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Résumé  

Les gliomes sont des tumeurs du système nerveux central. Leur plus haut degré de malignité 

est le glioblastome (GBM), le plus fréquent des cancers du cerveau. Les patients atteints de 

GBM sont d’abord opérés (si possible) puis traités par la radiothérapie avec témozolomide 

concomitant et adjuvant. Ce traitement n’est cependant pas curatif, en partie en raison d’une 

radiorésistance primaire élevée des cellules de GBM. La voie de signalisation JAK/STAT3 

(Janus Kinase/Signal Transducer and Activator of Transcription 3) semble contribuer à la 

gravité des GBM. STAT3 est une protéine intracellulaire de transduction du signal. Elle est 

activée par phosphorylation de ses résidus tyrosine 705 (pSTAT3-Y705) et sérine 727 

(pSTAT3-S727). L’activation de la tyrosine 705 se produit en aval du signal induit par la 

liaison de la cytokine interleukine 6 (IL-6) à son complexe récepteur transmembranaire 

gp130-IL-6Rα. Les mécanismes d’activation de la sérine 727 sont moins bien caractérisés. Le 

rôle de l’activation de STAT3 dans la radiorésistance des GBM a été ici étudié. Une 

évaluation du niveau basal de pSTAT3-Y705, pSTAT3-S727 et de la radiorésistance 

intrinsèque a été faite sur un panel de 15 lignées de GBM humain. L’activation de STAT3 

dans les lignées cellulaires de gliomes a été évaluée par western blot et la radiorésistance par 

la survie cellulaire à l’irradiation. En plus de la description de l’état basal d’activation de 

STAT3 dans les lignées cellulaires de gliomes, cette étude a mis en évidence pour la première 

fois, une corrélation de pSTAT3-S727 avec la radiorésistance intrinsèque des GBM. Une 

stratégie de blocage pharmacologique de STAT3 nous a permis d’identifier le Gö6976 comme 

inhibant la phosphorylation Y705 de STAT3 dans les cellules de GBM. Celui-ci s’est avéré 

inhiber aussi la phosphorylation S727 mais seulement dans les lignées de GBM pSTAT3-

Y705 négatives. Le traitement par le Gö6976 ralentit la croissance des cellules de GBM, 

indépendamment du statut d’activation de STAT3. De façon intéressante, le Gö6976 a montré 

un pouvoir radiosensibilisant très significatif sur les lignées pSTAT3-Y705 négatives, ce qui 

est concordant avec la baisse du niveau de pSTAT3-S727. La pertinence de ces résultats est 

confortée par un marquage immunohistochimique sur des échantillons cliniques de GBM, 

montrant la présence à des degrés variables de pSTAT3-S727 dans toutes les cellules 

cancéreuses de tous les patients. En parallèle, une étude in vitro des fonctions de pSTAT3-

S727 utilisant des dominants positif et négatif est en cours. En somme, nous avons démontré 

que pSTAT3-S727 participe à la radiorésistance intrinsèque et que pSTAT3-Y705 est un 

marqueur prédictif négatif de la réponse des cellules de GBM au Gö6976 à la fois comme 

inhibiteur de pSTAT3-S727 et radiosensibilisant. L’ensemble de nos résultats conforte 

l’intérêt d’une inhibition spécifique de pSTAT3-S727 pour radiosensibiliser les GBM et ainsi 

améliorer le traitement des patients. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Abstract 

 

Gliomas are tumors of the central nervous system. The highest degree in glioma malignancy 

is Glioblastoma (GBM) that is the most frequent of the brain cancers. GBM patients are 

treated by surgery at first (if it is possible), followed by radiotherapy and concomitant and 

adjuvant temozolomide. However, this treatment is not curative in part because GBM cells 

display an outstanding primary radioresistance. The JAK/STAT3 (Janus Kinase/Signal 

Transducer and Activator of Transcription 3) signaling pathway seems to be involved in the 

GBM aggressiveness. STAT3 is an intracellular signal transducer protein. It is activated by 

phosphorylation on its tyrosine 705 (pSTAT3-Y705) and serine 727 (pSTAT3-S727) 

residues. The tyrosine 705 activation is produced downstream the signal induced by the 

binding of interleukine-6 (IL-6) cytokine to its gp130-IL-6Rα transmembrane receptor 

complex. The mechanisms of the serine 727 phosphorylation are less characterized. The role 

of STAT3 activation in the radioresistance of GBM was studied here. Basal levels of 

pSTAT3-Y705, pSTAT3-S727 and intrinsic radioresistance were evaluateded in a panel of 15 

GBM cel lines. Activation of STAT3 in the glioma cell lines was assessed by western blotting 

and radioresistance through cell surviving fraction to irradiation. In addition to the description 

of the basal activation of STAT3 in the glioma cell lines, this study evidenced, for the first 

time, a correlation between pSTAT3-S727 and GBM intrinsic radioresistance. Using a 

pharmacological inhibition strategy, we identified Gö6976 as a chemical blocking Y705 

phosphorylation of STAT3 in GBM cells. Gö6976 also inhibited pSTAT3-S727 but only in 

the pSTAT3-Y705-negative cell lines. Treating GBM cell with Gö6976 slowed their growth 

regardless of STAT3 activation status. Interestingly, Gö6976 showed a highly significant 

radiosensitizing effect on pSTAT3-Y705-negative cell lines that was consistent with the 

down-modulation of pSTAT3-S727. The relevance of these results is strengthened by 

immunohistochemical assay performed of GBM clinical samples that showed a variable level 

of pSTAT3-S727 positive staining in all tumor cells of all the patients. Furthermore, we are 

currently running on an in vitro study of the pSTAT3-S727 biological function by the mean of 

STAT3 dominant positive and dominant negative proteins. In summary, we showed that 

pSTAT3-S727 is involved in the intrinsic radioresistance and that pSTAT3-Y705 is a 

negative predicting marker of GBM cell response to Gö6976 as both a pSTAT3-S727 

inhibitor and a radiosensitizer. Altogether, our results strengthen the clinical relevance of a 

specific inhibition of pSTAT3-S727 to radiosensitize GBM and then improve the patient 

treatment.  
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ENONCE DU PROBLEME 

Les gliomes sont des cancers du système nerveux central (SNC) touchant les cellules gliales. 

Lorsqu’ils concernent les astrocytes, on les appelle astrocytomes. Le plus haut degré de 

malignité des gliomes est le grade IV ou glioblastome multiforme (GBM) selon la 

classification de l’OMS. Les GBM, représentent 80% des tumeurs malignes primitives du 

cerveau et sont les plus fréquents et les plus agressifs de ces cancers. Il s’agit de cancers 

incurables, avec une survie de 15 mois chez des patients sélectionnnés malgré un traitement 

standard bien codifié (Badaoui et al., 2014; Stupp et al., 2005). Ce traitement standard des 

glioblastomes associe à la chirurgie la radiothérapie avec témozolomide adjuvant et 

concomitant (Stupp et al., 2005). Malgré un traitement optimal, les récidives sont constantes 

dans les cas de GBM. Elles ont la particularité de se produire dans le volume irradié et d’être 

plus résistantes à la chimiothérapie et à la radiothérapie (Chan et al., 2002; Lee et al., 1999; 

Oh et al., 2011; Yin et al., 2013). Du fait de cette radiochimiorésistance et de lourds effets 

secondaires, la recherche de thérapie ciblée qui serait plus efficace et/ou mieux tolérée reste 

un défi concernant les GBM (Yin et al., 2013). Une hétérogénéité biologique caractérisant les 

GBM complique le choix des cibles thérapeutiques (Patel et al., 2012). Ces tumeurs 

expriment en effet certains marqueurs biologiques variables d’un patient à l’autre et chez un 

même patient entre sous-clones tumoraux. Signal Transducer and Activator of Transcription 

3 (STAT3) est une protéine de régulation de signaux intracellulaires identifiée depuis plus 

d’une décennie comme une cible thérapeutique dans les GBM (Brantley and Benveniste, 

2008; Kim et al., 2014). Notre travail se veut être une contribution à l’affinement du ciblage 

de STAT3 pour radiosensibiliser les glioblastomes et ainsi améliorer le pronostic de cette 

maladie. 
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Figure 1. Architecture histologique du système nerveux central. 

Le neurone et les cellules de soutien constituent les cellules du tissu nerveux central. Les 

capillaires constitués de cellules endothéliales font la vascularisation du SNC. Dessins de 

Pascal Fya. 
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I. LES GLIOMES 

1 Le système nerveux central : histogenèse et aspects histologiques 

Le système nerveux central (SNC) ou névraxe est la partie du système nerveux logée 

dans le crâne et le canal vertébral. Il est formé de l’encéphale (hémisphères cérébraux, tronc 

cérébral et cervelet) et de la moelle épinière. Il a deux composants histologiques qui sont le 

tissu fonctionnel fait de neurones et le tissu de soutien. Les neurones peuvent se définir 

comme des cellules spécialisées faites d’un corps cellulaire ayant des prolongements polarisés 

appelés axones et dendrites qui assurent la propagation de potentiels d’action et forment des 

jonctions synaptiques (synapses) avec d’autres neurones, espaces de libération de 

neurotransmetteurs (Morest and Silver, 2003). Les neurones possèdent des récepteurs aux 

neurotransmetteurs répartis de façon bien organisée sur le corps cellulaire, les dendrites et les 

axones. Les cellules de soutien (Figure 1) sont de 4 types : les astrocytes et les 

oligodentrodytes qui forment une entité histologique appelée neuroglie, ainsi que les 

épendymocytes et les cellules microgliales. Les cellules de la neuroglie et les cellules 

microgliales ont un corps cellulaire de morphologie variable, avec des extensions lamellaires 

ou fibrillaires qui s’insinuent entre les enchevêtrements des corps et des prolongements 

cellulaires (Morest and Silver, 2003). Les épendymocytes quant à eux forment des épithélia 

simples de types cuboïde à cylindrique, tapissant la paroi des ventricules. Ils ont un appareil 

ciliaire au pôle apical, et sont reliés entre eux par des complexes de jonctions avec des 

jonctions serrées au niveau apical. Même si on les appelle cellules de soutien, ces 4 types 

cellulaires ont des fonctions spécifiques qui leurs sont dévolues :  

- les cellules microgliales ont un rôle immunitaire comme cellules présentatrices d’antigènes. 

Cette fonction immunitaire n’est pas leur seule activité puisqu’il a été démontré que les 

cellules microgliales participent à la construction du système nerveux et à sa plasticité ainsi 

qu’au processus mnésique principalement par l’élagage synaptique, processus d’élimination 

des synapses inutilisées (Salter and Beggs, 2014) ;  

- les épendymocytes constituent une interface fonctionnelle entre le parenchyme et le liquide 

cérébrospinal. Au niveau du plexus choroïde, ils sécrètent le liquide cérébrospinal ; 

- les oligodendrocytes synthétisent la myéline et participent ainsi à la conduction nerveuse ; 
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Figure 2. Marquage GFAP. 

Le GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) marque le cytoplasme des cellules de lignée 

astrocytaire. Un astrocyte normal se distingue de la cellule devenue maligne par ses longues 

dendrites. Les oligodendrocytes non marqués par le GFAP se distinguent par un halo 

périnucléaire. Source : CHU Clermont-Ferrand, Service d’Anatomopathologie, F-63003 

Clermont-Ferrand, France. 

 

 
Tableau 1. Classification anatomopathologique des gliomes (OMS 2007) 

D’après Louis et al., 2007.
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- les astrocytes interviennent dans le développement du cerveau et la physiologie de la 

conduction nerveuse par dépolarisation transitoire de la membrane neuronale et par recapture 

des neuromédiateurs libérés au niveau des synapses. Il est maintenant établi que les astrocytes 

et des cellules apparentées à des oligodendrocytes ou leurs précurseurs participent activement 

à la transmission de l’influx nerveux dans le cerveau comme classiquement décrit pour les 

neurones. Les astrocytes prennent part aussi aux échanges entre le secteur cellulaire et les 

secteurs liquidiens sanguin et cérébrospinal en participant à la formation de la barrière-

hématoencéphalique et en constituant la couche périphérique d’astrocytes marginaux.  

Au plan développemental, ces quatre types de cellules gliales n’ont pas la même origine 

histologique (Morest and Silver, 2003). Les cellules microgliales proviennent d’une 

colonisation à partir de la moelle osseuse et sont d’origine mésodermique. Les astrocytes, les 

épendymocytes et les oligodendrocytes dérivent d’une cellule souche qui est d’origine 

neuroectodermique. Cette cellule est également le précurseur des neurones. 

2 Histopathologie et classification anatomopathologique des gliomes 

Les gliomes sont des tumeurs primitives affectant les cellules gliales. Ils représentent environ 

30% des tumeurs du SNC et 80% des tumeurs malignes primitives du cerveau (Goodenberger 

and Jenkins, 2012). La classification de référence (Tableau 1) des gliomes est celle de l’OMS 

2007 (Louis et al., 2007). Les gliomes sont distingués selon plusieurs critères 

anatomopathologiques incluant la morphologie cellulaire et les marqueurs de différentiation 

exprimés par les cellules tumorales en astrocytomes, oligodendrogliomes et 

oligoastrocytomes ou gliomes mixtes. Les tumeurs astrocytaires (astrocytomes et 

glioblastomes, (Figure 3), représentent 75% des gliomes (Ostrom et al., 2013). Deux 

marqueurs de différentiation, GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) et OLIG2 ont longtemps 

servi à distinguer les tumeurs gliales avant l’inclusion progressive d’autres marqueurs 

immunohistochimiques pour leur sous-classification. GFAP est exprimée par les tumeurs 

astrocyaires ou épendymaires et rarement par les oligodendrogliomes (Figure 2). OLIG2 est 

un facteur de transcription impliqué dans la différentiation oligodendrocytaire. C’est un 

marqueur des cellules souches ou progéniteurs et de la lignée oligodendrogliale. Il est 

spécifique du SNC, est exprimé en grande quantité par tous les gliomes diffus. Il peut être 

exprimé par les autres gliomes ou tumeurs non gliales mais à des quantités moindres que dans 

les gliomes diffus (Ligon et al., 2004; Rousseau et al., 2006). Olig2 n’est jamais exprimé par 
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Figure 3. Répartition des tumeurs malignes du SNC selon le type 

Le glioblastome représente à lui-seul presque la moitié de tous les cancers du SNC.  

Adapté d’Ostrom et al., 2013 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4. Marquage Ki67. 

Ki67 est un marquage nucléaire de prolifération. Seules les cellules dans le cycle sont 

marquées. Il permet de déterminer l’indice de prolifération. Source : CHU Clermont-Ferrand, 

Service d’Anatomopathologie, F-63003 Clermont-Ferrand, France.
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les épendymomes ni les tumeurs neuro-ectodermiques primitives (PNET, Primitive 

Neuroectodermal Tumors). Ces deux marqueurs demeurent des outils efficaces pour 

l’identification des gliomes et sont en routine complétés par des marqueurs (Figure 4) comme 

Ki67/Mib1 (Rathi et al., 2007) et d’autres marqueurs moins bien consensuels (Figarella-

Branger et al., 2010).  

Cinq critères histopathologiques permettent la définition des grades (I à IV) de 

gliomes selon la classification de l’OMS (Louis et al., 2007) : la densité cellulaire, les atypies 

nucléaires, l’importance de l’activité mitotique, le degré de prolifération endothélio-capillaire 

et la présence ou l’absence de nécrose. Les atypies nucléaires décelables sont des variations 

de taille et de forme des noyaux, une majoration du rapport nucléocytoplasmique, et 

l’hypercromasie nucléaire. La prolifération endothélio-capillaire est définie par la 

présence d’une double assise endothéliale sur l’ensemble de la section vasculaire. Elle ne doit 

pas être confondue avec l’hyperplasie vasculaire (turgescence endothéliale) ou l’hyperdensité 

vasculaire. La nécrose se dispose en microfoyers ou en nappes. Elle se caractérise par la 

présence des silhouettes cellulaires et une disposition pseudopalissadique des cellules 

tumorales autour du foyer nécrotique. La présence de nécrose signe le grade IV regroupant 

des variantes de glioblastomes. Le grade histopathologique est corrélé directement au degré 

de malignité qui tient compte de la réponse au traitement et de la survie des patients. Ce 

grading sépare clairement les astrocytomes de grade I, tumeurs définitivement bénignes dans 

la grande majorité des cas, des astrocytomes de grades plus élevés regroupés sous le terme de 

gliomes malins, difus ou inflitrants. 

2.1.Les tumeurs astrocytaires  

2.1.1. Les astrocytomes de grade I 

Ce sont les astrocytomes pilocytiques (Figure 5) et les astrocytomes sous 

épendymaires à cellules géantes (Louis et al., 2007). Ils sont de bon pronostic après exérèse 

chirurgicale au point d’être assimilés à des tumeurs bénignes. L’astrocytome pilocytique 

atteint le plus souvent l’enfant avec une localisation cérébelleuse de préférence. Il peut 

cependant affecter les structures anatomiques allant du nerf optique à la moelle allongée ou 

myélencéphale (voies optiques, hypothalamus, tronc cérébral). En général, ces tumeurs restent 

localisées et ne progressent pas mais des disséminations sont quelques fois rapportées (Bian et 

al., 2013). Leur évolution vers une tumeur de plus haut grade est très rare. 
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Figure 5. Astrocytome pilocytique.  

Il est fait de cellules astrocytaires au noyau allongé, piloïde, avec la présence de fibres de 

Rosenthal. Le corps cellulaire est granuleux, éosinophile ; GFAP et Olig2 positifs, Ki67<3%. 

Source : CHU Clermont-Ferrand, Service d’Anatomopathologie, F-63003 Clermont-Ferrand, 

France. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 2. Grading des astrocytomes diffus. 
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2.1.2. Les astrocytomes de grade II 

Les tumeurs astrocytaires de grade II sont : l’astrocytome pilomyxoïde, l’astrocytome 

diffus et le xanthoastrocytome pléomorphe. Ils sont aussi appelés astrocytomes de bas grade 

(Tableau 2, Figure 6). Ils représentent environ 1,6% des gliomes et ont un taux de survie à 5 

ans qui atteint 50%. Ils peuvent cependant évoluer vers des gliomes de plus haut grade. Les 

astrocytomes pilomyxoïdes sont d’emblée de mauvais pronostic lorsqu’ils sont localisés dans 

la région hypothalamo-chiasmatique. 

2.1.3. Les astrocytomes de grade III ou astrocytomes anaplasiques 

Les astrocytomes anaplasiques peuvent arborer trois des critères histopathologiques 

des gliomes à l’exception de la nécrose qui est caractéristique du grade IV (Louis et al., 2007). 

Ils contiennent le plus souvent une prolifération endothéliale en plus d’un pléomorphisme 

nucléaire et une activité mitotique élevée. Ils représentent 6,7% des gliomes et ont une survie 

à 5 ans d’environ 26,5%, (Ostrom et al., 2013), la plupart évoluant en glioblastomes.   

2.1.4. Les astrocytomes de grade IV ou glioblastomes  

Ce grade regroupe 3 sous-types tumoraux qui sont : le glioblastome (Figure 7), le 

glioblastome à cellules géantes et le gliosarcome (Louis et al., 2007). Cependant, on les 

désigne tous communément par le terme glioblastome ou glioblastome multiforme. Le 

glioblastome représente 15% des tumeurs primitives du SNC, 55 des gliomes et 45% des 

cancers du SNC. Au plan anatomopathologique, il y a de la nécrose et une prolifération 

endothéliocapillaire dans le glioblastome. 65% des patients atteints de glioblastome meurent 

dans l’année du diagnostic (Ostrom et al., 2013). La survie à 5 ans est de 5%. Les 

glioblastomes sont classés en glioblastomes primaires ou de novo et glioblastomes 

secondaires résultant de l’évolution d’un gliome de grade III, classiquement un astrocytome. 

La majorité des glioblastomes (80 à 85%) sont des glioblastomes primaires qui se manifestent 

par des signes cliniques et des symptômes qui s’aggravent rapidement dans les 6 mois après le 

diagnostic. A l’anamnèse, il y a peu d’indices faisant évoquer l’évolution d’une tumeur de 

grade inférieure. A l’inverse, les glioblastomes secondaires ont en général une histoire de la 

maladie évocatrice de la progression d’un gliome de bas grade (Goodenberger and Jenkins, 

2012). La caractérisation biologique des gliomes a permis de nos jours de distinguer ces 2 

catégories à partir des marqueurs tumoraux.  
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Figure 6. Astrocytomes de grade II. 

- en haut, astrocytome diffus 

- au milieu, astrocytome protoplasmique 

kystique 

- en bas, astrocytome gémistocystique. 

Source : CHU Clermont-Ferrand, Service 

d’Anatomopathologie, F-63003 Clermont-

Ferrand, France 

Figure 7. Glioblastome. 

- en haut, atypies nucléaires dans le GBM 

- au milieu, nécrose et pseudopalissades 

- en bas, prolifération endothéliocapillaire. 

Source : CHU Clermont-Ferrand, Service 

d’Anatomopathologie, F-63003 Clermont-

Ferrand, France. 
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2.2. Les oligodendrogliomes 

Les oligodendrogliomes comptent pour 6,5% des gliomes (Ostrom et al., 2013). Ils 

sont faits de cellules bien différenciées, monomorphes avec un noyau rond uniforme et un 

halo périnucléaire donnant l'apparence de nids d'abeilles sur les coupes histologiques 

(Alentorn et al., 2012). Ce sont des cancers qui ont une croissance comparable à celle des 

astrocytomes. On les catégorise en grade II et grade III (Tableau 3, Figure 8, Figure 9).  

2.2.1. Les oligodendrogliomes de grade II 

Ce sont des gliomes de bas grade faits de cellules qui ressemblent aux 

oligodendrocytes, sans prolifération microvasculaire. Les patients atteints de ces tumeurs ont 

79,1% de survie à 5 ans. 

2.2.2. Les oligodendrogliomes de grade III ou oligodendrogliomes 

anaplasiques 

Les oligodendrogliomes anaplasiques ont une activité mitotique et une prolifération 

microvasculaire importantes ; contiennent parfois de la nécrose (Figarella-Branger et al., 

2014). Ils sont les moins agressifs des gliomes anaplasiques ou gliomes de grade III (Weller, 

2011).  

2.3. Les gliomes mixtes 

Selon les institutions, leur proportion atteint 3,3% des gliomes (Ostrom et al., 2013). Ce sont 

les oligoastrocytomes de grade II et les oligoastrocytomes anaplasiques (grade III). 

Comparativement au grade II, les oligoastrocytomes anaplasiques ont une activité mitotique 

forte et contiennent parfois une prolifération microvasculaire et/ou de la nécrose. Ils ont des 

caractéristiques communes aux oligodendrogliomes et aux oligoastrocytomes au point que les 

critères de leur diagnostic sont établissement-dépendants et d’ailleurs sujets à controverses 

(Goodenberger and Jenkins, 2012; Maintz et al., 1997). Ils peuvent prendre un aspect 

biphasique (Figure 10) ou diffus selon la disposition des cellules des deux composantes. 

Cependant, l’utilisation récente de marqueurs chromosomiques et génétiques (Tableau 4) 

permet de rapprocher ces tumeurs soit des oligodendrogliomes, soit des astrocytes (Sahm et 

al., 2014). 
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Tableau 3. Grading des oligodendrogliomes et des oligo-astrocytomes. 

 

 

 

 

 

 

Figure 8. Oligodendrogliome de grade II.   

Halos périnucléaires donnant un aspect en nids d’abeilles. Source : CHU Clermont-Ferrand, 

Service d’Anatomopathologie, F-63003 Clermont-Ferrand, France. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9. Oligodendrogliome anaplasique.    

- Densité cellulaire élevée avec présence de nombreuses atypies nucléaires  

- Marquage positif à l’Olig2. Source : CHU Clermont-Ferrand, Service d’Anatomopathologie, 

F-63003 Clermont-Ferrand, France.

Olig 2+ 
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2.4. Les épendymomes 

Les épendymomes représentent 6,8% des gliomes (Ostrom et al., 2013). Ils atteignent 

avec prédilection les enfants. Ce sont de tumeurs habituellement d’allure bénigne avec une 

faible croissance tumorale. Dans certains cas ils peuvent être malins et de mauvais pronostic. 

Les patients atteints d’épendymome ont une survie à 5 ans de 60% (Iqbal and Lewis, 2013). 

Cette survie atteint 95% lorsqu’on ne considère que les épendymomes de bas grade. Les 

épendymomes de grade I regroupent les subépendymomes et les épendymomes 

myxopapillaires, le grade II les épendymomes proprement dits, et le grade III les 

épendymomes anaplasiques. 

3 Altérations (épi)génétiques et profils transcriptomiques dans les gliomes 

3.1. La codélétion 1p/19q dans les oligodendrogliomes 

Elle est le résultat d’une translocation réciproque déséquilibrée t(1;19)(q10;p10) 

décrite dans les oligodendrogliomes tous grades confondus, dans une proportion pouvant 

atteindre 57% (Cairncross et al., 1998; Jenkins et al., 2006). Elle est aussi retrouvée dans un 

tiers des gliomes mixtes. Au plan génomique, elle correspond à la perte totale des bras 

chromosomiques 1p et 19q, à ne pas confondre avec la perte partielle de la partie distale du 

bras court du chromosome 1 (1p36) associée à un mauvais pronostic des astrocytomes (Idbaih 

et al., 2005, 2008; Vogazianou et al., 2010).  

La codélétion 1p/19q est aussi associée dans 60% des cas à la mutation du gène CIC 

(Capicua transcriptional repressor) et à 15% des cas à celle de FUBP1 (far-upstream binding 

protein 1). CIC et FUBP1 sont des gènes situés respectivement sur les bras chromosomiques 

19q et 1p (Bettegowda et al., 2011; Jiao et al., 2012; Yip et al., 2012). Dans les gliomes avec 

codélétion 1p/19q, on retrouve constamment la mutation du promoteur du gène TERT 

responsable d’une surexpression de télomérase (Arita et al., 2013; Killela et al., 2013; Liu et 

al., 2013). Le fait que la codélétion 1p/19q et donc la mutation du promoteur de TERT et la 

mutation d’ATRX soient mutuellement exclusives suggère que ces mutations confèrent le 

même avantage dans la tumorigenèse et souligne le rôle des télomères dans la 

carcinogenenèse (Killela et al., 2013).  

L’expression de l’alpha internexine (INA), un gène du contingent proneural, a été 

proposée comme alternative à la recherche de la codélétion 1p/19q (Buckley et al., 2011).  
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Figure 10. Oligo-astrocytome anaplasique biphasique. 
A gauche la composante oligodendrogliale, à droite, la composante astrocytaire. Source : 

CHU Clermont-Ferrand, Service d’Anatomopathologie, F-63003 Clermont-Ferrand, France. 
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En termes de pronostic, la codélétion 1p/19q ou ses marqueurs de substitution sont 

associés à un bon pronostic des gliomes. Dans les oligodendrogliomes anaplasiques, en plus 

d’être un facteur de meilleur pronostic, elle est aussi prédictive d’un bénéfice de la 

chimiothérapie adjuvante PCV (procarbazine, lomustine, et vincristine) (Bent et al., 2013; 

Ducray et al., 2011; Mokhtari et al., 2011). En effet, la radiothérapie plus chimiothérapie par 

PCV augmente plus la médiane de survie sans progression et de survie globale des patients 

avec codélétion 1p/19q comparativement au groupe sans codélétion 1p/19q (Bent et al., 

2013). D’autres études prospectives avec de plus grandes cohortes devront aider à élucider la 

valeur pronostique de la codélétion 1p/19q (Thomas et al., 2013), d’autant plus que son 

association à la mutation IDH1/2 serait de meilleur pronostic que la mutation seule.  

