'activité anabolique, bioénergétique et la signalisation cellulaire. En
augmentant I'absorption du glucose et en diminuant la phosphorylation oxydative,
les cellules tumorales renforcent le flux glycolytique et accumulent des
intermédiaires pour la synthése 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’étre limitée a
leffet Warburg [184]. Le métabolisme des cellules cancéreuses peut étre
hétérogéne spatialement et temporellement dans une méme tumeur [183].

D’ailleurs, I'hypoxie tumorale peut encore aggraver ce phénomeéne en
favorisant la glycolyse. Ainsi, pour faire face a la production excessive de lactate,
de protons et de COz2, 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 I'exportation du proton
par les cellules cancéreuses, combinées a une perfusion inefficace due a la
vascularisation tumorale chaotique, induisent une acidification extracellulaire dans
les tumeurs.
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Figure 10. Régulation du pH intracellulaire (pH;) 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. Lhypoxie tumorale favorise
I'expression de certaines protéines impliquées dans la régulation du métabolisme et du pH;
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’aprés Pouysségur et al. [185].

1.3.3.2. Acidité et invasion tumorale

Une des caractéristigues du glioblastome est linfiltration des cellules
tumorales dans les tissus normaux du cerveau, ce qui empéche la résection totale
de la tumeur, a l'origine des récurrences du glioblastome.

Il a été bien établi que l'acidité extracellulaire jouait un r6le important dans le
processus d’invasion tumorale [186]. L’'acidité favorise l'invasion tumorale par deux
principaux mécanismes : d’'une part I'acidité induit une toxicité sur les cellules
normales alors que les cellules tumorales sont résistantes au stress acide; d’autre
part I'acidité induit la dégradation de la matrice extracellulaire, via la libération et
I'activation des protéases telles que le cathépsine B [187, 188], MMP2 (Matrix
Métallopeptidase 2), MMP9 [189, 190]. Dans un modele 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 I'acidité et I'invasion tumorale. Dans les tumeurs, les zones avec le
plus d’invasion correspondaient aux zones avec le pH le plus bas. De maniére
intéressante, le traitement systématique avec du bicarbonate de sodium diminuait
le gradient du proton dans la tumeur et empéchait I'invasion tumorale.

1.3.3.3. Acidité et plasticité cellulaire

Bien que le role de l'acidité extracellulaire dans la régulation de I'état souche
des cellules cancéreuses soit moins caractérisé que celui de I'hypoxie, il existe
quelques études sur la régulation de la plasticité cellulaire par I'acidité. Néanmoins,
dans le contexte du microenvironnement tumoral, il est difficile de séparer 'hypoxie
et 'acidité, qui sont souvent intimement liées.

Dans une étude publiée en 2011, il a été montré que la condition acide
favorisait I'état souche des CSGs [192]. L'exposition des CSGs a un milieu de
culture acide (pH 6,5) augmentait I'expression des marqueurs de cellules souches
(Olig2, Oct4 et Nanog), augmentait leur capacité de tumorigenése dans les souris
immuno-déficients. Les auteurs ont également montré une induction de
'expression de HIF-2a par I'acidité, ce qui suggérait que l'acidité favorisait le
maintien de I'état souche des CSGs par la voie de signalisation HIF-2a.

1.3.3.4. Acidité et immunosuppression

Lors de leur développement, les tumeurs malignes sont capables d’échapper a
la réponse du systéme immunitaire [38]. Des études récentes ont montré que la
réponse immunitaire anti-tumorale était modulée par le microenvironnement
tumoral, y compris I'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 difficlement le lactate produit dans I'environnement
tumoral déja riche en ce métabolite. La perturbation métabolique qui en résulte
altererait leur fonctionnement. Dans une autre étude, un traitement par l'inhibiteur
de la pompe a proton ésoméprazole, en allégeant '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 barriere physique
semi-perméable qui sépare I'environnement intracellulaire et extracellulaire. Des
petites molécules non-chargées peuvent diffuser facilement a travers la membrane
alors que le passage pour les molécules chargées est relativement plus difficile. La
diffusion d’agents chimiothérapiques ionisables peut ainsi étre altérée par des
modifications du pH de [l'environnement tumoral. Ainsi pour des molécules
légérement basiques telles que la doxorubicine, I'acidité extracellulaire que I'on
peut trouver dans le microenvironnement tumoral peut limiter leur passage a
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 réle dans la résistance aux
médicaments en augmentant l'activité de la glycoprotéine P, impliquée dans I'efflux
des médicaments [201-204]. Lactivation de la voie de signalisation p38 MAP
Kinase par I'acidité est impliquée dans I'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 these

Le but de I'équipe dans laquelle jai effectué ma thése 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 chimiothéque Prestwick sur les cellules CSGs en
prolifération et en quiescence a permis d’identifier le bisacodyl appartenant a 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 particuliere 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 foetales humaines, les astrocytes
humains et les cellules HEK [205].

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

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

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

e développer un modele cellulaire tridimensionnel de CSGs pour tester I'activité
des composés

e réaliser des études de pharmacocinétique et de biodistribution du bisacodyl
chez I'animal

e  étudier I'activité du bisacodyl dans un modéle animal

e chercher d’autres molécules actives sur les CSGs.
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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 caractérisees 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 €léments 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 5mM
Sodium Bicarbonate 25080060 0,1%
Pénicilline/Streptomycine 15140148 10 unités/mL,
10 pg/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 a 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 a une densité a 2,5 x 10° cellules/mL. Le
milieu renouvelé est composé de 90% de milieu NS34 frais et 10% de milieu
conditionné. Les cellules sont incubées a 37 C, 5% CO:2 sous atmosphere humide
et a '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 apres un passage
normal. Le jour du passage est considéré comme le jour JO. La quiescence des
cellules au jour 9 est vérifiee avec le test d’incorporation d’EdU.

2.1.1.3. Congeélation et décongélation des cellules

Les cellules sont récoltées par centrifugation a 218 g pendant 5 min a 4 C. Le
surnageant est éliminé et le culot cellulaire est repris dans un mélange de 90% FBS
(Invitrogen) et 10% DMSO (Sigma Aldrich) a une densité d’environ 3 x 10°
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 a -80 T
pendant une semaine et puis transférées dans un container d’azote liquide.

Pour la décongélation, 1 mL de milieu NS34 chauffé a 37 T est ajouté dans le
cryotube contenant les cellules congelées. On transfére ce qui est décongelé dans
30 mL de milieu NS34 chauffé a 37 C dans un Falcon de 50 mL. Cette opération
est répétée plusieurs fois jusqu’a ce qu’il n’y ait plus de cellules dans le cryotube.
Les cellules sont ensuite centrifugées a 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 a 37 C, 5% C Oz sous atmosphére humide
et a I'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 feetal (FBS) (Invitrogen)
et pénicilline (50 unités/mL)/streptomycine (50 pg/mL) (Invitrogen) selon les
recommandations du fournisseur.

Les cellules U87-MG sont passées 1 a 2 fois par semaine lorsqu’elles arrivent
a 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 a 218 g pendant 5 min. Les
cellules sont ensuite ensemenceées dans le milieu de culture frais a une dilution de
2 a 5 fois et cultivées a 37 C, 5% CO 2 sous atmosphéere humide et a I'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. Aprés un ringage avec du PBS, les cellules sont détachées avec la
trypsine-EDTA (Invitrogen) et récoltées par centrifugation a 218 g pendant 5 min.
Les cellules sont ensuite comptées au bleu de Trypan, puis ensemencées a une
densité de 5000 cellules/cm?. Les cellules sont incubées a 37 T, 5% CO 2 sous
atmosphere humide et a I'obscurité. Le milieu de culture est renouvelé tous les
deux jours jusqu’a ce que les cellules soient a 50% de confluence, puis tous les
jours jusqu’a 80% de confluence.

2.2. Evaluation de I'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 I'analyse du cycle
cellulaire.
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2.2.1. Test d’incorporation d’EdU

La synthese d’ADN est mesurée par lincorporation d’EdU (5-ethynyl
2-desoxyuridine) dans les cellules TG1 et OB1 a I'aide de 'essai Click-iT Plus EdU
Alexa Fluor 488 Flow Cytometry Assay Kit (catalogue C10632, Life Technologies)
suivant le protocole du fournisseur.

L’EdU a la concentration de 10uM est ajoutée dans la culture cellulaire la veille.
Apres 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 'essai). Les cellules sont ensuite
incubées dans un mélange réactionnel contenant l'azide couplé a I'Alexa 488
pendant 30 min a température ambiante et a l'obscurité. Les cellules qui ont
incorporé I'EdU sont marquées par I'Alexa 488.

Les cellules sont analysées avec le cytometre en flux BD FACSCalibur (BD
Biosciences). Les résultats sont analysés avec le logiciel FlowdJo.

2.2.2. Analyse du cycle cellulaire et de
I’expression de ki67

Les cellules TG1 et OB1 dissociées (1 x 10 cellules) sont perméabilisées et
fixées par une incubation dans 500 pL de solution a 70% éthanol dans l'eau a
-20 € pendant 2h. Apres un lavage dans 3 mL de sol ution a 1% BSA dans du PBS,
les cellules sont reprises dans 500 pL de solution a 1% BSA/PBS. Les cellules sont
ensuite incubées avec 5 L de I'anticorps anti-Ki67 conjugué au FITC (MHKI6701,
Life technologies) ou avec 5 uL de 'anticorps contréle (isotype IgG1 conjugué au
FITC (MG101, Life technologies)) a température ambiante pendant 30 min. Les
cellules sont lavées dans 1 mL de solution a 1% BSA/PBS et reprises dans 500 uL
de solution a 1% BSA/PBS. Apres un traitement avec 10 pg/mL de RNase A (Sigma
Aldrich) et 20 pg/mL d’iodure de propidium (Sigma Aldrich) a température ambiante
pendant 30 min, les cellules sont analysées avec le cytométre en flux BD
FACSCalibur (BD Biosciences). Les résultats sont analysés avec le logiciel FlowdJo.

2.3. Test de senescence

L’activité de la B -galactosidase associée a 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. Brievement, les cellules sont d’abord fixées
dans une solution de fixation contenant du paraformaldéhyde (PFA) a température
ambiante pendant 10 min puis incubées avec la solution SA-B-gal Detection
Solution a 37 € pendant la nuit. Les cellules sont ensuite examinées sous
microscope a fond clair. Les cellules U87-MG traitées avec 100 pM de
témozolomide pendant 5 jours sont utilisées comme contréle positif.

2.4. Evaluation de [I'expression des
marqueurs de surface des CSGs

2.4.1. Détection de CD133 par cytométrie en flux

Aprés une dissociation mécanique, 1 x 10° cellules sont reprises dans 100 pL
de solution a 0,5% BSA dans du PBS. Les cellules sont ensuite incubées avec 10
uL d’anticorps anti-CD133 conjugué au FITC (130-105-226, Miltenyi Biotec) ou 10
uL d’isotype contrdle conjugué au FITC (130-104-562, Miltenyi Biotec) a I'abri de la
lumiere dans le réfrigérateur pendant 10 min. Les cellules sont ensuite lavées dans
2 mL de solution a 0,5% BSA dans du PBS, reprises dans 0,5 mL de cette méme
solution, puis analysées avec le cytometre en flux BD FACSCalibur (BD
Biosciences). Les résultats sont analysés avec le logiciel FlowdJo.

2.4.2. Détection de CD56 et CXCR4 par
immunofluorescence

Les cellules sont dissociees 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% KMnOs4 dans du PBS a
température ambiante pendant 10 min. Aprés un blocage avec une solution a 1%
BSA dans du PBS, les lames sont incubées avec I'anticorps anti-CXCR4 (Merck
Millipore, AB1847, 1:50) ou 'anticorps anti-CD56 (BioLegend, 304601, 1:25) a4 C
pendant la nuit. Les lames sont ensuite lavées avec le PBS puis incubées avec
I'anticorps secondaire conjugué a I’Alexa 488 (Jackson Immuno Research, 1:250) a
température ambiante a l'abri de la lumiere pendant 20 min. Le DAPI
(4',6-diamidino-2-phenylindole) est utilisé pour la contre-coloration des noyaux
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avant 'observation au microscope.

2.5. Test de clonalite

Les cellules TG1/OB1 en prolifération et en quiescence sont dissociées
mécaniqguement. Aprés un comptage au bleu de Trypan, les cellules sont
ensemencées dans la plaque a 96 puits (655090 Greiner) a différente densité (1, 2,
5, 10, 20 et 50 cellules par puits dans 200 uL de milieu NS34 frais). 50 puL de milieu
NS34 frais est ajouté dans chaque puits toutes les semaines. Le nombre de puits
contenant au moins une sphére ainsi que le nombre de sphéres formées dans
chaque puits est déterminé 3 semaines apres 'ensemencement des cellules.

2.6. Differenciation 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 a l'aide des grattoirs de cellules. L'ARN total
des cellules avant et aprés 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, 33 tubulin (TUBB3): Hs
00801390-S1 and glial fibrillary acid protein (GFAP): Hs00909233-m1) est
déterminée avec les essais individuels TagMan gene expression assays (Applied
Biosystems, Life Technologies), selon le protocole décrit dans Matériels et
Méthodes, section 2.8.

2.7. Evaluation de la capacité tumorigene in
vivo des CSGs

Les souris (NMRI Nude, Janvier) sont anesthésiées par inhalation de
I'isoflurane. 105 cellules OB1 en prolifération ou en quiescence sont injectées dans
le striatum gauche de souris (4 souris par condition) en utilisant un systeme
stéréotaxique avec une seringue Hamilton de 10 pL. L’aiguille est maintenue en
place pendant 5 min aprés l'injection puis retirée avec précaution.

8 semaines apres 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 méme solution, inclus dans la paraffine et coupés en
sections de 10 pm. Les cellules humaines sont identifiées par marquage
immunohistochimique avec I'anticorps anti-vimentine humaine (clone V9, Dako)
selon le protocole décrit dans Patru et al. [78]. Les cellules en prolifération sont
identifiées avec I'anticorps anti-Ki67 (clone MIB-1, Dako), selon le protocole décrit
dans Matériels et Méthodes, section 2.17.1.

2.8. Extraction et controle de la qualité des
ARN. PCR quantitative.

L’ARN total est isolé a partir de 5 a 10 x 108 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 a I'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 I'essai
Quant-it RNA Assay Kit (Invitrogen) en utilisant le fluorimetre Qubit. L'intégrité de
'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 a 9 sont acceptés.

L’ARN total (1 pg) 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 TagMan sur I'appareil
ABI Prism 7000HT (Applied Biosystems, Life Technologies). Les résultats sont
normalisés en utilisant ’ARN ribosomique 18S ARN comme gene 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 TagMan Human Stem Cell

51



Pluripotency (Applied Biosystems,

Life Technologies) basées sur la PCR

quantitative en suivant le protocole du fournisseur (Tableau 2).

Groupe

Géne exprimé dans
cellules indifférenciées

Nombre

Geénes

NANOG, POU5F1, TDGF1, DNMT3B,
GABRB3, GDF3

Geéne lié a pluripotence

NANOG, POU5F1, SOX2

Geéne lié a 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, NEUROD(1,

NPPA, OLIG-2, PAX4, PAX6, PECAM1,
PTF1A, RUNX2, SERPINA1, SOX17, SST,

SYCP3, SYP, T, TAT, TH, WT1

Controle

ACTB, RAF1, CTNNB1, GAPD, EEF1A1,
18S

Tableau 2. Liste des genes dans les puces TagMan Human Stem Cell

Pluripotency (Applied Biosystems, Life Technologies).

Les protocoles pour l'extraction, le contréle de la qualité de I'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 10* cellules par puits) et en
quiescence (4 x 10* cellules par puits) sont dissociées et ensemencées dans les
plagues a 96 puits (655090 Greiner) dans un volume de 50 pL. Les composés a
tester sont ajoutés a la concentration finale indiquée (avec 1% DMSOQO) dans un
volume de 50 pL. Les puits du contréle négatif contiennent les cellules traitées avec
1% DMSO.

Le taux d’ATP est mesuré 24h apres le traitement avec I'essai CellTiter-Glo
(Promega) en suivant le protocole du fournisseur. La luminescence dans chaque
puits est mesurée sur I'appareil Envision (Perkin Elmer). Le taux d’ATP relatif a
chaque condition est calculé en divisant le signal mesuré dans les puits par le
signal dans les puits correspondant au contréle négatif. Les courbes dose-réponse
sont ajustées avec I'équation d’Hill :

1
Senax + Spn X ([composé] x -E:E.E—ﬂ]“

Sthén = 1

1 + (lcomposé] x n
([compaosé] FI’.'E}

Stheo : le signal théorique calculé d’aprés I'équation

Smax : le signal maximum obtenu (en théorie : 100%)

Smin : le signal minimum obtenu (0% dans la majorité des cas, mais toujours
positif)

[composé] : la concentration du composé testé

ECso : concentration a laquelle le composé testé produit 50% de la réponse
maximale

n : coefficient de Hill
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2.11. Préparation du milieu NS34 a
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 HCI (Sigma Aldrich). Le milieu de culture au pH
choisi est ensuite mis dans l'incubateur a 37 C, 5% CO:z pendant 1h. Le pH du
milieu est mesuré et réajusté si nécessaire. Le milieu est passé sur un filire a 0,22
um avant d’étre utilisé.

2.12. Détection de la fragmentation d’ADN
par la méthode TUNEL

Les cellules TG1 en quiescence sont traitées avec 10 uM bisacodyl ou DMSO
pendant 24h. La staurosporine a 1 uM est utilisée comme contrble positif. La
détection de la fragmentation d’ADN est réalisée avec I'essai DeadEnd fluometric
TUNEL (Promega) en suivant le protocole du fournisseur.

Brievement, les cellules sont lavées au PBS apres 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 a 37 € a
I'abri de la lumiére. Apres une incubation avec I'iodure de propidium/RNase A de 30
min a température ambiante, le signal TUNEL et la quantité d’ADN sont analysés
avec le cytomeétre 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 a pH 7,4 ou a pH

6,2, ainsi que les cellules OB1 en quiescence dans le milieu conditionné sont
traitées avec 50 uM 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). Aprés 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 a 4 C
pendant 1h, contrastées avec I'acétate d'uranyle a 4 € pendant 2h, déshydratées
dans I'éthanol aux différentes concentrations (50%, 70%, 90%, 100%) et 'oxyde de
propyléne pendant 30 min.

Aprés les étapes de fixation et de déshydratation, les cellules sont incluses
dans 'Epon 812. Les sections semi-fines sont coupées a 2 um et colorées au bleu
de toluidine. Les sections ultrafines sont coupées a 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 Il (Soft Imaging System).

2.14. Analyse des protéines phosphorylées

\

a laide de Ila 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 10° cellules) en quiescence sont traitées avec 10 uM
de DDPM ou 1% DMSO pendant 2h. Les cellules traitées sont lysées avec le
tampon de lyse (fourni dans le kit). Aprés une centrifugation a 14000g a 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 ug
de protéines) a 4 € pendant une nuit. Aprés 3 lava ges avec le tampon de lavage
(fourni dans le kit), les membranes sont incubées avec le cocktail d’anticorps
secondaires a température ambiante pendant 2h, puis avec la solution de
Streptavidine couplée a la peroxydase (streptavidine-HRP) a température ambiante
pendant 30 min. Le signal émis aprés application de la solution de révélation est
détecté avec la caméra ImageQuant LAS4000 (GE Healthcare Life Sciences). Les
résultats sont analysés avec le logiciel Imaged.
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2.15. Analyse de la kinase WNK par Western
blot

Les cellules OB1 en quiescence sont traitées avec 10 uM DDPM pendant 10
min, 30 min et 2h. Aprés le traitement, les cellules sont lavées une fois dans du
PBS froid et récoltées par une centrifugation & 218 g pendant 5 min a 4 €. Les
cellules sont ensuite reprises dans le tampon RIPA complet (250 puL de tampon
pour 5 x 108 cellules) et laissées sur la glace pendant 1h. Pour préparer le tampon
RIPA compilet, il faut ajouter 10 pL de sodium orthovanadate, 10-20 pL de cocktail
de inhibiteurs de protéases dans 1 mL de tampon RIPA (RIPA Lysis Buffer system,
Santa Cruz Biotechnology). Aprés une centrifugation a 20 000 g pendant 15 min a
4 C, le surnageant (extrait protéique) est prélevé et soumis a la quantification. La
quantification est effectuée a I'aide de I'essai DC Protein Assay (Bio-Rad).

Les protéines (20 pg) sont séparées par électrophorese 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 a 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 a 4 T sous agitation. Les membranes sont ensuite
incubées avec les anticorps secondaires conjugués a 'HRP (Cell signaling, 1 :
10000) pendant 1h a 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 Imaged.

2.16. Génération des macrospheres
clonales

Les cellules TG1 et OB1 sont dissociées mécaniquement et comptées au bleu
de Trypan. Elles sont ensuite ensemencées dans les plaques a 96 puits (655090
Greiner) a densité clonale (5 a 20 cellules par puits dans 200 pL de milieu NS34).
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50 uL de milieu est ajouté dans chaque puits toutes les semaines. Les spheres
clonales formées a 4 semaines sont transférées dans les plagues a 24 puits
(662160 Greiner). Pour éviter 'agrégation des sphéres, nous mettons une seule
sphére dans chaque puits dans 1mL de milieu NS34. Le milieu de culture est
renouvelé chaque semaine. Les sphéres de grande taille avec un diametre
d’environ 1 mm sont obtenues 7 a 8 semaines apres l'ensemencement des
cellules.

2.17. Caractérisation des macrospheres

2.17.1. Immunohistochimie

Les spheres clonales de grande taille sont fixées dans 4% de PFA puis
incluses dans la paraffine. Les sphéres sont ensuite coupées en section de 5 pm.
Avant le marquage immunohistochimique, les lames sont déparaffinées dans des
bains successifs de xyléne, 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) a 95 € pendant 40 min.

Les lames sont ensuite bloquées avec 0,3% H202 pendant 20 min puis avec
une solution a 1% BSA dans du PBS pendant 10 min a 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) a température ambiante pendant 1h. Aprés l'incubation avec les anticorps
primaires, les lames sont mises en contact avec les anticorps secondaires
correspondants conjugués a la biotine (Jackson ImmunoResearch Labs, 1 : 500) a
température ambiante pendant 20 min et ensuite incubées avec de l'avidine
conjuguée a la peroxydase (ExtrAvidin-Peroxidase Sigma Aldrich, 1: 500) pendant
20min a température ambiante. La révélation est réalisée en utilisant le substrat 3,3’
Diaminobenzidine (DAB) (BD Biosciences). Les noyaux cellulaires sont
contre-colorés avec I'hnématoxyline.

2.17.2. Détection de I’hypoxie

La détection des zones hypoxiques dans les sphéres de grande taille est
réalisée avec I'essai Hypoxyprobe-1 (Hypoxyprobe, Inc.).

Les spheres sont incubées dans le milieu NS34 contenant 100 pM
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pimonidazole (fourni dans le kit) pendant 2h a 37 °C. Les sections des sphéres 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
spheres sont détectés avec I'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 a 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 apres l'injection.

Le sang est prélevé et le plasma est séparé par centrifugation. Les échantillons
sont conservés a -80 T avant les analyses. 400 uL de chaque échantillon de
plasma sont mélangés avec 1 mL d’acétonitrile pour précipiter les protéines et
extraire le composé.

Les échantillons sont agités a I'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 a 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. a des souris CD-1
a la dose de 300 mg/kg (2 souris par condition). 3 injections a intervalle de 24h sont
réalisées sur chaque souris. Les souris sont sacrifiées 15 min, 30 min, 1,5h, 6h,
10h, 24h et 48h aprés la troisieme injection.

Le cerveau est prélevé en prenant soin de perfuser I'animal avec 40 mL de
sérum physiologique. Chaque cerveau est ensuite broyé dans 400 pL 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 uM bisacodyl pendant 12h dans le
milieu de culture NS34 dont le pH est ajusté a 6,2. Les cellules OB1 dans le groupe
contrdle sont incubées dans le méme milieu sans bisacodyl pendant 12h. Apres le
traitement, le méme nombre de cellules vivantes (4 x 10° cellules) sont mélangées
avec 40 pL PBS et 160 uL 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 apres I'injection. Les inserts de matrigel sont
retirés, fixées dans 4% PFA puis incluses dans la paraffine. Aprés coupe en
sections de 8 um des inserts, les cellules tumorales humaines sont identifiées par
marquage immunohistochimique avec I'anticorps anti-vimentine (clone V9, Dako).
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3. Reésultats sur I’étude du bisacodyl /
DDPM
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3. Resultats sur I'etude 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 a partir de deux tumeurs de glioblastome primaires dans le laboratoire
de Dr Chneiweiss [78]. Ces cellules ont été caractérisées précédemment et
possédent les caractéristigues des CSGs, notamment la capacité
d’auto-renouvellement, d’induire des tumeurs chez I'animal apres 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 a 16 jours apres 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 neurospheres
qui sont légerement 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 a un

non-renouvellement du milieu de culture NS34 pendant 9 jours. Echelle : 100 um.

3.1.2. Quiescence et viabilité cellulaire
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Figure 12. Incorporation de ’'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 aprés un passage de cellule normal, en
utilisant 'essai Click-iT Plus EAU 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 I'éthynyl desoxyuridine (EdU) qui mesure la synthése d’ADN (Figure 12). Une
diminution progressive du taux d’incorporation d’EdU est observée dans les cellules
TG1 et OB1 a partir du 4° jour de non renouvellement du milieu. Le taux
d’'incorporation devient tres faible a partir du 92 jour (de I'ordre de 5% pour les
cellules TG1 et 10% pour les cellules OB1) et n’évolue guére au-dela de 9 jours.

Parallelement nous avons mesuré la viabilité des CSGs lors de I'entrée en
quiescence (Figure 13). Pendant les dix premiers jours aprés un passage normal
des cellules, le pourcentage des cellules vivantes (TG1) reste relativement stable
(de l'ordre de 80%). A partir du 11¢ jour, une chute brutale de la viabilité cellulaire
est observée. Le pourcentage des cellules vivantes reste de I'ordre de 50% entre le
11¢ et le 16¢ jour.
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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 aprés un passage de cellule normal.

Les resultats ci-dessus nous ont amené a choisir le 9°¢ jour de
non-renouvellement du milieu comme condition optimale pour étudier les cellules
en quiescence. En effet, au 92 jour de non-renouvellement du milieu, la synthése
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 I'étude de
'expression du marqueur de prolifération Ki67, ainsi que du cycle cellulaire (Figure
14).

L'expression de Ki67 a été étudiee dans les cellules TG1 et OB1 en
prolifération (Figure 14A-J1) et apres 9 jours sans renouvellement du milieu (Figure
14A-Q(J9). Pour les deux types cellulaires, '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 I'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 GO
augmente. Cela suggére un arrét de la synthese de '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 I'arrét de la synthese d’ADN et
I'entrée dans la phase GO 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 a 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 liodure 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 GO 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 aprés avoir été mises en quiescence.
Dans les cellules TG1 et OB1 en quiescence, nous n’avons pas détecté une activité
de la B-galactosidase associée a 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
B-galactosidase associée a la senescence a été mesurée dans les cellules TG1 (A) et OB1
(B) en quiescence. Les cellules U87-MG (C) traitées avec le témozolomide a 100 pM

pendant 5 jours ont été utilisées comme contréle positif. Echelle : 100 um.

3.1.5. Réversibilité de I’état quiescent

Afin de déterminer I'aptitude des cellules a ressortir de I'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 I'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 a 4 jours
suivant le changement du milieu, le taux d’'incorporation d’EdU atteint un niveau
comparable a celui des cellules en prolifération, suggérant une sortie des CSGs de
I'état de quiescence aprés leur remise en contact avec le milieu NS34 frais. Ceci a
été confirmé par I'analyse de I'expression du marqueur de prolifération Ki67 et du
cycle cellulaire (Figure 14). Aprés le renouvellement du milieu de culture, on
observe en effet une augmentation de I'expression de Ki67 dans les cellules TG1 et
OB1 ainsi qu’'un passage de la phase G0/G1 a la phase S des CSGs.
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Figure 16. Suivi par mesure de I'incorporation d’EdU de I’entrée puis de la sortie
des CSGs de I'état de quiescence. Apres passage des cellules, les cellules TG1 et OB1
sont laissées dans les flasques sans renouvellement du milieu pendant 9 jours. Ces
mémes cellules sont ensuite remises dans du milieu frais qui est renouvelé tous les 3 jours.
(Dans I'expérience il y a eu un renouvellement du milieu au jour 13). Le taux d’incorporation

d’EdU a été mesuré chaque jour.

