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NOMENCLATURE

AdCre: Adénovirus recombinant exprimant I’enzyme recombinatoire Cre
CFU: unité formatrice de colonie

®Co : isotope radioactif du Cobalt

D : Dose d’inactivation moyenne en Gy

DER: Dose Enhancement Ratio, ratio de renforcement de dose

DMEM: Dulbecco’s modified Eagle Serum

DO0: dose nécessaire pour obtenir une réduction de survie de 37%

Dq: dose a partir de laquelle I’épaulement de la courbe de survie apparait
ERBB2: HER2, human epidermal growth factor receptor 2

GI150: Concentration de drogue nécessaire pour une inhibition de 50% de la croissance
Gy: unité de mesure Gray

HPV: Human Papilloma Virus

MTOR: mammalian target or rapamycin

NF2: Neurofibromatose de type 2

NF2: Gene humain de la Neurofibromatose de type 2

Nf2: Géne murin de la neurofibromatose de type 2

PEA: Potentiel évoqué auditif

PI3K: Phosphatidylinositol trois kinase

SDS: Speech Discrimination Score, score de discrimination de la parole
SF: Surviving fraction, fraction de survie

SF2: fraction de survie a 2 Gy

SV: Schwannome vestibulaire

VEGF: Vascular endothelial growth factor
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INTRODUCTION

Le schwannome est une tumeur de grade 1 selon la classification de I’Organisation Mondiale de la
Santé (OMS). Il s’agit d’une tumeur beénigne de la gaine des nerfs périphériques. Elle se développe
a partir de la prolifération clonale d’une cellule de Schwann mature. Au sein du nerf vestibulaire les
cellules a I’origine des schwannomes semblent étre les cellules de Schwann non-myélinisantes qui
ont été décrites dans le ganglion vestibulaire de Scarpa.’ Ceci expliquerait la plus grande incidence
des schwannomes vestibulaires autour de cette zone anatomique latérale a la jonction de glie-
myéline de Obersteiner-Reidlich.? Dans les formes génétiques liées & la Neurofibromatose de type 2
(NF2) il pourra étre décrit des zones d’origine multiples (Figure 1).* Les schwannomes sont souvent
encapsulés et n’infiltrent pas les tissus mous avoisinants. Sur le plan histologique I’aspect classique
est celui de I’association de zones laches volontiers creusees de pseudo-kystes par dégénéerescence
du stroma (aspect Antoni B) et de zone compactes (aspect Antoni A) caractérisées par la présence

de corps de Verocay (palissades de noyaux de cellules de Schwann séparées d’un espace fibrillaire).

Figure 1: Aspect histologique d’un nerf vestibulaire a hauteur du ganglion de Scarpa chez un
patient porteur d’une Neurofibromatose de type 2. On note une multitude d’iléts tumoraux
indépendants espaceés de fibres nerveuses normales et de corps de cellules ganglionnaires
(courtoisie du Pr C-A Maurage, CHU Lille, Univ.Lille)
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Considérations médico-économiques