3.2. Méthylation du promoteur MGMT 

On décrit dans les GBM la méthylation du promoteur MGMT dont la recherche est 

désormais systématique dans le diagnostic des GBM du fait de son rôle prédictif d’une bonne 

réponse à la chimiothérapie adjuvante avec agent alkylant. MGMT code pour un enzyme 

intervenant dans la réparation des lésions d’ADN par retrait des groupements alkyles situés en 

position O6 des résidus guanine. (Nakamura et al., 2001; Paz et al., 2004; Pegg and Byers, 

1992; Watanabe et al., 2005). L’hyperméthylation du promoteur MGMT survient de façon 

indépendante du statut G-CIMP (Goodenberger and Jenkins, 2012). L’hyperméthylation du 

promoteur MGMT est responsable d’une repression du gène. Elle a été associée à un bon 

pronostic des gliomes (Hofer and Lassman, 2010) puis identifiée comme un facteur prédictif 

d’une meilleure réponse des GBM à l’association radiothérapie-témozolomide  (Hegi et al., 

2005). Récemment, il a été démontré que l’hyperméthylation du promoteur MGMT est un 

marqueur prédictif d’une meilleure réponse du témozolomide seul par rappport à la 

radiothérapie seule dans les GBM du sujet âgé (Malmström et al., 2012; Wick et al., 2012). 

Ces résultats ne sont pas encore définitivement admis ; il faut encore les confirmer. Aucune 

étude à ce jour ne démontre une supériorité du témozolomide seul par rapport à l’association 

radiothérapie plus témozolomide chez les patients des tranches d’âges inférieures (Hofer et 

al., 2014).  
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3.3. La mutation des gènes IDH1 et IDH2 dans les gliomes de grade II, grade 

III et dans les glioblastomes secondaires  

IDH1 est le gène codant pour l’isocitrate déhydrogénase, enzyme catalysant la 

décarboxylation oxydative de l’isocitrate pour produire du 2-oxoglutarate. Sa mutation est 

oncogénique (Vogelstein et al., 2013). 

Elle entraîne une accumulation de 2-hydroxyglutarate qui est structuralement proche 

de l’α-cétoglutarate. Le 2-hydroxyglutarate accumulé inhibe de façon compétitive plusieurs 

enzymes utilisant l’α-cétoglutarate comme substrat. Il en résulte une hyperméthylation des 

protéines histones et de l’ADN, responsable d’une perturbation de la différentiation cellulaire 

et une suractivation d’enzymes intervenant dans la dégradation de facteur inductible par 

l’hypoxie (HIF, Hypoxia Inducible Factor) (Koivunen et al., 2012; Lu et al., 2012; Turcan et 

al., 2012). Le gène homologue d’IDH1, IDH2 peut être altéré par des mutations pouvant 

produire des phénotypes identiques à celles d’IDH1 ; ces mutations ont été retrouvées dans 

des gliomes sans mutation IDH1 (Yan et al., 2009). La protéine IDH1 est détectée dans le 

cytosol alors qu’IDH2 est de localisation mitochondriale.  

La mutation d’IDH1 a été retrouvée surtout dans les gliomes de bas grade mais aussi 

dans les GBM secondaires (Balss et al., 2008). Les proportions de gliomes contenant cette 

mutation sont de 68% pour les astrocytomes diffus, 69% pour les oligodendrogliomes et 78% 

pour les oligoastrocytomes et 88% pour les GBM secondaires. Puisque cette mutation est rare 

(moins de 10%) dans les GBM primaires et très fréquente dans les gliomes de bas grade, elle 

serait un événement précoce dans la transformation maligne. La mutation IDH1 a donc une 

valeur diagnostique différentielle entre GBM primaires et secondaires (Balss et al., 2008) 

mais aussi entre astrocytomes pilocytiques (IDH non muté) et astrocytomes diffus 

(Lewandowska et al., 2014). 

En plus de cette valeur diagnostique, la mutation IDH1 a été associée à un meilleur 

pronostic des gliomes (Lewandowska et al., 2014; Sanson et al., 2009). Il reste cependant à 

déterminer si elle a une valeur prédictive de la réponse tumorale à une chimiothérapie 

adjuvante précoce au PCV ou au témozolomide chez les patients sans codélétion 1p/19q (Bent 

et al., 2013; Thomas et al., 2013). Le rôle oncogénique de la mutation d’IDH1 a souligné un 

potentiel intérêt thérapeutique des inhibiteurs spécifiques de la protéine mutée.
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Figure 11. Théorie génétique des gliomes. 
La genèse des gliomes se fait par des altérations génétiques progressives débutant parfois au 

stade germinal. Les glioblastomes primaires représentent 80% des glioblastomes. La mutation 

TERT est mutuellement exclusive de celle d’ATRX qui confère un avantage de croissance 

similaire.  
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Les travaux pionniers sont encourageants puisque l’AGI-5198, inhibiteur spécifique d’IDH1 

mutée version R132H-IDH1 a démontré un pouvoir inhibiteur de la croissance tumorale et 

promoteur de différentiation des cellules dérivées d’un oligodendrogliome anaplasique (Rohle 

et al., 2013). La codélétion 1p/19q coexiste dans les gliomes avec la mutation d’un des gènes 

IDH1 ou IDH2 (Labussière et al., 2010). Mais la réciproque n’est pas vraie puisqu’il existe 

des gliomes avec mutation IDH sans codélétion 1p/19q (Kannan et al., 2012), ce qui suggère 

que la mutation IDH précède la translocation t(1;19)(q10;p10) dans la genèse des gliomes. 

Ces dernières contiennent une mutation du gène ATRX (α thalassemia/mental retardation 

syndrome X-linked) qui est corrélée avec celle de TP53. La mutation d’ATRX est retrouvée 

dans les gliomes de différentiation astrocytaire ou oligoastrocytaire. Elle est responsable du 

phénotype ALT (Alternative Lengthening of Telomeres, Figure 11).  

3.4. Les mutations du promoteur TERT 

Ces mutations sont retrouvées dans environ ¾ des GBM mais seulement 20% des 

astrocytomes de grades II et III. L’information pronostique de ces mutations TERT est 

défavorable en l’absence de mutation IDH1/2 car elle s’adresse dans ce cas-là à des GBM 

primaires ; elle devient par contre favorable en cas de gliome de grade III avec mutation 

IDH1/2 car elle est fortement associée au type oligodendroglial par rapport au type 

astrocytaire (Killela et al., 2014). 

3.5. Les altérations de BRAF  

Les astrocytomes pilocytiques ont dans 66% des cas une duplication en tandem-

réarrangement de la région chromosomique 7q34 qui contient l’oncogène BRAF (Jones et al., 

2008). Ces altérations produisent des transcrits fusionnels KIAA1549-BRAF (Sadighi and 

Slopis, 2013). Par ailleurs, des mutations ponctuelles de BRAF telles que BRAF V600E 

conduisent aussi à la formation des astrocytomes pilocytiques.  

Dans 65% des xanthoastrocytomes pléomorphes (astrocytomes de grade II), il y a la 

mutation oncogénique de BRAF notée BRAF V600E (Dias-Santagata et al., 2011; Schindler et 

al., 2011). 

Dans d’autres gliomes, il existe des mutations de BRAF et notamment dans les 

oligodendrogliomes avec codélétion 1p/19q (Badiali et al., 2012; Horbinski, 2013). 
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Figure 12. Altérations génétiques fréquentes des trois voies de signalisation 

intracellulaires importantes dans la gliomagenèse. 

a-la voie RTK /RAS/PI3K 

b-la voie p53 

c-la voie RB 

En rose, les altérations résultant en une activation ou suractivation, en bleu, les altérations 

inactivatrices. La couleur foncée indique une fréquence élevée.  

(Cancer Genome Atlas Research Network, 2008) 
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L’existence de mutation BRAF dans les gliomes avait suggéré un intérêt thérapeutique 

des inhibiteurs spécifiques de cette oncoprotéine (Sadighi and Slopis, 2013). 

3.6. Les altérations génétiques dérégulant les voies de signalisation 

intracellulaires dans les glioblastomes primaires ou de novo  

La plupart des anomalies se retrouvent dans les deux catégories IDH1/2 sauvage et 

muté même si des événements non-redondants existent (Figure 12). Elles concernent les 

récepteurs transmembranaires aux facteurs de croissance et à activité tyrosine kinase (RTK) 

ainsi que les voies de signalisation en aval de ceux-ci, l’activation de la voie PI3K, 

l’inactivation des voies des protéines suppressives de tumeurs p53 et Rb. 

Les GBM surviennent à 90% de novo et plus fréquemment chez les sujets relativement 

plus âgés que ceux atteints de GBM secondaire qui ont en général moins de 45 ans. En faisant 

une analyse intégrée des données cliniques et des anomalies concernant le nombre de copies 

des séquences d’ADN, l’expression des gènes, la méthylation de l’ADN et les altérations 

nucléotidiques retrouvées dans les GBM (en majorité) primaires, le TCGA (The Cancer 

Genome Atlas) a confirmé les altérations des voies de signalisations antérieurement 

identifiées. Il a aussi indexé les acteurs moléculaires dérégulés. Il a en plus confirmé le rôle de 

NF1 comme gène suppresseur de GBM et établi un lien fonctionnel entre mutation du 

promoteur MGMT et hypermutation somatique par transition C:G à A:T dans les sites non-

CpG des gènes MMR (Mismatch Repair) des patients traités. La synthèse des données issues 

de ces analyses a permis de résumer que les GBM primaires contiennent à 88% une altération 

de la voie des RTK/RAS/PI3K, et une altération fonctionnelle de la voie p53 dans 87% et de 

RB dans 78% des cas. L’identification des altérations génétiques dans les gliomes a permis 

d’élaborer une théorie génétique de la gliomagenèse et de proposer une classification 

histomoléculaire en cours d’évolution (Figure 11, Tableau 4). 
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Tableau 4. Classification histomoléculaire des gliomes diffus. 

La mutation IDH1, la codélétion 1p/19q, la mutation de Tp53 et la mutation d’EGFR 

permettent de décrire les grandes lignes de la genèse des gliomes et de distinguer des sous-

types de gliomes selon les mécanismes de carcinogenèse probables 
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3.7. Les sous-types de glioblastomes selon le profil d’expression génique 

3.7.1. Les GBM de profil classique 

Ils associent de façon conjointe des amplifications du chromosome 7 et des délétions 

du chromosome 10. Ils ont le plus souvent une amplification d’EGFR, des mutations de PTEN 

et des délétions homozygotes 9q21.3 touchant le gène CDKN2A codant p16INK4A et p14ARF 

(Phillips et al., 2006; Verhaak et al., 2010). Ces délétions homozygotes sont mutuellement 

exclusives des autres altérations inactivant la voie RB telles que les mutations de RB1, CDK4, 

et de CCDN2. Ces GBM ont rarement une mutation de TP53, de NF1, IDH1 ou PDGFRA 

(Brennan et al., 2009; Verhaak et al., 2010).  

3.7.2. Les GBM de profil mésenchymateux 

Le profil mésenchymateux s’associe à une délétion 17q11.2 sur un chromosome 

emportant le gène NF1. Il y a un faible niveau d’expression de NF1 dans les tumeurs classées 

dans cette sous-catégorie. En revanche, il y a une forte expression de marqueurs 

mésenchymateux dont YKL40 (ou CHI3L1) et MET (Phillips et al., 2006) ou une hyperactivité 

à la fois de marqueurs astrocytaires et mésenchymateux tels CD44 et MERTK compatible 

avec une transition épithéliomésenchymateuse (Thiery, 2002). Dans les gliomes 

mésenchymateux, l’hyperactivation de la voie du TNF est associée à la présence de nécrose 

intratumorale (Verhaak et al., 2010). 

3.7.3. Les GBM de profil neural 

Ils se caractérisent par une expression de gènes neuronaux dont NEFL, GABRA1, SYT1 

and SLC12A5 et une différentiation cellulaire proche des neurones (Verhaak et al., 2010). Ils 

ont une amplification d’EGFR et rarement une mutation PDGFRA, TP53, ou IDH1, ce qui les 

rapproche du profil classique ; en termes de survie, ils sont comparables aux sous-groupes 

mésenchymateux et classiques.  
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3.7.4. Les GBM de profil proneural 

Selon l’expression génique, la codélétion 1p/19q est associée à un profil proneural et 

une expression des gènes impliqués dans le développement neuronal, ce qui permet la 

classification des oligodendrogliomes avec cette codélétion dans le sous-groupe « proneural » 

de gliomes (Ducray et al., 2008; Phillips et al., 2006). 

Ce sous-groupe comprend la plupart des GBM secondaires. Ces GBM surviennent à 

un âge plus jeune et les patients ont une plus longue survie comparativement aux autres sous-

groupes (Noushmehr et al., 2010; Phillips et al., 2006; Verhaak et al., 2010). Au plan 

génétique, ils contiennent des mutations ponctuelles dans les gènes IDH. Comparés aux autres 

sous-groupes, une plus grande proportion d’entre eux contient une amplification de PDGFRA 

accompagnée d’une forte expression génique. De façon mutuellement exclusive avec 

l’amplification-expression de PDGFRA, il y a souvent une mutation de PI3K (Verhaak et al., 

2010; Yan et al., 2009). Dans ce sous-type de GBM, on trouve en plus grande fréquence la 

perte hétérozygote de 17p et TP53 et en revanche dans une moindre proportion l’association 

d’une perte d’un fragment du chromosome 10 et un gain d’un fragment du 7 (Verhaak et al., 

2010).  

Dans les gliomes comme dans bien d’autres cancers, il a été décrit une 

hyperméthylation des ilots CpG (G-CIMP, Glioma-CpG Island Methylator Phenotype) au 

niveau des promoteurs de gènes chez certains patients (Esteller, 2002; Kim et al., 2006; 

Noushmehr et al., 2010). Environ 30% de ces G-CIMP sont des GBM proneuraux, définissant 

ainsi une sous-catégorie de GBM proneuraux G-CIMP-positifs qui se distingue des autres 

GBM proneuraux par un âge de survenue relativement plus jeune et une meilleure survie des 

patients (Noushmehr et al., 2010). Ce phénotype serait étroitement lié à la mutation d’IDH1 

qui réprimerait la déméthylation des promoteurs (Lu et al., 2012; Nobusawa et al., 2009; 

Noushmehr et al., 2010; Turcan et al., 2012).  

3.8. Les altérations géniques redondantes dans les sous-groupes de GBM 

Certaines altérations génétiques sont communes aux GBM sans distinction de sous-

catégorie. Parmi elles, se trouvent les délétions homozygotes 9p21.3 qui emportent le gène 

CDKN2A et CDKN2B retrouvées dans les GBM et les gliomes de bas grade. Il y a aussi les 

délétions de NFKB1A, gène dont le produit agit normalement en aval de l’EGFR. Ces 

délétions sont retrouvées dans les GBM de profil non classique de façon mutuellement 

exclusive avec l’amplification d’EGFR (Takeuchi and Nawashiro, 2011). 
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Enfin, des oncogènes de fusion entre FGFR (Fibroblast Growth Factor Receptor) et TACC 

(Transforming Acidic Coiled-Coil) résultant de translocation chromosomique surviennent 

dans 3,1% de GBM (Singh et al., 2012). Elles produisent des protéines de fusion FGFR1-

TACC1 et FGFR3-TACC3 qui sont des kinases oncogéniques agissant par dérégulation de la 

dynamique du fuseau mitotique à l’origine des aneuploïdies qui les accompagnent. Ces 

tumeurs sont en général IDH1 et IDH2 non-mutés, donc de profil autre que proneural.  

3.9. Les microARNs dans les gliomes 

Les microARNs (miARNs) sont des ARNs d’environ 22 nucléotides qui ne sont pas 

transcrits en protéines. Ils sont des acteurs participant à la régulation de l’expression des gènes 

en se liant aux 3’UTR (untranslated regions) des ARNm pour empêcher leur traduction ou les 

engager dans un processus de dégradation sous le contrôle d’un complexe appelé RISC (RNA 

–Induced Silencing Complex) (Gillies and Lorimer, 2007). Ils peuvent donc participer à la 

carcinogenèse puisque leur activité peut cibler un oncogène ou un gène suppresseur de 

tumeur. Dans ces cas, ils sont eux-mêmes considérés comme tels (oncogènes ou suppresseurs 

de tumeurs) (Zhang et al., 2012). Dans les cancers, les mutations génétiques et épigénétiques 

incluant des amplifications, des délétions et des hyperméthylations telles que décrites dans les 

gliomes n’épargnent pas les régions codant les miARNs. Les gènes codant ces miARNs sont 

d’ailleurs fréquemment localisées au niveaux de points génomiques fragiles (Calin et al., 

2004) ou sujets à répression (Lujambio et al., 2007). Dans les gliomes, plus d’une centaine de 

miARNs ont été associés à la tumorigenèse (Zhang et al., 2012). Parmi eux, miR-21 est 

surexprimé et participe à la promotion du phénotype hyperprolifératif et invasif et la 

résistance à la mort cellulaire (Papagiannakopoulos et al., 2008; Zhou et al., 2010). miR-222 

et miR-223 sont codés par le chromosome X et participent au contrôle de la prolifération en 

régulant p27 ainsi que BIRC1 qui appartient à la famille des protéines IAP (Inhibitors of 

Apoptosis Protein) (Gillies and Lorimer, 2007; Lukiw et al., 2009). L’amplification de la 

région chromosomique 12q13 concerne miR-26a qui est un répresseur direct de l’expression
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Figure 13. Biomarqueurs consensuels utiles aux cliniciens  

Synthèse de François Ducray. 

 

 

Tableau 5. Marqueurs moléculaires d’intérêt clinique dans les gliomes 

Les techniques diagnostiques de choix sont soulignées. Les techniques non soulignées sont 

des alternatives. 
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de PTEN dans les gliomes. Comme une perte d’hétérozygotie de PTEN accompagne en 

général cette amplification 12q13, la surexpression de miR-26a contribue à l’inactivation 

fonctionnelle de PTEN dans les gliomes humains de haut grade (Huse et al., 2009; Kim et al., 

2010). Il a récemment été démontré que miR-142-3p est impliqué avec l’IL-6 dans une boucle 

de rétrocontrôle qui participe à l’entretien de la malignité des GBM (Chiou et al., 2013). miR-

142-3p est réprimé dans les GBM par hyperméthylation de son promoteur entretenue par l’IL-

6. La levée de cette inhibition constitue alors une piste thérapeutique intéressante. 

L’exploration du profil d’expression des miARNs chez les patients atteints de gliomes 

pourrait participer à la définition de sous-types tumoraux d’intérêt clinique (Srinivasan et al., 

2011). Cette exploration est possible non seulement dans les tumeurs (Kim et al., 2011) mais 

aussi dans le sang périphérique (Roth et al., 2011). Les travaux en cours sur les mi-ARNs 

pourraient dans l’avenir enrichir les connaissances sur la pathologie cancéreuse gliale ou 

ouvrir des pistes thérapeutiques intéressantes.  

3.10. Classification histomoléculaire et biomarqueurs utiles au cliniciens 

En intégrant les résultats de la recherche, il a été possible de proposer une synthèse 

utile aux cliniciens. Ainsi, de façon consensuelle, on décrit la mutation d’IDH1 comme un 

marqueur diagnostique des gliomes. De même, 2 marqueurs de chimiosensibilité sont à 

retenir : dans les gliomes de grades II et III : la codélétion 1p/19q ; et la méthylation du 

promoteur MGMT dans les GBM. Ces 3 marqueurs ont aussi une valeur pronostique selon le 

grade tumoral (Tableau 5, Figure 13). 

4 Epidémiologie et facteurs de risques 

4.1. Epidémiologie descriptive 

L’incidence des gliomes dans la population varie selon les sources. Il y a des 

différences significatives selon le type histologique, l’âge au moment du diagnostic, le genre, 

la race, le sexe et la région géographique. L’incidence standardisée varie entre 4,67 et 5,73 

pour 100 000 personnes. Le GBM à lui seul a une incidence comprise entre 0,59 et 3,69 pour 

100 000 personnes (Ostrom et al.). L’incidence des gliomes a beaucoup augmenté les 30 

dernières années du fait non seulement des changements des conditions et des critères 

diagnostiques mais aussi dû au vieillissement de la population (Baldi et al., 2010). C’est 

d’ailleurs dans les tranches d’âge au-délà de 60 ans que l’on observe le pic d’incidence et 

l’augmentation significative des 30 dernières années.  
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Figure 14. Incidence des glioblastomes selon le sexe et l’âge, en Gironde (France). 

Les sujets de sexe masculins sont plus atteints, et le pic d’incidence se situe autour de 75 ans. 

La Gironde est choisie pour la qualité de son registre (Baldi et al., 2010). 

 

 

 



Introduction bibliographique 

 

30 

 

4.2. Facteurs intrinsèques 

Les facteurs intrinsèques augmentant le risque de gliomes sont :  

- l’appartenance ethnique ; l’incidence est plus élevée chez les Blancs (3,99 pour 100 000) 

que chez les Noirs (1,91 pour 100 000) ; 

- l’âge : le risque augmente avec l’âge sans être négligeable pour l’enfant. Le pic d’incidence 

se situe autour de 70 ans (Figure 14) ; 

- le sexe : le sex-ratio est estimé à 1,51 ;  

- l’existence d’un syndrome de prédisposition génétique ; 

- certains polymorphismes génétiques ; 

4.2.1. Les prédispositions héréditaires et familiales aux gliomes 

L’histoire familiale et les études génétiques ont permis d’identifier des altérations 

héréditaires prédisposant à des cancers incluant des gliomes. Ces syndromes de prédisposition 

héréditaire aux cancers sont rares si bien que leur contribution au risque de gliome est faible 

(Robertson et al., 2010). Dans les gliomes, une histoire de cancer familial concerne environ 

5% des cas. Les mutations germinales impliquées appartiennent à 7 catégories principalement. 

4.2.1.1. Les mutations germinales des gènes MSH2/MLH1/PMS2/MSH6  

Les gènes MSH2/MLH1/PMS2/MSH6 appartiennent au système MMR (Mismatch 

Repair), complexe de réparation des mésappariements de bases de la double hélice d’ADN 

lors de la réplication. La mutation d’un de ces gènes peut entraîner une instabilité génomique 

produisant principalement des anomalies de longueur des séquences répétées d’ADN. Ces 

anomalies sont regroupées sous le terme d’instabilité microsatellitaire. L’instabilité 

microsatellitaire est responsable de 95% des cas de syndrome de Lynch ou syndrome HNPC 

(Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancers) et de 15% des cancers colorectaux 

sporadiques. Elle est aussi responsable d’un spectre de cancers incluant des leucémies, des 

lymphomes et des astrocytomes pouvant être des GBM (Vos et al., 2006). Cliniquement, la 

maladie est hétérogène ; les patients ont des taches hyperpigmentées café-au-lait sur la peau.
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4.2.1.2.Les mutations germinales du gène APC 

Le gène APC est un gène suppresseur de tumeurs codant pour une protéine du même 

nom (APC, Adenomatous Polyposis Coli) dont les variantes anormales sont associées à des 

troubles rangés sous le terme de pathologies intestinales par mutation du gène APC (APC-

Associated Polyposis Conditions). Ce groupe pathologique comprend la polypose recto-

colique familiale (FAP, Familial Adenomatous Polyposis), les formes atténuées de la 

polypose recto-colique familiale, le syndrome de Gardner et le syndrome de Turcot (Jasperson 

and Burt, 1993). Ce sont des pathologies héréditaires transmises sous un mode autosomique 

dominant. Les néomutations concernent 20 à 25% des individus atteints. Le diagnostic 

différentiel de FAP se fait essentiellement avec la polypose familiale due aux mutations des 

gènes MUTYH (MAP, MUTYH-associated polyposis) qui est autosomique récessive. Les 

pathologies intestinales par mutation du gène APC sont associées à un risque élevé de cancers 

variés mais c’est dans le FAP et le syndrome de Turcot surtout que surviennent les cancers du 

SNC. Le risque de cancer cérébral associé au FAP est inférieur à 1% ; il s’agit en général de 

médulloblastomes. Le syndrome de Turcot se définit cliniquement par l’association de la 

polypose ou du cancer du côlon avec un cancer du SNC. On distingue cependant le syndrome 

de Turcot dû à une mutation d’APC de celui dû à un Syndrome de Lynch donc à une mutation 

d’un gène MMR (Hamilton et al., 1995). Alors que les cancers du SNC dus aux mutations 

d’APC sont des médulloblastomes en grande majorité, il s’agit surtout de GBM dans les 

mutations des gènes MMR (Jasperson and Burt, 1993). Le syndrome de Turcot et le syndrome 

de Gardner ont été considérés comme des entités cliniques à part entière mais il est désormais 

admis que toute personne ayant une mutation du gène APC est à risque de cancer du SNC. 

4.2.1.3.Les mutations germinales de CDKN2A 

Le gène CDKN2A est situé dans la région génomique 9p21.3 et code pour les protéines 

structuralement proches p16INK4a, p15INK4b, ou p18INK4c ainsi que la protéine p14ARF qui leur 

est structuralement différente (Eckerle Mize et al., 2009). Les 3 INK sont des protéines 

inhibitrices de kinases dépendantes de cyclines (CDK) à la transition G1/S du cycle cellulaire 

alors que p14ARF stabilise p53 à la phase G1. Les mutations de CDKN2A sont responsables de 

syndrome FAMMM (Familial Atypical Multiple Mole Melanoma Syndrome).
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Il s’agit d’une génodermatose autosomique dominante se manifestant par de multiples nævi 

mélanocytaires avec une histoire familiale de mélanomes. Il s’accompagne d’un risque élevé 

de cancers, principalement pancréatiques (Eckerle Mize et al., 2009). Les cancers du cerveaux 

ont été rapportés dans les familles FAMMM avec ou sans altération de p16INK4 (Vasen et al., 

2000). 

4.2.1.4.Les mutations des gènes TSC1/TSC2  

Ce sont des gènes suppresseurs de tumeurs dont la mutation est responsable de la 

Sclérose tubéreuse de Bourneville (STB) encore appelée Syndrome de Bourneville (CIM-10 : 

Q85.1. ; OMIM : 191100, 613254). C’est une maladie génétique autosomique dominante 

ayant une prévalence de 1 à 9 pour 100 000 et une incidence d’une naissance sur 10 000 

(http://www.orpha.net/). Dans plus de la moitié des cas, il s’agit cependant de maladie 

sporadique, donc due à des mutations spontanées. Dans 69% des cas diagnostiqués, la STB est 

due à une mutation de TSC2 (Northrup et al., 1993). La pénétrance de la maladie est de 95% 

et l’expressivité est variable même au niveau intrafamilial. Les gènes TSC1 est situé en région 

génomique 9q34 et TSC2 en 16p13. TSC1 code pour l’hamartine (ou Tuberous Sclerosis 

Complex 1), et TSC2 pour la tubérine (ou Tuberous Sclerosis Complex 2). Les deux protéines 

forment un complexe régulant mTORC1 principalement. Les signes cliniques de la STB sont 

dus à des atteintes de plusieurs organes incluant des angiofibromes faciaux, des tumeurs de 

Koenen, des plaques fibreuses du front et du cuir chevelu, des angiomyolipomes rénaux, des 

nodules sous-épendymaires ou des tubers corticaux multiples et des hamartomes rétiniens. 