Ainsi I'état de quiescence induit par notre méthode n’est pas irréversible. Suite
a un stimulus tel que le renouvellement du milieu de culture, les CSGs en
quiescence sont capables de sortir de I'état quiescent et de se remettre a proliférer.

3.1.6. Maintien des propriétés des CSGs dans
I’état quiescent

Les cellules TG1 et OB1 mises dans la condition de culture proliférative ont été
caractérisées précédemment. Elles possedent les propriétés des CSGs [78]. Afin
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de savoir si la quiescence induite par nos conditions de culture perturbe I'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 [I'expression des marqueurs

CSGs

3.1.6.1.1. Marqueurs de pluripotence et de différenciation

L'expression de 'ARNm de 90 génes 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 TagMan Human Stem Cell
Pluripotency Arrays qui sont basées sur la PCR quantitative (aprés transcription
inverse) qui mesure un signal de fluorescence a chaque cycle d’amplification.

Le niveau d’expression des génes est mesuré en utilisant la valeur du Ct
(Cycle threshold) qui correspond au cycle de PCR a partir duquel le signal de
fluorescence sort du bruit de fond. La valeur du Ct est inversement proportionnelle
a la quantité d’ARN (ou d’ADN complémentaire) présent au départ. Les valeurs Ct
pour chague géne ont été normalisées avec la valeur Ct de I'ARNr 18S utilise
comme gene de ménage. On obtient ainsi la valeur ACt (ACt = Ctgene — Ct ARNr 18s).
Dans nos expériences, seuls les génes avec une valeur ACt < 21 sont pris en
compte. Les génes avec une valeur ACt > 21 correspondent a des geénes
faiblement ou non-exprimés. Parmi les 90 genes examinés, 23 génes
correspondent a des genes exprimés de maniere significative (Figure 17).

Pour comparer le niveau d’expression de ces 23 genes entre les cellules en
prolifération et les cellules en quiescence, les valeurs ACt pour chaque géne des
cellules en quiescence ont été ensuite normalisées avec celles des cellules en
prolifération (AACt = ACt o — ACt p). La plupart de ces 23 genes (sauf GBX2,
IFITM1 et LAMC1 (uniguement 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 particulierement, I'expression de Sox2 et Nanog,
deux marqueurs bien définis des CSGs, n’a pas changé de maniere significative
entre 'état prolifératif et I'état quiescent dans les cellules TG1 et OB1. Ceci a été
confirmé en réalisant la Q-PCR avec des essais Tagman individuels (résultats
non-présentes).
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Figure 17. Expression des génes associés a la pluripotence et a la
différenciation dans les CSGs en prolifération et en quiescence. Niveau d’expression
de 'ARNm des 23 genes inclus dans les puces TagMan 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
I'expression de CD133, CD56 et CXCR4, marqueurs de surface des CSGs trés
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 I'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 cytometrie en flux. (B-C) Marquage par immunocytochimie
des cellules TG1 et OB1 en prolifération et en quiescence avec I'anticorps anti-CXCR4 (B)
et anti-CD56 (C). Les noyaux ont été colorés avec le DAPI (4',6'-diamidino-2-phénylindole).
Echelle : 20 ym.

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 (a densité clonale) ont été ensemencées dans les
plaques a 96 puits. Le nombre des neurospheéres formées dans chaque puits a été
déterminé 3 semaines apres I'ensemencement.
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Aprés la remise en contact avec le milieu de culture frais, les CSGs en
quiescence étaient capables de former des neuropsheres clonales ayant une taille
similaire aux neurosphéres formées avec les cellules en prolifération. D’ailleurs,
nous avons montré qu’avec un nombre de cellules défini au début, le nombre des
neurosphéres formées avec les cellules quiescentes était similaire a celui des
neurospheres formées avec les cellules proliférantes, ce qui suggére 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
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quiescence.
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Figure 19. Evaluation de I'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 (A). Le graphe représente le nombre de sphéeres
formées aprés 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 (A).
Les inserts correspondent a des images de contraste de phase de sphéres clonales
obtenues aprés 3 semaines a 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 étre 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. Aprés mise en contact avec 10% de sérum
de veau feetal, les cellules qui dans le milieu NS34 poussent sous forme de spheres
en suspension adhérent 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 pm.

Le changement morphologique était aussi accompagné par des changements
dans I'expression de certains marqueurs de cellule souche et de différenciation
(Figure 21). Par exemple, I'expression de SHH (Sonic Hedgehog), un géne associé
a I'état souche, diminue dans les cellules TG1 proliférantes et quiescentes et les
cellules OB1 proliférantes. Une augmentation remarquable de I'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
I'expression d’un marqueur neuronal B3 tubuline a été observé uniquement dans
les cellules TG1 et OB1 en quiescence.
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Figure 21. Capacité de différenciation des CSGs en prolifération et en
quiescence évaluée par I’expression de marqueurs. Niveau d’expression de TARNm de
SHH (sonic hedgehog), B3- 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 apres (d14)
avoir été exposées au milieu de culture contenant 10% sérum (FBS). Les valeurs de Ct
pour chaque géne ont été normalisées avec la valeur Ct de 'ARNr 18S. En ordonnée le
niveau de changement mesuré par 222!, AACt correspond a la différence entre le ACt du
gene dans I'échantillon et le ACt du méme géne dans I'échantillon calibrateur (ici les CSGs
dans le milieu NS34).

Ces résultats suggerent 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 tumorigéne in vivo

Le dernier point que nous avons évalué concernant les propriétés des CSGs
est leur capacité tumorigene in vivo. Cette propriété des cellules TG1 et OB1 a été
déja montrée dans les études précédentes effectuées par I'équipe du Dr
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Chneiweiss [78].

Pour évaluer la capacité tumorigene des cellules en quiescence, des cellules
OB1 en prolifération et en quiescence ont été injectées dans le striatum de souris
immuno-déficientes. 8 semaines aprés 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 étre observée 5 a 6 mois apres 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 I'état
des cellules xénogreffées (en prolifération ou en quiescence) suggérant que I'état
de quiescence induit in vitro est réversible in vivo.

L'ensemble des résultats présentés ci-dessus suggere que l'état de
quiescence peut étre induit in vitro dans les CSGs. Ces cellules quiescentes
gardent les propriétés des CSGs telles que I'expression des marqueurs des CSGs,
'auto-renouvellement, la capacité de différenciation et la capacité tumorigene in

Vvivo.
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Figure 22. Capacité tumorigéne 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 aprés 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 ym. Echelle
dans linsert : 500 pym. (C-D) Les cellules d’origine humaine en prolifération dans le cerveau

des souris ont été identifi€ées avec I'anticorps anti-ki67. Echelle : 100 pm.
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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 chimiothéque
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 a vis des CSGs en quiescence
est identique a celle du bisacody! (Figure 24).
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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 (contréle négatif) ou 10 uM DDPM pendant 24h.

Un des principaux objectifs de ma these 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 I’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 a 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 a retourner vers I'état de prolifération.

Pour savoir si cette différence du milieu de culture a un impact sur I'activité et
la spécificité du bisacodyl/DDPM, nous avons réalisé des tests de viabilité en
échangeant les milieux de culture. Leffet 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 I'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 paramétres liés a la composition du
milieu en contact avec les cellules semblent jouer un réle dans la spécificité
d’action du bisacodyl/DDPM sur les CSGs.
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Figure 25. Impact du milieu de culture sur I’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. Réle du pH

Les résultats présentés dans la Figure 25 suggérent I'existence d’un ou
plusieurs facteurs dans le milieu de culture des cellules en quiescence qui
conditionnent I'activité du bisacodyl/DDPM.
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De nombreux facteurs peuvent étre impliqués. Cependant, une des différences
les plus visibles entre le milieu frais et le milieu conditionné est leur pH indiqué
directement grace 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 8¢ jour. De maniére intéressante, cette acidification est concomitante
avec la diminution du taux d’incorporation d’EdU lors de I'entrée en quiescence des
cellules TG1/OB1 (Figure 12 et Figure 26).
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Figure 26. Suivi du pH du milieu de culture et de I'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 'incorporation d’EdU sont mesurés

chaque jour.

Afin d’évaluer le réle du pH dans l'activité du DDPM, nous avons mesuré le
taux d’ATP de cellules TG1 et OB1 en prolifération et en quiescence a différents pH
en absence et en présence de DDPM (Figure 27).
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Figure 27. Impact du pH sur I'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 a celles obtenues a pH 7,4. (C-F)
L'effet du DDPM a 10 puM 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 a chaque pH. Les expériences ont été réalisées selon le protocole décrit

dans la section Matériel et Méthodes.

En absence de DDPM, lacidification a partir de pH 6,8-6,6 induit une
diminution du taux d’ATP cellulaire (Figure 27 A-B). Cette diminution est de I'ordre
de 30% a pH 6,2 quel que soit le type cellulaire et leur état (prolifération ou
quiescence) et atteint des valeurs de I'ordre de 50% a 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-a-vis du pH. Entre pH 7 et 6, I'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 a la molécule aux pH compris entre
7,4 et 7 ou aucun effet n’est observé pour les cellules TG1.

Pour déterminer si les conditions Iégérement 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 premiere constante log K12 = 3,97 £ 0,02 (pKa1l)
correspondant au DDPMH2* peut étre attribuée au groupe pyridinium. La deuxieme
constante log Ki1 = 10,78 £ 0,01 (pKa2) correspondant au DDPM- peut étre
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 suggerent que la
déprotonation de la pyridine est complete au-dessus de pH 6. Lactivité
pH-dépendant du DDPM n’est donc pas liée a un changement dans I'état de
protonation de la molécule.

Cette analyse indique que l'acidité de I'environnement joue un rdle dans
I'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 a un arrét 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 I'ajout de glucose dans le milieu conditionné des cellules quiescentes
n‘’empéche 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 ('apoptose ou la nécrose) induit
par le bisacodyl/DDPM dans les CSGs en quiescence, les différentes
caractéristiques de I'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 I'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).
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Figure 28. Impact de I'inhibiteur de caspase Z-VAD sur l’activité du bisacodyl.
Les cellules TG1 en quiescence ont été traitées par le bisacodyl a 50 uM en présence et en
absence du Z-VAD a 20 uM 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 (contrdle négatif)

Deux méthodes différentes, I'analyse du cycle cellulaire et la détection de
cassures de I'’ADN par la méthode TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase
dUTP nick end labeling), ont été ensuite utilisées pour étudier la fragmentation de
'ADN. Dans les cellules TG1 traitées par la staurosporine, un contrdle positif pour
'apoptose, nous avons observé une population sub-G1 qui correspond a une
population de cellules présentant une fragmentation de 'ADN. Cette population
sub-G1 n’a pas été observée dans les cellules TG1 traitées par le bisacodyl (Figure
29). De maniére similaire, par la méthode TUNEL, nous n’avons pas détecté des
cassures de '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).
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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 uM de bisacodyl

pendant 24h. Le cycle cellulaire a été ensuite analysé par cytométrie en flux apres

coloration de 'ADN avec l'iodure de propidium. La staurosporine a 1 uM a été utilisée

comme contréle positif.
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Figure 30. Etudes de la fragmentation d’ADN par la technique TUNEL. Les

cellules TG1 en quiescence ont été traitées avec 10 pM de bisacodyl pendant 24h. La

fragmentation de 'ADN a été ensuite analysée avec le kit TUNEL par cytométrie en flux. La

staurosporine a 1 uM a été utilisée comme contrdle positif.

Le fait que le Z-VAD ne bloque pas la mort cellulaire induite par le bisacodyl
ainsi que l'absence de fragmentation de 'ADN dans les cellules traitées par le
bisacodyl suggerent que le bisacodyl/DDPM n’induit pas la mort cellulaire via

I'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).

P, pH 7,4 P,pHE2 Q

DMSO

DDPM

DMSO

DDPM

Figure 31. Images de microscopie électronique a transmission (MET) de cellules
OB1 en absence ou présence de DDPM. (A-F) Les images MET des cellules OB1 en
prolifération a pH 7,4, a pH 6,2 et en quiescence traitées par 1% de DMSO ou 50 pM
DDPM. Echelle : 5 uym. (G-L) Les images correspondantes a plus fort grossissement.
Echelle : 2 um. N (noyau), Nu (nucléole), M (mitochondrie), RER (réticulum endoplasmique
rugueux). Les fleches en pointillé indiquent des microvillosités de la membrane plasmique
et la rupture de la membrane plasmique. Les fleches blanches indiquent I'enveloppe

nucléaire.

Les images de MET montrent des changements morphologiques dans les
CSGs OB1 en quiescence ainsi qu’en prolifération a 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 a la surface de
la membrane, la perte du contenu cytoplasmique et un épaississement de
'enveloppe nucléaire. Un gonflement des mitochondries est observé dans les
cellules traitées a pH 6,2 mais non dans les conditions quiescentes (Figure 31). Ces
changements n’ont pas été observés dans les cellules OB1 en prolifération a pH
7,4.

En conclusion, nos résultats relatifs a I'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 é€galement étudié les voies de signalisation qui peuvent étre impliquées
dans l'action du bisacodyl/DDPM. La signalisation induite aprés traitement des
CSGs en quiescence par le DDPM a été analysée en examinant I'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 I'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 apres 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 I'effet
du DDPM. Les cellules OB1 en quiescence ont été traitées par 10 uM DDPM pendant 2h.
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Le niveau de phosphorylation de 45 protéines (barres rouges) a été comparé a celui
mesuré dans des cellules non traitées par le DDPM (correspondant a des cellules contréles
traitées par 1% DMSOQO) (barres bleues). Le profil de phosphorylation de 45 protéines a été
étudié a laide de la la puce Human Phospho-Kinase Array (R&D systems). La

phosphorylation est mise en évidence a I'aide d’anticorps anti-phospho-protein.

Le résultat obtenu avec la puce phospho-protéique sur ['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. Apres 2 heures de contact avec la molécule, la déphosphorylation du résidu
T60 est totale. De maniére intéressante, ce résidu T60 n’est pas phosphorylé dans
les cellules en prolifération a 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
OBH1. Les cellules OB1 en prolifération et en quiescence ont été traitées avec 10 uM 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 maniére
exacte le mécanisme d’action du bisacodyl en tant qu’agent laxatif, des données de
litterature indiquent qu'il pourrait agir en bloquant des canaux sodiques. Nous
avons décidé de tester plusieurs inhibiteurs des transporteurs ioniques afin de
tester si I'effet du DDPM sur les CSGs peut étre retrouvé avec I'un des composés.
Aucun des inhibiteurs testés n’a montré une activité cytotoxique spécifique sur les
CSGs en quiescence comparable a celui observé avec le DDPM (Figure 34 A). Par
contre en analysant de maniére 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 compose protégeait de I'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 empéche I'entrée du
DDPM dans la cellule.

Des études plus approfondies de la voie de signalisation impliquant WNK1 et
du réle du transporteur NBC dans le mécanisme d’action du bisacodyl/DDPM sont
en cours au laboratoire dans le cadre d’'une nouvelle these (These 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 M.
Bifalomycine A1, inhibiteur de V-ATPase, 100 nM. Clopamide, inhibiteur du NCC (Na*/Cl-
co-transporter), 50 pM. S0859, inhibiteur du NBC (Na*/HCO3" co-transporter), 50 uM.
5-(N-Ethyl-N-isopropyl)-Amiloride, inhibiteur du NHE (Na*/H* exchanger), 10 uM. (B) Les
cellules TG1 en quiescence ont été preétraitées avec différentes concentrations de S0859
pendant 24h. Ces cellules ont été ensuite traitées avec 10 uM DDPM ou 1% de DMSO. (C)
Structure du composé S0859.

3.3. Etude des relations structure-activite du
bisacodyl

Dans le but de déterminer les groupements chimiques importants pour I'activité
du bisacodyl et de son métabolite actif DDPM, une collaboration avec les chimistes
dans notre UMR a été réalisée. Jusqu’a 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

90



positions libres exploitables pour la fonctionnalisation de la molécule avec des
fluorophores afin de localiser la molécule dans la cellule, ainsi que pour
limmobilisation 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, posséde 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 a 4h dans le milieu conditionné des cellules en
prolifération et une demi-vie a 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 a GSC-1 et GSC-2,
respectivement.
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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 synthése des dérivés méthoxy non-hydrolysables (GSC-17, GSC-18).
GSC-17 possede deux cycles méthoxyphényles. Il est inactif sur les cellules TG1
en prolifération et en quiescence. GSC-18 posséde 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 I'ordre de 8 uM, soi 8 fois plus
élevée que celle du DDPM.

L'enlévement des deux groupements hydroxyles dans la structure du DDPM
conduit a 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 I'ordre de 17 pM.

Les résultats ci-dessus suggérent qu’il faut au moins un groupement
hydroxyphényle pour garder I'activité de la molécule. Cependant, le deuxiéme cycle
phényle semble également important car une perte de l'activité a été observée
dans le dérivé GSC-69 ou I'un des deux hydroxyphényles a été remplacé par un
hydrogéne et dans le dérivé GSC-66 ou 'un des deux groupements hydroxyles a
été déplacé en position ortho.

De maniére 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
suggere 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'enlevement de ce
cycle (GSC-55) induit une perte compléte 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 a une perte de
sélectivité car la molécule devient active sur les cellules en prolifération (bien que
des concentrations supérieures a 50 uM 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 'atome d’azote sur le cycle pyridyle a également
éteé étudiée. Les molécules GSC-03 et GSC-04 qui possedent un azote en position
méta et para respectivement gardent leur activité cytotoxique spécifique sur les
cellules TG1 en quiescence. Néanmoins, comparé au DDPM (EC50 a 1 uM), leur
efficacité diminue (EC50 a 8 uM pour GSC-03, EC50 a 39 uM pour GSC-04).

Ces résultats montrent I'importance du cycle pyridyl dans la spécificité de
I'activité du DDPM sur les cellules TG1 en quiescence. Une activité optimale est
obtenue avec I'atome d’azote en position ortho du cycle de la pyridine.

Aprés avoir exploré les possibilités de substitutions des noyaux
hydroxyphenyles, qui n’a pas conduit a des dérivés intéressants (les molécules ne
sont pas présentées dans le cadre de cette thése), 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
I'efficacité et la spécificité de la molécule. GSC-76, qui possede un brome sur la
position 4 du cycle, montre une meilleure efficacité (EC50 vers 0,4 uM) 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. Lintérét de cette molécule a été de
dévoiler des positions susceptibles d’étre substituées, sans perte d’activité de la
molécule.

3.3.3. Synthése des dérivés du DDPM avec des
espaceurs

La position 6 sur le cycle pyridyle a été exploitée pour la synthése des dérivés
qui peuvent étre 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 chaine 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) a l'extrémité de la chaine permet de protéger le groupe
amine, qui peut ensuite étre utilisé dans la fixation de la molécule sur un support tel
que I'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, a 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 chaine latérale (GSC-84 et GSC-85)
dans le but de fixer les molécules sur un support greffé avec de Il'avidine.
Cependant, comme dans le cas de GSC-80 et GSC-81, cette modification induit la
perte compléte de I'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 cyanogéne (CNBr). La réaction entre la
molécule dont le groupe amine a été déprotége 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 (these de
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Figure 35. Fixation d’'une molécule avec un groupe amine sur les billes de

sepharose activés par le bromure de cyanogéne (CNBr).

3.4. Effet du bisacodyl / DDPM sur des
modeles in vitro de tumeurs par culture
de CSGs en 3 dimensions

3.4.1. Obtention de macro-sphéres 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 a former les neurosphéres clonales (c’est-a-dire dérivant
d'une cellule au départ) est mesurée. Classiquement, le test se termine 3-4
semaines aprés I'ensemencement des cellules dans des conditions de dilution
limite. A ce moment les sphéres atteignent une taille de 200-300 um en diamétre.

Comme nous l'avions indiqué précédemment I'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 spheres. De maniére intéressante, elles
ont continué a grandir pour former, 8 semaines aprés I'ensemencement des
cellules, de grandes sphéres clonales avec un diameétre de I'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 spheres de
grande taille des macrospheres.
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Figure 36. Formation des macrosphéres clonales a partir d’'une cellule TG1 et
OB1. Images en contraste de phase des neurosphéeres a différents temps apres

'ensemencement des cellules. Echelle : 200 um.

Concernant la cinétique de croissance des spheres (Figure 37), nous
observons que le nombre de cellules composant les sphéres (proportionnel au
volume des sphéres, Figure 37 B) augmente de maniere exponentielle pendant les
4 premieres semaines suivant 'ensemencement des cellules. Cela suggére que la
plupart des cellules dans les sphéres sont dans un état de prolifération pendant
cette période. Par la suite, la croissance des spheres ralentit. Ceci pourrait étre
expliqué par une inefficacité de la diffusion des éléments nécessaires a la
prolifération des cellules a travers la sphére, due a une barriere physique formée
par les cellules a la périphérie. De maniere concomitante au ralentissement de la
croissance, une zone sombre apparait au centre de la sphére (Figure 36).
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Figure 37. Suivi de la croissance des macrospheéres clonales de cellules TG1 et
OB1. Le diametre (A) des sphéres formées a partir d'une seule cellule TG1/OB1 a été
mesuré chaque semaine aprés 'ensemencement des cellules. Le volume des sphéres (B)

a été calculé avec le diametre des spheres.

3.4.2. Hétérogéneité structurale et cellulaire des
macrospheres

Les macrospheres clonales formées a partir d’'une cellule TG1/OB1 ont été
fixées au paraformaldéhyde, incluses dans la paraffine, puis sectionnées en
coupes fines pour étre analysées.
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Figure 38. Coloration a I’hématoxyline / éosine d’une coupe de macrosphere
formée a partir d’'une cellule TG1. Echelle : 200 um (A), 100 um (B), 50 um (C).

Une coloration a '’hématoxyline & Eosine des coupes de sphere, révéle une
hétérogénéité de structure des sphéres avec a I'extérieur une zone cellulaire dense
entourant une zone moins compacte (Figure 38). Sur I'état de cellules composant la
sphére, une sphéere de grande taille est constituée d’'une couche de cellules
vivantes a 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 sphére dans les images de contraste de phase (Figure 36)
correspond donc bien a une zone nécrotique.
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Figure 39. Etat de la prolifération des cellules dans les macrosphéres. Les
coupes de spheres TG1 (A, B) et OB1 (C, D) ont été marquées avec 'anticorps anti-Ki67
(marron). Les noyaux cellulaires (violet) ont été révéelés avec une contre-coloration

d’hématoxyline. Echelle : 200 um (A, C), 50 um (B, D).

L'état de la prolifération des cellules dans les macrospheres a été étudié en
utilisant l'anticorps anti-Ki67. Seules les cellules a la périphérie expriment le
marqueur de prolifération Ki67 (cellules Ki67*). A partir d’'une profondeur d’environ
100 um de la surface de la sphére, le marqueur n’est plus décelé dans les cellules
(Figure 39). Ceci suggere une organisation de la structure sphérique avec des
cellules en prolifération a I'extérieur et un intérieur constitué de cellules

majoritairement en quiescence.
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Figure 40. Gradient d’oxygene dans les macrosphéres de CSG. La zone d’hypoxie
(marron) dans les sphéres TG1 (A, B) et OB1 (C, D) a été identifiée avec I'essai
Hypoxyprobe-1 (Hypoxyprobe, Inc.). Les noyaux cellulaires (violet) ont été révélés avec
une contre-coloration a 'hématoxyline. Echelle : 200 um (A, C), 50 um (B, D).

Nous avons d’autre part analysé la présence de zones hypoxiques dans les
sphéres en utilisant 'essai « Hypoxyprobe-1 » qui mesure le caractere réducteur de
'environnement et corrélativement la disponibilité en oxygéne. La coloration brune
observée a lintérieur de la sphére (Figure 40) témoigne de la présence d’'un
environnement trés réducteur et donc hypoxique. On peut donc supposer
I'existence d’'un gradient de concentration en oxygene entre I'extérieur et I'intérieur
de la sphere. Cette étude montre que les cellules dans la zone dense a l'intérieur
de la sphére sont dans un environnement hypoxique.
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Ensuite, nous avons étudié I'expression des transporteurs de glucose GLUT-1
et GLUT-3 par les cellules dans les sphéres. 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 sphéeres de TG1 et OB1, GLUT-1 et GLUT-3 sont exprimés de
maniére préférentielle par les cellules qui sont a l'intérieur des sphéres (une faible
expression est aussi observée dans les cellules au bord des spheres) (Figure 41).
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Figure 41. Expression des transporteurs de glucose dans les macrospheres. Les
coupes de sphere TG1 (A-B, E-F) et OB1 (C-D, G-H) ont été marquées avec I'anticorps
anti-GLUT-1 (A-D) et anti-GLUT-3 (E-H). Les noyaux cellulaires (violet) ont été révélés
avec une contre-coloration a 'hématoxyline. Echelle : 200 um (A, C, E, G), 100 um (B, D, F,
H).
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Les résultats ci-dessus montrent I'existence d’'une hétérogénéité dans les
macrosphéres. Une sphére peut étre 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 sphéres est donné dans la
Figure 42.

Nous avons également tenté de mesurer la distribution du pH dans la sphére,
en utilisant le protocole de I'équipe du Dr Swietach qui a montré un gradient du pH
a travers des sphéroides des cellules cancéreuses [206, 207]. Malheureusement,
aucun résultat n’a pu étre obtenu, en raison de la limite de cette technique, liée a la
grande taille de nos sphéres. Ce point sera rediscuté plus tard dans la partie
Discussion.
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Figure 42. Schéma représentatif du modéle in vitro de CSGs cultivées en 3D.

L’hétérogénéité dans les spheres peut étre expliquée par une diffusion limitée
des éléments a travers la sphére qui crée un gradient d’oxygene, de nutriments
ainsi qu’un gradient inverse des déchets métaboliques tels que le dioxyde de
carbone, le lactate et le proton. Dans ces spheres, [I'environnement
physico-chimique des cellules et donc leur physiologie different selon leur
localisation au sein de la sphere. L’hétérogénéité structurale et cellulaire observée
présente des similitudes avec celle que I'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 macrospheres
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Figure 43. Effet du DDPM sur les macrosphéres de CSGs. Les spheres TG1 (A, B)
et OB1 (C, D) ont été traitées avec 1% de DMSO (A, C) ou 10 uM DDPM dans 1% de
DMSO (B, D) pendant 72h. Le nombre des cellules vivantes ainsi que le taux d’ATP
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cellulaire ont été déterminés avec le bleu de Trypan et le I'essai CellTiter-Glo (Promega),

respectivement.

Les macrosphéres clonales obtenues a partir des CSGs présentaient des
propriétés intéressantes et s'imposaient comme des modéles in vitro a utiliser pour
tester l'activité de d’agents chimio thérapeutiques potentiels avant de passer a
I'étude in vivo chez 'animal. Des spheres de I'ordre de 1mm de diamétre dans du
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milieu NS34 frais a 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 sphere, 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 neurosphéres) le bisacodyl /
DDPM agissait avec une grande speécificité 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 macrosphere 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 macrosphéres traitées et non
traitées au DDPM. Afin de garder la structure des spheres, le traitement avec le
DDPM a été fait pendant 10h (pour TG1) ou 6h (pour OB1) (et non 72h comme
dans la Figure 43). Aprés le traitement, on voit nettement sur les coupes colorées a
’hématoxyline/éosine ou au bleu de toluidine (Figure 44) une déstructuration de
l'intérieur de la sphére, avec une expansion de la zone centrale nécrotique, ainsi
gu’un amincissement de la bordure de la sphére constituée de cellules vivantes.

Ainsi apres le traitement a courte durée, seule persistait une couche de cellule
vivante a la périphérie de la sphere. L’'analyse des images de la Figure 44 suggére
que le DDPM pénétre dans la macrosphere et exerce son effet cytotoxique
spécifiquement sur les cellules a I'intérieur de celle-ci.