Le schwannome de localisation vestibulaire affecte entre 2.3 et 5.4 personnes sur 100 000 au cours
de la vie, il représente environ 6% de I’ensemble des néoplasmes intra-craniens. Il existe une forte
augmentation de I’incidence observée des schwannomes vestibulaires sur les dernieres décades: de
3.2 4 4.2 dans la population de Olmsted Minnesota et de 0.3 & 2.3 de 1978 & 2005 au Danemark.*®
L’influence de I’échantillonnage et de la pyramide des ages est a prendre en compte puisque une
franche majoration du risque est a souligner au-dela de la soixante-dixiéme année de vie ou le
risque atteint 18.3 pour 100 000 habitants par an avec une incidence supérieure chez les hommes
(23.9 vs 14.1) dans la population étudiée du Minnesota.” L’augmentation de I’incidence des
schwannomes vestibulaires se fait en partie par I’identification de tumeurs symptomatiques
découvertes de facon fortuite a I’occasion d’un bilan d’imagerie et dites « incidentalomes ». Le
potentiel d’évolution de ces chiffres est important puisque les séries autopsiques et radiologiques
évoquent des chiffres bien plus élevés avec une prévalence pouvant atteindre jusqu’a 0.07% (MRI)
voir de 0,8 & 2.4% (autopsie) de la population générale. Ces chiffres ont été largement discutés et il
est probable que les incidentalomes présentent une incidence de 1 pour 100 000 habitants par an.
Méme s’il est difficile d’extrapoler ces données du fait des différences d’origine des populations et
du faible échantillonnage de ces études, pour la population des Hauts de France évaluée par
I’INSEE 2015 & 6 006 156 habitants avec une espérance de vie de 80 ans, cela représenterait de 138
a 324 nouveaux cas annuels dont 60 découvertes fortuites ou encore une prévalence IRM de 4204
cas. Cette incidence remarquable a un colt évalué dans un nombre limité d'études. En effet si en
1978 la prise en charge était quasiment exclusivement chirurgicale, elle ne représente maintenant
que 14% des schwannomes vestibulaires laissant la place a une prise en charge conservatrice par
surveillance clinique, audiométrique et radiologique associée ou non a un traitement par irradiation.
Peu d’études se sont penchées directement sur le codt de cette prise en charge en particulier dans un
systéeme d’assurance maladie solidaire, néanmoins on notera le co(t élevé de la chirurgie qui peut

étre significativement réduit par I’accroissement des volumes chirurgicaux, le col(t précoce
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potentiellement inférieur de la radiochirurgie gamma-knife a 12 mois de la prise en charge, le codt
de la répétition des IRM et la nécessité d’adaptation des protocoles de suivi.>” 1l n’y a pas d’études
sur I’'impact médico-économique du diagnostic ou de la prise en charge des schwannomes
vestibulaires. L’un des facteurs sous-évalué est I’'impact de la perte d’audition unilatérale. La perte
d’audition est présente dans 73% des schwannomes vestibulaires a 4000 Hz au diagnostic et 17%
auraient un score de discrimination conservé.® L’audition progresse pour une large majorité de
patients dans les dix ans du diagnostic d’un schwannome intra canaliculaire avec une perte associée
de score de discrimination de la parole (SDS) de 2,8 & 3,3% par an.® Trent quatre pourcent des
patients porteurs d’un schwannome intracanalaire ont une audition conservée « fonctionnelle » a 10
ans.” L’ensemble de ces considérations justifie d’une démarche de recherche pour I’amélioration
des stratégies de traitement pour la prise en charge des schwannomes vestibulaires et I’étude des

mécanismes de la perte d’audition.°

Origine des schwannomes vestibulaires

Les mécanismes a I’origine de la tumorigénése font appel a I’inactivation bi-allélique du gene NF2
codant pour la protéine Merline / Schwannomine.™™ Une altération de ce géne est retrouvée dans
66% des cas de schwannomes vestibulaires sporadiques.'* Des mutations peuvent affecter les génes
ARID1A et ARID1B, deux genes impliqués dans la formation du complexe de remodelage de la
chromatine SWI-SNF. Les genes TSC1 et TSC2 peuvent présenter des altérations pour 15% des
schwannomes laissant supposer une coopération pour I’activation de la voie mTOR, sensible a la
rapamycine, son inhibiteur spécifique, dans ces schwannomes. D’autres altérations ont également
été décrites tels que la fusion SH3PXD2A-HTRAL qui pourrait étre identifiée dans 10% des
schwannomes sporadiques et responsable d’une activation de la voie MEK-ERK sensible au
trametinib.'® Il est peu probable que les phénoménes épi-génétiques tels que la méthylation soient