L'épilepsie, et le retard mental en font partie respectivement dans 60% et 50% des cas.  

4.2.1.5.Les mutations germinales de PTEN 

Elles sont responsables de maladies regroupées sous l’appellation Syndrome tumoral 

hamartomateux lié à PTEN (ou PHTS, PTEN Hamartoma Tumor Syndrome). Sont inclus dans 

ce groupe, le syndrome Cowden (CS), le syndrome Bannayan-Riley-Ruvalcaba (BRRS), 

syndrome de Protée lié PTEN (PS, PTEN-related Proteus syndrome), et le syndrome pseudo-

Protée. La prévalence est difficile à évaluer car le diagnostic n’est pas aisé ; elle est estimée à 

1 pour 200 000. Le diagnostic clinique inclut deux critères pathognomoniques, des critères 

majeurs et des critères mineurs (Eng, 1993). Les critères pathognomoniques sont la présence 

de gangliocytome anaplasique cérébelleux appelé Maladie de Lhermitte-Duclos et des lésions
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cutanéomuqueuses à type de trichilemmomes, de kératose acrale, ou de lésions 

papillomateuses ou muqueuses variées. Les tumeurs cérébrales sont de survenue 

occasionnelle, dans le Syndrome de Cowden essentiellement.  

4.2.1.6.Les mutations germinales de TP53 ou de hCHK2 

La mutation germinale de TP53 est retrouvée dans 70% des cas de Syndrome de Li-

Fraumeni (LFS) encore appelé Syndrome SBLA (Sarcoma, Breast, Leukemia, and Adrenal 

Gland) ou dans les maladies évocatrices de ce syndrome (CIM-10 : D48.9, ONIM : 151623, 

609265, 609266). C’est une maladie autosomique dominante à prévalence estimée à environ 1 

à 9 pour 100 000 (http://www.orpha.net/). Dans de rares familles avec ce syndrome, c’est la 

mutation de hCHK2 qui a été retrouvée. Le spectre de tumeurs occasionnées par ce syndrome 

est large et l’âge de survenue variable. Les tumeurs sont en grande majorité des sarcomes, des 

leucémies/lymphomes, des tumeurs cérébrales et des corticosurrénalomes. Le risque de cancer 

associé à la mutation de TP53 est de 15% à 15 ans ; à 50 ans, il est de 40% pour les hommes 

et 80% pour les femmes du fait du nombre élevé de cancers de sein. Le risque de développer 

une deuxième tumeur surtout radio-induite est très élevé dans le LFS (Schneider et al., 1993).  

4.2.1.7.Les mutations des gènes NF1 ou NF2  

La mutation de NF1 est responsable de la Neurofibromatose de type I (NF1), encore 

appelée Maladie de Von Recklinghausen (CIM-10 : Q85.0. ; OMIM : 162200, 162210, 

613675). C’est une maladie neuro-cutanée héréditaire à transmission autosomique dominante 

de prévalence variant entre 1 et 5 pour 10 000 (http://www.orpha.net/). Elle se manifeste en 

période néonatale ou à l’enfance. Elle est cliniquement hétérogène ; des taches café-au-lait, 

des nodules de Lish, des lentigos sur les aisselles et sur la région inguinale, de multiples 

neurofibromes ou bien-sûr des gliomes peuvent en être les manifestations.  

Le gène NF2 est situé en région génomique 22q12 ; il code pour la schwannomine, 

protéine cytoplasmique sous-membranaire, interagissant avec les protéines du cytosquelette. 

La mutation de NF2 est responsable de la neurofibromatose de type II (NF2) appelée aussi 

neurinome de l'acoustique familial ou neurome de l'acoustique familial ou encore 

schwannome vestibulaire familial (Code CIM-10 : Q85.0. ; ONIM : 101000). Comme la NF1, 

elle est tout aussi héréditaire à transmission autosomique dominante, mais dans la moitié des 

cas, il s’agit plutôt d’une nouvelle mutation qu’une transmission héréditaire. Elle est 

beaucoup plus rare que la NF1 ; sa prévalence est de 1 à 9 pour 100 000 avec une incidence 
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estimée à 1 pour 50 000 (http://www.orpha.net/). Elle peut survenir à tout âge. Trois groupes 

de manifestations sont possibles dans cette maladie : (1) dans 50% des cas, des schwannomes 

bilatéraux multiples des nerfs crâniens ou d’autres tumeurs du SNC dont des méningiomes ou 

plus rarement des épendymomes. (2) Des schwannomes sous-cutanés et des neurofibromes 

sont possibles. (3) Des manifestations oculaires dites opacités cristalliniennes apparaissant dès 

l'enfance le plus souvent.  

4.2.2.  Les polymorphismes alléliques conférant une susceptibilité 

héréditaire aux tumeurs gliales 

Des polymorphismes de simple base (SNP, Single-Nucleotide Polymorphism) ont été 

associés au risque de développer des gliomes. Certains SNPs sont à l’intérieur ou proches de 

séquences codant des gènes tels TERT (5p13.33), CCDC26 (8q24) , CDKN2A/CDKN2B 

(9p21.3), RTEL (20q13.3), EGFR (7p11.2) et PHLDB1 (11.q23), TP53 (17p13.1) (Andersson 

et al., 2010; Egan et al., 2012; Sanson et al., 2011; Schwartzbaum et al., 2010; Stacey et al., 

2011). Les SNPs de la région 8q24.4 proches de CCDC26 ont été associés aux 

oligodendrogliomes avec codélétion 1p/19q (Jenkins et al., 2011) et mutation IDH (Sanson et 

al., 2011). Quant aux SNPs contigus à CDKN2B et à RTL1, ils sont associés à un risque élevé 

de GBM plutôt que d’oligodendrogliome (Egan et al., 2011; Jenkins et al., 2011; Simon et al., 

2010). Ils ont d’ailleurs été impliqués dans des gliomes de haut grade alors que CCDC26 et de 

PHLDB1 sont plutôt relatifs à des gliomes de bas grade (Simon et al., 2010). L’étude du 

polymorphisme au locus 8q24.21 a identifié le SNP rs55705857 comme très étroitement lié au 

développement de gliome puisque l’allèle associé au risque est retrouvé dans 40% des patients 

atteints de tumeur oligodendrogliale et de gliomes avec mutation IDH1/2. De façon 

intéressante, la séquence concernée a été conservée au cours de l’évolution et code pour un 

miARN, suggérant un potentiel rôle dans d’autres fonctions importantes (Goodenberger and 

Jenkins, 2012; Jenkins et al., 2011). Ces découvertes pionnières suggèrent que ces SNPs et les 

régions qu’ils concernent ont peut-être encore des secrets à dévoiler. Ils apportent néanmoins 

un niveau supplémentaire de compréhension des mécanismes de la physiopathologie des 

gliomes et d’autres cancers ou maladies multigéniques multifactorielles incluant une 

participation de l’environnement. 
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4.2.3. Terrains allergiques / atopiques 

Les terrains atopiques et les maladies entraînant une activation de système immunitaire 

ont été associés à une diminution du risque d’être atteint de gliome (Brenner et al., 2002; 

Linos et al., 2007; Schlehofer et al., 1992; Wang and Diepgen, 2005). 

4.3. Facteurs extrinsèques 

4.3.1. Alimentation, mode de vie (tabac, ...) 

Rien de probant n’a été retrouvé. La consommation de fruits et légumes et les 

traumatismes psycho-affectifs semblent influencer le risque mais cela n’a pas été confirmé 

(Cabaniols et al., 2011). Le tabac, quant à lui, semble avoir été disculpé par plusieurs études  

alors que d’autres trouvent une augmentation du risque de gliome pour le tabagisme 

chronique (Holick et al., 2007; Mandelzweig et al., 2009).  

4.3.2. Infections  

Un rôle protecteur de certaines infections virales (varicelle-zona, autres herpès virus, 

etc…) a été retrouvé (Wrensch et al., 2005). Cependant les infections survenues in utero ou en 

période néonatale, augmenteraient le risque de GBM (Brenner et al., 2004). 

4.3.3. Médicaments 

Il y a un rôle protecteur de la prise d’anti-inflammatoires non stéroïdiens au long cours 

entraînant une réduction de 33% du risque de gliome (Scheurer et al., 2008).  

4.3.4. Toxiques 

Plusieurs toxiques ont été soupçonnés comme augmentant le risque de tumeurs 

cérébrales. Les analyses sont sont cependant peut concluantes du fait de biais difficilement 

éliminables. Parmi ces toxiques, le plomb et les pesticides font un peu consensus. 

- Le plomb augmente le risque en cas d’exposition prolongée (van Wijngaarden and 

Dosemeci, 2006). 

- Les pesticides sont incriminés parce qu’on a décrit une incidence augmentée dans 

les populations agricoles utilisant les pesticides. Mais les molécules mises en cause 

n’ont pas été précisées (Provost et al., 2007).  
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4.3.5. Radiations électromagnétiques 

4.3.5.1. Les radio-fréquences 

L’éventuel risque de tumeurs associé aux champs électromagnétiques des radio-

fréquences les radio-fréquences générées par les téléphones portables et les 

télécommunications par micro-ondes a fait l’objet de plusieurs études dont celles de Hardell et 

al. en Suède et l’étude internationale appelée Interphone (Hardell et al., 2004; Minder and 

Pfluger, 2001). Les résultats sont non concluants et restent sujets à controverses. C’est 

pourquoi la question du risque de gliomes associé à l’usage des appareils émettant ces radio-

fréquences notamment les téléphones mobiles, reste sans réponse convaincante (Aydin et al., 

2011; Corle et al., 2012; Frei et al., 2012, 2012; Swerdlow et al., 2011). Face à ces résultats 

discutables, les experts du CIRC n’ont pas pu répondre à la question. Ils ont cependant opté, 

par mesure de précaution, de classifier les champs électromagnétiques des radiofréquences 

dans le groupe des carcinogènes possibles pour l’humain (groupe 2B). 

 

4.3.5.2. Les radiations ionisantes 

Les radiations ionisantes sont des rayonnements qui produisent des ionisations dans la 

matière en arrachant, grâce à l’énergie qu’ils transportent, des électrons aux atomes ou 

molécules de la matière. Ces atomes et ces molécules deviennent des particules de charge 

positive et sont appelés cations. Les électrons arrachés peuvent être captés par d’autres atomes 

qui se chargent négativement et sont alors appelés anions.  

Les radiations ionisantes provoquent des gliomes ou d’autres cancers chez les animaux 

et chez les humains (D’Elia et al., 2009; Salvati et al., 2008). L’irradiation thérapeutique est 

incriminée dans la carcinogenèse radio-induite. Les critères diagnostiques de tumeur radio-

induite ont été définis par Cahan en 1948 (Cahan et al., 1998):  

- la tumeur doit être localisée dans une région antérieurement irradiée ; 

- la période de latence doit être suffisamment longue (1 à 26 ans ; 10 ans et demi en 

moyenne) entre l’irradiation et l’apparition de la tumeur ; 
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- le type histologique de la tumeur radio-induite doit être différent de la tumeur 

primitive pour laquelle le sujet aurait été traité ;  

- le patient ne doit pas souffrir de syndrome tumoral héréditaire. 

Les gliomes radio-induits seraient en grande majorité de grade d’emblée élevé (D’Elia et al., 

2009; Salvati et al., 2008). 

  La radiographie diagnostique a été associée à une augmentation du risque de gliomes 

chez des sujets adultes ayant subi plusieurs radiographies standard ou des scanographies de la 

tête et du cou (Davis et al., 2011; Schlehofer et al., 1992). Concernant les radiations 

cosmiques et nucléaires, le biais de confusion diminue la pertinence des études 

épidémiologiques qui permettraient de les incriminer sans équivoque (Cardis et al., 2006; 

Preston et al., 2002). Des résultats sont attendus avec les études mises en place pour évaluer 

les conséquences de la catastrophe de Fukushima (Walsh et al., 2014). 
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5 Traitements actuels du glioblastome 

Dans les gliomes diffus, de haut grade surtout, une résection ne serait-ce que subtotale 

est importante pour diminuer la masse tumorale, lever l’hypertension intracrânienne et 

améliorer la survie (Chandana et al., 2008; Fadul et al., 1988; Hentschel and Sawaya, 2003; 

Hess, 1999; Simpson et al., 1993). Une controverse existe toujours sur le bénéfice d’une 

extension (maximale) de la zone réséquée. Cependant la plupart des auteurs restent favorables 

à cette stratégie dans les glioblastomes surtout pour son impact positif sur la qualité de vie 

(Kubben et al., 2011; Stendel, 2009; Stummer and Kamp, 2009; Stummer et al., 2008; 

Tsitlakidis et al., 2010; Vuorinen et al., 2003; Yin et al., 2013). La biopsie stéréotaxique 

conserve tout de même son intérêt pour le diagnostic anatomopathologique. 

 

5.1. La radiothérapie 

Elle utilise des photons X délivrés selon une balistique longtemps de type 

conformationnel à plusieurs faisceaux et actuellement de plus en plus en modulation 

d’intensité. Le protocole standard des GBM délivre une dose d’irradiation totale de 60 Gy à 

raison de 5 séances de 2 Gy par semaine, couplée à une chimiothérapie (Stupp et al., 2005).  

5.2. La chimiothérapie 

L’addition concomitante et adjuvante du témozolomide à l’irradiation a permis 

d’améliorer la survie des patients de façon modeste mais significative (Stupp et al., 2005). Le 

témozolomide est administré per os à la dose de 75mg/m2/jour d’abord en prise quotidienne 

qui commence et finit avec la radiothérapie et dure 40 à 49 jours. Puis la chimiothérapie 

adjuvante comprend généralement 6 cycles de traitement. Chaque cycle utilise 150 à 200 

mg/m2 de témozolomide répartis en 5 jours successifs tous les 28 jours et répétés 3 fois. Le 

premier cycle adjuvant commence 5 à 6 semaines après la fin de la cure concomitante. Le 

témozolomide est désormais inclus dans le traitement standard des GBM. Lorsque l’état 

clinique des patients est incompatible avec cette association radiochimique, le traitement peut 

être réduit à du témozolomide seul, à une irradiation hypofractionnée ou à des soins de 

support. 
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5.3. Biothérapies  

Sur la base de résultats d’essais non randomisés de phase II (Friedman et al., 2009; 

Vredenburgh et al., 2007), le bévacizumab, un anticorps monoclonal neutralisant le VEGF a 

obtenu une approbation accélérée de la FDA pour être utilisé dans les GBM récurrents. Deux 

essais randomisés n’ont pas montré d’augmentation de la survie globale des patients 

(Chauffert et al., 2014; Chinot et al., 2014), mais le traitement par bévacizumab peut être très 

actif sur les symptômes déficitaires réfractaires à la corticothérapie. Dans tous les cas, les 

glioblastomes résistent tôt ou tard au traitement anti-VEGF (Soffietti et al., 2014).  

Les premiers travaux ciblant la forme mutée d’IDH1 avec un inhibiteur spécifique 

(AGI-5198) sont encourageants (Rohle et al., 2013).  

Dans le cadre de l’essai français ACSE (Médecine de précision) la 

surexpression/amplification de c-Met sélectionne les patients pouvant bénéficier d’un 

inhibiteur spécifique.  

Un essai clinique ayant utilisé un vaccin à base de cellules dendritiques matures 

immunisées par PEPvIII (EGFRvIII-specific peptide), un peptide immunogène d’EGFRvIII a 

été réalisé chez des patients atteints de glioblastome. Cette vaccination a donné une survie 

médiane ayant atteint 22,8 mois autorisant l’initiation d’autres essais cliniques (Sampson et 

al., 2009, 2010, 2011) . 

5.4. Thérapies alternatives 

Un traitement innovant attendu est une approche utilisant des courants alternatifs 

appelés TTFs (Tumor Treating Fields) de 100 à 300 KHz (Kirson et al., 2009). Cette stratégie 

a été testée avec succès dans les récidives des GBM puisqu’elle a donné des résultats 

comparables à la chimiothérapie en termes d’efficacité mais sans les effets systémiques 

indésirables (Stupp et al., 2012). Les seuls effets indésirables étaient des dermatoses de 

contact sur le cuir chevelu, facilement résolues par des dermocorticoïdes. Des essais cliniques 

utilisant ces dispositifs seuls ou en association avec le témozolomide sont en cours dans les 

GBM naïfs de traitement spécifique (ClinicalTrials.gov, NCT00916409) ou dans les récidives 

(ClinicalTrials.gov, NCT01954576, NCT01925573). 
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Figure 15. Effets primaires de l’irradiation. 

Les différents composants des cellules peuvent être altérés par l’irradiation ionisante. Les 

effets primaires ciblant l’ADN ont été développés en exemple. D’après Gardès-Albert 2008. 
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II. CIBLER LA RADIORESISTANCE : UN ENJEU THERAPEUTIQUE 

DANS LE GLIOBLASTOME 

La radiothérapie allonge la survie des patients. Elle n’entraîne pas une guérison du 

patient puisque des récidives surviennent tôt ou tard après le traitement. Elles ont la 

particularité de se produire le plus souvent dans le volume irradié (Chan et al., 2002; Lee et 

al., 1999). Cette particularité souligne la radiorésistance primaire élevée du GBM et suggère 

qu’une amélioration de l’efficacité de la radiothérapie prolongera la survie des patients. Pour 

ce faire, notre équipe de recherche a adopté la stratégie qui consiste à identifier et neutraliser 

les acteurs moléculaires impliqués dans la radiorésistance. Il s’agit de mécanismes inhérents 

aux cellules (radiorésistance intrinsèque) ainsi que des interactions entre les cellules tumorales 

et le microenvironnement (Amberger-Murphy, 2009; Barcellos-Hoff et al., 2009).  

 

1 Généralités sur les radiations ionisantes  

1.1. Les effets primaires de l’irradiation 

L’irradiation de la matière vivante produit chronologiquement des perturbations 

physiques (ionisations et excitations) des atomes et molécules, des réactions physico-

chimiques puis chimiques et finalement des effets biologiques (Tubiana M et al, 2008). Ces 

événements se succèdent dans le temps avant la première seconde (1/1016 seconde) suivant 

l’irradiation pour ce qui est des excitation-ionisations, jusqu’à des années après l’irradiation 

pour la cancérisation par exemple. Certains effets ne seront manifestes que dans la 

descendance des êtres irradiés. Le phénomène primaire qui correspond à l’arrachement d’un 

électron du cortège électronique, i.e. l’ionisation produit un radical libre qui est une espèce 

très réactive quelle que soit la molécule ionisée (Figure 15). Dans la matière vivante, les 

molécules sont : l’eau, l’ADN, les protéines, les lipides et les peptides principalement. Ils 

produisent après irradiation des radicaux-cations notés eau.+, ADN.+, etc. 
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Dans l’organisme humain adulte, l’eau occupe une proportion qui atteint 65% du poids. Elle 

est une cible privilégiée de l’irradiation qui induit la formation du radical-cation H2O
.+ et sa 

base conjuguée qu’est le radical hydroxyle .OH. Ces deux radicaux issus de l’eau sont des 

espèces radicalaires très néfastes pour l’organisme. On définit l’effet quasi-direct de 

l’irradiation qui résulte de la réaction entre les radicaux H2O
.+ et les molécules voisines autres 

que l’eau. L’effet quasi-direct forme d’autres radicaux libres tels que l’ADN.+. 

L’effet indirect est issu de la réaction entre les radicaux hydroxyles .OH et les autres 

molécules comme l’ADN ; il forme aussi des espèces radicalaires oxydées (de l’ADN par 

exemple). Les radicaux libres réagissent à la chaîne avec les molécules de l’organisme. Les 

radicaux hydroxyles .OH et les radicaux superoxydes O2
.- sont produits par la radiolyse de 

l’eau et sont à l’origine du stress oxydant. Ils génèrent aussi d’autres radicaux libres tels les 

peroxyles RO2
. et les alkoxyles RO. qui vont amplifier le phénomène.  

 

1.2. L’effet radiosensibilisant de l’oxygène 

L’oxygène présent dans le milieu au moment de l’irradiation potentialise son effet. 

Pour les réactions à faible TEL (Transfert d’Energie Linéique), il faut 2,5 à 3 fois la dose 

d’irradiation en anoxie pour obtenir le même effet qu’en milieu bien oxygéné. C’est ainsi 

qu’on définit l’OER (Oxygen Enhancement Ratio) qui est le rapport des doses produisant le 

même effet en anoxie et en présence d’oxygène en quantité suffisante. Cet effet 

radiosensibilisant de l’oxygène, peut s’expliquer (du moins en partie), par plusieurs 

mécanismes. Le premier mécanisme est le pouvoir électrophile élevé de l’atome d’oxygène. 

Cette électrophilie est due à la présence de 2 électrons célibataires périphériques dans son 

nuage électronique. L’oxygène se comporte donc comme un biradical qui, lorsqu’il capte un 

électron issu de l’ionisation, empêche toute recombinaison immédiate avec un cation. La 

deuxième raison est liée au fait que plusieurs réactions avec les produits de la radiolyse de 

l’eau ne se font qu’en solution oxygénée. En outre, les peroxydes et les hydroperoxydes 

produits en quantité dans les réactions radicalaires ajoutent leurs lésions à celles provoquées 

initialement par l’irradiation. 



Introduction bibliographique 

 

53 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16. Dommages de l’ADN radio-induits. 
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2 Les cibles des radiations ionisantes 

2.1. L’ADN 

2.1.1. Les dommages d’ADN 

Les rayonnements altèrent sans distinction les macromolécules biologiques : acides 

nucléiques, protéines, lipides et glucides. Du fait de son rôle central dans le métabolisme par 

l’intermédiaire des protéines codées et dans la transmission de l’information génétique, les 

dommages dans l’ADN ont des conséquences qui peuvent être gravissimes lorsqu’ils ne sont 

pas réparés. Les agents physiques comme les radiations ionisantes et les ultraviolets mais 

aussi les agents chimiques peuvent provoquer la stérilité, la mort cellulaire, des mutations, 

une instabilité génomique et des transformations malignes qui peuvent s’expliquer par les 

lésions dans l’ADN. Les atteintes de l’ADN sont diverses. Chaque type d’agent génotoxique 

induit avec prédilection certaines lésions des molécules d’ADN selon les composants qu’il 

touche directement ou indirectement. Les radiations ionisantes peuvent provoquer (Figure 

16): 

- des altérations de bases par destruction partielle ou modification chimique ; 

- des destructions du désoxyribose; 

- la formation de dimères de bases intracaténaires ou interchaînes, des pontages entre 

molécules d’ADN et des protéines ;  

- des dommages multiples localisés (LMDS, Locally Multiple Damage Sites) 

(Goodhead, 1994; Ward, 1995) ;  

- des cassures simple-brin de l’ADN (CSB) ; 

- et des cassures double-brin de l’ADN (CDB).  

Tout comme les rayonnements ionisants, les UV peuvent induire des lésions d’ADN. 

Les lésions plus ou moins spécifiques des UV sont les dimères de bases pyrimidiques, et les 

photoproduits 6-4. Ces photoproduits 6-4 peuvent subir un réarrangement moléculaire qui 

résulte en la formation de photoproduits Dewar ou isomères de valence Dewar. En dehors des 

facteurs exogènes physiques ou chimiques, le métabolisme normal en présence d’oxygène 

(métabolisme oxydatif), sans oublier les phénomènes épigénétiques, sont tous responsables de 

nombreuses lésions d’ADN que les cellules réparent au quotidien. En moyenne, le 

métabolisme normal produit 8 CDB par jour par cellule contre 40 CDB pour 1 Gy 

d’irradiation (Burkart et al., 1999; Ward, 1988). 
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Figure 17. Schéma des cascades de signalisation initiées après endommagement de 

l'ADN. 

ATM et/ou ATR sont les kinases qui transmettent aux protéines effectrices les informations 

concernant les dommages d’ADN détectés par les systèmes de surveillance. Selon la nature 

du dommage, les protéines de détections sont différentes. En fonction de l’ampleur du 

dommage et de la capacité de la cellule à réparer, les effecteurs imposent soit un arrêt du 

cycle et/ou la réparation, soit une entrée en apoptose. D’après Kara A. Nyberg et al., 2002. 
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2.1.2. La signalisation des dommages de l’ADN 

Les dommages subcellulaires, en particulier les dommages de l’ADN, activent des 

voies de signalisation modulant la réponse cellulaire. La réponse aux dommages de l’ADN est 

l’une des réactions cellulaires les plus étudiées du fait non seulement de son ampleur et de sa 

complexité suite à l’exposition aux rayonnements ionisants, mais aussi de ses conséquences 

pour la cellule et l’organisme. De façon schématique, la signalisation des dommages de 

l’ADN se fait en plusieurs étapes successives (Figure 17) :  

- la détection des lésions ; 

- la transmission du signal ;  

- l’activation des effecteurs ; 

- l’exécution de la réponse cellulaire proprement dite.  

 

Dans cette signalisation, l’étape initiale de détection est fonction de la nature de la lésion. Elle 

implique plusieurs protéines détectrices en général non-redondantes. Dans le cas des CDB, la 

détection est assurée par les complexes MRE11/RAD50/NBS1 qui reconnaissent la CDB ou 

le remodelage de la chromatine associé. La transmission passe par les protéines kinases ATM 

et ATR. Le choix entre ces deux dépend du type et du nombre des lésions. En général, ATM 

est activée par les CDB qui modifient la conformation de la chromatine et entrainent 

l’activation de complexes impliquant certaines protéines comme MRE11. Quant à ATR, elle 

est activée dans les lésions complexes comme les pontages ou par les blocages de la fourche 

de réplication. Cependant, ces deux kinases de transmission du signal agissent le plus souvent 

ensemble puisque les lésions sont le plus souvent associées. Ensemble ou séparément, ATM 

et ATR phosphorylent un ou plusieurs résidus aminoacides des protéines effectrices pour les 

activer (Bakkenist and Kastan, 2003, 2004; Shiloh, 2001, 2003; Yang et al., 2003). 
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Figure 18. Systèmes cellulaires de réparation des dommages d'ADN.  

A chaque type de lésion, un système de réparation est activé et ce en fonction de la phase du 

cycle cellulaire. 
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La phosphorylation de la protéine histone H2AX par ATM forme des γH2AX qui se 

localisent au niveau de ces CDB où viennent aussi s’associer p53BP1 activée aussi par ATM 

(Marková et al., 2007; Scully and Xie, 2013). Les effectrices les plus connues sont : la 

protéine p53 qui gouverne le choix entre l’arrêt en G1/S et l’apoptose, les protéines CHK1 et 

CHK2 qui régulent l’arrêt en G2/M, les protéines impliquées dans les complexes de 

réparation des dommages d’ADN : MRE11/RAD50/NBS1, BRCA1 et les DNA-PKcs. Le 

résultat de ces activations peut être un ralentissement ou un arrêt du cycle cellulaire pour 

permettre la réparation de la lésion. Mais lorsque la réparation est inopérante, il y a activation 

d’un mécanisme de mort cellulaire pour éliminer la cellule lésée.  