109



Figure 44. Activité sélective du DDPM sur les cellules a l'intérieur de la
macrosphere. (A-D) La coloration & H&E de sphére TG1 non-traitée (A, B) et traitée avec
10 uM DDPM (C, D) pendant 10h. (E-H) La coloration au bleu de toluidine de sphére OB1
non-traitée (E, F) et traitée avec 10 uM DDPM (G, H) pendant 6h. Echelle : 200 um (A, C, E,
G), 50 um (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 macrospheres. De plus l'intégrité de la sphére (et donc la
présence de gradient physico-chimique d’oxygéne et de protons) semble
essentielle a I'activité du DDPM qui est nettement moins marquée sur les spheres
dégradées par action mécanique d’'une pipette que sur les sphéres entiéres (Figure
45).
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Figure 45. Importance du gradient a travers de la macrosphére dans I’activité du
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DDPM. Les spheres TG1 et OB1 entiéres (A) et les sphéres dissociées mécaniquement (B)
ont été traitées avec 10 uM DDPM pendant 24h. La viabilité des cellules dans les sphéres
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
macrospheres vis a vis de I'action du DDPM (Figure 46).
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Figure 46. Effet protecteur du composé S0859 vis-a-vis de I'activité cytotoxique
du DDPM sur les macrospheres de CSGs. Les sphéres TG1 ont été traitées par 1%
DMSO (contréle), 10 uM DDPM, 100 pM S0859 ou la combinaison de 10uM DDPM et de
100 uM S0859 pendant 24h. La viabilité des cellules dans les sphéres a été mesurée avec

'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 macrosphéres 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.
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Figure 47. Effet du TMZ sur les macrospheres de CSGs. Les sphéres formées a
partir de cellules TG1 et OB1 ont été traitées avec 1% DMSO, 10 uM DDPM, 100 uM TMZ
et la combinaison de 1 uyM DDPM/100 uM TMZ pendant 72h. La viabilité des cellules dans
les sphéres 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 I'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 particulierement 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 apres administration du bisacodyl par la voie intra-péritonéale (i.p.).

3.5.1.1. Pharmacocinétique

Le bisacodyl mélangé a la carboxymethylcellulose (CMC) a été injecté en i.p. a
raison de 300 mg/kg a 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 apres l'injection par HPLC.

Concentration Concentration

plasmatique du bisacodyl plasmatique du DDPM

(nM) (uM)
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 a différents
temps apreés injection i.p. de bisacodyl. Le bisacodyl a été injecté a raison de 300 mg/Kg
mélangé a la carboxymethylcellulose.

Le bisacodyl n’est détecté qu’a de tres faibles concentrations dans le plasma
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apres l'injection alors que le DDPM a été détecté a des concentrations plus élevées
(Tableau 4), ce qui suggére 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 aprés l'injection est de I'ordre
de 4 uM. Elle diminue rapidement durant la premiere heure pour atteindre 6h aprés
l'injection un plateau a une concentration de l'ordre de 1,5 uM (Figure 48). Les
concentrations plasmatiques atteintes sont compatibles avec 'EC50 de la
molécule.

concentration plasmatique
DDPM (uM)
o

0 5 10 15 20 25
temps aprés I'injection (h)

Figure 48. Concentration plasmatique du DDPM aprés injection de bisacodyl a
des souris. Le bisacodyl est administré en i.p. a des souris CD1 a 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 apres I'injection. Le bisacodyl et le DDPM sont détectés HPLC.

3.5.1.2. Biodistribution. Détection de bisacodyl/DDPM
dans le cerveau

Une des premieres questions a été de savoir si le bisacodyl et le DDPM
passaient la barriere hémato-encéphalique. A cet effet, le bisacodyl a été injecté 3
fois en i.p. a raison de 300 mg/kg (mélangé a 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 aprés la troisieme
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Figure 49. Détection du bisacodyl et du DDPM dans le cerveau de souris. Le
bisacodyl a été injecté a raison de 300 mg/kg aux souris CD1 (n=2) a 0h, 24h, 48h. La
quantité de bisacodyl et de DDPM présents dans le cerveau des souris a été déterminée a
1,5h, 6h, 10h et 24h aprés la derniére 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 a partir de certains
paramétres connus pour le cerveau de souris. Cette estimation indique que le
DDPM qui correspond au métabolite actif du bisacodyl est présent a une
concentration compatible avec 'EC50 de la molécule sur les CSGs. Néanmoins
ces parametres devront étre affinés. Il est a noter que le bisacodyl qui disparait trés
rapidement du sang circulant (Tableau 5) est présent a des concentrations non
négligeables, supérieures a celles du DDPM dans le cerveau, 6h apres la derniere
injection, suggérant que la cinétigue de désacétylation du bisacodyl est moins
rapide dans le cerveau que dans le sang.

115



4ih + nglcerdeaul cancantration mayenneicerveau (pM)  Jconcentration moyenne'sang cércbral (p)
Tamps {h) | bisaradyl DOFM bisaradyl ooFM hisacarhyl alal2ll
[ s | iRz eerzvi | 147zDa0 3E0:08 | TiADE4E 14585t 3680
a 219 1121 19546 2524067 141 L LOE 115,84 2 33,5 ESEGL 2
n Ti=-H TR B (L 1H = 14 DR+ DAL 4 1h+ A TR+ HAb
24 31 AELH 2,13 =011 naEt LM EAT T 5,53 124521356

Tableau 5. Concentration du bisacodyl et du DDPM dans le cerveau des souris
apres 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 pL.

Cette premiere étude des paramétres pharmacocinétiques et d’estimation du
passage de la barriere hémato-encéphalique suggére que le bisacodyl présente les
propriétés ad hoc pour évaluer son activité anti-tumorale dans un modele 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
modéle sous-cutané de souris. Les cellules OB1 prétraitées avec 1% de DMSO ou
avec du bisacodyl dans des conditions sub-toxiques ont été mélangées a du
Matrigel et injectées dans le flanc des souris Nude. Les souris ont été sacrifiées
apres 20 jours, les inserts matrigel prélevés et analysés aprées 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
suggere que le bisacodyl altére la capacité des CSGs a initier des tumeurs in vivo.
L'expérimentation animale a été réalisée a 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 a 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 a pH 6,2 ou 50 uM de
bisacodyl pendant 12h a pH 6,2. (B-E) Sections histologiques des tumeurs formées 20
jours apres I'injection de cellules OB1 prétraitées avec le DMSO (B, C) ou le bisacodyl (D,

E) marquées avec I'anticorps anti-vimentine humaine. Echelle : 100 um.

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 11.1).

En collaboration avec le Dr Suzana Kahn, nous avons testé le bisacodyl sur un
modeéle animal de GBM utilisé a « 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 apres détection des
tumeurs. Des analyses de bioluminescence ont été réalisées 45 jours aprés le début du

traitement.

Pour ce modeéle, des CSGs CD133* / EGFR* ont été isolées de glioblastomes
primaires de patients. Ces cellules présentent les propriétés d’auto-renouvellement
et une forte aptitude a induire des tumeurs chez I'animal immunodéprimé. Afin de
suivre le développement tumoral, ces cellules ont été transduites avant l'injection
aux animaux avec une construction induisant I'expression de la GFP et de la
luciférase. Les animaux sont maintenus sans traitement jusqu’a I'apparition de
tumeurs mise en évidence par bioluminescence (6 semaines). A ce moment, elles
sont randomisées (valeur moyenne du flux pour le groupe controle : (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 I'excipient seul (souris contréle) pendant 45 jours. Le bisacodyl inhibe de
maniére significative la croissance tumorale par rapport au contréle (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 I'excipient (CTL) ou au bisacodyl pendant 45 jours. (B) Quantification
des signaux de bioluminescence mesurée dans les souris traitées avec I'excipient (CTL) ou
au bisacodyl. (C) Courbes de Kaplan-Meyer correspondant a la survie des souris traitées

avec l'excipient (CTL) ou au bisacodyl.

Ces résultats constituent une premiére 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 étre 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 compléte sera entreprise avec
I'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
meédicaments

4.1.1. Définition

Par un criblage de la chimiotheque 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 a trouver des nouvelles indications pour les
médicaments qui sont déja sur le marché est appelée le reprofilage de
médicaments (« drug repositioning » ou « drug repurposing » en anglais) [208]. Le
reprofilage de meédicaments est devenu actuellement une stratégie alternative
importante pour le développement des médicaments, plus particulierement 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 derniere décennie, le nombre de nouveaux médicaments introduits sur le
marché n’a pas augmenté. Le colt et le temps nécessaire pour développer un
nouveau médicament ont augmenté de maniere significative [209]. Ce phénomeéne,
nommé aussi « la crise de la productivité », est un des plus grands problémes
actuellement dans [lindustrie pharmaceutique, qui a forcé [lindustrie
pharmaceutique a 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 succes jusqu’a
présent [208, 210-212]. L'idée derriere cette stratégie est que presque tous les
médicaments sur le marché actuellement possédent plusieurs cibles cellulaires et
donc peuvent avoir des effets secondaires qui ne sont pas liés a leur activité
principale. Si ces médicaments interférent 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 mémes voies de signalisation et cibles cellulaires, ce qui
pourrait aussi expliquer les nouvelles indications possibles pour les médicaments
qui sont déja sur le marché [210].

4.1.3. Avantages et limites du reprofilage de
meédicaments

Le principal avantage du reprofilage de médicaments est une diminution du
colt et du temps dans le développement. Contrairement au développement de
novo des médicaments, le reprofilage de médicaments commence avec les
molécules qui ont été déja utilisées en clinique. Leur pharmacocinétique,
biodisponibilité et toxicité sont généralement bien connues et accessibles aux
cliniciens et chercheurs. Ainsi, ces molécules pourraient étre testées directement
dans la phase clinique Il ou Ill. La durée et le colt associé pour le développement
de ces molécules peuvent donc diminuer. Une durée de 10 a 17 ans est souvent
nécessaire pour développer un medicament par I'approche traditionnelle (de novo)
alors qu’il faut 3 a 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
economique, plus particulierement 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 colt des thérapies pour soigner les patients
atteints de cancer reste extrémement élevé. Au contraire, les molécules étudiées
dans le cadre de reprofilage sont souvent des médicaments peu colteux ou méme
des médicaments génériques. La découverte de médicaments anti-cancéreux par
'approche de reprofilage peut donc diminuer le rapport colt/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 a 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 a 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 I'approche de reprofilage, initié par les
chercheurs académiques, puisse entrer dans les essais cliniques qui sont
extrémement colteux.

4.1.4. Exemples et situation actuelle

L'exemple le plus connu parmi les médicaments déecouverts par reprofilage est
le sildénafil (Viagra chez Pfizer). Initialement développé pour traiter 'angine de
poitrine, le sildénafil, un inhibiteur spécifigue des phosphodiestérases de type 5
(PDEb), était supposé relacher les arteres 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 | en 1991 et
1992. Mais les effets secondaires observés lors du développement, a savoir des
érections exceptionnellement fortes et persistantes, ont conduit Pfizer a développer
le sildénafil comme un médicament pour traiter les troubles de [I'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 succés comme agent anti-cancereux 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 a cause
de ses effets tératogenes. 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 feetus, mais
représentait aussi une propriété intéressante dans le domaine du cancer [213].
L'effet anti-cancéreux de la thalidomide a été montré pour la premiere 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 myéloide aigué [217].

D’autres médicaments non anti-cancéreux, tels que I'aspirine, la metformine, la
rapamycine, l'acide valproique sont également évalués pour leur potentiel
anti-cancéreux [210].

Dans le cas du glioblastome, de nombreuses molécules non anti-cancereuses
ont montré un potentiel thérapeutique contre le glioblastome. Dans une étude
publiée en 2012, par un criblage de chimiothéque, Hothi et al. [218] ont identifié le
disulfirame, un médicament pour traiter la dépendance a l'alcool, comme une
molécule qui montre une activité cytotoxique sur les CSGs, via une inhibition de la
voie ubiquitine-protéasome. Dans I'autre étude qui est publiée en 2014 par Kitambi
et al. [219], un criblage de chimiothéques 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 I'association (International Initiative
for Accelerated Improvement of Glioblastoma Care) ont proposé le protocole
CUSP9 qui consiste a utiliser le cocktail de 9 molécules différentes pour traiter le
glioblastome récurrent [220, 221]. Ces 9 molécules sont déja 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. Lessai 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 'industrie pharmaceutique, combinée a un besoin
médical non-satisfait, surtout dans le domaine de l'oncologie, a forcé la société a
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réfléchir sur la stratégie pour le développement de nouveaux médicaments. Le
reprofilage de médicaments qui a déja 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
colt de développement moins élevé, cette stratégie doit étre encouragée, plus
particulierement 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 I'arsenal de chimiothérapie.

4.2. Cibler les CSGs en quiescence

4.2.1. Quiescence des CSGs et résistance aux
traitements

En une décennie, depuis lintroduction du témozolomide dans le traitement
standard (protocole de Stupp) en 2005, le pronostic du glioblastome ne s’est guére
amélioré [8]. Le glioblastome reste actuellement une des tumeurs les plus malignes
chez ’'homme, avec une médiane de survie d’environ 14 mois.

Néanmoins, la derniere 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 géenes. 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 a différents degrés de
différenciation et douées de plasticité. Méme 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
rble 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 '’ADN, I'expression
des pompes defflux et I'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 méme si I'état de quiescence des CSGs ainsi que son réle 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 chimiothéque Prestwick
a ete réalisé dans notre laboratoire sur les CSGs en prolifération et en quiescence,
dans le but de trouver des petites molécules actives spécifiguement sur les CSGs
en quiescence. A notre connaissance, c’est le premier cas de criblage de
chimiothéque 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 realisée dans notre laboratoire en
laissant les cellules sans renouvellement du milieu de culture pendant 9 jours apres
un passage normal (dissociation des petites neurosphéres et changement de
milieu). L'état quiescent des cellules a été vérifié par i) le test d'incorporation de
'EdU qui mesure la synthése d’ADN dans les cellules, ii) les analyses du cycle
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cellulaire et iii) les analyses de I'expression du marqueur de prolifération Ki67 qui
ont montré une accumulation des cellules dans la phase GO.

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 I'EdU,
I'analyse du cycle cellulaire et la présence de Ki67.

La réversibilité de cet état de quiescence apporte de la pertinence a notre
modele de quiescence en montrant que les cellules en culture conservent cette
propriété des cellules souches cancéreuses in vivo. |l est généralement admis que
la sortie de I'état de quiescence est responsable (au moins partiellement) de la
récurrence des tumeurs apres traitement des patients.

Nous avons également montré que dans I'état quiescent, les cellules ont gardé
les mémes caractéristiques de CSGs que les cellules en prolifération, y compris
'expression des marqueurs de cellules souches, I'expression des marqueurs de
surface de CSGs, la capacité de différenciation in vitro, ainsi que la capacité
tumorigéne in vivo.

Les mécanismes moléculaire et cellulaire de la régulation du cycle cellulaire
dans les tumeurs de glioblastome restent encore mal connus a I'heure actuelle.
Dans une étude publiée en 2014, Patel et al. [125] ont montré par le séquencage
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 I'’hypoxie pourrait jouer un réle dans la
régulation de la quiescence. Cependant, il est bien connu que I'hypoxie tumorale
favorise aussi I'angiogenése et linvasion des cellules tumorales. Ainsi, ces
observations sont en conformité avec le modele 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; I’nypoxie tumorale favorise ensuite I'angiogenése 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 modeéle de quiescence, malgré I'absence du facteur « hypoxie »,
l'incubation des cellules dans les flaques sans renouvellement du milieu simule a
un certain degré les conditions dans les zones hypoxiques au sein de la tumeur ou
les échanges des éléments sont limités en raison d’une vascularisation aberrante.
L'accumulation des déchets métaboliques et l'accés limité aux nutriments
pourraient donc induire I'arrét du cycle cellulaire.

Il reste a déterminer jusqu’a quel degré I'état de quiescence obtenu dans nos
conditions expérimentales ressemble a I'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 suggérent que ce
modele de quiescence des CSGs est pertinent et peut étre 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 chimiothéque Prestwick sur les CSGs en
prolifération et en quiescence, notre laboratoire a identifié le bisacodyl comme la
seule molécule dans la chimiothéque 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 feetales (f-NSC). Ce travail a fait 'objet d’'une publication [205] a
laquelle je suis associée. Une grande partie des études dans le cadre de ma thése
a été consacrée a 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 11.1).

4.3.1. Mécanisme d’action décrit dans Ia
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 a I'endoscopie
digestive basse. Son activité anti-cancéreuse n’a jamais été évaluée.

L'effet laxatif du bisacodyl est di a 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. |l 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 (PGEz) [241, 242] ou de I'oxyde nitrique (NO) [243] ou I'activation
de I'adénylate cyclase de I'entérocyte [239]. LATPase Na*/K+ est impliquée dans le
transport transépithélial de Na*. La création d’un gradient osmotique causé par
I'extrusion de Na* au niveau de la membrane baso-latérale des entérocytes permet
le passage de I'eau. L'inhibition de I'enzyme par le bisacodyl induirait un effet laxatif
par rétention d’eau au niveau intestinal. Une autre étude sur le colon de rat relie
I'inhibition de I'absorption de I'eau (et par conséquent I'effet laxatif) a une inhibition
de I'expression de I'aquaporine-3 via la libération de la PGE-z par les macrophages
[244]. Chez 'homme, I'activation de I'adénylate, en produisant du cAMP modifie le
flux des électrolytes et de I'eau et diminue I'absorption des fluides. En ce qui
concerne le NO, Gaginella et al. [243] ont montré que chez le rat I'effet laxatif du
bisacodyl pouvait étre retardé par I'ester NG-nitro-L-arginine methyl (L-NAME), un
inhibiteur de la NO synthase. Afin de tester si le NO était impliqué dans I'effet
cytotoxique du bisacodyl sur les CGS, nous avons prétraitées nos cellules en
prolifération et en quiescence avec le L-NAME avant I'ajout de bisacodyl. Aucun
effet n'a été observé (résultat non présenté). Les autres cibles n’ont pas été
analysées pour linstant.

4.3.2. Role de l'acidité et de I’état de quiescence
dans [Il'activité cytotoxique du bisacodyl
/DDPM

Dans le cadre de notre projet de recherche, a l'issue du criblage, afin de
comprendre I'action spécifique du bisacodyl et de son métabolite actif DDPM sur
les CSGs en quiescence, nous avons d’abord étudié le role du milieu de culture et
pu identifier le milieu conditionné des cellules en quiescence comme un facteur
essentiel pour I'activité du bisacodyl/DDPM.

Suite a '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 I'importance du pH dans l'activité du bisacodyl/DDPM car la molécule
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est active sur les CSGs en prolifération et en quiescence dans la condition
légérement 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
méme pH.

Ces résultats peuvent ainsi répondre au moins en partie a notre question
concernant la spécificité du bisacodyl/DDPM sur les CSGs en quiescence. Deux
facteurs, l'acidité et I'état physiologique des cellules (leur quiescence), sont
responsables a 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 phénomenes et analyser linfluence de chacun dans I'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 a transmission). Nous avons
montré que la molécule induisait la mort cellulaire par nécrose, mais non par
apoptose.

4.3.3. Modification de I’état de phosphorylation

Pour appréhender les signalisations qui sous-tendent [lactivité du
bisacodyl/DDPM sur les CSGs nous avons étudié le changement de I'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 I'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 étre impliquée dans
I'activité du bisacodyl/DDPM. Laltération de I'état de phosphorylation du WNK1 a
été ensuite confirmée par des expériences de Western-Blot.

Le géne de WNK1 a été cloné en 2000 par I'équipe de Cobb [245]. Il a été
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ensuite montré en 2001 que les mutations dans le gene de WNK1 étaient
responsables d’'une forme héréditaire du syndrome d’hypertension nommée
syndrome de Gordon ou PHAII (pseudohypoaldostéronisme de type Il) [246]. C'est
pour cette raison que la plupart des études sur la kinase WNK1 ont été consacrées
a la compréhension de son réle dans la régulation du transport des ions au niveau
rénal.

La voie de signalisation concernant WNK1 la plus caractérisée jusqu’a 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, a part quelques exceptions [249].
L’équipe de Sun [189, 250] a montré que le traitement avec le témozolomide (TMZ)
induisait I'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 I'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 '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 maniére intéressante, nous avons observé que le S0859, un
inhibiteur du NBC (Na*/HCOs™ co-transporter), pouvait protéger les cellules contre
'action du DDPM. Il semble donc que ce transporteur ait un réle dans l'activité
cytotoxique du bisacodyl/DDPM sur les CSGs en quiescence. Une étude plus
approfondie doit étre 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 linstant
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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 a ce jour suggérent que lactivité 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 I'implication de WNK1 dans '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. Lidentification des cibles cellulaires du
bisacodyl/DDPM en utilisant la chromatographie d’affinité et la spectrométrie de
masse est également en cours.

4.4. Modele de macro-sphere de CSGs

Le maintien des neurospheres générées lors du test de clonalité dans des
conditions de culture optimales jusqu’a 8 semaines aprés 'ensemencement nous a
permis d’obtenir des spheres clonales de grande taille (diamétre environ 1 mm)
aussi bien avec les cellules TG1 gu’avec les cellules OB1.

Ces sphéres de grande taille représentent un modeéle de CSGs in vitro tres
intéressant pour étudier la physiologie de CSGs et pour évaluer le potentiel
thérapeutique des molécules.

4.4.1. Modele 3D dans la recherche sur le cancer

L'utilisation du modele organotypique en trois dimensions (3D) dans la
recherche biomédicale a une longue histoire [251-255]. Ces modeles ont
récemment attiré I'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 modéles 3D

Les tumeurs solides poussent dans un espace en trois dimensions. Dues a la
vascularisation tumorale qui est souvent structurellement et fonctionnellement
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anormale et a une limite de diffusion dans les tissus animaux, les différents
éléments (oxygene, nutriments, facteurs de croissance, déchets métaboliques, etc.)
sont distribués de maniére hétérogene 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 rdle
essentiel dans la régulation de I'état physiologique des cellules tumorales et de leur
réponse aux traitements [57, 274].

Dans le systeme de culture cellulaire en 2D, [I'hétérogénéité du
microenvironnement est absente car toutes les cellules sont exposées au milieu de
culture de la méme maniére. En revanche, dans les cultures en 3D, certains
aspects de I'hétérogénéité tumorale peuvent étre observés, tels que la présence de
cellules en prolifération et en quiescence, la présence d’'un gradient du proton et
d’oxygene [273].

D’ailleurs, I'interaction entre les cellules dans un espace tridimensionnel peut
influer sur la structure cellulaire, 'adhésion, la mécanotransduction ainsi que la
signalisation cellulaire en réponse a des facteurs solubles et donc le
fonctionnement des cellules en général d’'une maniére qui différe dramatiquement
des cellules dans le systéme de culture en 2D [275].

Ainsi, les études sur les cellules dans les modeles en 3D peuvent générer des
informations qui ne peuvent pas étre observées sur les cellules cultivées en 2D.

4.4.1.2. Classification des modeles en 3D

A ce jour, de nombreux modeles 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 modeles en 3D peuvent étre 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 modeles en 3D. (A) Les sphéroides de tumeur
multicellulaires sont obtenus par I'agrégation et le compactage de suspension des cellules
cultivées dans les conditions non-adhérentes. (B) Les tumorospheres sont formées par la
prolifération clonale des cellules dans le milieu de culture pour les cellules souches. (C)
Les sphéres dérivées du tissu tumoral sont générées par la dissociation partielle et le
compactage du tissu tumoral. (D) Les sphéroides organotypiques multicellulaires sont
obtenus a 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. Sphéroides de tumeur multicellulaires

Les sphéroides de tumeur multicellulaires sont obtenus par I'agrégation et le
compactage d'une suspension des cellules issues d’une lignée de cellules
cancéreuses. L'agrégation et le compactage des cellules peuvent étre réalisés par
plusieurs méthodes, telles que l'utilisation d’'un systéme de culture en rotation,
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l'utilisation des plaques de culture a tres faible adhérence (ultra-low attachment
plate), la méthode de la goutte pendante (hanging-drop) ou un petit volume de
suspension cellulaire (environ 30 pL) est déposée sur un support qui est ensuite
inversé pour former une goutte en suspension.

Ce modéle est le modéle le plus couramment utilisé et le plus caractérisé
jusqu’a présent pour la recherche en cancérologie. Dans les sphéroides avec un
diameétre supérieur a 500 um, on peut observer une zone nécrotique au centre et
une couche de cellules en prolifération a la périphérie du sphéroide, ainsi qu’une
couche intermédiaire constituée de cellules en quiescence [273]. Cette
hétérogénéité cellulaire est liée a une distribution hétérogéne des éléments tels que
'oxygéne, les nutriments et les déchets métaboliques a travers le sphéroide. La
croissance des sphéroides est caractérisée par une phase exponentielle au début
suivie par une phase de croissance ralentie.

En fonction du type de cellule utilisé et du systéme de culture, les sphéroides
de tumeur multicellulaires peuvent étre obtenus en 1 & 7 jours.

4.4.1.2.2. Tumorospheres

Les tumorosphéres sont formées par la prolifération clonale des cellules
tumorales dans la condition de culture des cellules souches. Les cellules sont
ensemencées a 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 tumorosphéres. Due a sa nature clonale, la formation des
tumorosphéres est plus lente que d’autres modeles 3D. Plusieurs semaines voire
des mois sont nécessaires pour la génération des tumorospheéres.

La méthode pour 'obtention des tumorosphéres a été initialement développée
pour l'isolement et I'expansion des cellules souches neurales et des cellules
souches cancéreuses de glioblastome. Nos sphéres de CSGs font donc partie de
ce groupe.

Par rapport aux sphéroides de tumeur multicellulaires, le modele de
tumorosphére reste moins caractérisé car la méthode a été développée pour
étudier les propriétés des cellules souches cancéreuses plutdét que pour mimer les
conditions en 3D dans les tissus tumoraux. Le degré auquel ces tumorospheres
peuvent récapituler la structure et le microenvironnement des tumeurs in vivo reste
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peu connu [273].
4.4.1.2.3. Spheéres dérivées du tissu tumoral

Contrairement aux sphéroides de tumeur multicellulaires qui sont obtenus a
partir d’'une suspension de culture cellulaire, les spheres dérivées du tissu tumoral
sont obtenues a 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 sphéres sont formées par le compactage et le
remodelage des cellules tumorales.

Une propriété majeure de ce modele est sa capacité de mimer la tumeur
parentale sur le plan histologique et au niveau de I'expression des genes. D’ailleurs,
la fraction des cellules en prolifération dans ces sphéres est plus proche de celle
observée in vivo dans les tumeurs, contrairement aux sphéroides de tumeur
multicellulaires qui montrent une capacité de prolifération extensive, probablement
due a une sélection lors de la culture cellulaire in vitro [273].

4.4.1.2.4. Sphéroides organotypiques multicellulaires

Le modéle de sphéroide organotypique multicellulaire est trés proche du
modeéle d’explant qui consiste a cultiver les fragments de tumeur ex vivo sans
dissociation, contrairement au modele de sphére dérivée du tissu tumoral.

Pour générer ces sphéroides, le fragment de tumeur est coupé en petits
morceaux de 0,3 a 0,8 mm, puis incubé dans une flasque recouvert par 0,75%
d’agar avec le milieu de culture. Aprés 1 a 2 semaines, les fragments de tissu vont
s’arrondir et former des sphéroides organotypiques multicellulaires.

Méme si ce modele reste relativement peu caractérise, il est bien reconnu que
ces sphéroides récapitulent I'hétérogénéité originale de tumeur en gardant les
constituants du stroma tumoral. La fraction des cellules en prolifération dans les
sphéroides est proche aussi de celle in vivo dans les tumeurs. En plus, le profil de
'expression des géenes de ce modele est stable et plus représentatif de la tumeur
parentale que la culture primaire a court terme.
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4.4.2. Caractérisation des macro-spheres de
CSGs TG1 et OB1

4.4.2.1. Cinétique de croissance et hétérogénéité des
spheres

Pour obtenir des spheres clonales de grande taille (diameétre d’environ 1mm) a
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 premiéres semaines, le nombre de cellules dans la sphére augmente
de maniere exponentielle. Puis, aprés 4 semaines, la croissance ralentit avec
apparition d’'une zone nécrotique au centre de la sphere dont la taille augmente
avec la taille des sphéres.