impliqués.*

13
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Il existe des formes génétiques prédisposant au développement de schwannomes vestibulaires. Tout
d’abord la Neurofibromatose de type 2. Il s’agit d’une maladie génétique transmise sur un mode
autosomique dominant par mutation du gene suppresseur de tumeur NF2. Sa prévalence est
rapportée est de 1/60 000 naissances.!” 1l s’agit d’une nouvelle mutation dans 50% des cas. En cas
de nouvelles mutations (forme sporadique), 33% des cas porteurs d’un SV bilatéral et 60% des
formes se présentant avec un SV unilatéral seront des formes mosaiques.*® La Neurofibromatose de
type 2 prédispose au développement de tumeurs multiples de la gaine des nerfs (schwannome), des
méninges (méningiome) et du canal épendymaire (épendymome). Dans sa forme typique la
Neurofibromatose de type 2 se présentera avec des schwannomes vestibulaires bilatéraux. Ce
phénotype traduit la relation étroite entre I’expression du gene NF2 et la morphologie du nerf
vestibulaire. La Schwannomatose est une autre maladie génétique responsable de la formation de
schwannomes multiples, exceptionnellement vestibulaires. Dans cette maladie le schwannome
vestibulaire n’est jamais bilatéral. Les génes responsables principaux décrits de cette maladie sont
les génes SMARC-B1 et LZTR1 avec une fréguence supérieure des schwannomes vestibulaires
unilatéraux dans les formes liées & LZTR1." Le mécanisme de tumorigénése fait appel & la perte
successive de I’expression des 2 alleles de ces genes et des deux alléles du géne NF2 selon un
mécanisme en quatre étapes décrit par Sestini et collégues.”® Dans cette maladie génétique, les
schwannomes vestibulaires sont peu fréquents, jamais bilatéraux et ont été décrits pour la forme liée
a une mutation du géne LZTR1 permettant la proposition de nouveaux critéres diagnostics.*

Les formes genétiques et sporadiques soulignent I’ importance de I’expression du gene NF2 et/ou de
la présence d’une protéine Merline / Schwannomine fonctionnelle nécessaire a I’homéostasie et au
maintien de la gaine de Schwann du nerf vestibulaire. L’implication de nouveaux genes constitutifs
du complexe de remodelage de la chromatine SWI-SNF (ARID1, SMARC) ouvre de nouveaux
champs de recherche. Ces éléments soulignent la nécessité d’avoir acces a des systémes modeles

pour étudier I’expression du géne NF2 et les fonctions de la protéine merline/schwannomine
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Modeles de Neurofibromatose de type 2

Différentes approches ont été utilisées pour développer des modéles de tumeur reproduisant les
caractéristiques de celles des patients affectés par la Neurofibromatose de type 2 (NF2).%
Initialement les études ont porté sur la génération de modéles murins par mutation dirigée du géene
Nf2. Les modeles de seconde génération initiés grace a I’inactivation du gene Nf2 dans des tissus
specifiques ont permis d’appréhender la fonction de la protéine merline / schwannomine dans des
types cellulaires spécifiques et les conséquences de la perte de Nf2 pour la tumorigénese. Le
développement de modeles murins génétiquement modifiés de NF2 offre une opportunité unique
d’appréhender les mécanismes de I’initiation tumorale et de la croissance tumorale ainsi que de
développer les outils pronostiques et thérapeutiques.

Les premiers modeles murins génétiquement modifiés ne présenterent pas le phénotype tumoral
typique de la NF2. Ils ont été utilisés pour étudier la pathogénie de la maladie. Depuis
I’identification du gene NF2 responsable de la NF2, les recherches ont été conduites pour
déterminer le réle de la protéine merline / schwannomine dans les cellules pour identifier les
conséquences d’une protéine anormale ou absente. La premiére génération de souris mutantes a été
porteuse de mutations du géene Nf2 ressemblant aux mutations humaines. Comme pour les patients
NF2, les souris knockout hétérozygotes pour Nf2 sont prédisposées au développement de tumeurs.
Cependant le spectre de tumeurs est différent. C’est pour cette raison que de nouveaux modeles ont
di étre générés. Dans ces nouveaux modeles, seuls une population définie de cellules est porteuse

de la mutation du géne Nf2.