Dans l’exécution des cascades, il y a l’activation de certains facteurs de transcription 

dont STAT3 et NF-κB qui régulent l’expression de certains gènes dont les produits prennent 

activement part aux phénomènes impliqués (Kesanakurti et al., 2013). En plus de son rôle 

régulateur de la transcription, STAT3 activée par phosphorylation sérine 727 (pSTAT3-S727) 

participe physiquement à la protection contre le stress oxydatif en agissant dans le 

fonctionnement de la chaîne respiratoire mitochondriale (Capron et al., 2014).  

2.1.3.  Réparation des dommages de l’ADN 

Plusieurs systèmes de réparation des dommages de l’ADN ont été identifiés dans les 

cellules. Leur activation dépend en grande partie de la phase du cycle au cours de laquelle les 

dommages surviennent. Leur défaillance peut induire la mort cellulaire, des anomalies 

développementales, des dégénérescences tissulaires, le vieillissement, des instabilités 

génétiques et des cancers. La réponse des cellules tumorales à la radiothérapie dépend en 

grande partie de leur capacité à réparer les dommages radio-induits. En fonction de la 

complexité des lésions, le système enzymatique impliqué dans la réparation est mono-

enzymatique ou multienzymatique (Figure 18). Les cassures les plus complexes comme les 

CDB peuvent impliquer plusieurs systèmes enzymatiques. En fonction de la voie utilisée, la 

réparation est plus ou moins fidèle. Les systèmes de réparations décrits sont  spécialisés pour 

prendre chacun en charge des types de lésions bien particuliers : 

- la réversion directe du dommage in situ répare les fragments d’ADN simple-brin ayant 

des groupements 3’OH à leur extémité, les lésions photoréactions dues aux UV,  
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et les bases alkylées. Ce sont des systèmes monoenzymatiques qui s’en chargent. 

MGMT est l’enzyme réparant les bases alkylées ; 

- la réparation des bases mésappariées est faite par le système Mismatch Repair 

(MMR) ; 

- le système de réparation par excision de bases (BER, Base Excision Repair) prend en 

charge les CSB, les sites abasiques et les bases modifiées ; 

- le système réparation par excision de nucléotides (NER, Nucléotide Excision Repair) 

s’occupe des lésions entraînant une déformation de l’ADN.  

- la réparation des CDB est critique pour la survie cellulaire à l’irrradiation. Elle sera 

donc plus détaillée ici. 

2.1.4. La réparation des cassures double-brin 

La réparation des CDB est indispensable à la survie et à l’intégrité de la cellule 

(Pfeiffer et al., 2000). Elle doit s’opérer avant la répartition du matériel génétique entre les 

cellules filles issues de la division cellulaire. Elle fait appel à trois mécanismes qui sont : la 

recombinaison homologue (HR, Homologous Recombination), la resoudure simple de l’ADN 

dite SSA (Single Strand Annealing) et la ligation non homologue ou NHEJ (Non-Homologous 

End-Joining). Ces systèmes de réparation ont été très bien décrits chez la levure avant leur 

caractérisation chez l’humain. Contrairement à la levure qui privilégie la recombinaison 

homologue, les mammifères utilisent de façon préférentielle (80%) la voie NHEJ pour la 

réparation de CDB radio-induites (Kakarougkas and Jeggo, 2014). Le choix entre la 

recombinaison homologue et le NHEJ est orchestré par plusieurs acteurs dont p53BP1 et 

BRCA1 principalement (Daley and Sung, 2014). Le SSA reste un mécanisme minoritaire, 

utilisé principalement pour la réparation des séquences répétées comme Alu ou l’ADN 

ribosomal (Iyama and Wilson, 2013). Il est souvent rapproché à la recombinaison homologue 

mais il en diffère cependant du fait en partie de l’infidélité de la réparation qui en résulte 

(Haber, 2000). 
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Figure 19. Réparation des cassures doule-brin par recombinaison homologue. 

La recombinaison homologue est le système de réparation qui permet une restauration fidèle 

des cassures double brin. Elle n’est cependant opérable qu’aux phases S ou G2. D’après 

Teruaki Iyama et David M. Wilson III, 2013. 
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La recombinaison homologue 

Elle répare les CDB au cours des phases S et G2 du cycle cellulaire car elle nécessite 

une copie intacte de la séquence à reconstruire. Ce sont donc les séquences situées sur les 

chromatides sœurs ou les chromosomes homologues qui servent de modèle dans ce 

mécanisme (Figure 19). La recombinaison homologue se fait chez les mammifères selon des 

étapes moins bien connues que chez la levure. La reconnaissance de la cassure est faite par le 

complexe protéique MRN composé de MRE11, RAD50, NBS1(Nijmegen Breakage 

Syndrome 1) (Stracker and Petrini, 2011). MRN recrute ATM et ensuite CtIP (C-terminal 

binding protein-Interacting Protein) pour initier la résection 5’-3’ des bouts d’ADN et libérer 

ainsi une extrémité débordante 3’. D’autres exonucléases comme EXO1 assistée de l’hélicase 

BLM participent à la résection. RPA stabilise ensuite le segment simple-brin libéré et recrute 

ATR par l’intermédiaire d’ATRIP. Puis RAD52 remplace RPA par RAD51 sous le contrôle 

de BRCA2. Les étapes suivantes impliquent la formation et la résolution des jonctions d’ADN 

dites jonctions d’Holliday qui font intervenir les nucléases GEN1 et SLX1/SLX4 et les 

hélicases WRN et BLM. Il en résulte des échanges de séquences d’ADN entre chromatides. 

Une alternative à la formation de jonctions d’Holliday est le mécanisme SDSA (Synthesis-

Dependent Strand Annealing) qui aboutit à une réparation sans échanges de segments entre 

les séquences d’ADN (Heyer et al., 2010). 

La resoudure simple de l’ADN 

C’est le SSA (Single Strand Annealing) qui répare l’ADN ribosomal et des éléments 

répétés non codants ; il n’a pas besoin de chromadide sœur. Elle implique RPA et RAD52, 

sans pour autant dépendre de RAD51(Iyama and Wilson, 2013; Rothenberg et al., 2008). Les 

nucléases ERCC1–XPF qui interviennent dans le système NER semblent participer aussi au 

mécanisme SSA. 

La religation non homologue  

C’est un système utilisé pour la réparation des CDB, mais aussi pour la recombinaison 

V(D)J assurant la diversité des immunoglobulines (Soulas-Sprauel et al., 2007) et pour la 

protection des télomères (Denchi and de Lange, 2007). Sa cinétique est assez simple dans la 

réparation des CDB: une reconnaissance des cassures, suivie d’un façonnage des extrémités 

altérées et finalement une ligature des bouts adéquats (Iyama and Wilson, 2013).
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Figure 20. Réparation des CDB par religation non homologue (NHEJ). 

D’après Stephen P.Jackson, 2002 
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Il a l’avantage d’être fonctionnel à toutes les phases du cycle mais a l’inconvénient 

d’occasionner une perte d’information génétique. Dans son déroulement (Figure 20), ce sont 

les héterodimères Ku70/Ku80 qui reconnaissent les bouts de cassures, s’y lient en premier et 

recrutent ensuite les sous-unités catalytiques des DNA-PKcs pour stabiliser et positionner les 

extrémités (Getts and Stamato, 1994). Dans certains cas, c’est l’endonucléase Artemis qui 

digère les extrémités 3’ et 5’ pour donner des bouts convenables. La ligature est assurée par le 

complexe XRCC4-ligase IV qui apporte PNKP pour enlever au préalable les groupements 

phosphates 3’P et 5’P résiduels. Les polymérases μ et λ interviennent éventuellement pour 

combler les brèches (Andrade et al., 2009; Capp et al., 2006). A la fin du processus, XLF-

Cernunnos se lie au complexe XRCC4-Ligase IV pour stimuler la fermeture complète du 

segment réparé (Ahnesorg et al., 2006). 

2.1.5. Les inhibiteurs de la réparation des dommages de l’ADN 

Les inhibiteurs de la réparation de l’ADN présentent un intérêt thérapeutique car ils 

sont potentiellement utilisables comme adjuvant à la radiothérapie ou à la chimiothérapie 

anticancéreuse. Ils peuvent être regroupés en quatre groupes: 

- Ceux qui agissent au niveau du flux de précurseurs des nucléotides utilisés pour la 

réparation. C’est le cas de l’hydroxyurée. 

- Ceux qui interfèrent avec les enzymes de la réparation ou de la réplication ; l’1-β-D-

arabinofuranosylcytosine (Ara-C) appartient à cette catégorie. 

- Ceux qui perturbent la signalisation des dommages ; les inhibiteurs de PARP en sont 

un exemple. 

- Ceux qui diminuent ou bloquent les apports énergétiques nécessaires à la réparation: le 

2-déoxy-D-glucose ou les autres antimétabolites du métabolisme énergétique. 
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2.2. Lipides et Protéines 

2.2.1. Altération des lipides et des protéines 

Les phospholipides membranaires et les lipoprotéines cellulaires peuvent subir des 

réactions de peroxydation à la chaîne avec les radicaux hydroxyles. Cela entraîne entre autres 

une diminution de la fluidité des membranes. (Albanese and Dainiak, 2003; Rhayem et al., 

2008). Les acides aminés subissent quant à eux des réactions d’oxydation avec les radicaux 

hydroxyles. Il en résulte des fragmentations (en présence d’oxygène) ou des polymérisations 

(en absence d’oxygène) des chaînes peptidiques ou protéiques (Bonnefont-Rousselot et al., 

1997). Ces réactions peuvent activer ou inactiver les sites catalytiques des enzymes cellulaires 

ou influencer l’activité des voies de signalisation intracellulaire partant ou non de la 

membrane plasmique.  

2.2.2. Activation des voies de survie cellulaire ou amplification de 

l’activité de voies de signalisation initialement actives 

L’irradiation peut induire une activation de récepteurs membranaires par action directe 

ou en entraînant une expression des ligands. Parmi les récepteurs radio-activables, l’EGFR ou 

ses variantes peuvent activer la cascade de signalisation pro-survie PI3K/Akt ou la voie des 

MAPK (Schmidt-Ullrich et al., 1996). L’importance de la voie Akt dans les gliomes a été 

developpée dans notre article qui se trouve en annexes. L’activation de MAPK aboutit à la 

synthèse-relargage de TGFα qui peut induire la mort cellulaire par apoptose ou au contraire 

prolonger la survie cellulaire par activation de NFκB. Un autre récepteur transmembranaire 

radio-activable est le récepteur de mort DR4, récepteur de TRAIL, (TNF-Released Apoptosis-

Inducing Ligand) participant à la voie extrinsèque d’apoptose (Guan et al., 2001).  

Les ligands comme les IL-1, 6, 8 et le TNF-α (Tumor Necrosis Factor-α) sont libérés 

en grandes quantités en période post-irradiation (Guan et al., 2001; Verrelle and Bourhis, 

1997; Yang et al., 2006) et participent à l’activation des récepteurs ou à l’amplification des 

signalisations déjà actives.  

Il y a des facteurs de transcription qui sont induits par les signalisations induites par 

l’irradiation : SRF (Serum Responsive Factor), TCF62, ELK1, AP1 et CREB. L’irradiation 

peut aussi activer des facteurs de transcription comme NFκB et pSTAT3-Y705 qui 

interagissent physiquement pour induire ICAM-1et ainsi activer la migration des cellules de 

GBM et favoriser l’invasion du tissu environnant (Kesanakurti et al., 2013).  

En plus de ces effets de l’irradiation, il y a ceux qui sont dus aux espèces réactives de 

l’oxygène (ROS, Reactive Oxygen Species) qui augmentent à la suite de l’irradiation et 

activent d’autres mécanismes amplifiant les signaux radio-induits. 
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Enfin, l’irradiation active des enzymes comme les sphingomyelinases qui sont les principaux 

producteurs de céramides qui peuvent alimenter la voie d’apoptose portant leur nom, la voie 

des céramides (Kolesnick and Fuks, 2003).  

3  Engagement vers les processus de mort cellulaire radio-induits 

L’irradiation des cellules normales entraîne une diminution de la croissance cellulaire 

due à l’arrêt du cycle cellulaire et à la mort cellulaire radio-induite. Le mode de mort 

cellulaire radio-induite dépend de l’équipement génétique de la cellule et de la dose de 

radiation. On en décrit plusieurs modalités : la mort cellulaire immédiate, la mort par 

senescence, la mort mitotique, l’apoptose, l’autophagie et la nécrose. 

De ces modalités, seules la mort immédiate et la mort mitotique ne sont pas 

génétiquement programmées. Etant donné que les cellules cancéreuses ont accumulé des 

mutations perturbant plusieurs voies de signalisation, l’exécution des cascades de 

signalisation de certains programmes de mort cellulaire sont tout aussi dérégulées dans ces 

cellules. C’est pourquoi les cellules cancéreuses ont en général une sensibilité différente des 

cellules normales vis-à-vis de certaines modalités de mort cellulaire. En particulier, dans les 

cancers avec inactivation de la voie p53 (>50% des cancers), l’apoptose est un mécanisme 

inopérant (Eriksson and Stigbrand, 2010; Hollstein et al., 1991; Soussi and Béroud, 2001). 

L’inactivation de la voie p53 accroît l’intérêt de l’étude des autres mécanismes de mort 

cellulaire non régulés par p53 comme la catastrophe mitotique et l’autophagie (Eriksson and 

Stigbrand, 2010).  

3.1. La mort cellulaire immédiate 

C’est une mort par épuisement de l’énergie disponible survenant quelques minutes à 

quelques heures après irradiation. Elle est amorcée par la suractivation de PARP-1 suite aux 

dommages de l’ADN et de ce fait s’apparente à un suicide cellulaire (de Murcia and 

Ménissier de Murcia, 1994; Schraufstatter et al., 1986). Elle reproduit des aspects 

morphologiques retrouvés dans la nécrose : la perte de l’intégrité de la membrane 

plasmatique, l’activation des lysosomes, la dégradation des mitochondries et d’autres 

organites intracellulaires.  

3.2. La mort cellulaire par sénescence 

C’est plus un arrêt irréversible du cycle cellulaire à la phase G1 qu’une mort cellulaire 

proprement dite. Elle est cependant considérée comme telle car les cellules perdent 

définitivement leur pouvoir de prolifération clonogénique. Elles restent cependant 

métaboliquement actives et peuvent rester dans cet état pendant longtemps. 
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Elle est initiée par l’accumulation de p53 qui induit la surexpression de p21Waf1. C’est donc un 

mécanisme suppresseur de tumeur important dans la réponse aux traitements anticancéreux 

(Schmitt, 2007).  

3.3. La mort cellulaire mitotique et la mort cellulaire différée 

L’irradiation induit certains dommages comme les chromosomes dicentriques qui sont 

incompatibles avec la survie cellulaire et qui ne risquent pas d’être transmis aux cellules 

issues des divisions post-irradiation puisque ce sont des lésions d’emblée létales. Leur nombre 

va donc diminuer avec la succession des mitoses. En revanche, certaines lésions moins graves 

comme les translocations, les inversions et les courtes délétions sont compatibles avec la 

survie cellulaire. Au fil des divisions cellulaires, ces anomalies sont transmises aux cellules-

filles mais une proportion variable de cellules issues des mitoses après irradiation meurt. C’est 

la mort cellulaire différée qui est responsable de colonies naines dans les tests de survie 

clonogénique.  

 La mort mitotique survient par perte de la possibilité de mitose symétrique due à la 

présence de dommages chromosomiques non réparés. Les cellules accumulent des 

micronoyaux ou deviennent binucléées ou géantes. Les micronoyaux se forment avec les 

chromosomes acentriques ou une multiplication inappropriée des centrosomes (Sato et al., 

2000). L’élimination des micronoyaux par exocytose entraîne une perte fatale du matériel 

génétique. Un autre mécanisme de catastrophe mitotique a été décrit concernant les cellules 

avec inactivation de la voie p53. Dans celles-ci, l’abolition du point de contrôle G2/M du 

cycle cellulaire entraîne une entrée des cellules en mitose malgré l’existence de dommages 

d’ADN non réparés (Ianzini et al., 2006). Ces deux mécanismes coexistent le plus souvent car 

l’absence de p53 inhibe l’induction de p21 qui devrait bloquer, lors des dommages d’ADN, 

l’activation des complexes CDK2-cycline A/E qui sont les initiateurs de la multiplication des 

centrosomes (Fukasawa, 2007, 2008; Hanashiro et al., 2008). L’aspect morphologique de la 

catastrophe mitotique est proche de la nécrose.  

3.4. L’apoptose 

L’apoptose est une mort cellulaire génétiquement programmée dont l’exécution passe par 

l’activation d’enzymes appelées caspases (aspartic-acid-specific cystein proteases ou 

cysteinyl-aspartate-cleaving proteases) qui dégradent des substrats indispensables à la vie de  
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Figure 21. Voies intrinsèque et extrinsèque d’apoptose. 
L’irradiation peut activer la voie intrinsèque, extrinsèque ou des céramides (qui ne sont pas 

représentée sur le schéma) pour induire l’apoptose. Elles aboutissent toutes à l’activation des 

caspases effectrices de mort. La protéine Bid permet le couplage entre ces deux voies. 

L’endonucléase G est libérée avec HTRA/OMI et Smac/DIABLO (non représentés) pour 

participer à la régulation de l’apoptose. 
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la cellule. Ce programme permet la régulation de l’homéostasie. L’irradiation peut activer le 

programme apoptotique selon trois mécanismes : 

- l’activation de la voie intrinsèque d’apoptose ou voie mitochondriale ; 

- l’activation de la voie extrinsèque d’apoptose ; 

- l’activation de la voie des céramides. 

L’activation de ces voies de signalisation aboutit à l’activation des caspases 

exécutrices qui clivent de nombreux substrats dits « de mort » : la vimentine, la lamine, et les 

protéines ICAD (Inhibitor of Caspase Activated Dnase). Le clivage des ICAD lève leur 

inhibition sur les DNAses activables par les caspases. Ces DNAses fragmentent l’ADN 

cellulaire pour contribuer à la mort cellulaire. Les cibles des caspases incluent aussi PARP1, 

DNA-PKcs, la topoisomérase I et les ADN polymérases qui agissent dans la réparation des 

dommages de l’ADN et la conformation de la chromatine.  

 

3.4.1. La voie intrinsèque d’apoptose 

Elle est aussi dite voie mitochondriale car son mécanisme passe par des perturbations 

de l’intégrité de ces organites (Figure 21). La mitochondrie joue un rôle critique dans la survie 

cellulaire. La stabilité de la membrane mitochondriale dépend grandement d’un équilibre 

entre les protéines pro- et anti-apoptotiques de la famille Bcl-2. De nombreux signaux pro-

apoptotiques agissent par l’ouverture de pores dans la membrane mitochondriale externe. A 

l’inverse, les signaux anti-apoptotiques agissent en maintenant les pores de la membrane 

mitochondriale externe fermés. Toute perturbation entraînant l’ouverture de ces canaux 

provoque le relargage de nombreuses molécules parmi lesquelles le cytochrome C et les 

Smac/DIABLO. Les molécules de cytochrome C forment avec Apaf-1, un complexe 

moléculaire appelé apoptosome. L’apoptosome attire et convertit la procaspase 9 en caspase 9 

activée. La caspase 9 activée clive les procaspases 3, 6 et 7 pour les convertir en caspases 

exécutrices. Dans les conditions normales, un certain nombre de protéines appelées IAPs 

(Inhibitors of Apoptosis) est attaché aux procaspases et les inhibe. Cependant, les protéines 

Smac/DIABLO libérées de la mitochondrie lors du relargage du cytochrome C, antagonisent 

les IAPs pour empêcher l’inhibition des procaspases. 

Suite à l’irradiation, la détection de CDB active ATM et/ou les DNA-PK qui 

phosphorylent p53 pour empêcher sa dégradation par le protéasome. p53 s’accumule, induit 

l’expression de p21Waf1, et réprime l’expression des gènes de protéines anti-apoptotiques de la 
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famille Bcl-2 comme Bcl-2 et Bcl-XL, tout en stimulant l’expression des protéines pro-

apoptotiques de la même famille comme Bak et Bax. 

Le déséquilibre en faveur des protéines pro-apoptotiques ouvre les pores mitochondriaux, 

laissant fuir non seulement le cytochrome C qui va activer la cascade des caspases, mais aussi 

l’endonucléase G et AIF qui vont dégrader l’ADN. Ces deux DNAses forment une voie 

d’apoptose intrinsèque, mitochondriale indépendante des caspases (Eriksson and Stigbrand, 

2010; Riedl and Shi, 2004).  

3.4.1. La voie extrinsèque d’apoptose 

Elle est aussi appelée voie des récepteurs de mort. Les récepteurs de morts sont des 

récepteurs transmembranaires comme Fas, DR4, TNFR1, DR3 exprimés par certains types 

cellulaires. La liaison de chaque sous-unité du récepteur avec son ligand entraîne la formation 

d’un complexe actif. Chaque sous unité possède une région transmembranaire ayant un 

domaine appelé FADD (FAS-associated death domain). L’irradiation active certains 

récepteurs de mort comme Fas et TNFR1 pour induire majoritairement l’apoptose dans 

certaines cellules comme les lymphocytes ou certaines lignées de gliomes (Praveen and 

Saxena, 2013; 2001). Lorsque le récepteur est activé, les domaines FADD recrutent des 

protéines pour former un complexe appelé DISC (Death-Inducing Signaling Complex) qui 

attire et convertit les procaspases 8 et 10 en caspases initiatrices actives. Ces caspases 

initiatrices activées clivent directement les caspases exécutrices comme le fait l’apoptosome 

dans la voie intrinsèque. Le couplage des voies intrinsèque et extrinsèque d’apoptose peut se 

faire aussi un peu en amont des caspases exécutrices car les caspases activées par les 

récepteurs de mort peuvent cliver Bid en tBid. Ce dernier va à la membrane mitochondriale 

pour s’associer avec Bak ou Bax pour former les pores libérant le cytochrome C. Bid peut 

cependant être aussi activé par clivage par des protéases, notamment le granzyme B, la 

calpaïne, et les cathepsines.  

3.4.2. La voie d’apoptose dépendant des céramides 

Les céramides sont des sphingolipides formés d’une association d’un acide gras et de la 

sphingosine par une liaison amide. Ils entrent dans la constitution de la membrane plasmique. 

Les céramides sont impliquées dans la régulation de plusieurs fonctions cellulaires dont 

l’apoptose (Lahiri and Futerman, 2007; Ruvolo, 2003). Les voies de signalisation 

intracellulaires activées par les céramides aboutissent à un déséquilibre dans l’accumulation 

des protéines de la famille Bcl-2 pouvant expliquer leur mécanisme d’activation de 

l’apoptose. 
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En plus de ce mécanisme, les céramides peuvent activer aussi les récepteurs de mort et 

vice-versa (Grassmé et al., 2007; Gulbins and Grassmé, 2002; Ruvolo, 2003). Après 

l’irradiation, il y a des vagues d’accumulation de céramides dépendantes ou non d’ATM 

(Andrieu-Abadie and Levade, 2002; Gulbins and Kolesnick, 2002; Kolesnick and Fuks, 2003; 

Vit and Rosselli, 2003). Le rôle du métabolisme des céramides semble être important dans la 

radiochimiothérapie mais il a été récemment démontré que dans certaines lignées cellulaires 

de gliomes, l’apoptose induite par irradiation ou les alkylants ne passe pas par la voie 

intrinsèque des céramides (Gramatzki et al., 2013).  

3.5.L’autophagie 

Après irradiation, les cellules cancéreuses qui échappent à la mort immédiate ou à 

l’apoptose peuvent encore mourir par autophagie. Dans cette modalité de mort, les cellules 

dégradent leurs organites. Cette dégradation passe par l’internalisation des organites 

cellulaires dans des vésicules membraneuses intracellulaires formant des autophagosomes qui 

fusionnent avec des lysosomes pour former des autophagolysosomes (ou autolysosomes) dans 

lesquelles la digestion a lieu. La mort cellulaire par autophagie est une forme de mort 

cellulaire programmée puisqu’elle passe par l’exécution d’un programme génétiquement 

coordonné, tout comme l’apoptose (Denton et al., 2014). La mort par autophagie se 

caractérise morphologiquement par: une vacuolisation massive du cytoplasme, une 

accumulation des vésicules autophagiques délimitées par une double membrane biologique, 

une absence de condensation de la chromatine. Elle active peu ou pas la phagocytose 

lorsqu’elle survient in vivo. La protéine Becline-1 (appelée aussi Atg6) est considérée en 

pratique comme le marqueur d’activation de l’autophagie. Elle régule l’autophagie en jouant 

un rôle dans l’assemblage des autophagosomes (Kaza et al., 2012). L’autophagie peut 

cependant favoriser la survie cellulaire puisqu’elle permet parfois aux cellules de recycler 

leurs métabolites en cas de stress privatif. Les molécules ainsi recyclées leur assurent 

l’énergie et les métabolites intermédiaires suffisants pour maintenir leur viabilité. 

L’autophagie apparaît alors dans ces conditions comme un programme pour échapper à la 

mort immédiate radio-induite ou toute autre mort par privation (Zou et al., 2014). Elle pourrait 

alors jouer un rôle important dans les récidives tumorales. Becline-1, marqueur d’autophagie, 

est une protéine capable d’interagir par un domaine BH3 avec les protéines Bcl-2 et Bcl-XL. 

Cette interaction, observée dans certaines tumeurs, ne régule pas l’apoptose mais empêche 

Becline-1 d’activer l’autophagie.   
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Figure 22. Courbe de survie clonogénique au rayonnement gamma de cellules humaines 

irradiées en dose unique.  

D’après Favaudon 2008. 
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C’est pourquoi, en fonction de la tumeur ou de l’état métabolique des cellules, toute 

interférence avec le programme autophagique peut favoriser la survie ou à l’inverse entraîner 

la mort cellulaire (Levine, 2007; Yuan et al.). 

 

4 Evaluation de la survie clonogénique à l’irradiation et radiosensibilité 

intrinsèque  

Il est possible de décrire la réponse cellulaire au rayonnement à partir d’une évaluation 

de la survie cellulaire clonogénique à l’irradiation. Puisqu’il s’agit d’une survie clonogénique, 

elle n’est applicable qu’aux cellules capables de se diviser durant un certain nombre de 

générations. Cette évaluation rend directement compte de la capacité des cellules à générer un 

clone ou une colonie. Les techniques utilisées sont nombreuses et de plus en plus adaptées 

aux paramètres que l’expérimentation cible. Pour évaluer la radiosensibilité intrinsèque des 

cellules, une des techniques consiste à cultiver des cellules ensemencées à faible densité avant 

ou après irradiation à dose unique. On dénombre ensuite les colonies qui en résultent après un 

temps de culture suffisant pour la formation de colonies viables. En pratique, on dénombre les 

colonies d’au moins 50 cellules, correspondant au nombre moyen de cellules issues de 6 

divisions successives. Un nombre inférieur correspondrait à des cellules engagées dans un 

processus de mort mitotique. La constance de la densité cellulaire à l’ensemencement est un 

paramètre à maîtriser pour une même expérience. Le taux de survie est mesuré pour chaque 

dose d’irradiation en dose unique, en faisant le rapport entre le coefficient de clonage après 

irradiation à cette dose sur le coefficient de clonage sans irradiation (dose zéro). La 

représentation de la diminution des taux de survie pour des doses croissantes d’irradiation 

établit une courbe de survie cellulaire. Par convention, elle est représentée en coordonnées 

semi-logarithmiques (Figure 22) : la dose en abscisses sur une échelle linéaire et la survie en 

ordonnées sur une échelle logarithmique. Elle suit alors une incurvation continue, et peut être 

ajustée au modèle linéaire quadratique selon l’équation: S = e-αD-βD² ; S étant la survie et D la 

dose de rayonnement. Le paramètre α est la tangente à l’origine de la courbe (droite en 

pointillés). Elle représente la part des lésions létales d’emblée, dues aux dommages non 

réparables comme les aberrations chromosomiques. Le paramètre β détermine la mortalité liée 

au carré de la dose. C’est le facteur quadratique ; il représente en partie, la contribution des 

lésions sub-létales telles que deux cassures chromosomiques relativement proches (≤ 0.01µm) 

pour favoriser un dommage létal. Une saturation des mécanismes de réparation est prise en 

compte dans ce paramètre. 
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En radiothérapie, on pratique habituellement des séances d’irradiation délivrant 2Gy 

par jour, jusqu’à atteindre la dose maximale tolérée par les tissus sains ; c’est le 

fractionnement. Il est possible donc de faire une extrapolation entre la fraction survivant à 

2Gy (SF2) et la réponse à la radiothérapie.  