Ces observations suggeéerent que la prolifération des cellules dans la sphére
n’est pas limitée au début lors de la croissance de la sphére parce que toutes les
cellules ont suffisamment de ressources pour la prolifération et I'évacuation des
déchets métaboliques produits par les cellules est efficace. Cependant, lorsque les
sphéres atteignent une certaine taille (diametre de 400-500 um), les cellules dans
la partie extérieure de la sphere peuvent continuer a proliférer alors que les cellules
au centre de la sphére arrétent leur division car les ressources deviennent
limitantes pour leur prolifération, en raison de la barriére physique constituée par
les cellules dans la partie extérieure de la sphere. Un manque de nutriments et
d’oxygene, combinée a une accumulation des déchets métaboliques, induisent
I'arrét 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-spheres. Comme indiqué dans le Figure 42 et Figure 54 ci-dessous, la
sphere peut étre 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 sphére de CSG a la tumeur de glioblastome. (A)
Coupe de sphére TG1 avec la coloration Hématoxyline & Eosine. Echelle : 200 um. (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 sphéres a celles des tumeurs
solides. Ainsi la présence de zones nécrotiques liée a l'ischémie résultant d’un
désequilibre entre prolifération cellulaire et néovasculatisation est une
caractéristique de tumeurs trés agressives [276-279]. De méme, 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 a une hypoxie sévere. La structure en pseudo-palissade est considérée
comme une couche des cellules en train de migrer a I'extérieur vers les vaisseaux
sanguins fonctionnels [139, 140, 280]. Ainsi I'hnétérogénéité de microenvironnement
observée dans nos spheres mime celle retrouvée au sein des tumeurs dans
lesquelles la vascularisation est insuffisante pour assurer I'apport d’'oxygene et de
nutriments et évacuer les déchets métaboliques.

L'observation que les transporteurs de glucose GLUT-1 et GLUT-3 soient
preférentiellement exprimés dans les cellules a lintérieur de la sphéere est
€galement a signaler. En fait, pour supporter leur croissance, les cellules tumorales
consomment une grande quantité de glucose pour maintenir un flux glycolytique
éleve, un phénomene appelé « effet Warburg ». Cette caractéristique est exploitée
en clinique pour le diagnostic et la surveillance métabolique de tumeur par
tomographie a émission de positons (TEP) avec le ['®F] désoxyglucose. Le glucose
entre dans les cellules par la diffusion facilitée a I'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 ou son niveau d’expression est
inversement proportionnel a 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 I'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 confere aux CSGs un avantage de survie dans les conditions de
stress. L'expression du GLUT-3 est aussi associée a un mauvais pronostic des
patients atteints de glioblastome [281].

L'observation que ces deux transporteurs soient surexprimés dans les cellules
a l'intérieur de la sphére est en accord avec I'environnement austere auquel elles
sont confrontées avec des apports en glucose et en oxygéne limités. Leur présence
traduit 'adaptation des CSGs aux conditions environnementales et leur plasticité.

L’hétérogénéité microenvironnementale et cellulaire que nous avons montrée
dans les macro-spheres est similaire a celle qui est observée dans le modele de
sphéroide de tumeur multicellulaire (4.4.1.2.1.). Néanmoins, cette hétérogénéité
n'a jamais été décrite dans le modele de tumorosphere constituée de cellule
souche cancereuse. A notre connaissance, notre modéle représente le premier
modele de sphere de grande taille formée avec les cellules souches cancéreuse
qui récapitule les caractéristiques d’hétérogénéité des tumeurs in vivo.

4.43. Action du bisacodyl/DDPM sur les
macro-spheres de CSGs

Comme les macro-sphéres de CSGs récapitulent I'hétérogénéité
microenvironnementale et cellulaire de tumeurs, elles représentent un modéle
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 lorsgqu’elles se trouvent dans des conditions Iégérement acides ou dans
un état de quiescence.

Le DDPM est également actif sur les macrospheéres clonales formées avec les
cellules TG1 et OB1, dans des conditions ou le milieu de culture dans lequel

141



baignent les spheres est du milieu NS34 frais, sans acidification. L'examen de
coupes de sphéres traitées au DDPM (Figure 44) suggere que I'effet de la molécule
s’exerce a partir de I'intérieur de la sphére.

Nous avons montré par immuno-marquage avec I'anticorps anti-Ki67 que les
cellules a l'intérieur de la sphere sont dans un état de quiescence. Il est intéressant
de comparer I'état de quiescence dans la culture classique et I'état de quiescence
dans les macrospheres. Les deux conditions de quiescence sont liées a 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 deuxieme cas, il est d0 a la barriere physique
constituée de cellules a la périphérie de la sphere qui limite les échanges des
éléments entre le milieu de culture et les cellules a l'intérieur.

Dans la condition de culture classique, I'état de quiescence est accompagné
d’une acidification du milieu qui est essentielle pour lactivité cytotoxique du
bisacodyl/DDPM. Dans les sphéres de grande taille, nous pouvons aussi supposer
gu’il existe un gradient de protons dans la sphére et que ce gradient pourrait
renforcer I'action du DDPM.

L'équipe du Dr Swietach [206, 207] a montré I'existence d’un gradient de
protons dans les sphéroides (diametre de 400-500 um) 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 a I'étude de nos
macrosphéres. Aucun résultat n’a pu étre obtenu, en raison de la taille des sphéeres
qui empéche la pénétration de la lumiére laser. D’autres expériences basées sur la
RMN font état d’'une acidification intraspheroidale avec, pour des sphéeres de 600
um, 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 empéche I'évacuation des protons. Ces observations
nous permettent d’admettre que le microenvironnement a l'intérieur de nos sphéres
est également acide.

Nous avons également montré que les macrospheres présentaient une zone
hypoxique qui favorise la quiescence des cellules et I'acidification du pH.
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En exploitant la capacité d’auto-renouvellement extensive de nos cellules,
nous avons pu générer des macrospheres clonales de grande taille, un modéle
original de CSGs qui récapitule [I'hétérogénéité tumorale et notamment
'hétérogénéité du microenvironnement caractérisée par une distribution
hétérogéne de I'oxygéene, des nutriments et des protons; I’hétérogénéité cellulaire
(état de prolifération, expression des transporteurs de glucose). Ces
caractéristigues miment remarquablement celles retrouvées au sein des tumeurs in
vivo.

Le DDPM agit sur les cellules composant la sphére et notamment sur celles se
trouvant a l'intérieur. Nous avons montré que lintégrité de la structure était
nécessaire a l'activité de la molécule, puisque l'altération de cette intégrité par
simple dissociation mécanique rend les cellules de la sphere 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 a
cibler et de nombreuses molécules soient n’'y accédent pas, soit sont inactivées
notamment a cause de l'acidité (cas des molécules basiques) [283]. Le DDPM
remplit les propriétés recherchées pour de nouvelles molécules a activité
anti-tumorale. Cette activité environnement-dépendante est d’autant plus
intéressante qu’elle confére a la molécule une spécificité d’action cytotoxique dans
le  micronenvironnement  particulier  relativement  caractéristique  du
microenvironnement intratumoral.

A notre connaissance, ce modele de macrospheres clonales est le premier a
avoir été caractérisée de maniere aussi détaillée et a avoir été utilisé pour montrer
lactivité sélective dune molécule dont [lactivité est dépendante du
microenvironnement tumoral.

Le fait que ces macrosphéres clonales constituent des modéles in vitro
pertinents est renforcé par les résultats de I'activité in vivo du bisacodyl montrant un
ralentissement significatif du développement tumoral et une augmentation
consequente 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
méme l'activité de la molécule devra étre testée sur des CSGs isolées d’'un nombre
plus important de patients. A cette étude de I'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 a 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 modele 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, I'acidité et I'hnypoxie du microenvironnement, ce
qui rend notre molécule trés intéressante car il est devenu de plus en plus clair que
tous ces facteurs intrinseques et environnementaux des cellules tumorales peuvent
influencer la réponse thérapeutique des tumeurs et doivent étre 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 a
I'hétérogénéité tumorale. Cette hétérogénéité pourrait étre expliquée par la théorie
de cellule souche cancéreuse (CSC) qui assimile la tumeur a 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 des sa
proposition au début du 21¢ siecle, la présence des cellules tumorales qui sont plus
immatures et possedent 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 I'évolution dynamique des tumeurs, il
est bien reconnu que la notion de cellule souche cancéreuse est une description de
I'état des cellules plutét qu’a une description de I'identité cellulaire.

L'hétérogénéité tumorale peut étre également reflétée au niveau du
microenvironnement tumoral. En raison d’'une vascularisation tumorale chaotique et
d'une diffusion limitée, la distribution des nutriments, oxygene, facteurs de
croissance, déchets métaboliques, et autres éléements est hétérogéne 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 I'acidité sont parmi les
caractéristigues du microenvironnement tumoral les plus importants et les plus
étudiées jusqu’a présent.

[l faut noter que ces deux aspects de I'hétérogénéité tumorale, I'état des
cellules et le microenvironnement, sont inséparables. Leur interaction est souvent
bidirectionnelle. D’un co6té, l'état des cellules tumorales peut moduler le
microenvironnement. Par exemple, la croissance rapide des tumeurs peut créer un
environnement hypoxique et acide. De [lautre c6té, 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 I'association qui est souvent observée entre I'’hypoxie et
I'état souche des cellules dans les tumeurs de glioblastome et d’autres tumeurs
solides. L’hypoxie tumorale peut aussi jouer un rble dans la régulation de la
quiescence des cellules.

La plasticité des cellules tumorales, la variation dynamique du
microenvironnement ainsi que leur interaction réciproque, reflétent la nature
évolutive du développement des tumeurs et sont a l'origine de I'hétérogénéité
tumorale.

4.5.2. Stratégies thérapeutiques ciblant le
microenvironnement tumoral

Jusqu’a tres 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 tres limitée du pronostic et a une
accumulation de notre connaissance sur le réle du microenvironnement dans
I'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 a montrer des résultats prometteurs.

L’hypoxie tumorale est une des caractéristiques du microenvironnement
tumoral les plus ciblées directement ou exploitées a 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 a la condition
hypoxique, ont montré des effets antiprolifératifs et antiangiogéniques dans des
études précliniques [284-287]. Lautre stratégie exploitant I'hypoxie tumorale
consiste a développer des pro-drogues qui peuvent étre 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 premiére stratégie consiste a 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 libérent 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 linstant. Pourtant, son mode d’action original (dépendance de
I'acidité, I'hypoxie et la quiescence) permet de cibler les CSGs de maniéere plus
efficace et plus spécifique, en prenant en compte I'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 '’homme. Malgré
une accumulation remarquable de connaissances sur la physiopathologie de ces
tumeurs au cours de la derniére décennie, le pronostic du glioblastome ne s’est pas
amélioré depuis '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 a 5 ans a 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 a 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 rdle essentiel dans leur résistance aux
traitements. Pourtant, cet état de quiescence reste relativement peu exploité
jusqu’a présent sur le plan thérapeutique. C’est pour cette raison qu’un criblage
différentiel de la chimiothéque 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 chimiotheque 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 méme profil que
le bisacodyl sur les cellules testées.
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Nous avons ensuite montré que 'action spécifique du bisacodyl/DDPM sur les
CSGs en quiescence était due a la dépendance de son activité de deux facteurs,
l'acidité (pH 6,0 — 6,6) et I'état de quiescence des cellules.

Nous avons également établi un modéle 3D des CSGs, les macro-spheres
clonales. Ce modele récapitule de maniére remarquable des caractéristiques de
'hétérogénéité des tumeurs in vivo, au niveau cellulaire ainsi qu’au niveau
microenvironnemental. Le DDPM agit sur les cellules constituant la sphére et plus

particulierement sur celles a [lintérieur 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 modéle 3D, rend cette
molécule trés 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 a cibler car de nombreuses molécules n’'y
accédent pas ou elles sont inactivées notamment a cause de I'acidité
(cas des molécules basiques).

4) L'activité environnement-dépendante confére 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 barriere hémato-encéphalique. Elle ralentit le
développement des tumeurs dans un modéle 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 hétérogéne des tumeurs de glioblastome, I'activité de la
molécule devra étre testée sur des CSGs isolées d’un nombre plus important de
patients.

De méme, 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 I'ordre de 5 — 10%), il sera nécessaire de refaire
des études de toxicité et évaluer I'effet laxatif de la molécule apres 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 synthése de nouvelles molécules ne
présentant pas 'activité laxative.

L’ensemble de notre étude a révélé une molécule douée d’'une activité tout a
fait originale, ciblant le cceur hypoxique et acide des tumeurs de glioblastome et
peut-étre des tumeurs solides de maniere 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 a partir
d’Albizia lebbeck
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6. Etude bio-guidée et isolement d’une
molécule active sur le CSGs a partir
d’Albizia lebbeck

Avec I'objectif d’'identifier d’autres molécules actives sur les CSGs, nous avons
collaboré avec I'équipe de Pharmacognosie de 'TUMR7200 et plus particulierement
avec des membres de I'équipe travaillant sur I'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 cceur 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 espéce pantropicale
originaire de I'Asie du Sud et actuellement présente dans de nombreuses régions
tropicales et subtropicales. La plante, essentiellement I'’écorce du tronc et les
feuilles, est utilisée en médecine traditionnelle entre autre comme astrigent, tonique,
antiinflammatoire, antidiarrnéique, 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 especes Albizia lebbeck et A. boromoensis.

Parallelement a mon travail sur le bisacodyl, jai 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 I'acide acacique ont été identifiés et purifiés
a 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-a-vis des cellules U87
MG avec une EC50 de 3,5 uM et 2,1 uM, respectivement et vis-a-vis des CSGs
TG1 de 1,36 uM et 2,24 uM, respectivement.

Les résultats obtenus ont fait I'objet de deux publications [304, 305] présentées
dans 8.1.2 Annexe 1.2 p 252 et 8.1.3 Annexe 1.3 p 261.

Il serait a présent intéressant de tester ces molécules sur d’autres types de
cellules cancéreuses et non cancéreuses afin d’évaluer leur spécificité d’action. De
méme le mécanisme par lequel elles induisent la mort cellulaire devra étre
déterminé. Il pourra étre comparé aux mecanismes d’action rapportés dans la
littérature pour les avicines D et G (activité pro-apototique, antiinflammatoire et
antioxydante) [298-301].
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8.1. Annexe | 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.
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Function Relationship Studies Identify
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Abstract

Cancer sieme-like celis reswde in hypoxic ang elighitty aoudic wmar mchas. Sueh miorosn-
ronmerts tevar more eggressive undiferentiated ohenotyoes and & slow growing "guies-
con: siain which presenes thern from chematherapeuts agents that essontially tange
prodifarating oelis. Cur obyective was o ioentify compounds gctve on glicolastoma stem-like
gallg, Including uncor congliiens thal mimick thess found M wea wihin this most soveng anc
incurable tormm of brein malignancy . We screarar the Presteick Libany b identily cytodoxin
campaunds tfowards glichlaztoma siem-like celis, gither in 8 prolifersting &zba orin more
sow-growing "guiescent’ phanciype msuling fom nom-rencwal of the culteg modium
witra. Compound sffects wers assassed by ATP-leval dezermination using 3 cell-baged
assay, Tweny actve molecules belanging to different prasmacologicst classes have thus
bean identified. Among thosea, the shmulant [2xative drug oisscody! was tha eale to inhikitin
a potent and specific mannis the surdival of quiescent glioblastoma stem-le cells. Subse-
quent srusiure-lunctlion relatlonshnip sudies led to dentification of 4,4-dinydroxyvdiphom-
2-pyrridy-mgthans (DOPM|, the deacstyiaied lorm of bisacodyl, as the oharmacophore. To
aur knowledge, beacody! [ cumeatly the only krawn compound targeing glicolasioma
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cancer siem-lke oaliz Inthalr quiescent, mare resistant state, Due 1o ks known non-iexiity
in nwmans, bisacody| SppBEErE 85 8 new noteniial ant-tumor agent that may, in associatinn
with classical chemotharapeutic compounds, particoale in tumer eracication,

Introduction

Because nf eir localin, invasiveness aod resisiance o standerd therapies, Im&IInE nullg,lu.uL
brain turmors ie challenging, | his is especially troe for iioblastoma (GEM), e must commos
and kigh arade form of plioma [, 27, Current phiohlastoms treatments combine surgery, radio-
Mherapy dnd clenutBeniy with emneslomide, 4 TN A-alkvlatiag agent [4] Desgite multiple
therepenn: appropches, medisn survival of plioslestoms patients rurely weoweds 2 vears ™4,

Gilintilasiomas e hislnpatinlogically heterogenanas will cells charactarnized by varicus
degrees of proliferative ability, differeatiation wnd/or invasiveness. I the past veurs. the cancer
stem cell mosde: was propnsed te explain twmor keteragenaily [3-7 . A subprpudation of malig-
mant cancer sterm-llee cells, with tumor-propegatap, sef-repewl and differentistion capect
fles, was frst fsoluted and chanwleneed fom henmaloppeoc malighencies [B and
srbsegquently rorm solid tumors of te beain and other orpans [6] In eddition, numerons -
s suppndd e paiticipation of tinces glent-Lke cells in umer recurrences afler treatmaent.
Uliolastome stemn-live cells (G250} are more resistane (o rediation-indvced spoptosis and sur-
vive cleimitherapy Bornugh increased expeassion of drug ransporiees, Fieally, imigsairad func
tieming of spoptotic pethvays has bern deserved in these cells 191,

Lhus, to e effeciive, cencer trearmeats should el turpet cencer stem-lie cells, eicher e
kil mg tham ne by forcing them o scquies o differentiated stale nore sensitve 1o conventingal
Ireatments |5, 10], ln this comtext, difterent strategies have been msed to tampet such celiy
[0 =14 B far, howweeer, moat publizhed dataalival fiading imodecules eegeting prolifenling
ot stem-like cells despite increasing evidence arguing in favor of the existence of relativehy
quiescent eanges steni-like cells within e tumer bulk s 11 Slowly proliferating cetls
with gtem cell properiie: and tumioz-initiacion ability were identified 1o soveral solid tamors
Iciding v, liver, breast cancer and melannma | 5= 18], T additon, @ slow-cpeling stem
vl subpopuletion from pancreatic ad enocercinoms has seen shown to be ecndowed with
tncresed tunensigenic and [nvasove prtental ek comgased with taster-cycling cells from the
same tumoers || 9] More impeniamtly, the anisscent state may comrribate o the resistance of
cameer stem-like cells w current chemotherapeate agents. it was shown that lenkemic stem
cella siervive | e danimnt G phase of the cell cvdle after chermitherspy and thal relapaes
and metastases of dreast cancer odten occur after long intervals, sugesting un involbwement of
cells Ima deep dormant phise | 2020 Moreover, severasatietes nave rzported the resisiance
to conventionil treatments of relatively quisscent celis from vvirian, bresst and pancreane
tsmgsrs | L] Thies, Dhere isa greal need to Mind new drugs that Farget boch peoliferating and
guiczcent tumor stem-like cells

Wil the aim of tracking chentical comprunds with the alorementingaed propesties, we
sipeened the Pregtwics Librury, vsing petient Jerrend humen GSCs, The activite of the corm-
praancs was evaluated oa bath proliferabog cells and on cells grown under condilians lavaning
thetr guiescence, Must 2t compeunds were active tncer 2oth conditions and showed cpotox-
ity bovaurnds contnl cell types nchading heman poliseeastrocvies (HA celsiand non-cancer
Dwisan fetal neweal stens cells (F-MRCE)L Intevestingly, nea drup, Heacody), showed high apesi-
fictby towares quaescent (305 Subscguen: strpcoene-funstion nenhonship stucies wentified
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A A -divpdenxvd ipiheny b 2-pyridyl-methane (DPM], the metabolite of Disacndvl s the mini-
mil pharmecophore carmag activity, Because of it speciic achivily prodile, sisscocy: sppears
agn potential chemntherapeatic agent, hle o Lirgef the particulerly wwsigant quisicent cinger
sem-iee ool present within human tarmors, that may be used ey wdjueant in o melb-therapy
approach.

Materials and Methods
Materials
Biaacedyl {14 -diacatveedi phenyi-2-paridvl-mathane; CAS auntber: &03-50-97 and TIPM

|4.4'-dibveroxyciphenyi-2-poridyl-metheoe CAS number 603-41-8) also called D0 IR (bis-
(- Tydrooyphanyl ) pyridvl-2- matvane | were purchased feam Sigma-Aldelch.

Ethics statement

‘Lhe biomedical research wae conducted according to the declaration of elsnkd, to the French
lws i wos s prevced byt natications] reviow lvard of Sainte Anne Hospital, Paris, France,
Patients have mven written informed consent Iselation and chaructesization of neural stem
cella Trsin hanan lelal brain ot emdrinma day 0-55 (Carnegie slage 1 9-22] were performed
nnder ethical spprovel from the Universite Paris- Descartes miernel review board veing tssue
donated with witted Infremied conseit aftes elective wrmination of pragnancy.

Cell culture

Cligtaleatama [WH grade TV glicinad stern-like cells{TO L, TG & and OB GRC8] were
derrved from tmmor samples of 3 petients (samte Anne Lospital, Pans, France], gs previonslby
degcribed [21], and expanded sy neamephere colivres, Lo profiferating cultweey, neorospheres
were mechanicaliy diasnciated i single-cell suspensions twice o week, (uleszent cells were
vbtained by non-renewn: of the mediam for 9- 16 davs iolowmg coll seeding, Lypenmenta:
Jrrniedaies aqed o pheantypiaaly wnd fnnctisnally charsieelse pealiferaling snd quiescent
{350 ure described in the phenotypic and finctional cham cterization section of Materials and
les b,

Primiiry suman astrocytes |1LA cdls) were vxpanded 12 AM Medivm (fom Scieniiell
Tesearch Taboralos es, t'arhlmd{lkll‘rﬁl'l'.h} u.n.mjldlng_ s e manuictures & pslracHons.

Linrran embrronic Hdnev 293 oells (1 IEK 293 cellst were expanded in minimem essential
mediuin with Zmb Leglutamlne, (80 T - 100 ggfml ganicillin-steepiomycdn and 10% FRE,

Lluman feta! nevral stern celis (- WSCs) were isolaterd and cultured ss previously described
124]

Hurman brain tumer cells U-87 80 (Americin Type Coltore Collectom, AL were
wipanded m A LCC complete orowth medium according 1o (e minufacres's mstructions,

Whastes and work ing cell hanes waee astanlahed for all cell tepes Cells were wied at detined
ranges of cxll passages. Ad duzonal information concerning cell source, handling end resvwrce
abaring lninrmation s provided in 51 Talde

Phenotypic and functional characterization of G5Cs

Messorements of cell cycle, cell preliferative activity and cell viability, TNA synihesis
actvity of TG L and QU] C5Cs at different conditions (1-16 daye withowt medivm renowil, 7
days winhout medias revewal fnflowsd by medin change ot day % and day 12 was zsssssed
with tee Click-IT Bl [s-ehpnet-2-deesryuriding) Flow Crtometry dagay Bl Tom Tnvilragan.
Ll viamality wag messared neing 7-AAD mcloded o this ki,
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Foor Ki-a7 exgression atisdies and cell cvcie analvais esing propidium indide stainlag, wlis
were prrmeebilized and fixed i 70% ethanal at -20°C for Zh They were then incobated wath
FIT compugates Ki-a% i ant-tuman andbody | Tife technologies, MHERER0 1] o FITC-
comjumted moeee 0] isotvpe comtrol (L technolopies, MOGLOL) as moor: tempersture fue
Hrovon. After g trestment with 10 pgfml, Wase & and 20 ppiml ol peapidium iodide fne 30
i &¢ Toom tepersEiire, cells were engdveed on a FACSCalibur fow cytormeter {30
Bivmciences),

Lxpression of opoptosis andd coll cycle reluted penes,  Toral 234 wes olated from 5-10
® 107 TG o ORL GBS uslng the TRT Reagent {Furnmedes, France) acenrding 10 the mini-
Fafuses s istsudtians, BNesay mind kit cocamns [QLAGEN) wers wad Far fuither purification
of the BMA summples. el were used in the following conditions: prolifecating, quisscent [9
s withnet medinm renewl} and proliferaling sfier quisscence cneresponding w quisicent
cells 19 days withont medinm renewal) reintraduced nto o prolitenting medium for 1-4 Gays,
Manallrop KO- 1000 {Talitech) was dsed for abaorplion spectra anaiysds and TMA purity
AssessIment, Absurpton ratioy A0 AN pnd AZ60/AZT0 were compristid bretwers 18 and
L1 BNA concentratng was determined aaing the Crzbil Hlucrmeter and the CQuant-ic TN A
Ascar Kil from Inviiregen. S A dnteprity wis Rarther evasaated with an Agabent 2100 Biosnaly-
st and te ANA G000 TabChip kit Cnly THA swith 2 RRA Tntegrity Number (RTN) kigher
than ¥ wie prucesied (2100 expert software, Agilent Lechooiomes] | g of el BINA was
reverse transsibed ta single-stranded cTNA wseng the Higs Capacity (TP A Reverse Tran-
seription kit (Applied Biosestoms, Life | echnologes), Heal-time PUR analess was pecformed
with imdiviciel 'l agMen pene exprewion aseavs in an AU Prisms 70000 appacaios | Applisd
Bivawvatens, Tile Technalogies] using standard experimantal conditicens designed by e -
facturer, ladoacnal assay [ aze as follows: p53 1is 0103424%-m1; BAR: [ 1=00180208-m1;
P2l Hr 0355788 | Resuils wera moruilized to the (85 (MNA espressionn levels determined
in ul conditions, Feults are shown ae mean L S0 of two independent expetiments.

Sengscence evaluation, Senescence-associted [i-pelaciosldase (RA-J-gal) activity was
eximnined with Celleler Senescence Ay it (hderch Millipore, A ADDZ aooording to the
manafacturers profocol. Brizily, celis were fxed with paraformialdelivce-hased Firing Salution
for 10 min at roermn temperature snd then incabated with SA-f-pgal Detection Solution gt 37°C
ervariright betire micioscopy sxanniialben. T-87 M0 cell treated with 100 M TMT foe 5 days
were peeid a5 8 pomtive control,

Expresadien of stemness, plorlpotency and dliferenthation markers. Toghan (TCR
Assaye (Applied Bivsvstems, Lile Technologes ) were used for determination of stemnes sad
difereniiation murker mENA expresgion becels ps ndicetsd in 50 Methocs, ¥ alidation of pene
expresgion lavels for snme genes JTFITR L HalP05 13Y-51, GREEL: HalDli0deh -], NARNO:
LI=043996 1 0-p 1 | with individuzl peoe expression sssavy (ipplied Bosystime, Life 'Lechnole-
gies) was perlormed s described In e expression of apoptogis and cell cvcle relaled genes sec-
tiem of Maternls snd Methods, The percentage of prolifersting and quisscent cells expressing
thie Nanng prota [antleody e RETY was determlned by FACS analvsis 150 Methnds]

Lxpression of surfuce markers, clonnl, i witro differentiation and i vive engraftment
peoperties.  Surrace marses eepressien, clonel progeeiles of both prodferaning and quesen
cells, s veell as their i atro differentistion abdity and their in v engraftment properiies,

were asesied m’..:n:’d'irlﬂ Lo 52, 53, 54 and 53 Meshods, reapect velv.

Primary and secandary chemical screens

The Prestwick Tileary jcommersialived by Prescwick Chemical} used in this screen i com-
posed of 1120 of-patenr crops (moedy DA -approved ) and wome naturel subsameors,
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Preiferating or queescent TG GRCa were seeded (30 000 and 40 600 viable cella'well, e pec-
tively) mto %6-well opague bottom plates (Gretner) vath the Biomes FX robot (Beckman Coul-
tasl. Fach cnmpownd feoen the Prestwick Tiheary was thed adided (Bna concanteatinn: i g3
1% DO, Lach melecole was tested onee. Mepagve contool wells {22/95 per assur plate) con-
tainad cells |reated with 1% TR0 (el concentretian)ead posntive contrnl wells (4759 par
agsav plate) contained cells treated with the fungal twedn ophiobolin A (Shrma Aldoch! at
0wt 1% TIMERG, Ophialoln A sovistozic botl o pealiferting end quiescent G50,
Belative A LP Jevels were meusvred 24 honrs later using the Cellliter-Crlo reagent [ Promaga)
acenrding tn the manutachuser's matinetions, Tumitescence (o esch well was meagured with
Phie Wictesrd plate reader {PerkinBlner).