La dose moyenne d’inactivation �̅�, c’est à dire l’intégrale de l’aire située sous la 

courbe de survie ou AUC (Area Under Curve) est un deuxième paramètre habituellement 

utilisé en radiobiologie. Lorsque la courbe suit un modèle linéaire quadratique, l’aire sous la 

courbe est définie par l’intégrale : 

�̅� = ∫ 𝑒−𝛼𝐷−𝛽𝐷
2

+∞

0

𝑑𝐷 

 Les paramètres influençant la survie cellulaire à l’irradiation sont liés à la 

radiorésistance intrinsèque des cellules mais aussi à l’environnement. C’est pourquoi, 

l’irradiation des cellules isolées permet de s’affranchir au mieux de l’effet du contact 

intercellulaire qui influence la sensibilité des cellules (Guichard et al., 1983). En plus de 

l’effet contact, un phénomène connu sous le nom d’« effet bystander », ou « effet de 

proximité » met en évidence une participation de l’environnement à la réponse cellulaire ou 

tissulaire à l’irradiation. En effet, des cellules non irradiées situées à une distance relativement 

proche des cellules irradiées présentent ou subissent les effets de l’irradiation. La sécrétion de 

facteurs solubles comme les facteurs de croissance, les chimiokines et autres cytokines, les 

ROS, le cytochrome C et bien d’autres médiateurs ont été proposés pour expliquer ce 

phénomène mais des interrogations subsistent toujours (He et al., 2012; Suzuki and 

Yamashita, 2014). 

5 Déterminants de la radiorésistance des glioblastomes 

5.1.Hypoxie et angiogénèse 

L’hypoxie se définit comme une baisse de la concentration ou de la pression partielle 

en oxygène (pO2) dans un tissu en deçà de la limite inférieure normale. Dans le cerveau, la 

concentration en oxygène normale varie entre 2,5 et 12,5%, correspondant à une pO2 

comprise entre 20 et 100 mmHg. En revanche dans les GBM, la concentration en oxygène 

varie dans un intervalle très nettement inférieur à ces valeurs ; elle peut même descendre 

jusqu’à 1% (0,75 à 4 mmHg). L’hypoxie est donc une caractéristique de ces tumeurs. Il a 

même été démontré qu’elle s’aggrave avec le grade tumoral (Bar, 2011; Evans et al., 2004). 

De façon générale, la vascularisation tumorale est telle qu’on distingue un réseau vasculaire 

plus dense en périphérie qu’au centre. La croissance cellulaire cancéreuse plus rapide que 
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Figure 23. Interconnexion des voies de signalisation STAT3 et HIF dans l’hypoxie. 

L’hypoxie entraîne une accumulation de pSTAT3-Y705 et active HIF. Les dimères STAT3 et 

HIF régulent sont transférés au noyau où ils se lient aux éléments de réponse GAS et HRE 

respectivement. STAT3 induit l’expression de VEGF et de HIF1α. HIF induit l’expression de 

VEGF et de bien d’autres gènes impliqués dans des fonctions biologiques variées.  
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l’angiogenèse (périphérique) éloigne progressivement certaines cellules des apports en 

oxygène. Ces cellules finissent par se retrouver au-délà de la limite de diffusion de l’oxgène 

qui est de 150 µm, donc en zone hypoxique. La croissance tumorale n’explique pas à elle 

seule l’hypoxie tumorale, les métabolites libérés par les cellules y contribuent. L’hypoxie très 

sévère est responsable en partie des nécroses centrotumorales habituelles dans les GBM et 

d’autres cancers. Cependant, les territoires tumoraux hypoxiques sont avec les périphéries 

vasculaires les 2 principales niches des cellules souches cancéreuses de GBM (Calabrese et 

al., 2007; Filatova et al., 2013). Les cellules de GBM soumises au stress hypoxique y 

répondent de diverses façons. L’hypoxie entraîne l’activation (dans les cellules) d’un facteur 

de transcription hétérodimérique appelé HIF (Hypoxia-Inducible Factor). HIF est constitué de 

2 sous-unités HIF1α et HIF1β. C’est un facteur de transcription qui, normalement, subit un 

cycle futile (synthèse-dégradation continue) induite par l’hydroxylation de la sous-unité 

HIF1α. En condition hypoxique, il y a inhibition de l’hydroxylation, ce qui stabilise le dimère 

et entraîne son accumulation puis son transfert vers le noyau pour se lier aux éléments de 

réponse HRE (Hypoxia Response Element) et réguler des gènes-cibles impliqués dans le 

contrôle de la survie cellulaire, du métabolisme des lactates, des glucides et des protéines, de 

l’homéostasie, du pouvoir métastatique et de l’angiogenèse (Brahimi-Horn et al., 2007). Il a 

été démontré que l’activation de HIF est amplifiée par celle de STAT3 car l’hypoxie induit 

également pSTAT3-Y705 qui augmente l’expression de HIF1α et de VEGF (Kang et al., 

2010). L’expression de VEGF subit alors un double contrôle positif en condition hypoxique, 

par HIF et par pSTAT3-Y705 (Figure 23). C’est pourquoi l’hypoxie est un puissant 

stimulateur de la néoangiogenèse tumorale. La néoangiogenèse tumorale est aussi soutenue 

par d’autres facteurs comme Foxm1(Forkhead Box m1), facteur de transcription exprimé par 

les GBM et qui induit aussi l’expression de VEGF (Zhang et al., 2008). La néoangiogenèse 

met cependant en place une vascularisation anormale du fait de la présence de shunts 

anormaux. L’anomalie de la néovascularisation tumorale réside aussi dans la vasculature qui 

perturbe les échanges, contribuant ainsi à entretenir l’hypoxie (Mustafa et al., 2013).  

 

5.2.Cellules souches 

Les glioblastomes sont des tumeurs hétérogènes. Pami les sous-populations cellulaires 

qui les composent, on décrit les cellules souches tumorales ou cellules initiatrices qui ont la 

capacité de former ou régénérer la tumeur. Elles possèdent certaines capacités propres aux 

cellules souches neurales : autorenouvellement, différentiation en neurones, astrocytes et 
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oligodendrocytes. Elles ont en plus la capacité de former des tumeurs phénotypiquement 

identiques à celle d’origine lorsqu’elles sont injectées à des souris immunodéficientes (Singh 

et al., 2003). Elles expriment des marqueurs CD133 ou prominin-1. Il a cependant été décrit 

une sous-population tumorale n’exprimant pas le CD133 mais qui est capable de générer des 

tumeurs en xénogreffe intracrânienne chez des souris (Chen et al., 2010). Les cellules souches 

de GBM sont entretues dans les niches vasculaire et hypoxique (Calabrese et al., 2007; 

Filatova et al., 2013). L’étude de cette sous-population est importante parce qu’elle a la 

particularité d’être plus résistante à la radiothérapie et à la chimiothérapie (Bartek et al., 2012) 

que les autres populations cellulaires tumorales. Du fait de cette résistance, elles constituent la 

sous population cellulaire qui résiste au traitement pour ensuite proliférer et constituer la 

récidive. Leur grande capacité à réparer les dommages d’ADN radio-induits explique en 

partie leur résistance à la radiothérapie. Ces cellules activent en particulier la voie STAT3 

surtout pSTAT3-S727 pour résister à l’irradiation avec témozolomide (Villalva et al., 2011).  
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Figure 24. Structure de la protéine STAT3 avec ses domaines fonctionnels. 

- Le domaine N, permet la dimérisation des monomères de STAT3, la translocation nucléaire, 

la déphosphorylation, la phosphorylation médiée par le récepteur ; 

- Le domaine coilled-coil permet l’interaction protéine-protéine ;  

- Le domaine de liaison à l’ADN, est impliqué dans la fixation de STAT3 sur les promoteurs 

des gènes cibles ; 

- Le domaine SH2 permet la dimérisation entre deux protéines STAT3 ; 

- Le domaine de transactivation (TAD) active la transcription des gènes cibles. 

 D’après Aggarwal et al., 2006. 

 

N-domaine
Région 

charnière
SH2Domaine coilled-coil

Domaine de liaison 
à l’ADN

TAD

130                                                 320                                    465   585                      686                   770

Y705

S727



Introduction bibliographique 

 

86 

 

III. LA PROTEINE STAT3 DANS LES GLIOMES 

1 La famille des protéines STATs 

Les protéines STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription) forment une 

famille de transducteurs de signaux et de facteurs de transcription comprenant 7 membres 

appelés STAT1 à 4, STAT5a, STAT5b, STAT6 (Furqan et al., 2013a). Elles sont activées par 

des tyrosine-kinases comme les JAKs associées aux récepteurs membranaires et par les 

récepteurs membranaires à activité tyrosine-kinase comme PDGFR, EGFR, FLT3. Elles sont 

activables aussi par les tyrosine-kinases intracellulaires non associées à des récepteurs, 

comme c-Src, Bcr-Abl, et Brk (Breast tumor kinase) (Buettner et al., 2002; Weaver and Silva, 

2007).  

La phosphorylation des protéines STATs sur des résidus tyrosine spécifiques provoque 

leur homo- ou hétérodimérisation, puis ces dimères subissent un transfert les localisant dans le 

noyau où ils interagissent avec l’ADN pour réguler l’expression de gènes spécifiques. Les 

protéines STATs sont codées chacune par un gène différent. Elles ont cependant une structure 

similaire avec 6 domaines conservés. De l’extrémité N- à l’extrémité C-terminale, on 

distingue (Figure 24) : 

- un domaine d’oligomérisation ; 

- un domaine dit « coiled coil » ; 

- un domaine de liaison à l’ADN ; 

- un domaine charnière ; 

- un domaine SH2 ; 

- un domaine de transactivation (Aggarwal et al., 2006).  

Pour les STAT1, 3 et 5, il existe des isoformes tronquées appelées STATβ qui sont 

produites par épissage alternatif ou clivage protéolytique et qui sont des régulateurs négatifs 

des isoformes complètes notées STATα (Furqan et al., 2013a).  

 Sur un plan physiologique, les STAT2, 4 et 6 sont des régulateurs du système 

immunitaire alors que STAT1, 3 et 5 sont impliquées dans la régulation de fonctions 

biologiques variées. En particulier, elles régulent l’expression des gènes de prolifération 

comme c-Myc, du cycle cellulaire comme les Cyclines D1et D2, et de survie tels Bcl-xL, Bcl-2 

et Mcl-1. Elles régulent aussi les gènes comme HIF1α et VEGF impliqués dans l’angiogenèse. 

Du fait de leur participation au contrôle de fonctions physiologiques très importantes, les 

protéines STATs sont finement régulées et subissent un cycle d’activation-désactivation en 

fonction des besoins. Toute perturbation à un quelconque niveau des mécanismes de 
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Tableau 6. Différentes approches de thérapie anticancéreuse ciblant STAT3  

Les oligodeoxynucléotides sont les premiers inhibiteurs sélectifs de STAT3 à avoir été utilisés 

en essai clinique chez l’homme (www.clinicaltrials.gov, NCT00696176). D’après Kim et al., 

2014 
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contrôle en amont ou de rétrocontrôle négatif peut entraîner une suractivation anormale de ces 

protéines pouvant favoriser ou provoquer des pathologies cancéreuses. En l’occurrence 

STAT3 et 5 sont hyperactivées dans certains cancers où elles participent à la carcinogénèse 

(Furqan et al., 2013b; Lavecchia et al., 2011; Yu and Jove, 2004) ou simplement à la survie 

des cellules déjà transformées (Catlett-Falcone et al., 1999). L’inhibition des protéines 

STAT3 et 5 a souvent été associée à un arrêt de croissance des cellules cancéreuses. Les 

cellules normales en revanche ne semblent pas dépendre d’un haut niveau d’activation de ces 

protéines pour leur croissance normale (Yu and Jove, 2004). De ce fait, ces protéines ont été 

proposées comme des cibles intéressantes (Tableau 6) pour le développement de thérapies 

anticancéreuses (Furqan et al., 2013b; Kim et al., 2014).  

2 Du gène au facteur de transcription STAT3 

Le gène STAT3 est situé dans la région génomique 17q21.31 et s’exprime de façon 

ubiquitaire chez l’humain au cours du développement et dans les étapes ultérieures de la vie. 

Un épissage alternatif et/ou un clivage protéolytique par des enzymes comme la calpaïne 

permettent l’existence de l’isoforme complète STAT3α ayant une taille de 89 kDa et 

constituée de 770 aminoacides et celle de l’isoforme STAT3β tronquée des 48 aminoacides 

C-terminaux (Hendry and John, 2004). Cette isoforme tronquée agit comme un modulateur de 

l’activité de l’autre en tant que dominant négatif (Caldenhoven et al., 1996). C’est en réponse 

à des stimuli variés intracellulaires ou provenant de l’environnement que la protéine latente 

dans le cytoplasme est activée par des modifications post-traductionnelles. Il est décrit une 

activation canonique par phosphorylation du résidu tyrosine 705 (pSTAT3-Y705) qui autorise 

l’homodimérisation STAT3-STAT3 et l’hétérodimérisation STAT3-STAT1 suivi du transfert 

nucléaire (Vallières and Rivest, 2000). Cette activation canonique succède à l’activation 

principalement des récepteurs aux cytokines de la famille de l’interleukine-6 (IL-6R), des 

récepteurs aux facteurs de croissance comme l’EGFR, le PDGFR ou à celle des kinases 

intracellulaires. Au niveau de l’ADN, les dimères de STAT3 se fixent aux éléments de 

réponse de séquence consensus TTN4-5AA appelés GAS (Interferon Gamma-Activated 

Sequence) contigus aux promoteurs des gènes qu’ils régulent (Darnell et al., 1994; Hervas-

Stubbs et al., 2011). En plus de cette activation canonique, la phosphorylation du résidu sérine 

727 (pSTAT3-S727) a été récemment associée à des fonctions biologiques importantes dans 

les gliomes et plusieurs autres cancers, indépendamment de l’activation canonique pSTAT3-

Y705 (Qin et al., 2008; Villalva et al., 2011). Ces nouveaux résultats suggèrent de prendre  
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en compte cette forme d’activation de STAT3 dans les stratégies de ciblage à but 

thérapeutique. Pour ce faire, il est important de reconsidérer l’activation de STAT3 sur ces 

deux résidus pour mieux comprendre leur contribution à la pathologie cancéreuse gliale.  

3 Rôle de STAT3 dans le développement  

Des mutations hétérozygotes inactivant STAT3 ont été décrites chez l’homme et 

associées au Syndrome d’hyper-IgE autosomique dominant (AD-HIES, Autosomal Dominant 

Hyper-Immunoglobulin E Syndrome) plus connu sous l’appellation syndrome de Job (Buckley 

et al., 1972; Davis et al., 1966; Holland et al., 2007; Minegishi et al., 2007). Ce syndrome 

congénital est caractérisé par un déficit immunitaire touchant les lymphocytes Th17, Tfh, 

mémoires B, et T CD8+. Il comporte aussi une susceptibilité à des lymphomes B et à des 

infections diverses ainsi qu’une hyper-immunoglobulinémie E (Tangye, 2014). 

Des travaux ultérieurs démontrèrent que l’invalidation (Knock out) homozygote de 

STAT3 chez la souris est létale à la période embryonnaire du développement par 

dégénérescence entre les jours 6,5 et 7,5 (Takeda et al., 1997), confirmant le rôle fondamental 

de STAT3 dans le développement. Ces travaux suggérèrent cependant que chez l’humain, 

l’expression d’une seule copie normale de STAT3 était suffisante pour un développement 

normal mais insuffisante pour une bonne fonction immunitaire. L’invalidation conditionnelle 

de STAT3 dans les lignées lymphocytaires reproduit partiellement le phénotype AD-HIES. De 

plus les souris transgéniques exprimant une mutation STAT3 retrouvée chez l’homme 

manifestèrent le phénotype AD-HIES complet, confirmant ainsi le lien entre les mutations de 

STAT3 et le syndrome AD-HIES (Kane et al., 2014; Steward-Tharp et al., 2014). De la même 

façon, l’hyperactivation congénitale de STAT3 chez l’homme par des mutations localisées 

dans le domaine de liaison à l’ADN et le domaine de dimérisation de la protéine a récemment 

été décrite comme établissant un phénotype anormal associant des manifestations auto-

immunes de plusieurs organes à plusieurs désordres immunitaires. Cette découverte confirme 

le rôle de STAT3 dans le développement et particulièrement dans la maturation fonctionnelle 

des cellules immunitaires (Haapaniemi et al., 2014). Cependant, ces données n’ont pas permis 

de comprendre le rôle de l’activation de STAT3 retrouvée dans les pathologies comme le 

gliome où l’anomalie immunitaire n’est pas la manifestation principale.  

Nous sommes préparons une revue de la littérature concernant le rôle de l’activation de 

STAT3 par phosphorylation S727 et Y705 dans les gliomes. Elle résume les mécanismes 

impliqués dans ces phosphorylations activatrices ainsi que les conséquences de celles-ci dans 

la gliomagenèse et l’échappement des glioblastomes aux défenses immunitaires et au 

traitement standard. 
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Introduction 

Glioblastoma multiforme (GBM) is the most frequent and malignant type of gliomas, 

the most common primary tumors of the central nervous system. The first line setting of GBM 

patient treatment encompasses surgery with concomitant and adjuvant chemotherapy with 

temozolomide (Stupp et al., 2005). Despite such a complex therapy, recurrence is 

unavoidable, due to GBM cell radiochemoresistance (Chan et al., 2002). Management of 

GBM patients at recurrent disease state is not unanimously codified because of an enhanced 

aggressiveness (Yin et al., 2013). Several pathways have been reported as involved in the 

pathogenesis of GBM (Cancer Genome Atlas Research Network, 2008). Some of them have 

been reported as prognostic markers or therapeutic targets. Signal Transducer and Activator of 

Transcription 3 (STAT3) has been identified as a therapeutic target in glioma because of its 

involvement in several hallmarks of glioma aggressiveness (Brantley and Benveniste, 2008). 

It is well established that this intracellular cell signaling protein is activated by canonical 

phosphorylation on its tyrosine 705 residue, which induces its transfer to the nucleus for target 

gene regulation (Darnell et al., 1994; Hervas-Stubbs et al., 2011; Vallières and Rivest, 2000). 

In addition to glioma, many other human cancers display activated STAT3. Therefore, the 

study of STAT3 role in cancer provided rationales for use of STAT3 inhibitors as anticancer 

targeted therapy (Miklossy et al., 2013; Szeląg et al., 2014). However such inhibitors have not 

yet been approved for treatment of glioma patients because of toxicity or inefficiency. Future 

clinical trials of STAT3 inhibitors in glioma should take in account its demonstrated 

ambivalent role in glioma as oncogene or suppressor of tumor depending of tumor genetic 

background (de la Iglesia et al., 2008). This caution strengthens the necessity to refine the 

strategy of targeting STAT3 in glioma. This task was made more difficult since recent 

concordant evidences attributed biological functions to serine 727 phosphorylated STAT3 in 

addition to or independently from the canonical Y705 activation (Fan et al., 2010; Qin et al., 

2008; Villalva et al., 2011). However all investigators did not always assess STAT3 activation 

through detection of both Y705 and S727 phosphorylation. It is thus interesting to summary 

the biological events implicating STAT3 activation on S727 and/or Y705 to better understand 

the role of each of them in glioma aggressiveness and furthermore improve their therapeutic 

targeting.   

This review focusses on S727 and Y705 phophorylations of STAT3 and their 

involvement in the biological processes that contribute to GBM escape to standard treatment 

components. After a brief description of STAT3 pathway activation in glioma, the upstream 

events inducing STAT3 hyperactivation in glioma are identified. The prognostic value of 
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activated STAT3 in glioma is then examined before description of STAT3 involvement in 

mechanisms that lead to cell transformation as well as tumor growth and escape to both 

immune control and standard treatment.  

 

Constitutive activation of STAT3 in human glioma 

Constitutively phosphorylated STAT3 has been detected by immunohistochemistry 

assays performed on frozen or paraffin-embed glial tumour sections and immunoblotting of 

tumour tissue samples. The early studies reported positive detection of STAT3-

phosphotyrosine 705 (pSTAT3-Y705) in a variable proportion of glioma ranging from 9% to 

98% of the studied cohorts (Abou-Ghazal et al., 2008; Kohsaka et al., 2012; Lo et al., 2008; 

Mizoguchi et al., 2006; Wang et al., 2004a). This variability might be due to the cohort size 

and the limits of sensitivity and specificity of the diagnosis and detection methods. Moreover, 

comparison of the published results should consider that the cutoff point of positive staining 

was different. The detected phosphotyrosine was located in the nucleus of a variable number 

of glial tumour cells or some tumour-associated lymphocytes or vascular endothelial cells 

(Kohsaka et al., 2012; Lo et al., 2008; Wang et al., 2004a). Normal brain tissue was negative 

for pSTAT3-Y705 staining except in one over 5 specimens reported by Lo et al. (Lo et al., 

2008). Considering the group of specimens in which the section shows ≥ 20% pSTAT3-705 

positively stained cells, Lo et al. found a positive correlation of pSTAT3-Y705 and glioma 

grade. However, in a study evaluating pSTAT3-Y705 in 111 glioblastoma (WHO grade IV 

glioma) cases and 25 WHO grade III glioma, Birner et al. did not find any correlation with the 

disease grade among cases that showed more than 5% positive cells (Birner et al., 2010). 

Using other methods such as electrophoretic mobility shift assay and western blotting, greater 

proportion of pSTAT3-Y705 expressing tumours or higher level of pSTAT3-Y705 have been 

positively correlated to glioma tumour grade (Brantley et al., 2008; Schaefer et al., 2002). 

The detection of serine 727 phosphorylated STAT3 (pSTAT3-S727) in U87-MG and 

U373-MG glioma cell lines has been achieved by western blot (Aoki et al., 2007). The first 

description of pSTAT3-S727 in glioma tissues has been reported by Brantley et al. (Brantley 

et al., 2008). Two years later, this constitutive phosphorylation of STAT3-S727 residue has 

been confirmed in GBM patient and stem cells (Fan et al., 2010; Villalva et al., 2011). This 

study of Villalva et al. evidenced that disruption of the serine 727 phosphorylation impairs 

proliferation and neurosphere formation. Recently pSTAT3-S727 has been described by 

immunohistochemistry in 70.5% of 88 glioblastoma cases (Lin et al., 2014a). 
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Even though phosphorylated serine 727 was found in the cytoplasm, the main subcellular 

location was the nucleus of the neoplastic cells and some vascular endothelial cells. Normal 

brain tissue did not show any expression of pSTAT3-S727. More interestingly, this study 

evidenced a statistically significant association of STAT3-S727 Y705 phosphorylations.  

Several studies have established STAT3 expression and phosphorylation on its Y705 

and S727 residues in human glioma tissues. Those phosphorylations have been correlated to 

glioma tumour grade. Because normal brain cell express neither pSTAT3-S727 nor pSTAT3-

Y705, STAT3 constitutive activation might be involved in the pathogenesis of glioma as a 

tumour-driving or a secondary mutation of transformed cells. 

 

The mechanisms driving to STAT3 constitutive activation in human glioma 

Mutations in STAT3 gene have been described in human pathology. Those occurring 

in the DNA binding domain or the SH2 domain trigger functional inactivation of STAT3 and 

lead to the autosomal dominant hyper-immunoglobulin E syndrome (AD-HIES) (Holland et 

al., 2007; Minegishi et al., 2007) previously called Job’s syndrome. Functional activation of 

STAT3 due to punctual mutations in SH2 domain has been observed in chronic 

lymphoproliferative disorders of NK cells and T-cell large granular lymphocyte leukemia 

(Jerez et al., 2012; Koskela et al., 2012). To date, no gain-of-function mutation in human 

STAT3 gene has been reported in glioma (Brantley and Benveniste, 2008). The observed 

constitutive activation of STAT3 could be due to an aberrant signal from upstream regulators. 

This includes, on one hand, any gain-of-function mutation or increase in activation of an 

upstream activator, and, on the other hand, any loss-of-function mutation or decrease in 

activation of an upstream repressor.  

 

Upstream events involved in STAT3 activation  

The first group involves mainly alterations in the EGFR signaling pathway and those 

in the IL-6 signaling axis. Both pathways are induced by receptor-associated tyrosine kinase 

activity and transduced through the JAK kinases. Gene amplification and/or the 

rearrangements that result in the EGFRvIII truncated  variants, or the EGFR-SEPT 14 fusion 

mutant of EGFR, induce an aberrant, excessive signal leading to an hyperactivation of 

pSTAT3-Y705 (Frattini et al., 2013; Lo et al., 2008). 
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In addition to or independently of EGFR activation, IL-6 participates in complex 

genetic and epigenetic regulatory circuits that orchestrate STAT3 constitutive activation in 

glioma (Chiou et al., 2013). We have reported IL-6 gene overexpression in glioblastoma 

patients and cell lines (Tchirkov et al., 2001, 2007). IL-6 induces STAT3 activation by a 

signal transduced through an hexameric transmenbrane receptor complex that implicates the 

IL-6Rα (gp80) and the gp130 subunit that is shared with receptor of other cytokines such as 

IL-11, LIF, CT-1, CTNF, OSM and CLC (Heinrich et al., 1998) that have not been shown to 

play as critical role in glioma as IL-6 except OSM (Chen and Benveniste, 2004; Grant and 

Begley, 1999). IL-6 induced STAT3 activation through JAK2 and is usually assessed by 

monitoring pSTAT3-Y705 (Wang et al., 2009). But Liu et al. reported a dose-dependent 

increasing accumulation of pSTAT3-S727 in T98G and U251 human GBM cell lines treated 

by various concentrations of IL-6 (Liu et al., 2010). In that assay, variation of pSTAT3-Y705 

level has not been evidenced. Moreover, it has been shown that STAT3 activation induces 

accumulation of both VEGF mRNA and protein (Loeffler et al., 2005; Xu et al., 2005). Wang 

et al. have assessed STAT3 activation by its DNA-binding activity in mice melanoma as well 

as breast and colon tumor cells. STAT3 activation induced secretion of pro-inflammatory 

cytokines such as IL-6 itself and RANTES chemokine that contribute together to inactivate 

both dendritic cell maturation and adaptive immunity (Wang et al., 2004b). In addition to IL-6 

and EGFR pathways, STAT3 activation can be induced through signal induced by many other 

cytokines or growth factor receptors such as PDGFR depending on cell type or experimental 

conditions (Ren, 2011).  

Besides its induction by receptor-associated tyrosine kinase activity, activation of 

STAT3 in glioma can also be triggered by non-receptor tyrosine kinases. This implicates 

intracellular kinases such as Bone marrow X-linked (BMX) that is expressed by some 

glioblastoma stem-like cell subpopulation (Guryanova et al., 2011). Since knocking down 

BMX impairs pSTAT3-Y705 accumulation, it has been described as an upstream activator of 

STAT3 in glioblastoma stem cells. 

Otherwise, intracellular serine/threonine kinases, mediate STAT3 activation by 

phosphorylating S727. Thus the protein kinase C epsilon (PKCε) is overexpressed in human 

anaplastic astrocytoma, glioblastoma and gliosarcoma and is associated to a worse disease 

prognostic (Sharif and Sharif, 1999). This overexpression of PKCε has been shown to take 

part in the constitutive activation of STAT3 through S727 phosphorylation in several human 

glioma cell lines (Aziz et al., 2010; Xu et al., 2014). 
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The NOTCH pathway has been implicated in STAT3 activation since it has been 

shown that NOTCH signaling stimulation by Delta-like 4 (Dll4) and Jagged 1 (Jag1) NOTCH 

ligands promotes human embryonic stem cell survival through pSTAT3-S727 (Androutsellis-

Theotokis et al., 2006). This NOTCH-mediated effect on normal stem cell fate can be blocked 

by the NOTCH pathway inhibitor DAPT, a gamma-secretase inhibitor that impairs activating 

cleavage of NOTCH by Presenilin 1. Moreover, the preponderant role of NOTCH in 

activating pSTAT3-S727 in glioma became evident when Fan et al. demonstrated that 

blocking activated NOTCH pathway in GBM stem cell by gamma-secretase inhibitor 18 

(GSI-18), reverses accumulation of pSTAT3-S727 and selectively impedes cell proliferation 

(Fan et al., 2010). Those findings suggest that there is a regulation loop between activated 

STAT3 and NOTCH signaling because NOTCH pathway regulates STAT3-S727 

phosphorylation and Garner et al. reported that pSTAT3-Y705 participates with NFκB in 

regulating activated NOTCH signaling in GBM stem cells (Garner et al., 2013). More studies 

should help decipher this regulatory loop in glioblastoma stem cells. 

 

STAT3 pathway modulation 

The constitutive activation of STAT3 in glioma could be due to alteration of STAT3 

pathway activation negative control. This deregulating mechanism involves the Protein 

Inhibitor of Activated STAT3 (PIAS3), Suppressor Of Cytokine Signaling, (SOCS) and 

Protein Tyrosine Phosphatase Receptor Delta (PTPRD). 

The PIAS proteins are endogenous STAT inhibitors (Heinrich et al., 1998). 

Concordantly with S727 and Y705 phosphorylated STAT3 overexpression, the PIAS3 is less 

expressed in GBM in comparison with non-neoplastic brain tissue (Brantley et al., 2008). 

Furthermore, inhibition of PIAS3 in U87-MG human glioma cell line by RNA interference 

boosted cell proliferation despite no or little change in the level of phosphorylated STAT3. 

Conversely, overexpression of PIAS3 in U251-MG human glioma cell line dumped OSM-

enhanced expression of the STAT3 targeted genes Survivin, Bcl-xL as well as SOCS3 and 

resulted in 80% slow-down of cell proliferation (Brantley et al., 2008). The SOCS protein 

family is a cytokine inducible signal transducers that encompasses several members involved 

in negatively regulation of cytokine and growth factor-induced signals (Yasukawa et al., 

2000). Among them, SOCS3 is not only a STAT3 targeted gene but also an upstream 
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repressor of STAT3 via its inhibitory action on JAK kinases (Yoshimura et al., 2007). Thus, 

SOCS3 functions in a negative feedback loop to regulate STAT3 activity.  

Like other cancers such as ovarian and breast cancers, GBM tumors and cell lines 

overexpress SOCS3 whereas they repress SOCS1 (Brantley et al., 2008; Sutherland et al., 

2004; Zhou et al., 2007). Because SOCS3 is a STAT3 target-gene, this aberrant expression of 

SOCS3 that is accompanied by a constitutive activation of STAT3, suggests that SOCS3 

might be induced by activated STAT3 (Zhou et al., 2007) and that SOCS3 might fail in 

inhibiting STAT3 in glioblastoma. Further study should help understand the link between the 

constitutive silencing of SOCS1 and activated STAT3.  

PTPRD belongs to a family of protein-tyrosine phosphatases which are involved in the 

regulation of many normal and cancer cell processes such as adhesion, proliferation and 

migration, through the regulation of multiple cell-signaling pathways (Ostman et al., 2006). 

PTPRD function is frequently inactivated by genetic and epigenetic alterations in GBM as 

well as in other cancers, and is associated to a worse patient prognosis (Solomon et al., 2008; 

Veeriah et al., 2009). Functional analysis in mice, recently published by Ortiz et al. showed 

that loss of heterozygoty of PTPRD resulted in accumulation of pSTAT3-Y705 and 

cooperated with Cdkn2a/p16Ink4a to promote glioma tumorigenesis (Ortiz et al., 2014). 

Constitutive activation of STAT3 in glioma is more likely induced by combined 

mechanisms rather than a single one. Apart from deregulation of upstream regulators, other 

factors might cooperate in inducing hyperactivity of STAT3 in glioma. Some of them have 

been identified but require more studies to well characterize the mechanism of their action. 

This involves for example the mutation of the GDNF Family Receptor Alpha 4 (GFRA4) that 

induces mislocated weakly-interacting GFRA4-persephin (PSPN) complexes. These 

complexes aberrantly dissociate from the RET proto-oncogene product (RET) at the plasma 

membrane and relocate to the endoplasmic reticulum (Lee et al., 2013).   

Moreover, GFRA4 silencing or artificial redirection of GFRA4 to the plasma membrane 

reduced pSTAT3-Y705 and resulted in slowed glioma cell proliferation.  
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STAT3 and glioma prognosis 

Many studies have focused on the prognostic value of STAT3 expression and 

activation in glioma. Early study of the signaling pathways activated downstream EGFR, 

including MAPK, AKTAkt and STAT3, established that pSTAT3-Y705 is correlated to the 

presence of the EGFRVIII mutated variant of EGFR in anaplastic astrocytoma and GBM 

(Mizoguchi et al., 2006). Among those downstream effectors of EGFR pathway, MAPK and 

Akt but not STAT3 have been correlated to the progression of grade III astrocytoma to grade 

IV glioblastoma. In accordance, activated Akt was predictive of a worse glioma prognosis. 

Unlike Akt, activated STAT3 was correlated with a slight improved prognosis when it is 

compared against co-activation of STAT3/MAPK/Akt.  

In opposition to Mizoguchi et al. who evaluated STAT3 activity by quantifying 

pSTAT3-Y705 in tumours, Alvarez et al. assessed functional activation of STAT3 through 

expression of a subset of 12 genes admitted as defining the STAT3 signature (Alvarez et al., 

2007). This study found a positive correlation linking high expression level of STAT3 target 

genes with a poorer prognosis in glioma. However, they did not correlate phosphorylated 

STAT3 with gene expression in tumour samples. Another study established that expression of 

pSTAT3-Y705 was a negative prognostic marker in anaplastic astrocytoma (Abou-Ghazal et 

al., 2008). Furthermore, some other studies reaffirmed the bad prognostic value of the 

constitutive activation of STAT3 alone or in association with others mesenchymal markers 

such as C/EBP-β and C/EBP-δ in GBM (Carro et al., 2010; Cooper et al., 2012).  

  

The bad clinical signification of STAT3 activation has recently been attested by the 

studies carried out by Lin et al., which established that high number of pSTAT3-Y705 or 

pSTAT3-S727 positive cells in GBM specimens, impact independently and negatively the 

patients’ progression-free survival and overall survival (Lin et al., 2014a, 2014b). Moreover 

an increased expression of the both makes worse the clinical outcome (Lin et al., 2014a). 

Tallying data evidenced that STAT3 activation by Y705 or S727 phosphorylations in 

glioma influence negatively the patients’ survival. Because association of the both worsens 

the patient prognosis suggests that they might act in more than one pathway in the 

tumorigenesis or the progression of the disease. Further studies are needed to better 

understand the mechanism regulated by pSTAT3-S727 and/or pSTAT3-Y705.  
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Role of STAT3 in glioma tumorignesis and aggressiveness 

 

STAT3 in glioma carcinogenesis 

The first demonstrations of STAT3 involvement in cell transformation rose from the 

observation that it was activated (Y705 phosphorylated) in fibroblasts and epithelial cells, 

which have been stably transformed by the Src oncogene tyrosine kinase (Yu et al., 1995). 

Moreover, transgenic mice expressing v-src under control of GFAP gene regulatory elements 

develop transplantable astrocytoma that progress to GBM, thus providing evidence of 

involvement of v-src and probably the consecutive activated STAT3 in initiating and 

promoting glioma genesis in a multistep way (Smilowitz et al., 2007; Weissenberger et al., 

1997). Consistently, the malignant transformation by v-src and maintenance of transformed 

phenotype require STAT3 that is however dispensable for normal cell growth (Schlessinger 

and Levy, 2005). The genuine oncogenic function of STAT3 by its own became clear with 

functional analysis using interfering negative or positive STAT3 dominant proteins. Negative 

dominant mutants rendered cells refractory to v-src transformation (Bromberg et al., 1998; 

Turkson et al., 1998) whereas positive dominants induced by themselves carcinogenesis 

(Bromberg et al., 1999; Dechow et al., 2004).  

 

STAT3 function in cell survival and proliferation  

STAT3 function activation is tightly associated to prosurvival gene expression 

induction such as Survivin, Bcl-XL (Konnikova et al., 2003), Bcl-2, Mcl-1 (Rahaman et al., 

2002) since inhibition of activated STAT3 by chemical compounds, neutralizing antibodies, 

decoy oligonucleotides, RNA-interference or dominant negative protein strategies resulted in 

a decreased accumulation of anti-apoptotic gene products. In addition, inhibiting activated 

STAT3 reduces expression of cell cycle regulators: c-myc, cyclin D1 and cyclin E (Shen et al., 

2009). Those experiments have been conducted in vitro (Rahaman et al., 2002) as well as in 

vivo models (Dasgupta et al., 2009; Shen et al., 2009). Through the control of cell cycle and 

apoptosis regulators, inhibiting STAT3 activity resulted in increased cell death and decreased 

cell or tumor growth. Since STAT3 activity has been modulated by targeting pSTAT3-Y705 

(pharmacological inhibitors, blocking antibodies, and dominant negative proteins) or total 

STAT3 protein accumulation (RNAi and decoy oligonucleotides), the role of pSTAT3-S727 

remained misunderstood in the cell fate control by STAT3. 
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GBM-derived stem cells displaying S727 and Y705 phosphorylated STAT3 showed a 

modified profile of STAT3 phosphorylation when grown in different conditions (Sherry et al., 

2009). Interestingly, inhibiting STAT3 dimer formation and DNA-binding by the mean of 

STA-21 and S3I-201 STAT3 inhibitors which target the protein SH2 domain resulted in 

apoptosis or decreased cell proliferation (assessed by low BrdU incorporation), depending on 

the state of cell differentiation, cell culture conditions and the profile of STAT3 

phosphorylation (on Y705 and S727 residues) (Sherry et al., 2009). Using Stattic, another 

STAT3 inhibitor that is structurally different from STA-21 and S3I-201 but acts like them by 

inhibiting SH2 domain, Villalva et al. showed that disruption of STAT3 function impaired 

neurosphere formation by slowing cell proliferation and inducing apoptosis of glioblastoma 

stem cell (Villalva et al., 2011).  

Regulation of cell survival by STAT3 is tightly linked to blocking of both apoptosis 

and autophagy since inhibiting activated STAT3 (Y705 and S727) by several means induced 

autophagy and concomitantly sensitized glioma cells to induction of apoptosis (Yuan et al.; 

Zou et al., 2014). These findings suggested that autophagy contributes to glioma escape to 

anticancer therapy.  

Considering together the published data, it becomes clear that STAT3 plays a critical 

role in the control of cell survival and proliferation. However the contribution of S727 and 

Y705 phosphorylation of STAT3 in cell survival and proliferation remains unclear because 

authors did not use methods that allow such distinguishing.  

 

STAT3 activation role in glioma cell migration and invasion 

Use of inhibitors of STAT3 (S727 and Y705) upstream regulators pointed that STAT3 

might be involved in glioma cell migration and invasion (Jhanwar-Uniyal, 2009; Senft et al., 

2011). This function of STAT3 has been linked to down-regulation of matrix 

metalloproteinase gene expression such as MMP2 (Li, 2010), MMP9 and epithelial-

mesenchymal transition (EMT) regulator genes like Snail and Twist (Priester et al., 2013). 

STAT3 has also been shown to cooperate with other transcription factors such as NF-κB 

(p65) (Kesanakurti et al., 2013) and Nuclear factor I-X3 (Singh et al., 2011) in up-regulating 

respectively ICAM-1 and YKL-40, resulting in promotion of glioma cell migration and 

invasiveness. 
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Role of STAT3 activation in local immune suppression 

STAT3 activation has been shown in several models to promote cancer cell immune 

escape by disturbing the steps involved in normal functioning of both innate and adaptive 

immune system components. Through plasma membrane interactions (Xu et al., 2011) and 

released cytokines such as IL-6, IL-8, IL-10, IP-10 (CXCL10), RANTES, TNFα (See et al., 

2012), TGFβ, PGE-2 (Oosterhoff et al., 2012), STAT3 activation in glioma cells including 

cell lines, primary cultured cells and cancer stem cells has been shown to induce immune 

tolerance. STAT3 activation in glioma cells blocks differentiation, maturation and function of 

dendritic cells, inhibits T-cell proliferation (Wei et al., 2010), induces T- cell anergy, T-reg, 

and immunosuppressive microglia (Wu et al., 2010). Glioma-induced immunosuppression is 

potentiated by hypoxia (Wei et al., 2011). It can be hampered or reversed by STAT3 

inhibition (Hussain et al., 2007; Wei et al., 2010), suggesting the relevance of using STAT3 

inhibitors in glioma immunotherapy. However inhibition of STAT3 did not prevent IL-6 

induced suppression of Langerhans cell differentiation (van Cruijsen et al., 2011), indicating 

that STAT3 activation is not the only one mechanism of glioma-induced immune tolerance. 

 

Role of STAT3 activation in glioma resistance to standard treatment 

Treatment of malignant glioma is based on surgery, radiotherapy, and concomitant and 

adjuvant chemotherapy with temozolomide (Stupp et al., 2005). This standard treatment has 

been reported to prolong patient survival and delay disease progression (Hart et al., 1996). 

Despite this gold treatment, recurrence is still unavoidable in GBM and recurrent GBM are 

chemoresistant due to a selection of resistant tumor clones and an inefficient drug delivery to 

the brain across altered blood-brain barrier (Kunwar et al., 2010; Yin et al., 2013).  

The DNA-repair enzyme MGMT has been identified as conferring resistance to 

temozolomide. Repression of its coding gene mainly by promoter methylation in tumors is a 

predicting factor of GBM response to alkylators (Hegi et al., 2005; Weller et al., 2010). GBM 

harbor high level STAT3 activation assessed by the ratio of phosphorylated STAT3 / total 

STAT3 protein or immunohistochemical staining of phosphorylated STAT3. Furthermore, a 

study reported that recurrent astrocytic glioma displayed an increased STAT3 protein 

accumulation compared to primary astrocytic tumors (Zhang et al., 2011), suggesting that 

GBM recurrence is associated to STAT3 overexpression. This report was consistent with 

another that showed an increase in total STAT3 and pSTAT3-S727 accumulation and a 

concomitant decrease in pSTAT3-Y075 in temozolomide-resistant cells compared to parental
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cells (LEE et al., 2011). But the ratio of phosphorylated STAT3/total STAT3 has not been 

calculated in this study. The role of STAT3 pathway activation in GBM resistance to standard 

treatment is established since knocking down STAT3 in temozolomide-resistant cells resulted 

in resistance reversal. Lee et al. showed that pSTAT3-S727 activation in temozolomide-

resistant cells was independent on MGMT expression. By contrast Kohsaka et al. found that 

down-modulating STAT3 activity by shRNA or chemical inhibitor of pSTAT3-Y705 resulted 

in attenuated resistance to temozolomide and concomitant decrease in MGMT accumulation 

(Kohsaka et al., 2012). It has also been reported that impairment of temozolomide resistance 

by inhibition of pSTAT3-Y705 is mediated at least in part through modulation of pAkt and β-

catenin (Kang, 2011). Thus increased STAT3 activity by protein accumulation and/or 

increased level of pSTAT3-S727 or pSTAT3-Y705 is involved in temozolomide-resistance 

through complex mechanisms including upregulation of MGMT, pAkt and β-catenin.  

Besides temozolomide-resistance, STAT3 activation is involved in resistance to 

radiation since suppressing pSTAT3-Y705 activity by resveratrol weakened radioresistance 

and tumorigenic capacity of GBM cancer stem cells (Yang et al., 2012).  

 

STAT3 activation in glioma and angiogenesis 

STAT3 activation upregulates VEGF expression by glioma tumor cells in vitro and in 

vivo (Kang et al., 2010; Loeffler et al., 2005). The role of STAT3-induced VEGF expression 

in glioma agiogenesis and tumor growth is confirmed since U87 human GBM cells expressing 

dominant-negative STAT3 induced, slowly growing tumors with inhibited neoangiogenesis 

(Dasgupta et al., 2009). Ongoing clinical trials regarding anti-angiogenic therapy with 

Bevacizumab, a monoclonal anti-VEGF antibody approved by US Food and Drug 

Administration (FDA) in recurrent glioma patient treatment and chemical inhibitors of 

VEGFR such as Cediranib did not yet exhibit the expected benefit in terms of both safety and 

overall survival prolongation (Yin et al., 2013). Those unexpected results suggest that it might 

be relevant to integrate in anti-angiogenic therapy the modulation of STAT3 because of its 

function at least in part as upstream regulator of not only angiogenesis, but also autophagy 

and hypoxia-induced biological effects (Brantley and Benveniste, 2008; Yuan et al.). 
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Role of STAT3 in glioma cancer stem cell maintenance 

Gliomas are one of human cancers in with the existence of cancer-initiating cells also 

called cancer stem (-like) cells, has been established (Galli et al., 2004; Singh et al., 2003). 

Cancer stem cells have self-renewal and tumorigenic capacities and reproduce some but not 

all stem cells behaviors (Lee et al., 2008). STAT3 pathway activation on S727 or Y705 has 

been reported to be essential in the maintenance of not only the capacity of these stem-like 

cells to initiate neurospheres (Villalva et al., 2011) but also their multipotency (Fan et al., 

2010; Sherry et al., 2009) and their immunosuppressive ability (Wei et al., 2010). Those 

findings enhanced the keen interest of STAT3 inhibitors in glioma targeted therapy.  
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Figure 1. Stat3 pathway regulation in human glioblastoma 

The latent cytoplamic STAT3 is activated by phosphorylation on Y705 and S727 residues. 

The Y705 phosphorylation is mainly induced downstream IL-6 receptor signaling and 

activation of JAK2. In addition to this mechanism, EGFR or its mutated versions including 

EGFRvIII possesses a kinase activity that directly phosphorylates STAT3-Y705. S727 

phosphorylation is directly mediated by PKCε or through an unknown mechanism 

downstream the NOTCH1 pathway activation. Activated STAT3 homodimerise, translocate 

to the nucleus and interact with GAS for target gene regulation. They up-regulates expression 

of several genes, including HIF1α, VEGF, SOC3, and IL-6. The released IL-6 contributes to 

auto-and paracrine activation of its pathway. In addition to homodimerisation, pSTAT3-Y705 

heterodimerises with NFκB (p65). Activated STAT3 and NFκB (p65) bind to DNA and co-

regulate several target genes, including that of NOTCH1 and its ligand Jagged 1. In absence 

of NICD (Notch Intracellular Domain), RBPJ is a gene repressor. It switches from a repressor 

to a co-activator of gene expression when the NICD bind to the complex. The STAT3 

pathway is down-modulated by PTPRD that dephosphorylate activated STAT3, PIAS3 that 

directly inhibits activated STAT3 and SOCS3 which inhibits JAK2. 
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Figure 2. Role of STAT3 in glioblastoma tumorigenesis and tumor aggressiveness. 

Activation of STAT3 in non-neoplastic cell contributes to their transformation. In GBM, 

STAT3 is involved in stem cell proliferation and survival. Activated STAT3 also participate 

in the maintenance of stemness in GBM stem cells. In glioma, activation of STAT3 pathway 

in tumor cell sustains cell proliferation and the resistance to death induction by hypoxia, 

chemotherapy or radiotherapy. To restrain the phenomenon of hypoxia, tumor cell up-

regulate, through activated STAT3, an overexpression of the VEGF gene. The subsequent 

release of VEGF induces paracrine activation of endothelial cell proliferation and 

neoangiogenesis. Moreover, activation of STAT3 in tumor cell induces the release of several 

factors such as MMP that promotes cell migration and non-neoplatic brain tissue invasion. 

Invasion is also supported by STAT3-induced glioma cell expression of adhesion molecules 

such as ICAM-1. STAT3-induced release of chemokines and other cytokines like IL-6 

contribute to block the maturation or to inactivate immune cell and induce immune tolerance 

of tumor cells. 
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Objectif général de la thèse 

 

Les glioblastomes sont les plus fréquents et les plus agressifs des cancers du 

cerveau. Le témozolomide ajouté au traitement des patients de façon concomitante et 

adjuvante à la radiothérapie est devenu le standard du traitement des patients avec GBM. 

Le pronostic reste cependant mauvais, avec une survie médiane estimée à 15 mois. Cette 

agressivité de la maladie est due en grande partie à la radiorésistance intrinsèque des 

cellules de GBM, entraînant des récidives tumorales dans le volume irradié. Les acteurs 

moléculaires impliqués dans les mécanismes de radiorésistance sont des cibles 

thérapeutiques pour améliorer l’efficacité de la radiothérapie. Leur identification est un 

prérequis à l’élaboration de stratégies ciblées de radiosensibilisation. Le radiosensibilisant 

idéal n’est que très peu cytotoxique lorsqu’il est utilisé seul, avec cependant un effet qui 

potentialise celui de l’irradiation de la tumeur. Depuis près d’une décennie, des études 

concordantes ont identifié la suractivation de STAT3 dans les gliomes comme une cible 

thérapeutique. Cependant aucune thérapie ciblant cette protéine n’a encore été validée. 

Afin de mieux affiner le ciblage de STAT3, il est utile de comprendre son rôle dans les 

mécanismes impliqués dans l’agressivité de la maladie et notamment la radiorésistance. 
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Objectifs de l’étude 

Les travaux antérieurs de l’équipe ont montré que l’IL-6 est surexprimée dans les 

gliomes avec une valeur pronostique négative sur la survie des patients (Tchirkov et al., 2001, 

2007). Le fait que l’IL-6 soit un activateur de la phosphorylation canonique de STAT3 sur le 

résidu tyrosine 705 suggère que l’activation de STAT3 pourrait participer à l’agressivité des 

gliomes. Des travaux ont donc été réalisés pour explorer un rôle de l’IL-6 dans la 

radiorésistance intrinsèque des GBM. Les cellules de GBM ont été traitées avec des anticorps 

neutralisant le récepteur à l’IL-6 sans aucun effet sur la radiorésistance intrinsèque des 

cellules malgré l’inhibition de pSTAT3-Y705. Il en a été de même avec un inhibiteur de la 

voie JAK/STAT, le JSI-124(Chautard et al., 2010).  

Ces découvertes suggèrent que pSTAT3-Y705 pourrait contribuer à l’agressivité des 

GBM in vivo en ciblant les interactions avec le microenvironnement (immunosuppression, 

invasion et angiogenèse) plus que la radiorésistance tumorale intrinsèque. Des récentes études 

concordantes ont souligné la fréquence élevée et le rôle important de la phosphorylation du 

résidu sérine 727 de STAT3 (pSTAT3-S727) indépendamment de l’IL-6 et de pSTAT3-Y705 

dans plusieurs types de cellules cancéreuses y compris des cellules souches de GBM 

(Miyakoshi et al., 2014; Qin et al., 2008; Villalva et al., 2011).  

Les objectifs de cette étude ont été : 

(1) d’évaluer qualitativement et quantitativement la présence de pSTAT3-S727 et 

pSTAT3-Y705 dans un panel de lignées de GBM humain ; 

(2) de rechercher un lien entre ces activations et le degré de radiorésistance 

intrinsèque des lignées étudiées ; 

(3) d’étudier l’impact sur la radiosensibilité intrinsèque d’une inhibition la plus 

sélective possible de la phosphorylation du résidu sérine 727.  

(4) de rechercher la présence et la fréquence de pSTAT3-S727 et pSTAT3-Y705 sur 

une série d’échantillons cliniques de GBM en immunohistochimie semi-

quantitative. 
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Abstract 

Radiotherapy is an essential component of glioma standard treatment. Glioblastomas (GBM) 

however display an important radioresistance leading to tumor recurrence. To improve patient 

prognosis, there is a need to radiosensitize GBM cells and to circumvent the mechanisms of 

resistance due to interactions between tumor cells and their microenvironment. STAT3 has 

been identified as a therapeutic target in glioma because of its involvement in mechanisms 

sustaining tumor escape to both standard treatment and immune control. Here, we studied the 

role of STAT3 activation on tyrosine 705 (Y705) and serine 727 (S727) in glioma 

radioresistance. This study explored STAT3 phosphorylation on Y705 (pSTAT3-Y705) and 

S727 (pSTAT3-S727) in glioma cell lines and in clinical samples. Radiosensitizing effect of 

STAT3 activation down-modulation by Gö6976 was explored. In a panel of 15 human glioma 

cell lines, we found that the level of pSTAT3-S727 was correlated to intrinsic radioresistance. 

Moreover, treating GBM cells with Gö6976 resulted in a highly significant radiosensitization 

associated to a concomitant pSTAT3-S727 down-modulation only in GBM cell lines that 

exhibited no or weak pSTAT3-Y705.  We report the constitutive activation of STAT3-S727 

in all GBM clinical samples. Targeting pSTAT3-S727 mainly in pSTAT3-Y705 negative 

GBM could be a relevant approach to improve radiation therapy. 

 

Keywords: Glioma, STAT3, radiotherapy, resistance, Gö6976. 
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Introduction 

Gliomas are the most common primary tumors of the central nervous system. Among 

them, the most frequent and malignant type is glioblastoma multiforme (GBM). GBM 

displays an outstanding resistance to anticancer therapies. Despite the gold standard treatment 

that encompasses surgery and radiotherapy with temozolomide-based concurrent and adjuvant 

chemotherapy, the median survival of selected GBM patients is almost 14.6 months (52). 

Since the tumor recurrence usually occurs within the treated volume (13, 35), radioresistance 

of glioma cells is involved in treatment failure. Tumor resistance to radiation involves 

radioresistance of tumor cells themselves i.e. intrinsic radioresistance, as well as interactions 

between tumor cells and their microenvironment (2, 4). Understanding the molecular 

mechanisms involved in GBM radioresistance might help improve GBM treatment 

effectiveness.  