Pelatiee AUF levels in cach well werpe Getermined =y citlmelating the pereentage of lumines-
cent signal v the well with respect o the aversge ssgnal messured in negacive camtenl wells.
Compammnils wery considered as hits if relasies A TP levele in the respectore wells were Jess then
F%andfor f the correxpanding lumingacent sighal was lower than tne mezn signal of negative
ciomtral wells minwes 5 Hmes the stendirg devialion fom LDns value

Trinary sereen [t wers further lested tn duplicate, gl twa concentrations (50 and 5 phd)
on protiferating and quicseent 1051 G8Cs Cell platng and reatment with componnds were 23
far the primary soresi Hi sebectiondons femation celterh fin quiescent cells were as Segcribed
aboe, e (oA higher varisbditr oo proliferating cvls” assay platey, compoands were consid-
ered wx Bits i1 e correspoading luminescent sigasl was lower han the mean signatol negative
control wells minus only 3 times the sandard deviation from iz velue

Sereon reliability was evaloated = the £ fcroc [ 23] furench assav plate. L 5e median 2 fe-
bt wese OURT B and (LG8 for tie primary and secondary sureens, seqpectively. Resulla were
{aken o accounr only i 0.5,

Dose-response curves and EC;, determination

Hits were validared by perfinming dese-resprimse curves na the viaslling of Pmllier:lellg.md
guicscent 13 alls under conditions simitlée (oell density, time of treatment) to those wsed for
the provary and secondiry screens (n = 3).

Uk Loy vidue was determined for each compound by Atting the ety points seoording o
the foflowling equalion:

B & [
AL
i [.1:-,1;._”I

where y regrzsents the expected response, € 15 the coemizal compnund concantiation, 8., ead
Snen &0% e maximm imd misirmom responses recosder, respectively and =18 e Ll coefh-
crant, Curve Titthng was perlormed asing Miceasall Fxcel Salval’ component.

similer doss reapomse corves were periormed wiing 50 tosated from G5 of twe otter
patients { T4 1A wnd OF GAHCA] grown under posiferating and quisscest conditions. Dose
TespUmnLe curvis wore mlso performed vsing SN0 100000 cellefwell) LIFK 295 and | LA cells
[l GO0 ceilswell )

Cell viability measuremenis

Froliferating and quiescent TG cells and LA cells were treated with Sisecodyl {10 wbd, 1%
TIMRO fior TG celisg S0, 1% TINGSO) Hor FIA cellsd For 24 hiowrs, Cell martality was evalu-
ated by frypan Blee stainkag (0 1% (o) Control calls werea incubated for 24 hauss in their
mecinm 1 the abeenor or presence of 1% DIMEO,
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Evaluation of bisacody! stability in cells' medium

Blarendyt wes dissalved b Feshily peepared TO | cultore teditan or quiescent TG| condi-
tiemesd enlbure medinm ot o Gnal concentmation of 10 pM i 1% DRSO The solution was kept
af oo lempeature. AL given Limes (2 i, 2h, 35, fnand 24h ) aliquetsol | a0 gl were lakean
annd mbzeed with 130 ko of scotonitmly in order to precipiste proteine, After vorexdng the mix
fure was conbeileged at 13 D00 for 10 mii Superiaiant werganalyeed iy BTLE using & xine-
bex 260 18 100A (30x:6 mm) columan Areas under the compound elution peaks were veed
e qzant Tication. Meference solutiong of haaoody] nr Gerivatoves were uied o calibratinn,
Rigacoalyl, [l mnnnester derbeative and the bl-phesalc form [T werd aluted af L7 win,
1.56 min and .33 min, respectively.

Synthesis of bisacodyl and bisacodyl derivalives

{ommercially avadlasle bisacodyl and DD#M cowd alse be synthesized according 1o our
repiried pracedures (G Malhinds}. General mathads Tor hua:m:lj'l wnd bisacody| dervatlve
symthesis and reaction schemes sre sven a: supporting information (50 Metiods ) LIPLEC-MS
chiamatograms of all the comprunds with the ewception of commercizl noes sre prasentzd i
W Mvlethiode

Dose-responsea curves and EC50 calculations for SAR studies

A1 chericdl comprands synthasized were dissolved in DRED o obtain 10 mM ook
solutions,

Praliterating or quisscent TG cells were seeded i S0 pT, of thelr mespective madia A
and 40 000 viable celdsiwell, rovprotively] o 96-wiel opague Bottorm plates (Gosiner, Courte-
boewl, France). Compound reatrment was perfnrmed by adding ¥ pl of compound salucings

{in the presence of 2% DiSCrin culture medinm ). Megative sonteol wells contnned oells
treated with 1% TIMAD and positive enateol wells coatained celis teeated with the antihista-
minic drug T erfenedine |59 ) (R10- L RLENDY which was identified during the sceening
s and arown 1o he cytomnsic bl the cell Tvpes wsed b this gtudy, ATP bevels were ines-
swred 20 later and FCop values were determined es desoeied shove, Al compounds wiere
tested in trivhicate in sach saperiment, Independent experiments were perormed at least twice
far ademanl all of the compounds.

Resulis
Quiescence of glioblastoma stem-like cells in witro

Prodiferating TGEGRCA {Fig AL left panel) were previously selected and expanded in cullure
throwgs: the nenrosphere assav. 'L hese cells were extencively chamcterized and showed long-
teem self-ranewal, cona propertesand ability to imithale tumer fasmslnn 6 ttee s fufil-
inp the orirers of tumor stem-Jke cells [23], Vo achieve quiescenor of 'LG1 UG5S i i, poo-
T.'r'ErnIIuE_ntl'J.q wete seeded (day (0 and left wiiliout reediun renewal, RatT [corporation asd
T-AAD staining were nstd to assess cell proliteration and vebility, GSCe mameained in coltere
ug by T datys witiial meadium sengwiel wene monploingeally sinlae to thedr pealiferating
counterparts, Lhey form neumspheres U 1) whick sl day 9 wepe similar o those formed
undet prolifersbog condilnns and shightzy banzer al day 16 AL cay O, sl after cell passaging,
50-60% of the cells Incorporated LU (Fig L8). (e percentage of cells going throwih the 5
|bvase Dpcrezssed sigmificantly af daya 1 and 2 and Hren eturied to it feveds by day 1, 4
iarked decrease was ahserved between daye 4 and 8. The dow level of T/NA svndiesis activity
messared ot day 8 remmmned almost smilar between dovs 8 and 16, VUL TGS wablity
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Fig 1. EdU incorporation and cell viability messurements on proliferating and quiesoent TG and 081 GSCs mnntmned v, 04 I e aleence
o e (NS caliuee wesdioen; proifersnn TG G500 (P TE1) proe as reorspberss (e carel). Sangrelilending quissemenl 721 GS0s an geraated
d v by lasing sl withio modiuer chizge for 316 sy (ocdcba panel 08 quiescend TG tets gl paeie O guivscenl TR el Bl Sans,
100 . (3 EdU ncouporalion v TG (Black rangles) ard S0 GR0s" DNA b wie fdisrgles) o withaal ritdier newraal ot 118 g ar i ol
arow Wbt medium renewal o0 5 dews and et eusiacted o freely prapared cultars meaiu T &l days 9and 137G 1 celle oranga friangles; U5 cally
gresn inargles) S98sua sracom &k 13T o Irdepardent axpenmsnts. (Y Sumdualal 3] CEUS QIoWT M ELWILRe o -1 E dave Withoat meiuT renesal
Eureival wes aEeascadusirg T-AAL, Mean + S0 r=13

Foh A Rore: pone L gl

iesssureet al the game tine poinls was oot significun y decresed untd day %, wieses the num-
bier of cells incorporating LdL was alreedy maredly affecned a1 25 time pont (9 10 and

[0 Al Tader Uime peainis, the nader of viable celis decreased and (hen rermalied sabla
between daye 11 ane 16 (e 10, Similer LdL incorporation profiles were obtained for (51
and TG 1A G50 althaugh the percentage of TVRI cells incorporating Fl” was geaerally lower
than the oae obeerved for 161 cells Uy 1 for QU celle), Do evalunte & quisscomos was overs-
izhe, TG and D31 cells lof for 9 days without medium ranewal jand calied theveaer 09 cells]
were retntrodeced into freshly prepared 3534 colture medium, Meddem change was pre-
Torimed twive, ol day Sand @ day 13, A indicated S T LB, medlum renawil e e an ineretss
of the peroentage of 101 and OBL G305 incorporading LdU sngpesting that celis sre gble to re-
enter the s phase, e that the non-dividing swate obsaimed By the a5sence of medium renewal
reversilile. Cell cycle exitand reentrance nf TR and ORI GA02 was coalinmed by cell e
analves wing propiciom indide stainimg coupled to the study of modificetions of 85-67 protein
leviela, koo for e bl i dbvlding velis and low mnan-cecling cella. As shewn in Flg 24 28
and 1L, absence of medium renewal led o 0 wemificant increwe nthe aumber of 101 and
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Fig  Cell cycle analysis 2nd Ki-T expression in TE1 and 081 GSCs under ditfereni in witro cullure conditions. (4] T3 ot el ] 061
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oycle as wed 25 1ha carcentans o quisecant oedls in G end ot calla showing BNA Pegmertatior (a1:-G 1) Glla 1 he G2 prass wars farihar
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OR1 cells b the OG0 phage with o maxinuam ootained afier & days 2o oon-reaewed medinm,
Erom deys & te 14, the peroentage of cells in the GO phase did not vary sgmitficantly (e 28 sl
A Cncomuant with e lncrese of the percentige of celis in the G0 phase, there 4a
decrewse in the number of dividing cels (oelle expressing Ki-07 in the 051, 5 and G20 phases
of the cell cyele) (Fig L4 upger and lower pasels and Fig 28 and 7). Whaea Q% quiescent cails
were submared 40 fresh medinm, Soth 101 and QD1 GSCs were able to re-enter the cell opule
as showit by e lncrmse ol ihe perezitags of celsin G R, G2 and e Cecresse of e -
ber of cells in phase €0 (L 24 wpper and bowes panelsand Vig 20 and 2EY Ioberestinglr, the
TR A levels of p2 1, a cpcin-dependint kingse inhibiton, reponed to contral bath eatey inte
guiescence and ialnlermance of the qulescenl atite [ 20] and whose expression may be eni-
trolied by ps3, were significandy higher (4 foid! o quicscent 191 5 after 9 duys withow
nnedium rangwd: compared o thetr peoliferating cownterpaets. The expresann nf thes geog
derredsed whrn cells were placed back i predifemting conditions {Pg 2 AL Mo spnificant
changes in the expresainm level of thisgene were oheerved between podiferatlng and quizszen
1001 G808 1 i 100 pototing to differenoes between these twe (50 types. Of note, the percent-
age of vells showing TINA fragmentation (cells bn sidh-GL | did not signifizandy saey from day |
to dav 14 withoul mediam chenge in 761 and OB G5Cs (112 20 upper and lewer panels and
Fig 28 ancd DA TN A expiessine teveisnf ph3, &t n apopioais regulator, showed a slight
decrese (G, 30% ) o Q9 quizscent 1871 (5Cs which remeainesd vnchanged when these crlle
ware reinbendiced in preldenating condition for 11 days (Fg 4], Nn significant vardatinons:
wepe observed in p5l exprestion Jeces in U] GSCs ander similar conditions g 25), The
mBER A Jievels of Bax, 0 mediator of mitochondsial spoptosis whose expressdon is commolled by
Pod, were alancsineilar in proliferaing vevsus O quiescenl TG and OB GRCs [Tig 34 and
TR Lhese dala ranoroe the peevions seselts and supzest thas cells maintamed io st withoo:
st rermewal for severad ks disd el undisgn massive apoginsia. Tn additicn, the absence
of [-paiuctosiduse positive TG or ORI (G508 after 9 dave without medinm renewal soggested
that the cells ahtained under tese gondiions were nnt sengscent [Flg 110 ana AF], Aliogether,
these data stronply suppors the conciusion that quescent snd viasle oon-lividing 80 may
e bt ned e viden afler severl days withaet mediun renewal.

Lo determine whether quicscent celture conditions modife the stem-like phenotype ot
G5 Iy niducing cell differentlating, expression af 90 wall-defined geaes vilidited as plusipo-
tency or differraiiation markers was unelyeed in UG and OB G5Cs prown soder proliferst
ing ne quiescent comditings usng Taghlan Humen Stem Cetl Maripatercy Arvps. Tach aevay
contiing 7 penes exprassed in nadifferentiated cells oo mveved in maintenance of ploripo-
ey, 31 penes correluted with stemmess png 52 differentiation markers {see st in 52 Lable),
PRSP A, wenich did oot showe ary expresglon change undae the dxpermental condicicns
lested, was uged &s houstheeping pene, Only peney with ACE(pene crcle threshold (G minus
| BTN A cvcle threshnld] walues =2 27 In al least one of the conditions wested were corsidesed.
iivnes watn AT valnes » 21 corresponded o penes with low sxpression pod poor smel 1w
fiise s, 23 genes were annsidered w he zignifoantly expressad. As sl in B 44 and
411, most of these penes (hat GRXZ, WML and LAMCT (oaly in G celis]) did not show s
ntfied chitige i thelr expression hetwaes prolreraling @nd Guigscent staes, Namaly, 1o sgn-
icant chunges m gene expression wene observed for the pluripotency markers Soxd and MNanog
teenitiomed In ndivideal Taghlan essays oo Kandgg, seeTog 10 and 471 Manog expgressinn was
absi evaluated at the protein level vang FACS. More than 85% of the celis expressed ths
marker. 'This percentage rematned samiiar beowern prolderating and quiescent cetls (854 s
A, pespectovely, Ine TG LGRS Rl 8% respectively, B ORGSR T addition, nedea
localization of Xunog way confrmed By immunocyiochemisery {data not shown)), Nanoe
expriginn aan einained stable when quiesoent celis re-enter the call cvcle (Fig A amd 4T3
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Theex prassion of GEXZ amd TETTM L two ather slemmess markers which presested some vart-
asion between peoliferative ansd quivscent states on the srrays, was uriher anslveed moandivie-
] Tagghelar ageeayvs. A dhowe in Flg 40 0 ATE quiescence mduced 4 slight Incresmse i GRY2
mENAlewels in 1G] GHCs JAACE -1.22 1/~ 0.3 fold chanpe: 2,32 10 G48) and 0D ceils
[AACE-0.75+0- 07 fold changes AR +/ 143, These varations were reversed when quies-
cent oty re-emnered the cell ovcle (H1g 40 and 4007, The GUAZ gene product bas previovsly
Beei gl Lo promiale repeagramnimg and malniemance of the plarigolent sule of touse
ermorvenic siem-celis downstresm of 8 LEF Stat3-dependent patway [27]. A greater chapge in
eapression wis ahservad fng TRTTM C wiaen TG dnd OB calls becane qulescent (AMCE: - 166
=f< 173 Inld chunge: A2 =/~ 3 26 snd AACEH -282 =/ L3 Tnld clisnge 706 40 499, fdgpec-
fieelsd (1 40 amd 400% When cells were reintrodeced into proliferating conditons Tellvwing
rediuim rangwal), TFTTW D axprassion decreased rapidiv to reach levels similar o thinse
observed i proliferating G50s (g 40 and 200, WWLLBL was previonsly shovwn to repulate pro-
Tiferalion ether negatheely or pogitively depending o the cell mmdel |28 29 Our Jata are In
favor of im ant-prollirative effecl of WITMT sinee s expression moreayes in quasscent cells,
Finally, & sligh! decrezse in the expression of TAMOL an early diffesentlation marker, was
dotected but only in guiescent OB1 cells, On the overall, guiescence did not sppear to ceuse
ot chinges in the stemnes of G5Cs,

Vi further characterice quisscent 161 and OR1 G50Cs, we examined various propertios pre-
vimsly dezenibed for ese cells in praliferaling cnndilions, namely the espression of cetl ae-
face markers. their clonal and differentinton propertes a2 well as their enpraftment sbiliy
after oothotopic infection in mouse brain, Uoncerming cell sncface muriers, quicsoenl (G50
ampreseed CXCRA and Cloa gond ware CTH A3 ||£E.u.tl'-"e,ai11'.'rlal".}' b Ui peoliferating councer-
puriz {51410 1ag) [25, 3, 31], In addition, quiescence did not alter 161 and GIY GSECs'
clomal privperstize sinee ieniaed queescent cells, whad placed back o fesh culture mediam,
formed new nevrospheres (2 and 521 P, Moreover, s their proliferating counterparts
[25), quescent cells kept thea anlity iy differentiate whan exposed ta serum confauning
medinm. Besults tor differsatiztion of both prolifesating wnd geiescent D01 and QOB G5 are
Jresented i 53 Tl feram addilbon led focell edberence and morphalogical chaapges seflectad
by attening and acguisthon of 8 fugiiorm shape. 1 Hese morphoiopscal champes were accompa-
teed by b deioemse i the expresiion of e demnesg-reliled gene Sonic Hadgerog {SHH] 1n
proliferating and quicscent 101 s end in prodiferuting O8] cells (500 and 2100 P, Cop-
comitaally, a irked inciesse in Due expeession of the astoncvtic markes ghial Rritheey and
protein (GEAR) was observesd in prodifierating 1G] and OBL cells snd in qmiescent 1961 G50
(30 end 500 Ferd, A sienificant chumpe in the expregsion of the nevsona marker BY tabuiin
[TLTREA ) wis naly abservad when quiescent cells (TG or OB ware subjectad to differentia-
e 1230 apad 2300 | e, Adtopether these date suppest thet quisseent GSCs obtaines i wifra
maintain telr differantiztinn abiliey when subiected toserem supplenented rediznm aad
point to 8 preferennul difterentirton {under the conditons vsed) towards an asmocytic
[henaly e

15e last point investipsted in this stusdy concerned GO fnowve enpmadiment ohilite, Chis
Penperty wis rEpeied previously foe T and OB GRCx |23, 3] Reswcns prasented in 50 Tig
smyreest Lhar inrmuceresral enprafiment wae not wltered when guissoent G5Cs were imiecied o
brniune-defcient aninal Sralng, Todeed, s ht weeks alter orthatogical injection, hanan celis
were present in monse srawns, with oo differences w eellulerity whether mircied cells were pro-
Eferuting or guisscent (04 and 5400 Fgl, o addition, D both cases, ba-67 positive cells were
detecied, sugpesting (Rl the quidscent phanolype ey herewersad im vive {540 Ll 540 gl

Altopeter, the susnls presented soppest that 1) quissconce can e oxtained in vitre oz
G806, d) quessoent DR retain the stem, clonad, differentation and w wia engealtment
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prapertics nf theis plﬁlifﬁrali'.re coasnterpuirts. GA0a were thus designated as quiescen| alter 91o
14 dars 1m enbture withow! medim renewa.,

Prestwick Library screening of proliferating and quiescent GECs

The Préstwick Libeary wis screaned in order o find molezubes with cvintosic actvity o pealit-
erating and Jor quiscent GSCs (i 54, In the primary screen {1 ig S8, showt 3% of the com-
prestngs tested signitcanty seduced the relative ATT level of pealileeatiog o quizscent TO
celle O the 1120 compounde, 37 wers sotve on probterasog ceds and 8% on quescent G3Us,
witly A0 enmpownds exhDiting sintblar &g an Barh cell Pypres. Spventeen com paunds trg-
jiered an incpsase m ALP levels,

Lo comfirm haty fom the primary screen; 3 secondary screen was performed on 88 com-
Peratids that pecduced relative AT leveds and 16 malecues thal lacreased them The aecnndary
sreen cunfirmed the octivity of approzimetely 50% of the componnds that lesered AL lovels
(29757 conm pruiends, for prolifierating TUT) G50 and 33009 lor cells gronwn under quiedcent coan-
detions) (Ul 500, Dwente-threy of the conSrmesd Rite wese sotive on both proliferating end qui-
escent TG0 Noneob the 18 campounds tested for their pocential ko nerease el ATH
levels was confirmed. Resules of primecy and weondary screens sre summarized oS s | ahle,

Trove- pasiiae curves wiele generated using oth profiferatio g and quisscent TG GECa o
i out of 3% active componnds selected @ the secondary scooen Cistin 'Tusde 1), Compounds
excluded ware antibctenal, aatilonggl, antl-parasibic agents ne malecales eadowed with
kmorn deterent sctivity, AL those secluded commpornd s showed activity on both proliferasae
and Qweﬁmntc.ell& Prelimimery experimants wete perdorined oo the 20 sslacted comnpounds ta
veniy inet messared lummescence changses were celated o pnoeted of the tested moleculs on
cell ALE levels end ot t en interference with the readout setup, Anslvsis uf the dulvren:
dese-response curves allowad classifiving the congoninds o theee grodpa. accordiag o thei
B enines for 1061 &8s in edther thedr proliferative or guiescent state okl |}, Stmuctures
aand sneile cockes o The owenty Rl eormpounds e represenied in 51 Table

Peprosentetive results of the activity progiles of sach movp ame showa o Lo 004 Subuetidil, &
vasodilator, iz rapreseitatie of a growp of conpaunds (geoug 1) will cptnmsic activiy
towards both prolifeniting and guiescent '] GSGs (g 1A, left panel ), Vor this group, cum-
Posaiiz BC, on proliferating GRCs was less (han bwo-fold righer or lower compased Lo the
value observed on their quisseent coumterpants, Dwelve compounds belong 1o this bmily
{Tubie 1) The antipsychotic mucbopenthizol hvdmchorids (Fig nA, muddle peael) 18 representa-
tive vf & group of 4 melecilss which exhibited higher activity wwards proliferstive colls (monp
20 n thie movp. compounsd L, was nioge thien two Tl lower for peoliteratise TR GEC
anmipared bo quisstent celia Deoup 3, represented Iy the lasatve hisacadyl (Fig 4, nght
panel] unveils motecules with selectvity for quivscent 101 GSCs. In this group, LU, of &
gheen componand was ot lesst o b lwer Toe guaiessenl TG G50s compared 19 predientive
cells. Bisecodyl way the molecnle with the lowest LU, and which appenred with outstanding
.apeui:'sfrt': for gulesceinl TG GECa (Fig fA right panel and Takie 11

1he activity of the 20 molecoles was forther tested on stem-like cells denved from two other
st oo glabiaseomas | TGIA end OB GE), As for TG G508, dise responge curves
wprs pertormed on cells prown under prolifersting snd guirscent conditions, Acthany profide:
and BC., values ol ned wers sanikler i these ebwerved for TG GSC (Table T end Fig 7

Lo determane the specificier of the selected componnd towards GSs, Gose-response curves
were performed on the son-canceroes neural ceiis 1 NSCE, wind HA cells ag well as oo o the
nrv-ieural cell Tine HER 263, Most ol the 20 compoends, samely (s balonging to graups |
and 2 (L able U showed cytorowoary, after the 24 nours of the e, wowerds ol the cell trpey
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tested, wiether they were neeral of nol cancernus oF nol [ Table | aad Fig 7). Compounds af
imuup 3 which showed hipher activine oo quisscent GOS8 compared to prolifecative ones were
oty fiactive or shewed reduced activiey on the other cell types. One molecule, bsaendy ),
sood put from the pest Sy showing a specfic activity on G5Cs grown under quivscent condi-
ticns, with o low BCy, =1 pbd (Figaad and 7 Tahle 1}, Far qiaescenl TG LGS0, Trypan blue
and 7-AALY graininge imdicared thet the ATP [evel decresse induced by Sispcody! resuled from
cell death (Fep o) Tivaddition, bisecedyl showed noacthvity na 2-NECs and HER 293 el
{Vable 1, Figs 68 anad 7), & docregse in the reitive A TE level could be obsereed for LA celis
{primary astrocytes) (Fig =B However, using trypan hius ecclusion, we showed that biseoody|
adad ot adtey HA vishility | Fig AT, suggesting that this compoiand snlghl e meetahndic
chanres in these celis,

Altngerrer, thesa dats, pronted to bisacndy. as a highly potent and selective innibitor of qui-
escent 50 survivid. Lhls property drew var astention sod toppered fursher mvestiaation of

the malecule.

Bisacodyl acts on GSCs via DDPM, its active metabolite

Bisacodyt | Ly oA npper-right panel) 1 2 markersd laxagve compound correspondmg to 8 pro-
derug. Follow|ig nral adivunistraticn, 1 is ragidly converted (o i active metahilte 1,4 iy
droxvdiphenyi-2-pyricyl-methene (ODEM) also known ss BUPM. threveh Jvdrobveis of ite
ven scelyl groaps 1) To get deeper insight fnio the active compound under nur experimanta;
conditions, stabitity of bisecody] in G5Cs culinre mediem as well sy activiry of DDOPM on 'L
G50 were investigated. Stabiifity of isacodvl fn e cullure media [eeahly prepared imedianm
far priveiifasatiog conditinns, conddianed mediom in contact with quisseeal ezlia for & days for
guicscent condidons) wus follvwed g a onciom of Hme wsing LPLL a3 indicsted under Mate-
rials eind Metiods, Blsacndy! eluted fam the colome o o pesk st 138 min, Tn peoliferating,
condition medinm, this peak dizappeaned with a 2ei-life of 4 hovrs whereas 5 zalflife of 2
hvers was aheeeved I quigscent cell conditinned mediom (Fig =4 and §H), Concomitinty, in
both prodiferating condition colture medium und quicscent cell conditioned mediom, twe
atlir peaks sppeared on the chramangram. O of them, with & L6 min relenlion line, wis
transien: and corresponds to the monoester denvattve of Ssececy] {compound 3 m b Yl Loe
seciid, with & L35 min retentlon e, coresponds in DR enimtpoend 2 in Tig 20, As
Enwn o B DD was the onby detivative presens in the guisscent 1421 G5O condi-
Hioned med b after 24, Fvalutlon of the areas under the three ks gs a funcnos of Hhme
(Flg A4 asd RR) & bt of the hydmlysis of hisaondy (Fg na upper-right panel and ensn-
pound 1, g 9 in the cultee mediam ead ferrration of DOPM (compoumd 2, g ), As AR
Jeveel remdonts were performed aiter a M4 of GRCe incubation witl lisscody |, noe gkt sug-
et that the effect observed was due to D02, The effecs of DOPM (ebtgined commercially
ar gynthesized im-house on the relazive ATP level of TG GRCs waz theretnre avalusted
Lxperimental resnlts were totally superimpesshle to those obtrined veing blacodv] (dme not
s | with the same specilicity loweeds TG G5 grown wider quisseent comdilings, sug-
pesting that bisacedyl (g 64 apper-righl pane and compound 1, Fig 9) & tydrobyeed to it
active DTPM dedivetve compound 2, Fig )0 the call culture meda of hath pealiterstee dod
quicscent 1G] GaCs A vimilar actiary profile was obtuined with compennsd 310 99, the
moneater derivative of Sisacodyl

Bisacodyl pharmacophare identification

With theain at ldentifying (he Plurnmcnplmre elemamgpresent oo DDPM {eompaund 1, Fle
), acslitional dervatives were svathesieed (g #) The mpomeoee of the owe hvdrosy. groups
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was irveshgaled Eough synlhess af aon-rydeniyaeble metonny- derivalives {oompounds 4
and 3, Fig ¥, Compound 4 with twn methoxypheny riags was inactive na both prolifamtve
annd guiezcent 1401 GH0s, whereas compound 5 with oae free phene! sroup and dne methozy-
pleenyd sing was, simitarly o DEPM, sccive on quiescent TG GRCs anly, alsit with a & fold
higher B Componnd & in which the hydroxy] provps of D0PM {componnd 2) were
retinvid ca bie conatdered as insctive, sitilarly to oo pownd 4.0n (he other kand, coni-
pound 7 where only ene of the two hidrond groups of DOPM wae removed behaved simifarty
b congound 3 and exnihited selective activity on quiescent TG GSCs with an B of

171 4 6.3 pbd. Solubility messurements indicated that the lack of activity of compound 6 was
nort dize 1 rrd.umd'm]l.ﬂﬂil!‘:,r (data not shown). The activioy of the malecule thos appeaied 1o
require 4t least one prenol proup in the structure, 'The sevond phenvt ring 15 however impor-
faiil #ince & ot ks i achivity was nbserved for coompounid B wlere nig of the iﬂmmj B C1kLfaR
was Tepheced by hvdrogen and comprund 9 where nae of the two hsdroed grouaps wis mmved
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0 the arthe position. Interestingly, the p-ciloro. and p-mfvorem ety phenyl monoshenols
1 ana 11 retaines acovity (ECy = 402 L4 uhl anc 124 = 6.8 pM, respectively) with an excel-
hmﬂmhl:ymnpmﬂﬁﬂ“#&ﬁﬁhumﬂn;&mpiwmmﬂnlm Is prresiliie
ar this position,

Tiva secnnd sep. The inporance of the pyridyl ving and the positinn of the nilrogan aom
mhrﬂmhﬂ,ﬂi#ﬁmﬂnﬁm&ﬂwmﬁﬁrﬁgnﬁuﬂm&mmﬁuﬂ
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I an atdeast 10 fold scthvity decrease of TITOEM {compond 2) tewards quiescent GRCs. Fui-
thermore, the compound presentes activity on cells prown vader proliferstove consditions,
although bigh comcentralions were peeded o sctivi by, Remiowing (e greridyl grong (onm-
pound 13} or forming a methy] prridinium (compovod 14) resulted in & total lose of activity
levwards TG GECs. The ingortance of he nitrogen stos position an the peadyl ving wis alss
imvesttpaeed, Componnds 15 and 16 with niteogen inpositions srefin and marg, sespoctvele
kzpt their total specilicity fowands quisscent GRCa. Hawever, Their efficady was decrénsed coni-
pared to UM (componnd 2), with o ~8—feld increase in EC-.., for compound 15 aogd 40—
fald for compoand 16 Those date suggested a mle nf the peehdy] ring in the activity of DTRM
{cumponnd 2| toward s Crads and Ay specificite towundy cells prown under quisscent condi-
tions, Optimal activity was obtained with the nitrogen étom ot the ortho position of the ring,

We turther checked the matdence of pyeidyl ring subsctutinng. Az shown in ©ig v, mene
brormide subsrituted derivativer appeared promising. Bromic'e 2t position & of the pyridy] one
leannpsound 17} did ned alter activity and apechicity. Furthernmore, compaund LB, with the bra-
mide at position 4, showed ncevpeed activity towerds goiescent USCs comprred Lo compound
L TN (camiproiand 20, has appeses ametable fnr further strectiore scowvity relalionshlp
(AR studics siming at imcTeasing s activity,

The poaitinn f was weo explored foe the production of denvatives thit could he used for
other purposes and memely turpgee idemtifeation. Addition of o linkes ut this position led 1o com-
prearad 19, which retained activily wad selectivity as TOTM {contprimnd 2}, This result apens the
posadbility fo wnthesiee subgtituned restns or 1o develop derratives for pull dovwn assavs, A tar-
it identification prugram based on rebated compornds is corrently under meestition,

Tis comclugion, dur resullz indicate chat izacodyl fenmpound 1, Bl 91actz thsagh its des-
cenvined metabolibe DUPM (compound 2, iz ), and the minimal phermecophoric pattern
Crf&isEg o .1p-l|!.Idjm'yphen}ll-ur:.-|-1|].‘1'L;i}'l-l-r11ﬂl1una Ko madifications lead in chaonges in
peteney andsor specifictty though pharmecomodnlation eppears feasible ot oa the arvl and
peeiding nuctel, g currently siudied. The SAR atudv i curvently on-goiing and will be cls-
clused lates.