Concordant studies have reported Signal Transducer and Activator of Transcription 3 

(STAT3) as a potential therapeutic target in glioma because of its functions at a focal point of 

multiple converging signaling pathways involved in cancer aggressiveness (6). There are 

several isoforms of STAT3 including alpha (α) and beta (β), which are generated by 

alternative mRNA splicing of a single gene transcript STAT3 (11, 12, 47) or by proteolytic 

cleavage (12). Some of them are c-terminal truncated proteins that act as dominant negatives 

of the corresponding full-length protein.  Early studies revealed that activation of STAT3 

functions requires phosphorylation of its tyrosine (pSTAT3-Y705) residue (46, 65). However 

it has been shown that besides Y705 and independently of gp130/JAK pathway, STAT3 can 

be phosphorylated also on serine 727 (pSTAT3-S727) residue (43). The canonical Y705 

activation can be induced by the binding of the Interleukin 6-family cytokine receptors to the 

gp130 receptor and the consecutive Janus kinase 2 (JAK2) activation (25). 
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The pSTAT3-Y705 then form homodimers or heterodimers with partner proteins such 

as STAT1 and NF-κB (p65) (29). Those dimers translocate into the nucleus where they 

regulate expression of target-genes (5). pSTAT3-Y705 inhibits apoptosis through 

upregulation of Survivin (38), Mcl-1 (28), BCL-XL (5, 9, 28) and promotes cell proliferation 

by upregulating c-myc (5, 9). Through increased VEGF expression, pSTAT3-Y705 stimulates 

angiogenesis (39). It also supports cell migration by augmenting MMP9 (51) and ICAM-1  

(29) expression. It has been also shown that pSTAT3-Y705 activation in tumor cells 

participates in locally blocking immune cell maturation and activation by modifying tumor 

secretome (48). Moreover, pSTAT3-Y705 expression in glioma tumors has been positively 

correlated to tumor grade as well as to a worse patient prognosis (1, 37). Those findings 

suggested that STAT3 activation is involved in glioma tumorigenesis and tumor 

aggressiveness. Furthermore, in vivo study of glioma molecular response to ionizing radiation 

showed a time-dependent increase in pSTAT3-Y705 expressing tumor cells in a spontaneous 

GBM model generated in mice (23). Irradiation also induced a dose-dependent increase in 

pSTAT3-Y705 nuclear accumulation in glioma xenografts (29). The above published data 

suggest that STAT3 activation might participate in influencing glioma sensitivity to 

radiotherapy. However, using JSI-124, a JAK/STAT3 inhibitor or specific gp130 blocking 

antibodies, we showed that down-regulating pSTAT3-Y705 level in GBM cells did not 

impact cell intrinsic radioresistance (15).  

In most studies, STAT3 pathway activation has been assessed through Y705 residue 

phosphorylation. In contrast to Y705 activation, upstream regulating events and downstream 

consequence of pSTAT3-S727 are not clearly understood. In T98G and MO59K human 

glioma cell lines, pSTAT3-S727 activation depends in part on PKCε (3). In GBM stem cells, 

pSTAT3-S727 is influenced by the NOTCH pathway since inhibiting NOTCH by GSI-18 

impairs pSTAT3-S727 accumulation (20). 
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Some early studies reported that pSTAT3-S727 might have a critical biological role in 

GBM. It has been shown that pSTAT3-S727 was accumulated in GBM tumors (7) and was 

correlated with  malignancy (49). Other studies reported that pSTAT3-S727 and pSTAT3-

Y705 are independent bad prognosis markers in GBM and their co-expression was associated 

to a worse patient clinical outcome (36, 37). These findings were consistent with others which 

reported that pSTAT3-S727 and pSTAT3-Y705 were playing a critical role in GBM stem 

cells, since disrupting STAT3 both dimerization and binding to DNA resulted in apoptosis 

(55), decreased cell proliferation and reduced tumorigenic capacity (50, 55). Nevertheless, it 

remains a crucial need of a specific inhibitor of pSTAT3-S727 to help decipher the role of 

STAT3 in malignancy. In addition to Y705 and S727 phosphorylation, it has been reported 

that lysine acetylation (42, 44, 63) and methylation (61) are involved in STAT3 functional 

regulation. Furthermore, STAT proteins lacking phosphorylation on Y705 or mutated at this 

position, can still form dimers and induce transcription (8, 32-34, 60). To date, little is known 

about the relationship between the glioma response to radiation and the phosphorylation status 

of STAT3 on both S727 and Y705. 

In this study, we evaluated by western blotting STAT3 pathway activation in a panel 

of 15 glioma cell lines. We found a correlation between pSTAT3-S727 accumulation and 

intrinsic radioresistance. Moreover Gö6976, a chemical multiple kinase inhibitor, reduced 

pSTAT3-S727 level in GBM cell lines that exhibited no or weak levels of pSTAT3-Y705. 

Interestingly, this decrease in pSTAT3-S727 was accompanied by a highly significant 

radiosensitization. Immunohistochemical analyses confirmed that pSTAT3-S727 is a common 

feature in GBM clinical samples, strengthening that it might be a relevant therapeutic target. 
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Materials and Methods 

Cell culture – SF763, SF767, U87MG and U251MG human glioma cell lines were 

kindly provided by Dr C. Delmas (Centre Claudius Regaud, Toulouse, France). SW1783, 

SNB19, and U373MG human glioma cell lines were given by N. Auger (Institut Curie, Paris, 

France). T98G, U118MG and CB193 cell lines were given by G. Pennarun (CEA, Grenoble, 

France). M059K, MO59J, CCF, LN229 and U138MG cell lines were given by N. Foray 

(Centre Léon Bérard, Lyon, France). All culture reagents were purchased from GIBCO 

(Invitrogen, Cergy-Pontoise, France). Gö6976 (No 365250), a cell-permeable, reversible, and 

ATP-competitive inhibitor of protein kinase C, was purchased from Merck Millipore 

(Nottingham, United Kingdom). Cells were grown in DMEM (with 4500mg/l glucose and L-

glutamine) supplemented with Sodium Pyruvate 1%, Non-Essential Amino Acids 1%, 

Gentamicin 10µg/ml and 10% Fetal Calf Serum (20% for U138MG and CCF) in a humidified 

incubator containing 5% CO2 at 37°C.  

Antibodies – For Western blot, immunofluorescence and immunohistochemistry, anti-

pSTAT3-Y705 monoclonal antibody (mAb, No 9145) was purchased from Ozyme (Saint-

Quentin-en-Yvelines, France) and anti-pSTAT3-S727 mAb (No 1121-1) from Euromedex 

(Souffelweyersheim, France). For Western blot, rabbit anti-STAT3 mAb (No 4904) was 

purchased from Ozyme and anti-β-actin polyclonal antibodies (pAbs, No A2066) from Sigma 

(Saint-Quentin-Fallavier, France). Anti-phospho-JAK2-Y1007/1008 pAbs (No 3771) and 

anti-JAK2 mAb (No 3230) were purchased from Ozyme. Anti-EGFR pAbs (No RB-1417-P1) 

were purchased from Fisher Scientific (Illkirch, France) and anti-phospho-EGFR-Y1068 mAb 

(No 1138-S) from Euromedex. Anti-PKCα pAbs (No 06-870) and anti-phospho-PKCα-

S657/Y658 pAbs (No 07-790) were purchased from Millipore (Molsheim, France). Anti-

rabbit conjugated to horseradish peroxidase was from P.A.R.I.S. (Compiègne, France). 
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For immunofluorescence Cy3-conjugated goat anti-rabbit pAbs (No 111-165-144) 

were purchased from Interchim (Montluçon, France). 

Western blotting – Cells in exponential phase of growth were harvested and whole cell 

extract prepared with Buffer C supplemented with NP-40, phosphatase inhibitors (NaF, 

Na3VO4) and cOmplete Protease Inhibitor Cocktail (Roche Diagnostics, Meylan, France) and 

subjected to SDS-PAGE as previously reported (15). Protein accumulation was normalized to 

β-actin appropriate loading control. Phosphorylation of STAT3 was normalized to the 

corresponding total STAT3. Signal detection was performed using ECL Immobilon system 

(Millipore, Saint-Quentin-en-Yvelines, France). Three independent experiments were used for 

analysis with Quantity One . 

 Immunofluorescence – Glioblastoma cell lines were seeded in 9 cm² slide-flasks. 6h 

after plating, they were treated with Gö6976. Fixation was done with methanol after 24h or 

with PFA 4% after 72h, respectively for pSTAT3-Y705 and pSTAT3-S727 detection. Fixed 

cells were then permeabilized with PBS-triton 0.5% and incubated with antibody in PBS-BSA 

0.5% before image acquisition and analysis. All images were acquired by a Leïca SPE 

microscope with a 40X/1.15 oil immersion objective. Signal analysis was performed by 

ImageJ software. Nuclei were selected in DAPI channel as region of interest (ROI). Threshold 

of fluorescence intensity was applied in Cy3 channel and fluorescence intensity of all ROI 

was measured by the plugin “Measure”. Results were corrected by a factor which integrated 

the background and the area of each ROI according to the formula: Corrected total cell 

fluorescence (CTCF) = Integrated Density – (Area of selected cell X Mean fluorescence of 

background). A mean of 100 cells in each condition was analyzed. 

Cell growth assay – Global cell growth was assessed using the colorimetric MTT (3[4, 

5-dimethylthiazol-2-yl]-diphenyltetrazolium bromide) assay (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-

Fallavier, France). Cells were seeded in 96-well plates at a density adjusted to cell lines. 
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Gö6976 was added 6h after seeding and remained in culture medium until the 

experiment ended. At 24-hour incubation with Gö6976, irradiation was performed at room 

temperature as single exposure doses delivered by an Elekta SL18  linear accelerator with a 

nominal energy of 6 MV at a dose rate of about 400 cGy.min-1. Doses ranging from 2 to 10 

Gy were calculated using a dedicated treatment planning system to a depth of water of 1.5 cm.  

Intensity was collected at 490 nm using a Bio-Rad 11885 spectrophotometer.  Cell growth 

was calculated as following: (ODtest sample−ODblank/ODcontrol−ODblank) ×100. Each 

experimental condition was analyzed at least in triplicate. Three independent experiments 

were used for analysis.  

Clonogenic cell survival assay – Clonogenic cell survival assay was performed as 

previously reported (15). Briefly, cells were seeded at a density of 1 000 to 6 000 per 25-cm2 

flask. Gö6976 was added in growth medium 6h after seeding, for 72-hour incubation before 

irradiation. Irradiation was performed as described in the preceding chapter. Gö6976 

containing medium was replaced by growth medium 24h after irradiation. The Plating 

Efficiency (PE) represents the percentage of seeded cells that grew into colonies. Colonies 

with more than 50 cells were counted by microscopic inspection, and PE as well as the 

radiation-surviving fraction (PE of experimental group/PE of control group) was determined. 

Each experimental condition was performed in triplicate. Survival curves were obtained with 

data from three independent experiments in accordance with linear-quadratic model. 

Glioblastoma clinical samples – GBM samples (Biobank N° DC-2012-1584) were 

taken from the material of surgical resection during the course of standard diagnosis 

procedure. Thirty tumors, classified as GBM (grade IV, WHO, 2007), according to 

histological diagnosis and grading criteria were used in this study. 
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Patients were treated by surgery followed by radiotherapy and concomitant 

temozolomide followed by at least six monthly cycles of adjuvant temozolomide (52). 

Immunohistochemistry – Immunostaining of pSTAT3-Y705 and pSTAT3-S727 was 

performed with a Benchmark XT immunostainer (Ventana, Illkirch, France) on 5-µm paraffin 

sections. After deparaffinization, antigen retrieval was carried out in CCI buffer. Antibodies 

were incubated at 37°C and the revelation was made with the Ultraview detection kit 

(Ventana). Sections were semiquantitatively scored by light microscopy by two pathologists. 

Cytoplasmic and nuclear staining, percentage of stained tumor cells and staining intensity (no, 

weak, moderate, strong) for each localization were specified. 

Statistical analysis – Statistical analysis was performed using Stata 13 software 

(StataCorp LP, College Station, US). The tests were two-sided, with a Type I error set at α = 

0.05. Quantitative data were presented as mean ± standard-error of mean. Comparisons 

between groups were realized using ANOVA or the Kruskal-Wallis test (assumption of 

normality assessed using the Shapiro–Wilk test and homoscedasticity verified by Bartlett test) 

followed, when appropriate, by Dunnett’s test (multiple comparison procedure to compare 

each of a number of treatments with a single control). In case of non-multiple comparison and 

due to sample size, Mann-Whitney’s test was proposed. The study of relation between 

quantitative parameters was explored by correlation coefficients (Pearson or Spearman 

according to statistical distribution, noted r). Finally, correlated repeated data were analyzed 

using random-effects models which allow taking into account between and within subject 

variability and to study fixed effects: groups, dose and their interaction. The normality of 

residuals was verified for each considered model. For each of pSTAT-Y705 and pSTAT3-

S727 staining, the percentage of stained tumor cells was multiplied by the intensity (1, 2, or 3) 

and added to get a score between 0 and 300. Survival rates were estimated by the Kaplan 

Meier method.  
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The study of pSTAT3-Y705 and pSTAT3-S727 (considered as quantitative 

parameters) staining impact on survival rate was considered, in first time, with Cox model. 

These parameters were then categorized according to the statistical distribution (rank 

indicators). Then, survival rates were compared by groups with log-rank test.  

 

 

Results 

Serine 727 phosphorylated STAT3 correlates with intrinsic radioresistance – By 

western blots, we assessed STAT3 phosphorylation status in 15 human glioma cell lines that 

were grown in basal conditions. Levels of protein activation were calculated by the phospho-

protein/total protein expression ratio. All cell lines harbored variable level of pSTAT3-S727. 

By contrast, pSTAT-Y705 is not found in all cell lines because it was hardly or not detectable 

in SF767, U87MG, U118MG and U138MG (Figure 1, Table 1). There was no correlation 

between amounts of accumulated pSTAT3-S727, pSTAT3-Y705 and total STAT3. Previously 

described intrinsic radioresistance determination by standard clonogenic cell survival assay 

(15) was then extended to the selected glioma cell lines. Statistical analysis revealed that 

pSTAT3-S727 levels, but neither pSTAT3-Y705 nor total STAT3, were correlated 

(Spearman, r=0.57, p<0.05) with the surviving fractions at 2 Gy (SF2). We observed that in 

human glioma, STAT3 pathway was differently activated in vitro and that pSTAT3-S727 and 

intrinsic radioresistance positively correlated. 

Gö6976 reduces in vitro growth of human glioblastoma – Since STAT3 is differently 

activated in glioma cell lines, we hypothesized that glioma might respond differently to 

STAT3 pathway inhibition. We tested Gö6976, a multiple kinase inhibitor that was previously 

reported to inhibit in diverse cell types upstream regulators of STAT3 activation such as 

PKCs and JAK (3, 17, 22). 
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We selected 3 GBM cell lines that displayed both pSTAT3-S727 and pSTAT3-Y705 

activation (SF763, U251MG and T98G) and 3 others that did not exhibit detectable pSTAT3-

Y705 (SF767, U118MG and U87MG). 90-hour incubation with Gö6976 resulted in a dose-

dependent growth inhibition, regardless of STAT3 activation status (Figure 2). However the 

cell lines displayed different sensitivity to Gö6976 as shown by estimated relative IC50 

ranging from 73 to 209 nM.  

Gö6976 radiosensitizes pSTAT3-Y705 negative human glioblastoma cells –We 

further explored effect of Gö6976 on intrinsic radioresistance of GBM. MTT tests were done 

on cells treated with Gö6976, at 72h after 4-Gy irradiation. Data were normalized to controls 

(cells treated with Gö6976 without irradiation) to exclude the effect of Gö6976 alone on cell 

growth. Incubation with Gö6976 significantly enhanced growth inhibiting effect of irradiation 

only on the three pSTAT3-Y705 negative cell lines (Mann-Whitney test, p<0.05, Figure 3A-

F). Thus, Gö6976 radiosensitized at 4 Gy GBM cells depending on the activation status of 

STAT3.  

To confirm these results, we performed standard clonogenic cell survival assay on 

SF763, SF767 and U118MG cell lines. In order to reveal radiosensitizing effect of Gö6976, 

we used doses reducing only slightly cell plating efficiency (PE). We first tested Gö6976 

effect on PE and observed less than 25% decrease of SF763 PE with 1000 nM whereas 200 

nM induced 43% decrease on SF767 (Figure 3G and H). Because 150 nM of Gö6976 did not 

reduce the PE of U118MG cells, we increased the drug concentration to 1000 nM that 

reduced 32% of cell PE (Figure 3I). Treating SF767 cells with Gö6976 before irradiation at 

doses ranging from 2 to 10 Gy resulted in a highly significant radiosensitization even at 

lowest doses, in comparison to untreated irradiated controls (random-effects model, p<0.001, 

Figure 3K). For U118MG cell line, we had to increase cell density at plating in order to obtain 

enough colonies after treatment with Gö6976 combined to radiation. 
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As previously reported (10, 14), heightening cell density at plating increased resistance to 

irradiation alone (SF of 0.8 vs 0.4, Figure 3I and table 1). When U118MG cells were 

irradiated at doses higher than 6 Gy no colony was observed. Irradiation of Gö6976-pretreated 

U118MG cells resulted in a significant radiosensitization (random-effects model, p<0.001, 

Figure 3L). These results confirmed that Gö6976 radiosensitized SF767 and U118MG cell 

lines that are pSTAT3-Y705 negative. However, SF763 cells that were pSTAT3-Y705 

positive were not radiosensitized by Gö6976 treatment (Figure 3J).  

Gö6976 down-modulates pSTAT3-S727 only in pSTAT3-Y705 negative cells – To 

investigate the mechanisms involved in the effects of Gö6976, we explored STAT3 pathway 

activation in cells treated with Gö6976. As shown in Figure 4, treatment with Gö6976 

resulted in a decrease of pSTAT3-Y705 in SF763, T98G and U251MG after 72-hour 

incubation and earlier (24h, data not shown). Both pSTAT3-S727 and total STAT3 levels 

were unaffected in those cells. By contrast, pSTAT3-Y705 negative cells showed decreased 

levels of pSTAT3-S727 with no change in total STAT3. To confirm western blot results and 

examine the subcellular distribution of pSTAT3-S727 and pSTAT3-Y705 following Gö6976-

treatment, we performed immunofluorescence assay. Analysis confirmed that, in untreated 

cells, pSTAT3-S727 and pSTAT3-Y705 were distributed in cytoplasm and nuclei with a 

strong predominance in nuclei (Figure 5). The pSTAT3-S727 signal was observed in all cell 

lines but pSTAT3-Y705 was not detectable in SF767, U118MG and U87MG (data not 

shown). 72-hour incubation of cells with Gö6976 resulted in a decreased pSTAT3-S727 

specific signal in the pSTAT3-Y705 negative cell lines (Figure 5A). Treatment with Gö6976 

also reduced early (at 24h) STAT3-Y705 phopshorylation in SF763, T98G and U251MG 

(Figure 5B). Moreover, Gö6976 did not induce any change in subcellular location of neither 

pSTAT3-S727 nor pSTAT3-Y705. Nuclear pSTAT3-S727 and pSTAT3-Y705 signal 

quantification confirmed these observations (Figure 5, histograms). 
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These results confirmed that Gö6976 down-modulated pSTAT3-Y705 in GBM cells and also 

reduced pSTAT3-S727 only in the pSTAT3-Y705 negative cell lines.   

Gö6976-induced pSTAT3-S727 down-modulation remains 24h after irradiation –

Gö6976 effects on GBM cells have been investigated also in irradiated conditions (Figure 6). 

Cells were incubated in Gö6976 for 72h, then irradiated at 4 Gy and harvested 24h later. After 

irradiation, a decrease of total STAT3 is described in Gö6976-pretreated (compared to only 

irradiated) in SF767 and T98G cells but not in the other cell lines. We also observed a radio-

induction of pSTAT3-Y705 in U118MG and U87MG cells without Gö6976 treatment but not 

in SF767 cells. We still detected pSTAT3-Y705 in U251, SF763 and T98G cells following 

irradiation. The Gö6976-induced pSTAT3-Y705 inhibition (in not irradiated cells, Figure 4) 

still remained in SF763 after irradiation (Figure 6). Moreover, Gö6976 impeded the radio-

induced pSTAT3-Y705 phosphorylation in Gö6976-pretreated and irradiated U118MG and 

U87MG cells. However, Gö6976 failed to maintain pSTAT3-Y705 inhibition after irradiation 

in Gö6976-pretreated U251MG and T98G cells. For all cell lines, pSTAT3-S727 was still 

detected in cells untreated with Gö6976 and irradiated. But after irradiation, the Gö6976-

induced down-modulation of pSTAT3-S727 remained 24h following 4-Gy irradiation. We 

concluded that 4-Gy irradiation did not affect the Gö6976-induced pSTAT3-S727 down-

modulation in pSTAT3-Y705 negative GBM cells.  

STAT3 pathway activation in glioblastoma clinical samples – To confirm clinical 

relevance of targeting the STAT3 pathway in glioma patients, we assessed the activation level 

of pSTAT3-Y705 and pSTAT3-S727 in human GBM paraffin-embedded sections (Figure 7). 

The calculated staining score for pSTAT3-Y705 ranged from 0 to 150. In the positively 

stained GBM cells, pSTAT3-Y705 was located mainly in the nuclei (Figure 7B-D) whereas 

cytoplasm was no or weakly stained.The pSTAT3-Y705 positive staining was found in 24/30 

patients (Table 2). 
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In these positive specimens, pSTAT3-Y705 was accumulated in 38% of total GBM cells. 

Staining intensity was variable; the majority (45%) of GBM cells showed a moderate staining. 

Interestingly, in pSTAT3-Y705 positive samples, we observed pSTAT3-Y705 staining of 

some blood vessel endothelial cells.   Like in tumor cells, staining intensity was variable and 

mainly located in the nuclei (Figure 7C and D). We did not find any pSTAT3-Y705 stained 

stromal cell in the tumor sections that did not display pSTAT3-Y705 stained GBM cells 

(Figure 7A). In the vicinity of vessels, we found few lymphocytes and histiocytes that were 

negative for pSTAT3-Y705 staining. The pSTAT3-S727 staining was found in GBM cells of 

all specimens (Table 2) with a score ranging from 180-300. The majority of GBM cells 

displayed a moderate or a high intensity of positive pSTAT3-S727 staining (Table 2). The 

pSTAT3-S727 staining was located in cytoplasm and nuclei but, nuclei were more intensely 

stained than cytoplasm (Figure 7F-H). Moreover, all GBM cells of all tumor specimens were 

positively stained for pSTAT3-S727. However, Figure 7E shows one transitional zone with 

invasive stained malignant cells among non-stained non-neoplastic brain cells. Thus, unlike 

pSTAT3-Y705, pSTAT3-S727 is accumulated by all GBM cells in all GBM specimens of our 

cohort. Interestingly, blood vessel endothelial cells were highly positive for pSTAT3-S727 

staining (Figure 7G). In case of capillary proliferation, endothelial cells also displayed intense 

pSTAT3-S727 staining (Figure 7H). Like for pSTAT3-Y705, the rare lymphocytes and 

histiocytes were negative for pSTAT3-S727 staining. We further explored the relationship 

between pSTAT3-S727 and pSTAT3-Y705 expression and overall survival. Neither pSTAT3-

Y705 (p = 0.34) nor pSTAT3-S727 staining (p = 0.42) were associated with patient overall 

survival. 
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Discussion 

Radiotherapy is a main part of the gold standard treatment of GBM patients despite a 

demonstrated tumor radioresistance (52). GBM cells release, in vitro and in vivo, cytokines 

such as IL-6, which modulate their environment to support their growth. IL-6 and STAT3 are 

involved together in a same vicious regulatory loop in glioma since IL-6 initiates STAT3 

activation via the complex gp130/IL-6Rα (25) and activated STAT3 in turn induces IL-6 

secretion (58). The role of IL-6 in mediating immune system inactivation through activation 

of STAT3 in GBM and glioma stromal cells is established (48, 59, 64) but it does not explain 

all the bad clinical outcome of neither IL-6 nor STAT3 activation in GBM cells. Inhibition of 

gp130/pSTAT3-Y705 signaling axis failed to radiosensitize glioma despite evidence that 

STAT3 pathway activation supports several hallmarks of glioma, including resistance to 

irradiation and to cell death induction (5, 23, 29, 31). Since STAT3 functions might be at least 

in part driven by pSTAT3-S727 as reported in other malignancies including prostate cancer 

(43), colorectal cancer (16), chronic lymphocytic leukemia (24) and mouse hepatocarcinoma 

(41), we postulated that pSTAT3-S727 might be involved in glioma intrinsic radioresistance. 

In this study, we found that STAT3 pathway was differently activated in cell lines, 

since, on one hand, some clearly exhibited variable levels of pSTAT3-Y705 while the others 

did not (Figure 1 and Table 1). On the other hand, pSTAT3-S727 was expressed in a large-

amplitude scale in all 15 glioma cell-lines. Interestingly, we reported for the first time that 

pSTAT3-S727 correlated with intrinsic radioresistance. Those analyses have been achieved 

before the American Type Culture Collection (ATCC) revealed that U251MG, U373MG and 

SNB19 originated from a same cell line. However, they are grown in different laboratories 

worldwide and they express phenotypic variations such as IL-6 secretion (data not shown). 

We further hypothesized that targeting pSTAT3-S727 would affect glioma radiosensitivity.
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 To our knowledge, to date, there is no reported specific inhibitor of pSTAT3-S727 

capable of discriminating pSTAT3-Y705 and pSTAT3-S727 (40, 53). Because pSTAT3-S727 

regulation involved several pathways depending on cell types, broad-spectrum kinase 

inhibitors are useful in exploring STAT3 pathway activation. Western blots and 

immunofluorescence analyses showed that Gö6976 significantly decreased pSTAT3-Y705 

level in cells. Interestingly, Gö6976 reduced pSTAT3-S727 level only in pSTAT3-Y705 

negative cell lines. The subcellular location of both phosphorylated STAT3 was unaffected by 

Gö6976. The discrimination in pSTAT3-S727 inhibition depending on STAT3 status 

strengthened the relevance of testing Gö6976 on glioma cells.  STAT3 pathway activation by 

Y705 and/or S727 phosphorylation has been reported to play a critical role on cell growth by 

stimulating proliferation, blocking cell death induction and supporting cell survival (5, 9, 27, 

31, 43). We tested Gö6976 on GBM cell growth, choosing three cell lines that displayed 

pSTAT3-Y705 and three others that did not. Unlike a previous study that used lower doses of 

Gö6976 on U251MG (19), we report here that treating cells with Gö6976 resulted in a dose-

dependent decrease of cell growth regardless of STAT3 activation status.  Confirming growth 

inhibition, Gö6976 reduced SF763 and SF767 cell PE. Impact of Gö6976 on cell growth 

should not be attributed to inhibition of the one rather than the other of pSTAT3-S727 and 

pSTAT3-Y705 because each of them has been reported to sustain cell growth (20, 28, 55). 

Since Gö6976 is an inhibitor of multiple kinases including Chk1 and the T790M mutant 

EGFR (17, 21, 54), Gö6976-induced cell growth decrease might also be due to another 

property. It remains unclear how Gö6976 did act in down-modulating pSTAT3-S727. 