Discussion

Seientilic Heeratare nf the past several vears polntg 1o Ui pregence of queescent, slow-cycling
cancet stem-like colls in g oumzer of tumar tepes (147, Namely, o restricted cell population of
Wi-67 negative and nestin positive cells was Identified io a nurloe ghioblastoma model and
stem-ite cells with molecular signatares applying o sove-rate dividing cels wese evidenced v
aamre-cell BMA-seg ppproach 777, 34), Tomor aoll querscence inceding the dormans phenso-
Ty pie ohserved fnr cance) slm-lise cells fn v, represents a majiar mechanism underiying
trepiment Tesistancs of tumar cecurrenoy sndsor metastusiz severd! veans followinginitial ther-
Apunc nErven o [ A5, 35, 3] Celular quisscence i denined as ar acovey maliniuned saete
of profifemtion arrest with cells being ghls to re-enter the cell vl in response to prolifersting
stlmull. Quigscent cells are chasacteried By he ok of expreasian of praliferation and apoplo
11 markers, luw rate of YrdL! incorporation and label recention propertics ndicating a ow
furrreer |6 Tn cils study, we have identified cultues conditions thal ducs i vie guaes-
pemce of Gy Cuiescency of these oulls way demonstruted by redvction of 24U meorporetion.
Tovwering of Ki-67 expression wiln cancnmitznt absznce of agnificant varkilinns in the expres
gon of apoptosts-relaced genes, Ineddinen, nereased expression of the cell orcle nepanve reyp-
ulatory profein pd | was observad In quiegcent TG GCs, Tnterestingly, owr data podat oul the
vavarsilility af the quisscent elate fotowing re-expasure to pralifersting cuiiure conditions. T
addition, we skow thet guiescent S0 obtained ix virro etnzn all the charactenstics o2 thes
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peofiferating coumerparts inciading cell aarface and stenr-cell imrker engrassion. donal and
diffesentzation propertice as well as in vw enpralitment abiity. Quicscent GaCs as wel as their
preatiferating counterparis were subsequeatly used 10 4 screenlng assay alming al identifying
compounds with acavite on these colls

Acrewning e Trestwick Tibrary waing the ATP-Glo cell assay, disclosed 20 moleculza that
fecreaged cells’ ATP lsvels g dose-dependest manner, Changres in A 1P Jevels may reflect
altesation i eitser energy meholizm andion cell susvival. The conplete deop incell ATT level
observed o the presence of most of dwe active molecolis we identified, points w o optonoxic
dbfect.

The Mestalck Tivary s manly compnsed of FTEA -apprived divgs plus snme st sos
sances, Most 58 molecals can thoe be clustered socording to thy ATC (Anstomic, Therapon-
Hand Chnic) chassification { Tabla 1), Seven out of the teeaty hit modecules helong to
asaformic grovp L of moleculs acting on the cardiovasoular systern, aithwoogh with difterem
therapeutic ndicating s and prarmacoleglosd modes ol acbinn. Nine more malecubes Belong tn
six other anutormical groups end four maolecales are neturul prodocts. Among those teenty
ikeculzs, only hunosifan and eldiplicine are conssdered es anti-cances drags: Tae Trestwick
Library comtaine §0 other molecules lebeied as amticences dropge. Most of them are smtiprol:-
farative agents. Howdver the experimentsl screaning conditinag g used in the present study, with
snunt time exposure of cels wochemicn! compounds {240 compered to 245 or 72k classically)
adad oot wacover hoss antcances molecides. Temexifen, an eslrogen recepuor (FR) mend whyte
derrved from triphenvlethylene, Ls used for LE-positive breast cancer reatment e prevention
of breast cancer in Riprisk women [27]. A dowes in the micromuolar runpge, the componnd
i enerts BRI independent cytomdc activity on difleeear cell ivpes | 2810 Cytniowicioy
toweres buman and raciome cell Imer was reported w0 oceur vig PRC, PLIICARL, [NE ang
RRK aigraling pathveys {0042 Tamoifen has also oo evaluated. i assnciation with teno-
eolomide, 45 w second line therspeutic stratepne for the trestment of recurrent gisblastoma [437,
Recently, apopiotic cell ceath induced by tamoxbtan (with FCgy values of approsimacsly
18 M has e repontied inthe tomorgends homen neomel £ial coll loe LINGE-2 which
Faris nearcspheresand presants neural slen ezl markers | 1], Thia iin agreemen] with Lre
cytotoxic efect on human G805 observed inthe present study. | lowever, our data sl point to
the b af apecifizity of the melecale 3t those dases, 43 I presents the sene AWy mwirds
non-cencerons <eils such o buman astrocvtes and oevral stem cells. fnadditon, the actaineof
the melezule dnes nel seent to be related fo the proliferative stake of the cells, asanniler efficacy
wis ohserved for proliferative and gusscent GsCs,

L% wecond moceculs, ellipticine, s 2 plazar alkalob isoluted from Avocyaracess plancs, A
iethyl-lpdey devivative (Celpiium] was developed by Sanndi for treating metstatic hreas
malinancies, But the doog showed nomerous adverse effects, Mesides its intercalating proper-
lies and Dnhibition of topolasmeras: T2, eflipticine and dervatives act on o variety of target-
[£5-4], Libptizine presents oytotosacty fowards vanows carcer cell ines mcluding U-87 Mis
glinhbasmima cells |03 Receaily, the molecule has been shown 1o reduce poelferalion wnd
seli-renewn] adility of aléenvde denvdrogenase | class Al-positive breast cancer stem cells [34].
Chp GRCs treated for 24h, the avoroxie sotivity of elllprcing s uncoversd a
concentrations > L0 pM A diffvrence in sensittvite between G505 can be observed g U] and
TO I GRCE appear nuore sensitive o the malecie when grown cidier proliferalive conditions,
whetens 1031 cells exhithet the same senativity, whether proliferabmp or quicscent. [vwever,
the cvtotoxic setpaty of ellipticine ks not specific to cancer cells and the molecvle acty, oven
with nigner eflicacy, oo apa-cancer celis (HA cetis and TWI08 B e present shady ),

Among the hit molecnies retzined in ver screening cetiing end veed in other Don-cancer
Indicatinms, some wie aleeady reported o reduce cances coll vaslity. Amnag the molscdles in
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groazp L Talle Ul the vasodikiter deug prenviamine has hesn shown toindoce an intracetlchar
caicium incresst png ool desth in human oversn tmor cel's af 8 concemtratine: of 100 pM
|=2]. Frvwever, this molecole ateows high risks of ceediac arrbythmebag and ag antiproliferative
aotivities wepe ol ferther investigated, Uendiline, koown ey a L-vype celcivm cheanel blocker
was shawn bn ithibit, in e aboum ndependent ntamaer, 1he survival of human ol cancer
ciells {OC2) at concentrations Serwesn 5-23 0 [56] Lo the same concentration rengs, fend-
e fnhiliits 5-Thas cignating i o vasiaty ol caticer celis (pancreatic, colo, lung wad endimie-
trigl) that express oncopenic K- K2y and, as o result, their proliferation [57]. The calcinm
antagonal viasndilnlator pernecling was alao reportiad 1o decresse pealifesation al the huenen
enbon cances ozl Ting HT2 with an FCs of 02 70 pM [52], ind 0 the micromoelur consemntra-
oo range, o stimulate phapocviosis und tnduce m IORC D inhibition in MOEF? cells [59].
Thase attes rwe activities weee shared, ot concentrations = 10uh, with asundarnre, a high'y
preseribed antisrrhytheric spent which scte on diverss ion chennels, namely the (8™ G ™
exchanger (MCXD, Ttype Ca channels and Na' chaniels. Antiproliferative setivities of the
mulecule on prostale macer cells through potissinm channel infibition was Teported earher
[ati]

1he rerotonin renptaler inbibitor seriraling wes shown 1o mence epoptosis of PC-3 cells
[a ]| and huoen MGa3 nsleosarooia cells [52] al concentretings nfca 30 . The drug slse
wvrted o ovtotond we vty on the U-37 hurmen G0M ool Bne with un BCs, of b und acted
i gynergy with analinily tn decrease T-87 cell proliferalion a2 drasic decrease in AkL phes-
phorviition and in e additbve maaner with temozalomide [1]. An antiproliferutive phospho-
Al dependent sctivity uf the drug nas also bern reported for melanoma cells [64]. Clinica! t0-
aig paing sertrehing in combination with standard reatments have bean performed for gliohlas-
tome end colon enncer (03, 0F). Uhe molecule alse sppearec in the be of ume repurposed
drugs vt coulid bie wsed a8 adjuvants in new inoevatbaeGRW cara |67 ] T the present study,
wy g thit sertralioe also exhebits cvtotonicity towards GRCs at concentrations of v 20 pd,
Hienepver ILanmws £ st olessy wowards the non-cencems hirman astnoviss

Lancer cell prowth inhibliory effeos and chemosensitization fave also bevn reported for the
anthelmintic drog vermactin on Buman evirian cuncer cells |58, 82] and leakemia celis | 73]
‘The mobecuie acted in the 5-20 @M range throvgh mechanisms sech as inhibiton of the onco-
genlc protali kinase PAKD |68, a4, lnhihitin of Impostn/HEA (haman gpididyimls peatels 4)
[71] vr increnss m BOS production [70], Andprolilemtive activities and chemesensitization ae
abwn progestes of heta eacing a nalurl misture of tritgrpennid saponing wheen acta nn eukem iz
cells [72] neparecelelar cercinome 773, 74|, cholingioercmoma [T, buman lung carcinomsa
A58 celly 778, humn scote Jeulernia jurkst | ocells |77, humen colos carcinomia coll lines
| “af nod peacreatle cancer cells |0 Severdl mechaslams appeas o sugtiin 1he actlviey ol the
mileculy, nemely spoplosis 757, dowmrepulation of AKSTAT pathwavs [74, V6] wne inkibi-
ficai ool muclezse keappa B factor (80, 80] The invalvament of theantibypertansar and satiznginal
frlodipine 1= cancer cell death 1 pot very well documented although one repom mvalved this
anpoind in chalenglocarcianma [51]

Loz, mest molecubrs of provp 1, showed activinr oo other (non stem-lile) cancer cell tvpes
feven 1T bnfoermatnn & somatines Smilted) at concenimiisms in e same (ange a5 Linse
repomed in | sble | for their cytotordcity on proliferating or qnivscent GSCe. Llowever, al these
enncentralions. the molaculies were dlao cytotonic inwirds nom cencer cells and mumely astio-
orles, TR 253 celis und neural stem colls,

Concerning molecudes of group 2, the etamine L1 receptor antagonist agtemizole, cor-
peliliy wsed as antimalasd and antitistam ol deag, B been peoposed &5 o polnlizl chemo-
therzpentic agent [83-377, Lty anti-proiferative activity ocours througl different mechanime,
ey sy fargetiag preteleg mvelved i Canced progeession incuding raman athar a-go-ga |
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{hFagl] and Fag-refated geae (hErg] potassium channels [R5 A5-a4] and by modidating
autopragy [#4] lecfenadine, o second histamine LI teceptor entagonist has previowsly been
reprirted for its apapicsis-Indiscmng properies agasinat s variety of cancer cells [St-<0, inciud-
inp hmmen melanome cels 790, 94] ind more secently prostte cancer cells [257, The molesuls
appears It through avariety of mechanisms, some implying chinges in caborim hoimenata-
ids o7 KOS production. 50 far, there are oo repors of terfenadine effects on humean ghioblas-
fean: Tt presant study we sibow thal rfznadlne and astemignle shivw otolin e activity o
350 with hipher efficacy on prolifersting colls (50, of o 10 phd; comparzhle 1o the ooe mea-
werad for ofier cancer celay, The malecalis remalnactive on quiescent celia, but B, vidues
are Inciezsed Ty aboal b Inld, As e Ooe other mcdecul es alresdy Slscussed, there is oo spec-
ficity for cancer cells compared to non-cencer celle, Lo eddition, their activity o ether a-go-go
B channeds {105 in the nanamesar rangel abso sustaling the cuediotoee effect of these mole
ondes with L imterwil prolongetion and tomsades de poinne [20-95],

Cytomxic activity of the sesquiterpene actone parthenohde has been reported sevesu
decades wge [ 100, 101], Since, the molesue waz shown o act on varioos cencer cell topey
tncluding GBM celia |[02-104] In which 1 nduced apngstosis #ie an AKT/NF-EB dependent
pathway 1104, Llowever, as for otowr-cancer oells, mere pathways may be actorted 11051071,
R, values hetween 13 anid 29 W were deterimined for different GEM cells (17373, T7-87, Ch
gzl Lo 138 MG, simelar to thowe reported beee for proliferacnes G50 |1 able 101, Astoocynes
appeared less sengiloee o parfthenclde willvan FC valueaf 188 = L phT in The lizgraiure
[704] umd 5% L 4 pM im owr stucy, Becently structurally related molecules with activity rowards
i vuciety of cancer cele in the nanomider and low micromolar runee were obmned 1087 Ay
far zg the pewralepiic suclapenthized inconcerned. only one pablication selatas is possibie
mvlvement in spoptoss of mouse lvmphome cells. | 109], Luclopenthieo! is the ds-1somer of
clopentiival. a mived antagon st of dopaminergic G-peotein coupled recepines TH and 712
[110], & comparative CRCH receptor expression study i 101, Q0L LA and FNSC cells per-
ferred i owr kboeatory |11} poined to THRZ receptor expression in these cells. However, the
hirh concentrutions of zoclopenthixal reguired o indnce cvtotoodicity do oot suppgest the
Irvealvement of tis recepros in GAC cell death incuced by this compaund.

Modeoules m proup 3 correspond to compounds witk selectity towards guisscent Gats,
Totgsestangly, Ve cosnipiuends of s geouy, echacrymlo acid (A and luteshing are Kb v
the terasre g: chemoadijuvanty or or thelr snticancer properties owards 2 vagdety of cancer
el bypes. BA, & loap diuretic which inhibsita the Nat "1 201 Kdney spripnel, presets
additiongl effects and aamely mhlbitory actvity towards glomsthione S-trensferase [ 117 which
wag wed to overcome chemotherapeutic drog resistance [112-1 15, inciuding in GUM [114],
Begides, BA wasaleo shown as an lneisitae ni'muj'r.pl.u mipebom [ 11 F=0 10, renal cancsr, as
will a5 of chronic rmpheortic loukemin cell sarvieal 7129 by interferime wath the Wallbet-
catenin aigialing pathway |11 | Depending o e el type, concenirations hebween ca 40 and
23 uM were reguired to mduece cell death, At those high concentranons, cvtotonary of the
ninfgcule can be nhaerved for TO | and (7R 1 GACA in the peoliterativie and quigscent date
{1abde 1) Awowe did oot test our molecule: ot concemmutions axove 200 pid, no informecion
cals e gven toe an 2fect ol BA af high concentratnas nn prodferatlve TGO e Amang T aon
camoer cells tested hiere, &N3Cs eppear the most seneitive o LA with an LU of 21 0 11 o
This differeace v activity of EA depending on the cell type or physinlngioi stale of the cell
may be fnrther explored,

Luteolin, the second molecnle of group 3 with known potential inticancer acavity i a bie-
Nvemoid (3.4.5, 7 teralivdiony-favone) found inoveelous plants, includng digtary fond vege-
tatles, Lhe mobecule shows antimicrosial, ans-indammetosy, anticedcdant and anticancer
activibigs | LI -124] The efficacy of the malécwle relies on 4 vaniary of inechansms as reviewed
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b (LI 25— 07 Move recently, apoptosis and inhiGition of the TAR/ST AT packway in cho-
lummocarcinems 1297, upregulation of m:R34a mn gastric cancer cells [ 1297, spoptosis and
upregisletinn nf Fas signallig i Hep-2 cells |30, apaptosls and Interterence with PTIRD Akt
m IR sigmaliog in non-smell coll lung canzer [122], cell owle porest and apoptosis of rer can-
cerezll lnes | 132, ROS generationand intracellular copper mediiation in dilferan! cinzer
ced types [ 30] und Inbibition of cvclin U-pssociated kinase in PC-1 prostate concer cells (1714
were reprrted for lutending Effective concentnttians vary, dapending on the el type and Lhe
time ot expusure, betveven 8 and 59 pMé Concerning nearsl cancers, it was shown thet voder
iy tabngic doses | 1530 W} lutealin nterdteis with GBM cell rgration [ L) Oaly ane
prtelicatinn desls with ltendin et an phosna stem-like cells and sl thal lezabivent af
U231 glioma stem-ike cells wich 10 pbd lmeolin significantly inhibite their sphere forming shil-
Hies [ 196]. Ton the present study, cvtedonlelty of wteniin ar conceatrations below 100 phd was
oty whsenved for G50 [nthe guisscest stute, peinting to differences in semaling pathwas
dEfwRen e two slabes. The presant study also discioses a digher neistance of peoliferating
OSEs tywards bateolin compared to olher celis tested i the Temiore [wehich, with one excep-
ten. were nan stiem-like celizh Inierestinglv. wrder The concentrstings lested, lcteadin did not
srow any effect om estoocyvies and [IEK 253 cells and haph concentrations are required to affect
T-WACa Thus, thircugh 8 pleatiogph: teegets, lutenblis speses aga poleall erapeutic agean,
bur 5 poor pharmacoivgizel wool which does not aloe better knowled s of GBS0y
pallmphyvaislogy,

Mo ovtotoxdicity or sntiproliferative activity towerds caneer cells was atinioured o far fo the
remriring compoand: e ied moour scoeening, fe soloctdil and rmestrene! ineroup | and
Dizzcodyl and peogesterone ingrnap 3. Suboctidil s o vasoditator and ant-platelet sgeot (juat
hus recently bevn found 1o a repurpowang screen at 50 M to heve fungilyte activity on Unypto-
enceus neclnrmung {a property shared with several other molaceles fownd b the poesent
gorven, mamelv prrhexiline, samosifen, amdedurone and sertealine 11377, lowever, a8 opposed
i Lhe othar molecuies, no antaumns actiity has heen eeported tor this compaund. Ts activicy
profle on G5 and noa-camoer cell lnes 15 similar fo 188 ane obsereed tor perhesdiine, amiy-
darene o aerraling, whech were documented as affecting cancer cell survival. Thus, at coneen-
tratzons in the low micremelar range, sulectidl] might be considered as s oytotoxic spent, with
i apeciliciey tvwarids cancer celis,

[z stimulomt Jexatve dsacody] appeaned im this stvdy as 8 molecule with Sihly selecve
eytningicity wwands GRCz in their quiescent state and nevadverse effect lnvasds nna-cancer
neural cells, Purhermore, the moleube exerts fy nnique orotoxis ectivity with the hiphect offi-
vy (L, value in the micromolar range) compnred 1o the other molecules tested and this
actbvety wias nhbgereed fne fenosolomide-vesistant GRCs |24 :\rlgin-.ﬂ.-ng sy BN oof thiree
dfferent patients and preseating Sfferent malecular signateedy (e, P53 mutstion is absereed
i TGEE But nat in TG e OB celis), We showed that in the-culture mediwm, hisacodyl s
transtormed tnto LLIFM, ity kaown i v achee metosolite, Stmilar resules on cell visbeliey
were shlaingd using ailher hsacsdyl e TROTAL Tie key structusal elemients recessary b relaln
actvity and'or specificity have been characterized. Lher consdst in the p-phenolsrdpyridingd-
roethaie scatfeld with snme finited prarmacamndulation freedom on the arl and pyadine
moietes thet remmain to be funther explored, DR and s mono bromice sebstitused deriva-
Hve coreespanding o contpound LR presented in thissludy remain the mest pataal and ape
cific componnds identificd so far

L'he molecutar mechanivms endezlying the cytotoxds effect of Ssacodyld DIIFM on G5Cs 2
well ag the direct innteculer wegelis) ofihe doovs mesbolite are cinder lnvestigntion. The fexa-
tive effect of bisaoodyl is thowght 10 coour wia 3 mechupism involving ion channel (hs /K )
petturmbion af the st leve, Howesed, fow mechanshc sidies are avalable for s aid
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drug nrarketad i the sisties. The peaseat fnding appeals further sudies o unvell both the spe-
cific aotivity of haspeod el DOP A on quaicscent (55 end some aspects of LGS0 funchoning
Fanding o miolacule with selactive cptotonds sctivity on qulscent A0S 1 very st 4s can-
ver shem-like cells are known to e purticelarly chemo- and rudio-resisrant. Thedr ebility o
enter quicacence df vivn reinforces their propensity In escape chemotivempies [11] Tonur
kmowlediy, bisacod vl/LIDPM 15 the fizst small moleonls endowed with cviotosc activity
Tevwards slow - griwing catiwer stem-dlke cells, Mone of the chenncal screeng doscribed tn the it
eratore investioated cancer stemm-lilke cells under dormant condditions, whatever the cancer ope
enngldered |12 04, 128, 2] The present finding opens new avénived Tor 2 old inolecole with
an prigiaal ntds ol aition bnwards calis deslgriated as central ulprits in canzer mainienanc
and relapse after therapy.

Supporting Information

&1 Fig. Expression of surfuce mockers in proliferating and guiescent G%Cy, (A-5) Immmns-
hisinchentheal staining of profiferating asd qusescent TG and OB L GECa with CECRA (A ) end
D56 (15 untibodies, Muclei are stuined with DAPL Image magnifcation: 40w Scale burs, 20 wm.
1) Bxpression of the CLY 3D surface marker was evaleates @ prolifesating (F) end quicsornt
() TG anit 0BT (A wsing Mow cytametry (nwer panels), Coatrol wsing FITC-¢nnjugatad
aztimondy isotvpes Ao anoam (uppes panelsl. [he pereentinge of 0122 positive colls i imdicated.
ITTE]

&2 Fig. Eviluution of clenal properties of proliferuting ood guiescent GS5Cs, LA) elmanon
of the clonul properties of probferatiogr {— sad quivscent { & 116G celle. [he mreph represents
thie mean number of spheres obtained aftes 3 weeks in culture asa unction of the initial i
berof cells in eowell, (B Bvaluation of the clonsl properties of proliferating (—| and guissernt
[} ORI cells, Reselts ase represented asin (A ) Tmages of clonal sewrosphieres olitalned from
T3] and QB GSCs after 3 weels are shown as insents in (A and (3], respectively

(TTF)

83 Fig, Differenietion wbility of proliferuting and quiescent 1G] wnd OB GSCs., (A) Pras
contcast mmages of prociieratng (P and quisscent ()] Wals dissooatec and menbated incul-
Turg ineativin suppleniented wic (0% fatal call senam (F0R] e 0 (0] o 04 davs (14, feade
bars 100 pem, (8- B Listoprame cepresentiys mBMA expresion Levels of the sonic hedpehop
PRHE ) E-tubalin (TTARES] and ghal Gbilloey acid prodein (GFAT) genes in peotileeating (T
and guissoont () L2 (L, CF amd QU (LY, B) 4250 culoeeed in Silfferentiation inducing
medium contadning 1% BOS for o L) b 19 cays (1) Resait, relelec o e cvcle Hressnld
(e} valoe ostatned for sach pene, were normalized to the 185t A expregsion levels in cach
cindition and are shown as fald change (27295 abserved n proliferating o qaisscent TGL ar
O] cells afher 14 days in the presence ol serumm compered to the expression oseemved in the
s cels at dnjlr (L Db are B bwn iadependent gapeariments

(LY

&4 Fig, In vive cngraftment properties of proliferating snd qoicscent G508, A0 Brode
ating (A ) o guiescent (B) 50 were gadted o e fef sciatum nf nude mice. Mooe were sain-
Giwd ¥ weeks later and brain sections were immunsdained with anentisody recopnizng
apevifically human vimentin Beown vintentin staining Bus atlows ideatilying human cells.
Scule bar in fnsert bmagees of the whede brin mdcatizug the Tesion contaming hvmen G
R0 i, Seale s in enlarged bnages: 108 g, (C-T31 Tminenohesiocemica? sellng af e
sedeinas abiziined wg o (AR with ansoti-RKe-87 antibody.

(L1
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51 Methoads. Expresston af stempess, pluripotency and differentiation nsackera b peollfer-
ating snd quisscent S0 Uhe expression levels ImBN AJ of %0 genes enclusing stemness,
Plusiprtency and differentathon markers aod & eodegenous contmls (zee 50 Table) were stod-
iedd i both proliferating and quiescent 101 and QB G40 nelng the real-time PR besed Tag-
Wlan Human Stam Cell Pluripetency Array (Applied Bicsvatens, Tilke Techmalngies], Breelly,
fota] FONA vate exrmacted using Lribesgent (nvitropen), cO A svathess was periormesd wath
[ pg of okl BN A al 37°0 foe 2 howrs using the High Capacite <O A Archive kit { Appled
Bivervstemns, Lif 1 echnologies!. Quantitative PCR was perfurmed using the AR ®rism 7900201
feguence Detection System (A pelet Bugpstema ), Crole threshold (01 values were inedsured
Ribosrimial RN A 185 was uses as houseseeplng gene Fapresshon levels of Manng, GEXED and
IFTL ML were wise verified vsing indivicne] 'TegMan pone exprossion assavs from Applied Bio-
svaterms, Tife Tecpnologies ag desceibed in the Matesials and Methods section, FACS anabvss
way e o study Nanog protein expression in prodiferating and quictcent 1060 snd OB1
G50 Newrapheres were dissociated and cells were renuspedded in T3S Fivalie viability Dye
i lnor 450 labeling {ellioscisnce! was performed 1o irreversibly label dend cells, Fullowing
washlng with PRS, celis were Mved with 2% ph.mfnmmlde;’a}'de b RS 140 i s resann lamipes-
atvre). PermessUization {3 min af reom temperature) wes performes in the presence of 0.1%
o gaponin end cells were then wahed nnce i HBSS bufler conts ning ssponin (000 %), Man-
sprcific sivers were Blocked in PLS solution comtaimiog 75 BsA pnd 25% of fetal bovine serum
fioae 30 min el room temperature. Primany antibedy abeling fanli-Nanng abha palycloeal
Mhbcaem; L200) wae performed overnisht et 29U, Secondary antibody incubaton | 1 hour a0
rowrm temprrsture ) was [olloweed by FACS annivas, Cells laseled with the secondary anribocy
i Ui absence ol the primarey antbody were used a2 negilive contials,

(PO X

&2 Methods. Expression af surface markers. Detection of CXCRA and CII56 expression
using mmumocytochemistry, Cells were mechanically dissociated and contrreped onto shices
witlia Cytngpin cantrifuge Celular auto-Tusrescence was blocked by invahating callz with
o0 X M a4 ot room termpersture for 10 min Afer o blockade with 1% USA in PIS, aells
ware incabated with CRURS antibodies { Merck Millipore, ARTELT, 1507 or CO56 antibodics
{Reanlegead, 3MEDL, 1225 a B0 overnignt Cells wene then wasked and Incubuted with Alexa
448 -conpupsted secondary antisodies {ackson lmmume Resesrch, 1:230% for 20 min in the
dar ab ranin e peratuce. THAPT was wsed for counterstalning hefore Duoresserce micosacopy
observation, Ewvaluation of CO133 expression by Sew ortometry. Pollovang mechanical cis-
seclatinn and washing in PRS, 1a10¢ profiferaling sod quizscent TG1 and OR1 cells were resis-
pended 1z 100l PIS with 055 BxA, Celly were then monbated with 10l of BITC-
mnjuﬂ-ﬂ.ﬂdmlﬂﬂ antilivsdy (Mileeny: Rintee, 130 105-22R) ar (0 gl ol FITC -conjugatad ise-
twpee contool (Miitenvi Bivtes, 130-104- 5627 for 10 mun ix thw dark in u redriperaton. Cells were
washad in 2mT PRE with (L3'% BRA and then analvsed with a FACS allbur fow cytamener
B0 Biosriences), Propidinm wdide was used o exclude dead cells

[N

53 Methnda. Clomality teste. Clomatity nf proliferating end quisscent TG and OB G508 wis
evninated in e-well plates soeded ot vadons cell densitio 11,2, 3, 10, 20 and 50 cells'wel) in
Ll al freshly prepaced WA madiom [ 14 walladcell ensity conditinn ], The number of wels

contmnmg &t leest one secondary sphere as well as the oumer of spheres m sach well were
evalusied alter 3 waess o celiure

{(THME]

PLCHOME: DOEE 1T T jourralpene S1328T80 Aagust 17, 2015 2T



@'PLOS | onE

Gimacrnid wed Gliokilistorma Canoe Eler-Like Cells

54 Methoads. Fraluation of ir vitro differentiation properties of GRCa Tinditerating and qui-
escemt {9 cuvy without medmm remewal) 1951 ane O8] G50 were dissecated and sveded in
freshily prepared N34 medhon auppiemanted with (0% FRS (Thay (), Celiawere (hen main-
iained i this diferentistion-inducing, colture medivm for 14 davs AL day Dand dav 14, 2.5-F
w 107 cells in each cnadilion were collected end total IMNA was exiracted, pusilied, character-
tepd and reverse transcribed o desorized in the Materiels and BMethods seotion, Lspression ut
thie mRMA level nf stem cell and dfferentiation markers Sovic Fedgehog (SHH): Hs
GULTENA3-m], A% tubulin  LUBEY): s 008071 390-51 and ehie] fbrilary acid protein {GEAP):
HANMO9LERm | ) waes determieed uang individual Teghlan geoe epreasion assavd {Applied
Rivsyaterns, Tile Tachnalogies] and quanititive PCR anslysis o describied in previnws sections.
[DOR!

55 Methisds. Evaluathon of i vive engraftment properties of GSCa Mice (NMAT Wude, Jas-
vier}! were nnesthetized by inhalntion of isoflurane. 147 phobiastome Q81 cebs (proliferating
and guizgscent) were njected ints the left steiatum of mice £ mice ger expeeimenlal seling],
using o stereotxic set-up with a 10 b omiton svringe. Lhe needle was Sept dn place for's
min after infection and then sowly removed. § wecks after injection, mice were enesthotized
with wvlazine, than perhused with 4% fofmaldehyvce, Mouse bralas were fved in 4% foemaide-
hyde, ermbedded in paraffin &and cot it seriel 10 jm- thick sections. Luman cells were ident-
fied with innnuanhisoochamical staining with an sntitody sgainet vimentin {chine W9, Thkal.
K1-67 pusitive ceds were identified with immunobistechemical stmng with cormesponding
aitibodies frowe Dakn {clone MTE-1.

[DOCK

56 Muthods, Experimental section for the synthests of the chemiol compounds,

[THRCK )

&7 Muthous, LUMS analbytical data,
[THECE)
&1 Tahle Cell sywece, cell landllng and resource sharing infoemation. [': prolferading 0

guicecent.
[THRCK |

52 Table Assay IT) numbers, TDw and sanes of genes included 1 the TagMan Human
Stem Cell Pluriputency Arruvs from Applicd Biosystems, Life Technologies. List of the %
st cell or differentiatinn assncisted genes and & hoisekeeping genes [ACTE RATI,
CINNGL, GAPDIL FEFLAL 185) incleded iz the Liumen Stem Cell Plunpetency Array from
Life Techaolagies

(LM

83 Tubie. Primary and scoondary screen hit compounds, G50 fioblastoma stem-like colls,
Hir campounds setectad bodi i the pramery and secoidary soreens Tor thain activity n at least
one of the conditions tested are hephlyhted in vellow

[THMCK )

54 Table HiL compound stroctures, Molecules were disclosed from the Prestwick Tiheary i
their sctivity vn (A5Cs

[XISX]
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8.1.2. Annexe 1.2

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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Aririp iy A gt el dedr aearcll o e Losecbive Gltenpenodd saonniie Lo Caoeiisanean Miitasaceas glacls,
fies il 2T Migin 04 pryeckamical treestigaion af the mp of Az iekbes i o the isalasion of e pea olearcne cye
TR T I T A saparird, named lefheckosidas A 1T 21 Thevr srctaneswere estzhlabed on che basie of extensve 10
PR T Tt Ty anel 200 WAL CTH U MR LS, CTRY, COUSY, ROBSY, HH0C, and HAICT and HEk 8 smdies. ard by

o ae E cmmical awicEner, Lampairnes 1 2 wers realaabed for theer inkiketary effiect om dhe metabaliam of high

grade Farman brain temae celly, che e gliohlastama 50 MG eell Vees amid the gliotlasiama stzm

E::T:' - litee (L1 cellv taninbed frommoa patwert oo anl Emesn ke paricuierly sesisi b samband cherape.
rr'lnu.i.s.'.-.u: ke tanizted saparars showsd signdificant oyreeoscic acthety agzingt 4 =7 86 and 101 cancer cells with

DrilerpEsae s I walvems ol F8h ot ard 106 8 e 1oand 200 0 b ani 023 phd for 2, respecherdy
Labbeckuside 1200 Fisevies Liel Adl righte reseremd,
Lpbinngl aclsiny

1. Introducbon Meizig febbeck, woere aelectod on the basir of their HPLC-DAL,
LC-2%K, and LC-245 profiles.
1he woous Albide compriscs abour 138 specios widely distoia- Al febbeck (L) Bemth is & pentmapical speces dismibuted in

wred im the tropice weich che greacest diversioy in Africs and Bouth Arie Asa Amesics, and Austreha. In'West Afnce. il raditonally
Arericgs Triedpeasd ool We commanly ilmecritsd in 1w iched] i At diderhed, dyssniery, hemon Peads, Dromchicis, e bim,
weitich Aulantileloodes, granciliacerodes,  guinlenisides, steera, Al degeoin” I Soelhe Bkl Sk and Beshialig the e
Julilivesiiies, covliriealdes, gl siblioies se connplies (e pe- ESTREEN LT B R T VTS E rr..JlJ.Lu.H:u'.llu.alIIJI|||.1|'r:,':I|'u|h,u.||J.3I1,
il sdpEiring lsalaed fone the Al g;rerl-:u\.." Thess glyrnsides; e Canrdeea, A g il ments, 1S asa repmetad o he .L'.illlis't:elll.
repieseal o Class ol wery congies glyerides possesshig & prectoal, rafueenad g, s torde” Mootiogpls adl Ayl adlti
EEyeaT unlt; acacic acld having various alispescchands moletizs oo of 2 saponin fracnon isolated from A ledbock leaves have beoen
abii-3 and C<28 and an acyl groog 2t C-21 ey hawe boen reporoed repusted.” Oral aéministracion of the s3ponin fraction isclased foom
w inhikic the mowth of tumer cells, and thus arpear &5 & new L fehbeck back oo male razs has been reporied m sgnificantly roduc
motential class of anticancer petural miterpenold sapomins In fermlity theough educcon of sperm mo3ilicy and dersice.” Previous
ol L e me Lplpant S el anl g g iveiidies, we siies aet palrnc barmical tvcdies ol A lebleo dve ba oz gpos el e easeaes
Ll st b et af Carmeain Miosaneae o ing Aldig, ol whernmiehes ol deacie achil laciones.

Avche aisd Setade gerara Thoes Albkehy species among whiel e present investagalinn o A kdbeck coa, we (e The
fiahatbenn wind mlraciursl charscrerleaiion ol Dwn e dvac aod
b Cymespiveling sl Tel]3%T TATIEALY; S <337 MIR303RR dl_ll'l.:l:ihi':t.l:"!'.. Ieinie]  lelabss o A0 :.I JII. The  wctlil=d
Lt Bt o mies P e B R somoounds were cvaluaivd for sheir inhubitory offerc on dhe

B e om0 VLG sk 6 ] G

FARR-AZ T30 308 Taehee Tt A ik hiis e



O 1 dsome el Darsdpatnte Madsiemn 40 D By Q-0

metnbatism ol high grade haman brain oo cells, samely e
P glhoblasioma U-87 30 cell Hnee and semozoloomide-resis.
ian: ghioblasioms stem-ltke cells isolated frmm 4 patient tumor,
TeELE are peported henein

L Besulis and discussion

The airadsisd powdered oo of A ebbeck (306 gl wers
eatracted with eo-EH0H 0% wine a soxhict apparatus, After cvap-
ardiion of Uie solvenl the resulting Deasen feald i was parciisnad
Pttt wiiler anp wdiier-adlvcaed - BoDElL The g-TadH o
was The aubmiibed o vacume Bguld Cnosmatoghaphy (VLC i
teversed- pluse allics gel yelding thee s faccons el wers
wabijected o VIC an silica get Peibication af the alcased sebivae
fions by Semprep-HPLE affonled fwo mow mitersennid sapoming
Chart 5 ),

Lebbeckoside 8 ‘1) was obimned as 3 whize. amorphous povw-
der, [ty high-resalution elecTospray ionization mass specttomemy
{HRESIME) [positive-ion mode) exkilited d psewdo-molecular ion
peak ol g ZAREITAE [MMEG)T (calcd 248521470 consiaren
welcl a medecilan Tormabe o 8 ol ey Lpen acid Dy olysis
il L0 I, e i astiiar et et e bl welelict was e
it wlrh an actheets sensple, amd compoand 1 alse gave glucoss
OGN, mitlese (Xpll fucose (Fuc) thamiese Rha), arabunuss (Acal,
and fuinevase (0000 which wesd idensified by o= TLE with arther-
fic samples, The absoivte cunfimerarian of fhese sugar residucs wis
derermined to be o foz Gle, Byl and Fuc, and - for Ara and Rha bazed
aan (30 analysis of thezr sumethylsily] thiazalidine derivanves s
"H NME spoctram shower seven angular methyl aroups a5 siagles
al g ML, LA o, 1,70, L, LT, aud 1R [each 3 ) one ple
Fimie: fivesed av d S04 00N, brosh and sesr peoto signals ar Sy
ANT0E A2 T N spci shewied Do sl Lo aigusl
ab & 123.5 ard 143.8, sugerting that 1 was @n oleanane oo i
terpenoid saponin, 100 (', Y€ NME, DEFLY and 20 (COSY, HSQC
Al TS MME cectiigues pennbiled daigiemenss of all “H oo

A0OWMA sl ol e aglveone ol 1, This aglym wis g rscog

49

el s ae acasie arid O3 TG 2 e trinpdeesyelean - 13- ene-28-mie
] by comparison af 2 'Hoand ' NME signaly with [hose
iepored in ihe loerange” The downfleld pesiiion ol the agial
Erpep at C-i4 (We-27, & 10 n e 'H MRMR speermem, lmpled
an additumat axkal {a) ydrosl groop al O 16, The BOESY corela
ilons observed berween H-27 (5 5,37 ard H-29 (4 101, 5), aug-
pested ap aeaxial svientation of H-21, as well s belwesn -1 0
LA51 arel FLE L8 OEL] indicated the #-axial orientazion of the
hwo protons The 3.2 L-hydroxy groups and 28-carbonyl group of
the aglyeon carricd 3 sugay moicty, respecdwely, as ovidencod By
the atycosylation- and acylation-incoced shifts okeereed at &
Es desnieldid signal for ©-3 of the aglpeon], 1768 (shieided slg-
Pt Fd OB ol The aglyeon), and 776 ideshiaidad algnal for C-21
e aglycisn ), tndicating onar 1 oweas g 27-acyl 3208 Bldesmasidic
avagic achl dervatlve with sugar chalne linked 1o C-5 amd C-36 of
the aglycon Ciooeeh an ether asd ester bond, respeciven. and
iith an acyl group sttached at ©-21,

The "H MMR spectrum af 1 showed 10 ansmens protons at s,
481 [d, | = 80 Hz, glecose (Glc 13, 4.97 id, | = 8.0 He, Focose (Fac ],
506 [d, =71 Hz svlose (Kl [V, G316 |d, | =80 K, ghstose (Cle
3], 642 [br s rhamnpee (Rhall, 242 4, f= 01 Bz glucsse (G
0y, 530 [d, /= 7.1 He, aylosa {30 0], d.80 | g, | = 8.0 L, guilnpeose
i 1], B8 (4, | = 8.0 He. guinovose [ Qui i, and 487 2.} - 8.0 He,
rdmaoss (0w 0] wehict porelized with e amdmenls caan
alam reseiances 40 4 DS AT, 1075, 956, L0LE 1064,
A 987 w56 and 574, respectively, (b the HSOC spectiam
Flabies 1 ard 2% The "H and "'C NMR data’ [ Tables | snd 1) of the
manosacchaside medues were assiened starting, cither fom the
readily idertifasie anomesic pooten of cach hexesyl or peatosy]
iinit, or from the CHi-proton doubler of each &-deowyheroeyl umir,
by apeans ol TOCEY, HEDC, and HMED specr olibabonesd e (hls
copipoaisd. The apoitecc csnieis ol Uee poeducoss, o Ducose,
p-fuinowaice, and r-mwlbose anits were cach determined to have a
Froiiiliguration lused o0 Lage "l | oo valices, Al the o dioimner
ronfigieratine gf the e rham tose wad judged by the Soad singecal
the ansmneric oroios and the chemical shzftvalucof C-0ia 8881 In
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g ba el il Ay e i
15 g
Ll dEalaae] B%L A8 PR A5G
| [IE i A 4.1 ™
a Al .5 411 TETY
El 415 L 415 T4
q 4,707 M. 1.0% =T
il 430 4.7% s 4.6 4.74 Tl
Pat-1 4854 s LY. d dugdin; A
o 4ah IR 4.4% EF ]
i} EAR - ENE rzl
1 4M o 4l Wila
El f iy A TiN
i Tai d ha) T Lad b |
Er k- LT e IS AN T o
a q4.7= my 4.0Ie TiR
1 4.1 R R T
i 400 "3 411 TLY
a E | ] 154, 4.4k B1H
AU
(| P [ I I =] e b 2a.h
4 4.1 i LB FeY |
1 .07 A 4.5 LA
i 4.1 i) 414 o]
3 LR K- e | A 155
i 42500 dea [ 4.7, &30 ]
Riasl e | T IR Ehl s [~ HH. |
2 452 TAL 4.8% 23
3 4.=0 3.6 4.l EXY
4 4.7 ol I 433 X
4 A.al Ly AL [ ]
i (Y BT THR R EITTEN mH
Gl "1 ST IR GRA sAYER .2
2 4.1« 7485 4.1h LR
i 4. 15 Ty 417 Tl
4 4.5 AR ERIT TiR
] 9,4 HL Y 141 sy
4 AL W i L Bl HE ek (=18 |
& Sl ie| [k sl (T
d 413 e m il
1 LRl f LG N
4 405 TR A1y 7.
. 351428 .7 LA 427 BrT

Uvsshpped procn KR signzlz are repurted wilhioo: celignisd muviphee
" faaigiiinenns e Resy! G0 1o TFIRG, HERC STOEY TRERY, RAESY. mid - TEFT
re e s

aldizion, the N NMRE spection of conipouad 1 oesthibived oes
il protiag Gigiais b A BHEE L, = T3 0], 700 o, J = F 3L
abimd TEH Ll =700 e aned Cnees gaoasps ul ooe subsiiured aolelin
protom sienals, one sroud ac by 623 (8g, ) =10.5; 175 He )l 52876,
J =100 He)ard 247 1d, | = 17,3 He), another group at & 27 T,
Jom 100G TF0HR) 528 (A, | =100 He) and D43 [d, J=17.5Hz), and
the other group &t b 590 fdd =110 UR2Re, 530 (6
J=100 Kz and 5.35 fd, [=17.2 Hz), indicazoe thet compound 1
Bt Hlues s o mokalerpeonid dniglieg, | Delansive doalysiy
il 40 i I MRAR spasc ol L e lesd O e s iniliely il
C s snsical v et af ibileesides Loamt (L0 and e " aind
dliinslde &' and e muiote pese ulnoensyl malety a0 ©-11
et fedmiitlead b fhal el glviniteiaeside O coclarislde &, di
coriariosdes -1 Herce, the unics attached at (-3 and <21 of
the amyenn of 1 were established & -r-xelopvranosyl41—27-E-
p-fucopyrancsyi- 1 =& Fp-r-slicopvranozside.  and  [EESSR0-0-
{402 ES LR ey by S0 o kel it iz o i 2,

Torvpneyl |40 GRS L dimerng B0 [ e gorgopyrarssy )
acta-2 edienoyl | fro-guinoespyranasy -2,8-dimethvioc -7 -
digrmyl |, respaczively [Tabiles | and 2)

For the ghyoosidic chain ar C-28 of @ aEyeonse, & cOCTEnon
in the WSOC specimum a2 g8, 566U (o, | =80 He) shawed
that Clo 0 s Hnked o “he carboxyin gmoup of the sglyoon Gy
an ester nkage, This concluson woas sippaiied by the chivlied
wigral of C-28 ar & 1749, in comparisen with the FFee carbaxylic
atid ant! by the HEBE correlaticn obsereed between H-) ol Gl
(& BAE) and C-28 of the aglvcone (6, 1749, Marcover, the M5
spovitum af 1 mvealed a Fagmens wn a8y oeie 13340074
[UREERE G027, in wihich ROZ madss wnily were accoienied Fo
te maas ol the CO28-loked olgosaccbaidie chalo conslaing of
Qie jEiime, Ui d:lﬂj'llu'nur, il P Peaoe il Ealelaies
analysis of 100 ard 20 NER speczia revealsd that chas oligesac-
clharide miobety was comsitared by ten Gle, ane Mel, and ¢ns
Eha, [n addition. the HAMBC rorelation abserved bebwern H-|
of Bia [dy 0427 ang L2 of Gl 1 & 76,7 Ied us 0 saggest that
Rha was attached w0 C-2 of Glo [ This way supported by dhe
KOESY cormelation observed berween H-2 of Gle [ 4 431) and
H-1 of Bha (o &40 Moreover, in the HMBC spoctrosn, & comrels-
tian observed Derweedd 141 of CGle U 5y 5.42] and €3 of #ha 8
Hiby dndicased rhai Gie 1 was eked o C-1 of e This was
confirmed Gy tbe BOESY corelidon sbserved bebessn 1-1 of
b [ A0 apil P wf Gle U1 A, 5421 Terlanmada, the ROESY
carelation obsarved berween 151 of Xyl 1706 530 and B4 af
Kha (3 44%) rhowed that el I was lnked to -4 of Bha
Thas, the trTasaccharide moiety attaches at C-28 of the aglycon
wis determinad 2 b p-c-xylopyranosyl-i 1 —=4- B-o-plucopyTan-
iyl 1 =3 -a-Lrhamnopyranosvl- L =2 -f-r-slucopyranosy |
(i 1) Menss, e sieetus of lsbbeckoside & () was
Slucidated ax 10 U o mylupyianesyl |1 <230 L—-l'uLl..lLil.lJJ.I'.JJa:-.'i.
(1=b!-g-p-glocapyrancosyl -2 -0 1 2B BS -0-0-1d- 0 [2E B8 -2,
fe-gimethyl-G-0- p-r-guinovopyranoeyt loca- 2, Y -dicnayl-4-0- [ 2E,
Sh1-d G-gimethyl-0-0< -r-puinevoperanosylocra-2, A -dienoyg] |- -
v isbnavnpyranasyl 3G dimelny ioes- 2.7 -dieroyl facaclc apil
A8-0-f-r-gylopyranosyl-( 1 —4-| da-glocozyranasl-( 1= 21 -a-1-
rhamnopyranasyl-l1 =2 -p-p-glrcopyranosyl ot

Letaeckoside B (2) shiained as & white amorphous powder,
xhimited in o HRESIMS spoctrum | positive-ion mods ! & pscudn-
molecular  Jon peak Al iz 21TA06ES  (MAONILT  (ealed
2I7R05TA, covsistend wizh o indecular Sactada of €515 D
An alveaely almervag lae 8 el Bydoolysis ol 2 alse afforded a0 -
aic agid Lctane, ideniiled Dy oo TLE wich an aulleiiic sanpie,
e he: with pilCose, -ayloas, o lutmee, Pluinineese, -arali
rase &nd r-geinovese vnizs which were ddentifed by G2 anglysis
of their trimedhyisily] thiarsiidioe dorivacives,” Comparizen of 10
anid 200 MR data of 2 wath those of 1 indicarcd that 2 had acacic
arid v eglyoon while the malor differonce rogarding the aglyoone
maiery was the abienoe of anc moneterpenc-gainmaasy] -0
il b 2, as alieady sugeesial by s s spe b, which dis
Pl 12 doanas cndes dess Uian that of 1 The olsseedtion ol gly
camilal by e s livt boa - midiced Rluls a0 O 304 8900 C-0 LT
FTEL aind T-20 L TTR00 00 Ui T NWR specsrin of 2 supgested
s A0 sboald atag he s 21 acyi 10E- Didesmnsics acadcic acid de iy
atve wilh sugar chairs Bnked to (-3 and C-28 throush an cther
and ecster bond, respectively. and wath an acyl gzovp attachod &t
£-21, The 'H MMR spocrum of 2 showed nEnc anomcTic protons
sirnals af oy +90 (d )= E0 Hr glecose TG 1], 299 |4, /= 8.1 Hz,
fuease i Fuc |, 5.08 [d, )= 7.0 He, sylese (Xyl 12, 815 |d, j= R He,
s (Ghe | BT Do (baansisise R |, 5083 [, f =K1 102, gla
come [GF UL 528 |d, ) - 7.0 Ve, sylose (X 103, £.80.0d, 0= 7.3 1,
deinovise (Owi 1)), ana 483 fo, § - 83 He, quiaevese [Qui T
wthich gave conrela Hoss witli il oo e o eesoiices g
dr 154, 1058, 1048 256 106y, 106.2, 1008, 20/ and 00y,
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respoctvely, in the HSOC spectrum (Tables © ans £ 0 addioon,
the 'H SME sooctrum of 3 exhitited oweo olefnic poosen siznals
at op AT O, )= 70 H2dang 206 0, = T3 HzL and two groups
ot ne-sihslicated olefli proan slg s ong gooup as gy 621 Tdd,
190 153 Meh 52600, ) =90 L) amd 548 00, ) - FE8 el e
acher group at A BIT (dd, )= 104 180, 330 oa, - W04 1)
and FAR (A = TR 1), ivariog Thar com ol Z had D dairs
af monofcrpengid moictics. ' Henee the umds ai@ched &t
-3 and C-28 of the aaiveen of 2 wooy ostablisaod as f-r-xvlopve-
anagsyl-) 1 =2 -p-o-focomyranoeyl- 1 =6 - p-p-glocopyranoside.
anil g-r-avlopyranosyl-i 1 =41~ p-o-glucopyrEnosyl-( 1= 312
rhamoosvranosyl< 1 =2 -t-c-alucopyranaside, rospoctvely,
Fuzenive diutlysis al 10 aod 203 MW speci ol 2oallowed L
felenlily (e wl ateachedoal C-20 as [[REET-R- 040 [ IEAS)

2 b-dimerhyl-0-Ce(B-r-runnovapyranosyocta-2, 7 -demoy - 2-2-
riinovopyranasy -2 i-dimethylocte-2, P-dicnavll, @ unic idensical
to thas of pummifcraosides A and B .and confarissice £
Accaiitingly, the struciucs af |shbeckoside 1 (2] was establived
dg 300 mylupgranel-L L R0 Tucapyvanmgl [T o7
glucopyianosil| 210 ZEAY G- 4 O 2EES T 1A dlnes byl -5
- fer ub sy anosy orta- 4,7 -disoog ] o gaoniapiganmy )
oeta-d S-diwnollacacic acid 28-0-2-s-wvlopyrranomsel-l 1 =41t
riacopyranosvl-i 1= 31-a--rhamropyranosyi-0 1 — 2 1-f-r-5loco-
DYTanosyl osoer

Acacic acd-type saponins have been reporeed o exhibit oyto-
foic activicy on various tumor coll sepes. namely humar Jurkat lev-
kentid celly, colanesios lwmphomiag celia bisist, ovacdan and
it turssaes, T ddedvess | e ey atose ety of e i
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Fgure 1. key HEEC 400 BOESY corwlatiang foo oo et |

ac acacle acio mlyeesides, [ebbeckosides AT and B 120 we evalu-
ated Hheir actlvity v cancer stsin ke cells Baelazad Do gliollas-
savtna bl corresgmnid ca Blgh glae Biesan feat baemes, wiil
WY [t prigiinds aisd e wenicl e i an gl medical need.
Mranii Carmdis, Ehe iy ollee Camocs coalalin cascsr sle ik
celis, " ko foe thed repbcation b buooe ueling resistabce
w chemocherapios and tumor tocusrenee aftor thsrapy Y To
Increase therany officacy, now chemical compound: amenn those
colls aeed 2 e found, ™ We therefiore tosted our rawly izolaed
mobzouies on cancer stom-ke pellz i2olated from pationss' phoblas-
mma " Thess crlls were characterizag and wese shown to cxhibit
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fir chiere Baripialle ageits disd paimiely seales Eneshnside
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woma ool line. Componnds 1 and 2 inkizited LiEY slinblzstome ool
suzvival. gsscescd by ATP lpvel massusemenis with s, values of
216 and 210 pM (Hig 7 and Tair 33 LebSockesides A (1) and B
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well i ai TCg, 0 Ele s ange 4 Ll del st b e L-HT T
celt Hseai T e Saind Table 10 Thedr cytatasic #Fec an batleslh ey
s sl L 0y e Bl st ad o, Talabieckosdoe 800 ialiowed 4
ablighity Blghier actleliy v TET i 12lsleckoddle B 120 el
cated by shoir I0s values flable 20 Alsa the lovel of coli deash
obseved for 1 and 3 after 24 kof treacnent poineed out a larpor -
cacy of the moleoubes oward 751 comparsd m L -89 MG cells: Bill
cocfcicnrs values (o) determined rom carve Geming supgesoed
tha prosence of aoveral 2indine sites for che diffcrent compoends

withbinsinn cooperativity. Mop avicn-type saponing, sackas miyon-
srden ol eleannhic acid, hud oo ellect s glivalstana eell suvleal
tedeti el e L Liiden e expeieaeolal ventelil ks el ton Ll
e lebhackmoides; koo antlcane et dgents such as Slnpod S hpn
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fzom breast carcer oolis and tobe active on plioma and shoblastoma
eelliines” ' maddition, temoxifer alone in assodation with other
divigs, muniely TR s i wsed v clineeal 1hiads 1o tieal gliobles

bk " I coreparisan by Lansexilfen TTabie 1) debileckoesides
bl ciell deatbn ol bt gl vell Depiss g ke panile
ulaily the ghinhlasioma s ke celisaiin & 1 e Bigher activity,