Inhibition of pSTAT3-Y705 was clear as earlier as 6-hour incubation (data not shown), 

whereas the decrease in pSTAT3-S727 was not obvious before 72h. This latency regarding 

pSTAT3-S727 is compatible with an effect on any long-lasting activated pathway such as 

PKCs (17, 30).  
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However diverse mechanisms have been attributed to Gö6976 in different cancers. Gö6976 

abrogated Chk1 activity and abolished DNA-damage induced intra-S and G2/M cell cycle 

checkpoints in nasopharyngeal carcinoma and breast cancer cells (21, 30). Checkpoint 

abolition by Gö6976 resulted in sensitizing in vitro and in vivo nasopharyngeal carcinoma to 

irradiation or cisplatin treatment (21). Gö6976 also inhibited the T790M mutant EGFR 

activation when reducing growth of xenografted non-small cell lung cancers (54). Thus, 

Gö6976 might interfere with several signaling pathways in radiosensitizing human glioma. 

Further investigation should help understand the mechanism of STAT3 pathway modulation 

in the GBM cell response to Gö6976.   

Consistent with our hypothesis, a single dose of Gö6976 radiosensitized at a 4-Gy 

irradiation the three pSTAT3-Y705 negative cell lines concomitantly with pSTAT3-S727 

down-regulation. This is strengthened by the persistence of Gö6976-induced pSTAT3-S727 

down-modulation in the 24h following irradiation of Gö6976-pretreated pSTAT3-Y705-

negative cells. Radiosensitization was confirmed on SF767 and U118MG by clonogenic cell 

survival assay. Radiosensitizing effect of Gö6976 was irradiation-dose-dependent. Gö6976 

was a potent radiosensitizer even at the lowest irradiation dose. More interestingly, Gö6976 

failed to radiosensitize pSTAT3-Y705 positive cell lines. This observation suggests that 

radiosensitization was a result of pSTAT3-S727 inhibition. Moreover, these results might be 

influenced by genetic background of GBM tumors. It has been shown that STAT3 may play 

in some tumors, a pro- or an anti-oncogenic role, depending on the mutational status of PTEN 

(18). We showed here that, STAT3 status in turn can influence tumor responsiveness to a 

chemical treatment (Gö6976) and to irradiation. STAT3 activation status is more likely 

independent on the mutational status of PTEN, TP53, p16, p14ARFor EGFR according to 

genetic data compiled from different laboratories (26, 56, 62).  
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Moreover, we did not find any variation in PKCα, JAK2 and EGFR signaling, confirming that 

the down-modulation of both pSTAT3-S727 and cell radioresistance by Gö6976 may not be 

mediated through those pathways (supplementary Figure S1).   

 To confirm the relevance of targeting the STAT3 pathway in GBM, we assessed 

pSTAT3-Y705 and pSTAT3-S727 accumulation in GBM clinical specimens collected in our 

tumor bank. All specimens exhibited variable level of pSTAT3-S727 in all neoplastic cells as 

well as in some stromal cells, while some samples were pSTAT3-Y705 negative. Our 

description of pSTAT3-S727 and pSTAT3-Y705 in GBM is consistent with other previous 

reports (36). Some reported that stem-like cells in tumors can differentiate into endothelial 

cells, thereby generating the tumor vasculature (45, 57). Here, we found that endothelial cells 

in tumor specimens displayed the similar staining in pSTAT3-S727 and pSTAT3-Y705 as 

GBM cells. However we did not find any correlation between pSTAT3-Y705 and pSTAT3-

S727. We did not also find any correlation linking neither pSTAT3-S727 nor pSTAT3-Y705 

with patient overall survival as it has been recently reported (36, 37). The size of the cohort, 

the constitutive activation of S727 in all samples, the sensitivity of immunostaining and 

clinical data heterogeneity might explain such discrepancies. As far as pSTAT3-S727 is 

constitutively accumulated in all GBM cell lines and clinical samples, it might drive 

oncogenesis (41) and furthermore support constant radioresistance. However, targeting 

pSTAT3-Y705 in glioma also remains a pertinent strategy at least in part because of its 

critical role, in relation with IL-6, in modulating tumor microenvironment (48, 59, 64).  

In conclusion, our description of STAT3 pathway activation in vitro was consistent 

with our findings in clinical samples. We identified that pSTAT3-S727 is involved in intrinsic 

radioresistance and unphosphorylated STAT3-Y705 is a predicting marker of glioma response 

to Gö6976 as a radiosensitizer. 
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Altogether, our results suggest that unphosphorylated STAT3-Y705 might be also in vivo a 

predictive biomarker of radiosensitization by Gö6976 or its related compounds.  They also 

strengthen the need of a specific inhibitor to neutralize pSTAT3-S727 that could be a relevant 

target to overcome glioma resistance.   
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 Figure captions 

Figure 1: STAT3 serine 727 and tyrosine 705 phosphorylation in human malignant 

glioma cell lines – Cells were harvested during exponential growth phase. Thirty micrograms 

of total cell lysate were loaded per lane and electrophoresed by SDS-PAGE. Transfer 

membranes were immunoblotted with anti-STAT3, anti-pSTAT3-Y705 and anti-pSTAT3-

S727 specific antibodies. To ensure equal protein loading, β-actin was used as control. One 

representative immunoblot is shown. Three independent experiments were achieved for 

densitometric analyses. 

Figure 2: Gö6976 reduces in vitro growth of human glioblastoma – Cells were seeded 

at 7500 per well of 96-well plates. Indicated quantity of Gö6976 has been added to growth 

medium 6h after seeding. Cells were then grown 90h before MTT assay. Results represent 

mean values ± SEM of relative cell growth normalized to untreated cells from three 

independent experiments done in triplicate; relative IC50 are specified;  * significantly 

different from the control, Dunnett’s test. 

Figure 3: Gö6976 radiosensitizes pSTAT3-Y705 negative human glioblastoma cells – 

A-F: cells were seeded at a density of 5000 per well of 96-well plates. 6h later, Gö6976 was 

added to growth medium. Single 4-Gy dose irradiation was performed at 24-hour time course 

incubation with Gö6976. After 90h of cell growth in Gö6976, cell number was estimated by 

MTT assay. Results represent mean values ± SEM of relative cell normalized to untreated 

cells (n=5, * p < 0.05, Mann-Whitney test). G, H and I: SF763, SF767 or U118MG cells were 

incubated 60h in different concentrations of Gö6976 and PE was determined 10 days after 

seeding. J, K and L: for clonogenic survival assay, SF763 and U118MG cells were treated 

with 1000 nM of Gö6976 and 200 nM for SF767. After 72h of incubation, cells were 

irradiated and the surviving fraction was compared with that of control. Data are fitted to 

linear-quadratic model.  
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They were represented by their mean ± SEM of values of three independent experiments, each 

condition performed in triplicate (random-effects model). Y705- : pSTAT3-Y705 negative. 

Figure 4: Gö6976 down-modulates pSTAT3-S727 only in pSTAT3-Y705 negative 

human glioblastoma cells – Cells were grown 72h in indicated concentration of Gö6976 or 

DMSO (control) before harvest. Thirty micrograms of total proteins were loaded per lane and 

electrophoresed by SDS-PAGE. Transfer membranes were immunoblotted with anti-STAT3, 

anti-pSTAT3-Y705 and anti-pSTAT3-S727 specific antibodies. To ensure equal protein 

loading, β-actin was used as control.  

Figure 5: Subcellular distribution of phosphorylated STAT3 in human glioblastoma 

cell lines treated by Gö6976 – Cells were treated with Gö6976 or DMSO (control) and fixed 

at 24- and 72-hour incubation with Gö6976 respectively for pSTAT3-Y705 and pSTAT3-

S727 detection. Anti-pSTAT3-Y705 and anti-pSTAT3-S727 antibodies were used. DAPI and 

Cy3-conjugated secondary goat anti-rabbit antibody were used. Histograms represent the 

mean observed intensity of fluorescence in each condition. (Scale bars are equal to 20 µm, 

40X/1.15). 

Figure 6: Gö6976 effects after irradiation – Cells were grown 72h in growth medium 

with indicated concentration of Gö6976 or DMSO (control) prior to 4-Gy irradiation. Cells 

were then harvested 24h later. Thirty micrograms of total proteins were loaded per lane and 

electrophoresed by SDS-PAGE. Transfer membranes were immunoblotted with anti-STAT3, 

anti-pSTAT3-Y705 and anti-pSTAT3-S727 specific antibodies. To ensure equal protein 

loading, β-actin was used as control.  

Figure 7: STAT3 activation in glioblastoma clinical samples – Immunostaining of 

pSTAT3-S727 was performed on paraffin-embedded sections. A: negative pSTAT3-Y705 

stained section (x40). B and C: positive pSTAT3-Y705 staining of GBM and vascular 

endothelial cells (x20). 
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 D: heterogeneous pSTAT3-Y705 staining of endothelial cells (x40).  E: pSTAT3-S727 

staining of a transitional zone in a tumor periphery, displaying positively stained GBM cells 

and unstained non-neoplastic glial cells (x 20). F: pSTAT3-S727 staining of GBM cells (x20). 

G: pSTAT3-S727 staining of vascular endothelial cells (x40). H: pSTAT3-S727 staining in 

case of capillary endothelial cell proliferation (x40). 

Table 1: STAT3 pathway activation and intrinsic radioresistance of human malignant 

glioma cell lines – Densitometic analyses of the blots are presented as relative ratio of 

phosphoprotein/total protein. Data are presented as mean values ± standard error of triplicate 

determinations (arbitrary units). SF2: Surviving Fraction at 2Gy, N.D. : Not Determined ,  # 

Previously published (15). 

Table 2: STAT3 activation in glioblastoma clinical samples – Percentage of stained 

tumor cells and staining intensity is presented for pSTAT3-Y705 and pSTAT3-S727. 

Negative: no staining; positive +: weak staining; positive ++:  moderate staining; positive 

+++: strong staining. 

Figure S1: Effect of Gö6976 on PCKα, JAK2 and EGFR pathways in human glioblastoma 

cell lines – Cells were grown 72h in indicated concentration of Gö6976 or DMSO (control) 

before harvest. Thirty micrograms of total proteins were loaded per lane and electrophoresed 

by SDS-PAGE. Transfer membranes were immunoblotted with anti-PKCα, anti-pPKCα, anti-

JAK2, anti-pJAK2, anti-EGFR or anti-pEGFR specific antibodies. To ensure equal protein 

loading, β-actin was used as control. 
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Table 1 

STAT3 pathway activation and intrinsic radioresistance of human 

malignant glioma cell lines 

 

 

 

  

Western Blot 
SF2 

Cell line origin pSTAT3-Y705/STAT3    pSTAT3-S727/STAT3  

SF763 glioblastoma 8.46 ± 4.83 

 

1.55 ± 0.96 

 

0.84 # 

SF767 glioblastoma 0 

   

1.18 ± 0.46 

 

0.68 # 

U87MG glioblastoma 0 

   

1.08 ± 0.51 

 

0.46 

 U118MG glioblastoma 0 

   

0.46 ± 0.09 

 

0.44 

 U251MG glioblastoma 1.33 ± 0.96 

 

0.6 ± 0.24 

 

0.58 # 

T98G glioblastoma 1.8 ± 0.86 

 

0.79 ± 0.23 

 

0.64 # 

SW1783 astrocytoma grade III 2.22 ± 2.08 

 

0.92 ± 0.33 

 

0.46 # 

CB193 glioma grade III 1.25 ± 1.13 

 

1.68 ± 0.8 

 

0.52 # 

SNB19 glioblastoma 0.95 ± 0.64 

 

1.05 ± 0.48 

 

0.5 # 

U373MG glioblastoma 1.65 ± 0.98 

 

1.11 ± 0.67 

 

0.58 # 

U138MG glioblastoma 0.08 ± 0.08 

 

0.26 ± 0.08 

 

0.39 

 LN229 glioblastoma 5.31 ± 0.4 

 

0.3 ± 0.04 

 

0.52 

 MO59K glioblastoma 1.48 ± 0.2 

 

0.17 ± 0.02 

 

N.D. 

 MO59J glioblastoma 0.58 ± 0.14 

 

0.27 ± 0.06 

 

0.02 

 CCF glioblastoma 7.96 ± 0.84 

 

0.27 ± 0.02 

 

0.53 
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Table 2 

STAT3 activation in glioblastoma clinical samples 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

positive 
specimens 

  cell staining intensity in 
positive specimens   

pSTAT3-
Y705  

24/30 

 
positive +++ 11% 

 
positive ++ 17% 

 
positive + 10% 

  negative 62% 

pSTAT3-
S727 

30/30 

 
positive +++ 55% 

 
positive ++ 41% 

 
positive + 4% 

  negative 0% 
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Résultats et discussion 

Ce travail a d’abord complété la caractérisation des lignées cellulaires de GBM 

entretenues au laboratoire en apportant des informations sur l’état basal d’activation de 

STAT3 et le niveau de radiosensibilité. pSTAT3-Y705 a été retrouvée dans certaines lignées 

mais pas toutes. En revanche pSTAT3-S727 a été détectée dans toutes les lignées cellulaires 

testées. Le niveau d’activation de pSTAT3-S727 et pSTAT3-Y705 est variable d’une lignée à 

l’autre. 

Nous avons établi pour la première fois une corrélation positive entre l’activation 

de STAT3 par pSTAT3-S727 et la radiorésistance intrinsèque des lignées cellulaires de 

GBM. Pour comprendre la nature de cette corrélation, nous souhaitions réaliser une inhibition 

pharmacologique sélective de chacune des 2 voies d’activation de STAT3. Des inhibiteurs 

spécifiques capables de discrimination entre pSTAT3-S727 et pSTAT3-Y705 auraient été très 

utiles. Dans la recherche de tels outils, nous avons identifié le Gö6967 comme un inhibiteur 

ciblant pSTAT3-Y705 mais aussi pSTAT3-S727 uniquement dans les lignées pSTAT3-Y705 

négatives. Ces propriétés du Gö6976 ont permis de confirmer le rôle important de pSTAT3-

S727 dans la radiorésistance puisque son inhibition est concomitante à la 

radiosensibilisation. Ces résultats ont aussi souligné l’importance de pSTAT3-Y705 qui reste 

un marqueur prédictif à la fois de l’inhibition de la phosphorylation S727 et de la 

radiosensibilisation induites par Gö6976.  

L’étude de l’expression de pSTAT3-S727 et pSTAT3-Y705 dans une série de 30 

GBM avant radiochimiothérapie a montré une expression systématique à des degrés variables 

de pSTAT3-S727 et une expression inconstante à des degrés divers de pSTAT3-Y705. 

L’ensemble des résultats in vitro et in vivo suggère que cibler pSTAT3-S727 dans le GBM 

pourrait augmenter l’efficacité de la radiothérapie particulièrement dans les tumeurs 

n’exprimant pas pSTAT3-Y705. 
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Objectifs de l’étude 

Il s’agit de compléter les études sur le rôle des deux phosphorylations activatrices de 

STAT3 dans les cellules de glioblastome. En l’absence d’inhibiteurs pharmacologique 

réellement spécifique, la méthode choisie est une approche par des dominants négatif et 

positif de pSTAT3-S727 qui seront combinés aux inhibiteurs de pSTAT3-Y705. Dans cette 

étude les effets d’une modulation de l’activation de STAT3 seront étudiés sur le plan 

fonctionnel et moléculaire.  

 

Ces travaux répondront aux questions suivantes : 

- (1) Quelles sont les conséquences de l’expression des dominants de STAT3 sur la 

prolifération et la radiosensibilité ? 

- (2) Quelles sont les mécanismes biologiques modulés par les dominants ? 

- (3) Quels sont les gènes cibles de STAT3 en fonction du statut d’activation de STAT3 

sur S727 et/ou Y705 ? 

 

Matériels et méthodes 

Les vecteurs d’expression des dominants de STAT3-S727  

Les vecteurs plasmidiques pCI-Neo-STAT3-S727WT, pCI-Neo-STAT3-S727A et 

pCI-Neo-STAT3-S727D qui sont utilisés ont été gracieusement offerts par l’équipe du Pr. 

Ogawa Katsuhiro (Department of Pathology, Asahikawa Medical University, Japon) 

(Miyakoshi et al., 2014). Succinctement, ces vecteurs vont exprimer sous contrôle d’un 

promoteur CMV la forme sauvage du gène STAT3 (WT) ou le dominant négatif (S727A) ou 

encore le dominant positif (S727D). Il s’agit respectivement pour les dominants négatif et 

positif, d’une mutation ponctuelle de STAT3 par substitution de la S727 par l’alanine (A) ou 

par l’aspartate (D). Chacune de ces protéines est exprimée avec un tag hémagglutinine A 

(HA) placée à l’extrémité N-terminale.  

 

Les anticorps neutralisant l’activation de STAT3-Y705 

Ce sont des anticorps neutralisant la sous-unité gp80 ou IL-6Rα du récepteur à l’IL-6. De tels 

anticorps inhibent pSTAT3-Y705 aussi efficacement que l’inhibition de la gp130 (Chautard et 

al.) avec une plus grande specifité pour le récepteur à l’IL-6. L’équipe a déjà démontré que 

l’utilisation d’anticorps neutralisants dirigés contre la sous unité gp130 du récepteur de l’IL-6 
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Figure 25. Contrôle d’expression des vecteurs plasmidiques par immunofluorescence. 

Immunofluorescence indirecte sur cellules SF763 transfectées avec les vecteurs plasmidiques 

pCI-Neo-STAT3-S727WT (STAT3 WT), pCI-Neo-STAT3-S727A (Dominant négatif) et 

pCI-Neo-STAT3-S727D (Dominant positif) ; HA (Hémagglutinine A) (x40). 

 

 

 

 

 

Figure 26. Contrôle d’expression des vecteurs plasmidiques par western blot. 

Western blot montrant l’accumulation de STAT3 totale ou phosphorylée dans les cellules 

SF763 transfectée avec les vecteurs plasmidiques pCI-Neo-STAT3-S727WT (STAT3 WT), 

pCI-Neo-STAT3-S727A (DN) et pCI-Neo-STAT3-S727D (DP). 
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inhibe de manière complètement la phosphorylation de STAT3-Y705 dans les lignées de 

GBM (Chautard et al.) 

Résultats préliminaires 

Nous avons vérifié par immunofluorescence indirecte (Figure 25) et par western blot (Figure 

26) l’accumulation des dominants positif et négatif ainsi que de la protéine STAT3 sauvage 

dans les cellules après transfection transitoire. Les outils biologiques semblent donc 

opérationnels pour la poursuite de ces travaux. 
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Le glioblastome (GBM) est le cancer le plus fréquent et le plus agressif du SNC. La 

radiothérapie allonge la survie des patients mais le pronostic reste sombre du fait en partie de 

la radiorésistance de la tumeur. Dans un délai plus ou moins court après la radiothérapie, des 

récidives ont lieu en général dans le volume tumoral irradié et la médiane de survie de 

patients sélectionnés reste courte, environ 15 mois. Le fait que la radiothérapie allonge la 

survie des patients et que les récidives se produisent dans le volume irradié suggèrent que si 

l’on arrive à rendre cette tumeur plus sensible à l’irradiation, on pourrait diminuer les 

récidives et ainsi augmenter la survie des patients. C’est l’objectif poursuivi par l’Equipe 

CREaT ; pour l’atteindre, la stratégie adoptée est l’identification des acteurs moléculaires 

impliqués dans la radiorésistance afin de les inhiber pour augmenter l’efficacité de la 

radiothérapie.  

La protéine STAT3 a suscité de l’intérêt dans la recherche de thérapie ciblée contre les 

gliomes parce qu’elle participe à des processus biologiques intracellulaires de survie et à la 

régulation des interactions entre les cellules tumorales et le microenvironnement. L’objectif 

de cette thèse a été d’étudier le rôle de l’activation de STAT3 dans l’agressivité du 

glioblastome, notamment dans la radiorésistance. La première étape a consisté à décrire l’état 

d’activation de STAT3 dans un large panel de lignées de glioblastome humain. Alors que la 

plupart des travaux publiés au sujet de STAT3 dans les gliomes avait considéré la 

phosphorylation du résidu Y705 comme marqueur d’activation de STAT3, nous avons inclus 

la phosphorylation de la S727 qui a suscité de l’intérêt dans certaines études récentes. 

D’autres modifications post-traductionnelles de STAT3 ont été décrites dans quelques rares 

publications et n’ont pas été incluses dans ce travail. Nous avons choisi la technique de 

Western blot pour évaluer l’activation de STAT3 du fait de sa simplicité et de la possibilité 

d’analyse semi-quantitative. Nous avons mis en évidence que l’activation de STAT3 est 

différente d’une lignée cellulaire à l’autre mais pSTAT3-S727 est présente dans toutes les 

lignées, à des degrés variables. La présence de pSTAT3-S727 est donc une caractéristique 

commune à ces lignées cellulaires. Nous avons ensuite évalué la radiorésistance des lignées 

cellulaires pour compléter les résultats antérieurs de l’équipe afin de comparer le niveau 

d’activation de STAT3 avec le niveau de radiorésistance intrinsèque. La méthode 

d’évaluation de la radiorésistance par la survie clonogénique est une technique de référence en 

radiobiologie cellulaire et en oncologie expérimentale. Son utilisation a fourni des résultats 

reproductibles qui ont été utilisés pour établir la corrélation positive retrouvée entre le niveau 

d’activation de pSTAT3-S727 et la fraction survivante à 2 Gy (SF2) mesurant la 
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radiorésistance. Cette corrélation semblait intéressante en raison des arguments associant 

STAT3 à des mécanismes de survie des cellules souches de GBM. L’inhibition sélective de la 

phosphorylation des résidus S727 et Y705 est une bonne approche pour ce faire. Nous avons 

utilisé le Gö6976 comme une alternative à un inhibiteur spécifique de pTAT3-S727. Il a 

permis d’inhiber pSTAT3-S727 et de radiosensibiliser les lignées cellulaires pSTAT3-Y705 

négatives. Ce résultat a confirmé le lien entre pSTAT3-S727 et la radiorésistance intrinsèque 

et en même temps souligné le rôle important de pSTAT3-Y705 dans la radiorésistance comme 

marqueur prédictif d’efficacité du Gö6976 à la fois comme inhibiteur de pSTAT3-S727 et 

radiosensibilisant. L’inefficacité du Gö6976 sur les lignées cellulaire pSTAT3-Y705 positives 

confirme d’ailleurs que son action n’est pas due à une toxicité globale.  

Ce travail suggère de prendre en considération que le profil d’expression tumorale de 

pSTAT3-S727 et pSTAT3-Y705 pourrait avoir une valeur pronostique ou prédictive de la 

réponse des patients à des thérapies ciblées. Ces résultats suscitent cependant des 

interrogations : 

- pourquoi l’inhibition de pSTAT3-S727 n’accompagne pas celle de pSTAT3-Y705 

dans les lignées non radiosensibilisées par le Gö6976?  

- pourquoi l’inhibition rapide par le Gö6976 de pSTAT3-Y705 n’est-elle pas suivie 

par une inhibition de pSTAT3-S727 ? 

Des travaux sont en cours pour élucider les mécanismes d’action du Gö6976. La 

compréhension des mécanismes responsables de la phosphorylation de STAT3-S727 

contribuera fortement au développement d’un inhibiteur plus spécifique de pSTAT3-S727 

avec à terme des perspectives thérapeutiques intéressantes. Les résultats obtenus pourront être 

confirmés par des expérimentations in vivo sur des modèles de xénogreffe de GBM sur souris 

nude tout en reconnaissant les limites de ce modèle pour l’étude du microenvironnement.  

L’analyse de l’activation de STAT3 dans les lignées a établi le lien entre STAT3 et la 

radiorésistance intrinsèque des GBM. Pour rechercher un intérêt clinique de ces travaux, nous 

avons analysé l’activation de STAT3 dans une série de 30 patients grâce à une méthode 

d’immunohistochimie semi-quantitative. Les résultats ont été en accord avec les analyses in 

vitro. pSTAT3-S727 est retrouvée dans tous les prélèvements. Elle est retrouvée dans toutes 

les cellules tumorales même si le niveau est variable d’un patient à l’autre et entre cellules 

tumorales du même patient. pSTAT3-Y705 n’est pas détectée dans tous les prélèvements et 
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reste restreinte à certaines cellules tumorales. Une activation de STAT3 sur les résidus Y705 

et S727 a été retrouvée dans des cellules endothéliales vasculaires au contact de la tumeur. 

Cette observation, surtout pour S727, pourrait être en faveur d’une origine tumorale de 

certaines cellules endothéliales rapportée dans la littérature (Ricci-Vitiani et al., 2010; Wang 

et al., 2010). 

Les résultats des analyses immunohistochimiques confirment l’intérêt d’un ciblage de 

pSTAT3-S727 dans la mesure où toutes les tumeurs sont positives. Au cas où la 

radiosensibilisation par inhibition de pSTAT3-S727 ne resterait valable que dans les tumeurs 

pSTAT3-Y705 négatives, elle pourrait quand même bénéficier à certains patients. La 

proportion de ces patients est difficile à prédire compte tenu de la faible taille de notre série 

clinique qui n’autorise pas d’inférence statistique. La population clinique étudiée n’a inclus 

que des GBM, elle pourrait être étendue aux gliomes de grades inférieurs afin de dégager un 

éventuel rôle de l’activation de pSTAT3-S727 dans la progression de la maladie.  

Pour affiner le ciblage à but thérapeutique de STAT3, la description des mécanismes 

d’action de la protéine est importante. C’est pourquoi, nous avons mis en place l’exploration 

des fonctions de la protéine avec des dominants positifs et négatif. Ce travail en cours 

permettra de mieux comprendre le rôle de pSTAT3-S727 et pSTAT3-Y705 dans la régulation 

des gènes cibles. Cela permettra d’expliquer en partie les effets biologiques dus à l’inhibition 

ou l’activation de STAT3.  

Il a été rapporté dans la leucémie lymphoïde chronique que pSTAT3-S727 joue un 

rôle dans la chaîne respiratoire mitochondriale. Cela n’a pas encore été décrit dans les 

gliomes. C’est cependant une piste complémentaire pour comprendre la radiosensibilisation 

par inhibition de pSTAT3-S727. L’exploration de ce processus est envisageable avec les 

dominants de STAT3.  

En accord avec les données de la littérature, cette thèse a confirmé le rôle majeur de 

l’activation de STAT3 par phosphorylation S727 dans l’agressivité des GBM en montrant son 

implication dans la radiorésistance. Le ciblage de cette phosphorylation S727 ou celle des 

voies d’activation en amont, encore peu connues, représente une stratégie prometteuse pour 

radiosensibiliser les gliomes.  

Quant à la phosphorylation Y705, elle ne semble pas être impliquée directement dans 

la radiorésistance intrinsèque ce qui n’infirme pas son rôle dans les interactions entre la 
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tumeur et son microenvironnement (angiogénèse, immunosuppression locale). Nous avons 

néanmoins validé que les voies de signalisation responsables de la phosphorylation de Y705 

prennent indirectement part aux mécanismes impliqués dans la radiorésistance puisque 

l’absence de pSTAT3-Y705 est un marqueur prédictif de la réponse cellulaire au Gö6976.  

Notre travail valide l’activation de pSTAT3-S727 dans le GBM comme une cible de 

thérapie radiosensibilisante et pSTAT-Y705 comme un biomarqueur prédictif de la réponse à 

ce ciblage.  
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