1. Conclusion
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e ike cell e ies, ks lo b pess sl o sfdondand et
penis, The cytnioaic #Tecs ol e b mag i auicies (0 and 0]
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repozied o be azmocaws wich the acovation of the death mecep-
tor-caspasg-§ parhway. Awicins appear also oo affoct phospho-
il depemndeal  processes, 5 aed Dgger  canpass indepancsit
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it ey, Al 10 Das vecea bl Desn sl el some avicing
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cally paomaibly Cyoogh s wp-resilation ol uldgeizin Lpase actiy

i, Hemweswer, awic s seem 1o bass olhen, aad yel oely paitally
identifed, molecwlar sarsess. | Lebbeckosides A-2, twa 2ew avicn
analops fsolated Som Albizio lebbeck, mizhe cherefore he Sighly
esoful to Frrcher decipher e mechanizm of achion of this oitor-
ponc sazonin and obtdin new soucture-activity celationskip dana
Icwill be glso of Righ inceress to compars che offect of lebbecko-
siies A aid B o acher ppes of cancern cailg, 45 well as o use Hies
puledaien e toaly b lvestigare e salhophsiobogy o cancen
Rl wellh &beai jepErtiey wersal b e career @ella liv adoi-
tioen, o P clrEmnbadanomic godal ol ¢less Dhig sty represanis
avaluable contzizuton w the chemotaxonanmy of the Albiz poous,
whick is knrwn oo be a nch source of titerpeasid saponlns. Fuc-
thermare, the Gndiogs. wspocially for the monessrpene-nuinovosy)
©riz=, esmblished in compoand: 1 and &, and [foatical o thoss
found in the related compounds isolated Fom Albing corarie and
Albizie gimmifra may indicase a Gose relatisnshio beoweon @
e cpeies ol Al ges,

4. Exmenimental section
4.1. Gencral methods
Uptizal totadons wooe meoasurcd 0n 2 fgsco P-200 polanmeoter,

PE SRR SO0 W] st =0 SN 125 MLz spect i wese fevoided
Al TE re e el s a Reiken AYASCETE00

sparr e, Cisimleal silis we glvan 08 (ppn sl pehitve
i TRIE e dnteriaal stamdard HRERIMS Specinn se=re recasded on a
D T POT ES-TOF mass speechamessn [ Rk [operdling i positive
e, Eiabiical DML was perinimed on Vacian 920- L dpiaal us
erjulaed Wl autisarngibel, & g, 8 diode iy detsc, alid
Cabamie saflware, Seieipeepaative HPLE was peionned oo a Silson
apipeba s sgui pped wiri Teleien 20 sofivears usbng a Siclesdio
-5 ClRer (201 = 250w, § ] ol juarchissn  em
Rlac ery Nagel [Germangl Thin hger chesmatsgiaplioss  TLE)
were performec oo procgated zilica pel plates J60 Py, Morck!
(r-Bulb-AsOH-HA0, B5:15:35) The spots wese abserved afier
spray with Kornasowsky teapsnt, 21001 miseure of p-Rvdrosvbenr-
aldelede 1% tm MeCH] and |53 Ha50y In EXOH. Vacoom-Tiguwid
rhromategranhy (VIO was carmied out vsing RP-18 sbca ged G0
V25 D e and adica gal S0 {1540 g and 4083 wn)

i 2 Plant meaterial

Thie sy ol Attt et 1L el s Tuarvesied a0 Ml
san Yaoumdé periphecal guanter, in Lamemoon in Qcooger 20611
under the guidance of Mr. Victor Nana. botanist of the Mational
Herbarium  of Camempon (NEC, where & voocher specimen
(&R HMC ) was deposized,
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Al diied dnd  pesedered  soos ol A ledibe 0L were
sulvartet il BEOTT TOF ba o sokhdel appacilas, The lgdinalen
D le salubies weas thes esapioazed o diviess under (eduee presy
sure bovield @ boown residue (483 g1, s cosidoe was susperded
in 200 ml of wazer and pardcored berween H.C gnd saturated k-
BodEl 3« 300ml) Foe p-2e0H-saiuble parc (304 ) which
exhibited cyooroxic activity agsnst plioblastoma cancer stem cells
SPET ) and b ghivhlastooma celt e (U-ET MG with 10, wal
s il HAD g B0 gl respectively. was dissolesd oo s
fanny ol vealies Tl kb hen safuriied s YL wshng RPE-18
VIS D m) s gel ol suliog woill aogadbens of Mg 150
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Ti-BAE MeDH Fagsion (L1 1484.2 mg) which showed aigmfeant
cvtoroxic actvity amaiast che used caneer cetls [TO7, 10, 487 g/
mil and L-BY G, (L 308 cirrmd! wan sebjected 1o VIC oo dlica
gl G0 (15-4bpm), elated  with CHO - MeOH-H,0 (B0,
TOROS, BUAANT. and GO L0 1o gve 20 sebfractions, The sul-
fracuiopy wiere comimined Inme & male subiractions [ L3 1-136) basen
o TLE Behavinr, Sublmasticn LI7 (666 mg, TS 8y 330 peimd,
ant] U-87 MG g 2,28 pgeml) was pasified by Semipreparative
HPLE wsdng a mrachent system ol OH CN=HL0 [20 mlmend to yield
cornpoends 107908 mg 1, 27.07 mind ace @ 8.7 min 1 2421 min),

a1 L Lebbeckoside & (1)

Wihite amcphous powder, [ 130095 (¢ 006, Me(ily '3
M (SO0 MIt, C2:%0 and 30 NV 125 MHe, ©O0N7 data ol
che aglycan | sappactieg intaeasnan) ' and 0 NMR daca of ali-
gosacchdrdlc chalng sea Taules | und 2 "0 and "¢ NMR data of
muonoterpene umts, see (abke 0 HAESIME [positve-ion mode ! m
2o BABGIAG T MINE| (aled For Oy g e e, 29552147

4.1.L Lebheckoside B (2}

White amorphoas powter, [#)p° -2085 (¢ 010G, MeOH), H
NI 500 MIte, [oD:N) and 2 NME {125 MHE CDN) data of
rhe agiyeam, | Swpporting ofsrnsacnsd 'Hoand SCNMRE dataof oli-
grsrhan e chains s Tt | ol L angd Y0 NMR data of
Aotinbel e s, see [oble O THESINS | pusicies-lon miode | oy
£ ATFAEGS [WeMH|" feated for Canbeallog. 31730574,

4.4, el Inlroly=is of 1-2 and determination of absolute
coofisration of monosaccharides

Pl mapetatlin |23 pag) vt Disttinnd sl welels 2 il ol 2 %1 19T @
B350 Juclig 3 L Adtey Soollig, Lie sodeanl s Risdved piaded
reduced pressure, The seaar mixtone was execacted from the sooe-
ous shase (10ml? and washed with CHalL (% = Sml) The com-
mincd CHeLl) ewtrace were washod with wawr o give after
evaparation The aglvcon moisly, The sugas weave i analyzed
by TLE ever silie gel [CHCL ReeCH] 10, 8:591) 4y comjarison
LI AL sarie e, The ilispluse donligiostian ol sl e
satelaricle o detesminen Trom G- W% aralysoe ol thain rmesh-
plalyliter dacieativsn by congpaclaon wlth autbenic samples
ustnp the mothod previously Sescribed,’ GU anabysis weas oor-
fnrmed with a capillany TR-5MS SGC [15m » 025 mm =« 020 pm)
column, Operacng condicons weeneas ollows: carcer s, heliom
with a {low raze of 1 ml/man: column temperatoe, § minin 120
130--220°C 37 4 Cimins dniectss ompocature, 25000 valume
Jigecien |l ol e ety iaied wes Doty lese Chioide
(T At vacing 1O58 Thie MS apetasing pmssss were as ol
st i Aablon proierdial, 70 e b Seaice Sampeature, 230 50
golven] gelig A, s pangs 100 TOO The fallivelig sagiis
weere deledtel o b oad & o 3|||.|:!r:-:'u!. iefuinmse, ¢ licime,

r=awlose, and L-rhamnoese.
4.5, Tvaluation of lahibdeey 2dTect of sipaibing

45. L Chemical reagents

Gligaiasmma U-87 MG cells were purchascd from ATCC. 1
cancer stem-litke colls salazed afer sursleal resection of 2 human
slioblastoma (WHED mmade IV glioma) were obrdinetd fom D H
Chneiweiss (Meumosdence Farish Stock sshutions of the chemicals
woare pieparedt 2 omghnl ol lehbeckosidas o milf) wass and
10 apld gl ponnsrsilan of DRSO

452 Cell cultures
it hantining st b o s CTO ) woats g gs pEa s plsses
&y previously desoribed  Meumospheres wore mechanically

shsspctaied swiee o wesh wmd mediom enewed, Gliohlasioma U
By M0 celld were expanded inadierent calrire according o tha
sippliecs ipstracdons (ATGC) Al cultures were malniained &t
37°C0n & humidified atmpzphare with 5% OO,

4.5.% Effect of chemiral compounds on cell viabiiiog

Erfeet of chemical cormpunes o s lastama ool viability ws
assevsad uaimiy the CellTiier Gla® Jumisescest gl viabiiy assay
(Promegal, Sub-confluent UBT-30 cells were trypsities] and
resuspendad in fresh medivm e a density of 300500 celsiml.
100wl of cell suspension were seeded in each well of the SG-well
apague hotm plare (Cnener, Courtahoea!, France 30000 celly)
welll Ceils dn the BE-wail plate weie ncubated ab 37 50, 5% O,
far 240 foie wsll aslisience. The m=diont o earh well siis hen
peiaeadd by freshy reed v ED0 P wizh the desived conersiatlong
af chermical compouads (00 no chemical compound fon wnireazad
cellsh TG cells were mechanically dissociated and tesuspenderd
in fresh modnem toos densznye of GOOD0G cellsimb 30 UL of el aes-
ponsion was seeded ima O0-well plate | 30000 cellsswelly 50 Pl of
medium with ar withsut 2= the desized concentrations of chemical
vompaunds wee siced o each well

Cells were acubated af 37°C, 5% 00, and cell vlabliing was
measusid 24 b laies walng the CellTiser Glp® lumleescent cell yia
Bl aesay | Prodiega) aceopding o the  meonfactien's s
Hunas Liditinesrence Was measu el using o Yo ™3 plice readei
(Pergleblmen) Relacwe ATP lewels [noeach well ware deienmined
b calculating the percentase of lumincssons siimal in the well
Wwith resoect o the sverspe senal messored inonegative coneal
wells (without compovnds) Each compound was tested in oigli-
cate, Compound induced cell death was alzo assossed using rysan
Blue sclimicn deaay
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8.1.3. Annexe 1.3

Triterpenoid saponins from Albizia boromoensis Aubre'v. & Pellegr
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Bdhinlysin fulimeed GO aoalysis ol chsie iiometlylsilyiazed
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glucose (Gh)), 493 |d, J= 6.5 He drabioode Al 330 [d,
J=TaHz, sylose [Mylll. A6 [d |=E82He glucose (Ele),
571 |8, j= .9 He. glueose (50|, and 302 [d [= 7.7 Ha, ghicose
{Glc*}). Thelr associaced “'C resonances asstened from MSQC and
HMBLC pxperiments were at & 100% 1056, 1069 U358, 1040, and
1056 respectively. All proron signals due to the 1ugar moieties
were ddentified by carelul amalysis of COSY, TOCSY apd MOESY
ek, anel e carson vignals wese assigned based on B8O and
Further confrmed by HMIC spectrom [Table 21 Data from s
abioye experiments indicaed that fhese s swgar esiduss wers in
thie paraciese foim, The elatbse large e (o o values ol 1hess
Sugat moieties (R B He) o thel prranose oo adivared 4 8
anoimetie comflguration for all Gle and Xyl mooetles, ol an o
Anpmieng configantlon Tes S Wk goal, MM Teoe e dl,
2001 L The pbseovatlon of the 'C MME sigoals i 8 895 03 of
aglycone! and 1769 (028 of the aglvcone] demonsirated that 1 15
3 bidesmosidic gyooside of sleanslic acd (Sabo and Schac, 2000

Pispet et 20001 el songay chains linked to ©-3 and O-28 of the
a;hu:unu throngh an ether .and ester bend, respectively, The
linkage points-of the sugar umits &2 vack other and o C=3 of the
aglyenine wers earalilisled fois Uie HMAC wirrelalle s g nal o
A d B JH-1ofGle) e 3885003 of che aglyoons’, E483(H-1af
Avalwd ST 0 G b Gichand B538 | H-1 oyl bwiih § 853102
el G T st suipipaeted by the SOESY epprzlashms of signals o
A GBA (M1 of Ghey with & 308 and & 108 (H-% and 4 2% of the

aglycume, revpectively], § 4.24 [H-6acf Glc) with §4.93 (H-10f Ara]
ane & B4 CH-1 of Byl owith & 410 [H-2 ol Glc ), Accocdingly, the
sieiar arcangement (1 the S-C-sacchavide chain was establisned
a8 g-i-arabinopyranosyl 18 - Sealupyranosys | =20 fo
glucapyranasyl (Flg 21 The sequence and ainding sites of the
s umitess al C-28 wese derermined by fellswicg - HMBC
portelations: & B.06 (H-1 ol Gic] with A 1788 [C-28 of the
aglyeone], 8571 -1 of Gle') wirk § G803 (06 of Gle') and 8 5,062
TH-1 of Gle*) with § 785 (C-3 of Gic') Therefore. the sugar
seruence df ©-23 of the aglvcone was delermiced as fe
glucogyranosys (1 B e glucogyranoayl (1 200 v-glu-
coggranosyl Thos, the sifuclure of boroimosacsle & (1)
wan assigned ax 3-0- -l -arabingpinesyl -| |- 3o
wyinpyrioayt-[1 23| f-c-glhacnpyrannsyl|-28-0-(f-c-glucnpyT-
angmylll E s [ A-c-glucepyranesyl | 120 B-e-plucepyrumsy ||
oleanslit acid.

The aralysis of "'C NMR speciza showed (hat the irisaccharids
thain was common = &l four saponing and placed at £-3 of the
aglycane, it will oot be further discussed o the stzpcoural
elucidation of compounds 3-4.
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attached 31 L-28 (Ll in @ was monosuZstitused af s L-d
mositivn instead of boen disussdrated an it £-2 and £-0 positions
as doscribod in e c@ee of 1 77:000 1) The proscoce of orby one
glycosyladon shifi ac §  FBS (C-2 of Gli2'l. the absence of
glvcodgyla o alidft ai & 625 CF ol Gl and (e presence ol
anc g yoosvladon shiftat 4603 (-6 ofGic") and che absence of any
glycosylation shift for Gl were evidonces For the hoear sequence
cstadlished for the sugar molety attached &1 C-28 of the aglvcone
for compoond 2 Thepefore, che sugar soquence af C-25 of the
sryeone was drirrmuined & S-r-wlucopsyranssyi- 1 =0 -S-r-prlu-
pupyranasgl-[ 1 Ei-foeglieopyranngyl, Corssquentiy, the aomg-
e ol compomnd 2 was elucidated as 30 8- |-
stabipgyranmsy L L1 6 E G aglapyianosl 1 2] Seooglue
wyrannsy | 2800 LA ceglucegaiannsyd |1 RS oglucopyianesyl -
[ =2 -~p-gheeopyranesyl |-oleanalic acid

HAESIMS of boromoeneside L (3), obtainpd ar 3 whice.
amorphous powder, indiceted 3 CagHy-2y molooular formula a5
deduced from the [3+%H, | o & miz 12240785 in the tositive
inn mode. The difference betwers comacunds 2 and 3 (162 amun
I wwan assignet 0 ong glucose eolely o aoeouwnt for the
atndlaililes bepween el "1 oaed M0 NMI spectia (Talle 21
Tigtedid ol 4 Pehercbiorde moalery 4 C28 af pleasels aeid,
ool F displayad sigoats oo o disacebasids uait aitached
ol 2R wl dhe agivvoime aceording wihe analyss alt 20 80
cperimenrs. Accocdingly: boromocnoside O[3 was clucidaced
w0 2o 3-0- f-fo--gradinopyranosyl- 1—00-| f-o-0ozvraneeyi-
(1—=2}|-fi-z-plucopyrenosyl | -28-0-| f-z-plocopyranosyi- 1—2 |-
H-r-glucopyranosy.|-oloanclic acid,

The HRESIME spectrum oM=Md4l” &0 mir 1386607F5] of
P inieninsids T dY ol as 0 while ol posiles,
wars b il te e ebrained o conppoined 3, sugeesl g hal e
Con gy e sz witl Caghl g0 Tarstia b, Coannpiai o ol
i WM wpectia wheresdl thal comjpoed & difers (Tow
coctpnnsd 3 ondy by The sutsmiitation pargern ol o s chane
gl C-28 of the amdyveonc. This differcnce was ovidenced by the
carzon sigmal at 4 o0y (C-0 of Glc' in 4 which was downiizld
shifted pf+7.2 ppm comparcd to che carzon sivnal at ¢ 622 100 of

2l gz assigmed inthe g2e of 3. Therefore, the sisar sequencos &t
A28 af the aalveone was determiced s Ser-mlucozyranasyl-
(1= fl-o-slucopyranosyl, Copsoguonoy, the struciure of boto-
mocnosidz U was plucidated as 3-0-8-|og--arabincpyrancsyl-
L0 LA mplopy el S eglaoope andsyl |- 280 8
o-glucopyranosyi- 1 —G - g-o-glucopyranoeyl -oleanolic acid.

Compounds 1-4 were eveluared for their inkizioaoy offoct on
the survival of hish Frade human Srdin tumer cells. induding the
=87 00 human gicklastoma ool linge and the 11 mioblastoma
canoer stem-lke colls isolatod from s paticne, Mone of the isalated
ety shoswed sl Owe activliy o assay, L ade e, m
the best ol aur Soowledgs, mal study a the Do phytachemrad
sty ul A borrsoeete Jod epresaity ¢ valuslle contellat g
ihe chemaiaxomy o Alidie geous, whlch is kassen e be a doh
FOUTEC 0f miTETPCNgIn saponing

3. Experimental

8 T T P T R AT e FT R S

Doteal cotaclons were measuced on & [asco P-2000 polarimarer.

H MNMR 300 MHE and 0 NME 123 Mz spoctra were rocordad
a0 Toeom temporaEtire i pyridine-ds usine 3 Bruker AVANLE 1
500 zpocerometer. Chimical shifs are givenind | pom ) valwe relanive
1 ThAS ae dilerial stadelaced. PREFSINGG specra were secirdad o a
L TOT ES- TOF muss specl meneley [Sglsnd ojeiat g 10 posities
precaebes Sisatytival DPLE was gerfonmes on Variar S20-15 apparat us
i pped with an cuatosanglan d pumg, & dicde ey deei
COATE L atiel Galisde solbawat e Seon s i ive P sk pecioriasd
on & Gilson apparanis oquepped swith TriluGom LE seftwaro using 3
Mocleodur 105 Cl8eg (21 mm « S50 mm & um) column pue-
chased from Mechemy-MName! "Germany), Thin laver choomatorzap
CTLEY weas performed oo procoated silica pel plates (80 Feoy, Merd
iskitig 1he synteny solveil o-BulBE AT L0, 851535 a4 elusil,
The speets weere plnereed altee spoay with Konuooesky reagend, 4
(5 mikidere of 3 bydisyheraidenyide 2 o =005 and (503
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H0 i BRI Meicimn- Hguid chrosmsiograpiy (VRE] s cariiad
cut using BP-1H sled el 60 (2540 pm) and s gel 60 [ 15-
Ay pom and G0-63 jemi

i Maer meceral

Thie sonts of A borweseiai were birvestisd af Neolhisson,
Yaowungds peripheral guarter i Cameroen in Gotobes 3001 unde
it midance af 0, Paul Masa, sotansl aof (e Masional Herharnm
! Cameroon (NHOL where one speclmen (ST190HHD) was
iapsited.

A0 Ssrarian @i (it

The al-defed, powdsesd roots of A borapuenss 200 ) warg
earcacted wich AO0E EoH v soxblor apparates. The mesultng
Eydmalrobolic =cludon was then evaporated o dryncss undei
redtce moessure toweld brown regidue (483 70 This residue was
suspended in 200 mlof oG and parsicioned with r-8u0H sar. HLD
(3 & 30mLl The n-BuCH soluble phaze wa: cvaporamed o
digiiess allecidiog S04 g of Hoowi guim cesidue whileh wis iken
i & by af warer |10 mL) and then sabmiced o vaceam-
lguled clremarograpalay (LE ] wsing HP- T8 gllica ge B0 2540 win)
Sliated waill o gradison of Me - Ha0 00 L0 - TR MeOH |
The TO-B54E Maol Mrechinn | GO0S my | wessshjacrzd o VEC uslng
sibica el GO 015-40 ) eluted with CHCL - RelH-H.O 780:20:2,
TR 305 5337 and G0-40:18) fe glve Fear ma:n sufracdons
(Bfr1-Birg], Subfracton BR4 (1263 mirh was purified by somi-
preparasve HPLC using gradien: system of CHLCM=H.O (20 mL)
min e yicld compormds 100, 1320 min. 7.9 ma, & (6, 13.68 min,
S omgl 30 WS, 72 g, aed & T, PEAYmin, 53 mg),

34 140 3 orosaogeraesad [T B (8 e el
I O o oty e IS | 1 1 S L8
s opernase- =2 - E-r-mucepvranesy l-aleanehic g (1)

SN LE o U sk ptd e u;g' Dol i CLEL T, BBER 1y CE ST
(CyPLM, SO0 M) and YO NMR (0N 125 M) data, see
Fabled | oand 2; HRIESIMS piude TIR8STED [MINEL|" |calod, fe
CeqHpnallsy, 1336.6905),

35 3-D-Peip-arbinopyrenas-O 1 =8 -t nprrenasyi-
i 1= ot osperemosy - 25-C0 [t wcomvranos el — - [
splicoperenoa- 1 —2 L A-c-glacorvranosyl -oleonstic ecid (2]

White ampigious povder; af  1TE 0001, MeD; TSR
(0N, SO0 MY and 150 MM (CILN. 125 MILe dals, see
fablely | ogud 3 FIRESIMYG fidet TIRSETAT |M|H-|-|;| [caled g
Cea gty | IHEERIS )

Ao, A0 defo--arabinegeranesl-| 1 —b - B-c=iodlepyronasi
(2 - o - 28- O [3-c-muropyranesyl - 1 -2 - -
sitliesspyrenasy-cteamaiic ackd (3

W i phions o) ol 22 (00T, MDD 1ONMER
(C,0LN, SO0 M) sad BC NIR (G0N, 125 MM duts, see
Talles 1 ard 3 IRESIME iz 12245780 [MVNELLS foaled, fo
GoMugll,,, VEMLRRED L

37 A-Defeln--grakinagyrriasyi- 1= f-cevlopsranasy-
(=20 - Pes-pherspereno =2 9- U - c-mlucappranesyl 3 — G- B
aalisoperamasyi-olesnodt acid (40

White aniarphous poveder) w523 [0, MeODL T NMR
(C,O.M, SO0 W) and 2C NMR (C,0,8 T25Miiz) dita, see

Tatilen | anid Fp HEESEMS mie 122007RY |M=NH, aled for

L g Hug g, 12246869

A8, Acid fywdralpsiy of compownds and determinacian of e absoiide
ropfiguration of the suger resfdues

Eacly sapmniin L2 mg! wean hydreldel with 2 mil of 20 HO b
B0 during & b, After cosling, the sclven] was removed ander
reduced presaure, The suaal miciuee was exiracted am the
avueny phase 19 mL; and washed with CHyC (3 « Smly The
pambBinad CH Ol sxiiacts were wished worl waser Lo ghve aftai
e et he agiveone misEty, Tha sugas were Dl ansdymed
by TLE ot wallin gel (ORI~ Re3H-000n BBl by cumpasisnn
il standard samples The absolus  peiflgucation of each
mkesacy iaride was deermined o CC-WS analvals of then
fricnethylsidylased  destvatives 5y companson with suthentic
sampies using the methed previously described (Chaabi of &l
SULEY The following sumard were detected: o-plocoss, e=nrdose,
gnd t-azadinose

18 Featuaiian o oy gffer of sdioning
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8.1.4. Annexe 1.4

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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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

Marie Féve'”, Jean-Michel Saliou’", Maria Zeniou'”, Sarah Lennon’, Christine Carapita®, Jihu Dong’,
Alain Van Dorsselaer’, Marie-Pierra Junier’, Hervé Chneiweiss’, Sarah Cianférani’, Jacques Haiech',

Marie-Claude Kilhoffer'*
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Abstract

Glloblasomeas (GAMS: &re highly Fagresive, invasive bealn lurors seth bad progrosls and unmel megeal need. Thass
LMo ate heerogeneods being constituled by a varaty of cells in aiferent sates of difeentation. Among these. ool
erdawed with wem propertes, wmor (nfiatng/oropageting propertiss and partculary resErant o chemes and
redintharapied ars designed as the szal culpits for wmer maintenance ano elapse after featmant. These oels, termed
cancer stem fae cells, have been cesigned us prominent targess for new and me efficiant cancer therapies. G protein
e oled recepiats [GPOR, & family of membrane isceptor, play a prorrinent rale in osf! sigraling, cell communicaton and
cresstalk with the microervirgnmans:. Their e in cancar fas been highiighted Sut emains largely umeaplored, Here, we
report a cescrlptive atidy of the difersntlal expresiion of e ando-GPCH epermoine n human gheblasioma cancer stem-ike
palls (E5CE) LAT MG oo, human astrocytes and fetal noural stem cells (PHSCS! The endo GPCR transcrigtoms has bean
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GPCAs and GEW Cancer Sbem-Like Jels
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8.2. Annexe Il Articles en cours de redaction

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.

Jihu Dong?, Suzana Assad-Kahn®, et al.

2l aboratoire d’Excellence Medalis, Laboratoire d’Innovation Thérapeutique,
Université de Strasbourg / CNRS, UMR7200, Faculté de Pharmacie, 74, route du
Rhin, 67401 lllkirch Cedex, France;

bInstitute for Stem Cell Biology and Regenerative Medicine, Stanford, CA 94305

°Neuroscience Paris Seine, Institut de Biologie Paris Seine, Université Pierre et
Marie Curie, CNRS UMR8246, Inserm U1130, UMCR18, 7 quai Saint Bernard,
75005 Paris, France,
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Keywords: Glioblastoma, spheroid, 3D cell cultures, tumorospheres, bisacodyl,

cancer stem-like cells, tumor acidity, tumor 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 pM). 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 Il.2

Proteomic cell surface immunophenotyping of Glioblastoma Cancer
Stem-like cells reveals CD205 and CD109 as differential biomarker.

Lennon S.", Saliou J.-M."'§, Dong J.%’, Audran E.2, Zeniou M.2, Carapito C.',
Van Dorsselaer A. ', Ronald Rook?*, Nathalie Accart®, Junier M.-P.2, Kilhoffer M.-C.2,
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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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s sl Jihu DONG \¢ i
o Physiopathologie de cellules souches
cancéreuses isolées de glioblastomes
primitifs et évaluation pré-clinique de
molécules « téte 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 apres traitement. La découverte des CSGs a conduit @ 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
chimiothéque Prestwick réalisé au laboratoire a permis d’identifier le bisacodyl comme une molécule
présentant une cytotoxicité spécifique sur les CSGs en quiescence.

Cette thése présente un travail sur la caractérisation des CSGs, la compréhension du mode d’action
du bisacodyl, ainsi que I'évaluation de son potentiel thérapeutique sur un modéle 3D in intro et des
modéles in vivo.

Mot clés : Glioblastome, Cellule Souche Cancéreuse, Bisacodyl, Microenvironnement Tumoral,
Acidité Tumorale, Quiescence, Hypoxie, tumorospheres, 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.
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