Inactivation constitutionnelle

Deux équipes ont publié une approche par knockout germinal de Nf2. Les résultats obtenus de ces
deux équipes différent de par I’importance du degré de délétion du géne Nf2 endogéne.>2 Trois
approches différentes visant a reproduire une mutation similaire a la condition humaine ont échoué

aboutissant a une condition non viable. L’inactivation constitutionnelle de Nf2 est responsable
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d’une mort précoce par défaut de gastrulation secondaire au défaut d’organisation extra-
embryonique de I’ectoderme.?® De plus, une étude récente a démontré que la perte d’expression de
Nf2 dans le systéme nerveux entraine un défaut de fusion du tube neural.?®

Un détachement anormal et une apoptose sont retrouveés le long du neuro-épithélium. Ce phénotype
est lié a I’incapacité de former les complexes fonctionnels apicaux secondairement a la fonction de
la Merline de contrdler la formation et la stabilisation des jonctions adhérentes.?”%®

L’hétérozygotie constitutionnelle pour trois alleles mutants provoque une incidence élevée de
tumeurs osseuses ou d’autres tissus tels que des tumeurs hépatiques ou des sarcomes indifférenciés

avec perte de I’alléle naturel de Nf2.2%* Cependant ces types de souris hémyzygotes n’ont pas

reproduit de phénotype compatible avec la forme humaine de NF2.

Inactivation conditionnelle
Des souris ont eté générées au sein desquelles le géne Nf2 est inactivé de fagon conditionnel grace a
un systeme Cre-LoxP. L’exon 2 du géene Nf2 est flanqué d’une séquence de recombinaison LoxP

flox2/flox2 oot similaires aux

introduite dans la séquence non-codante intronique. Les souris Nf
souches sauvages puisque I’insertion de la séquence LoxP n’interfere pas sur I’expression du géne
Nf2. La mutation du gene Nf2 interviendra en présence de I’enzyme de recombinaison Cre, soit
présentée in vitro aux cellules isolées et mises en cultures, soit exprimée in vivo sous contrdle d’un
promoteur spécifique ou par injection direct d’un adenovirus recombinant dans les tissus cibles

(AdCre). Ainsi plusieurs modeles de souris porteuses d’une inactivation conditionnelle de Nf2 ont

été générés, en particulier sous controle de promoteurs spécifiques des cellules de Schwann.?

Modeéles de schwannomes
L’inactivation conditionnelle de Nf2 sous contrle du promoteur PO spécifique des cellules de

2f|ox2/f|ox2

Schwann est viable. Les souris de génotype POCre;Nf récapitulent certains des phénotypes

spécifiques de la forme humaine de NF2 et en particulier des tumeurs issues des cellules de
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Schwann, une hyperplasie des cellules de Schwann, une cataracte et des calcifications. Ces
manifestations n’ont été observées que lorsque les deux copies du gene Nf2 sont inactivées au sein
des cellules de Schwann et un groupe de cellules issues des crétes neurales.? Les premiéres Iésions
histologiques associées a cette tumorigénése chez la souris sont représentées par une hyperplasie

des cellules de Schwann. Ces lésions sont retrouvées tres précocement avec une importante

2f| ox2/flox2 +/-

fréquence chez les souris POCre;Nf mais pas chez les souris hétérozygotes Nf2™". Les
tumeurs dérivées des cellules de Schwann apparaissent plus tard a raison d’une tumeur par souris
sans que toutes les souris mutantes développent constamment de telles tumeurs. Les schwannomes
murins (grade 1) sont composés de cellules de Schwann mature caractérisées par une immuno-
histochimie positive pour la protéine S100 et I’analyse ultra structurale.®® En histologie, les
schwannomes NF2 de souris mutantes présentent un aspect dense (type Antoni A) alors que les
corps de Verocay sont rares. Par contraste avec les formes humaines, ces schwannomes ne sont pas
encapsulés et infiltrent les tissus mous avoisinants. Au contraire de la NF2 humaine, les souris
mutante Nf2 développent spontanément des schwannomes plus agressifs (grade 2 GEM)
caractérisés par un polymorphisme nucléaire, une cellularité plus importante, des mitoses.*

Un spectre tumoral identique a pu étre décrit pour les souris transgéniques exprimant un transgene
NF2 humain dont I’expression de la protéine berline se traduit par une protéine manquant les acides

aminés 39-121, isoforme SCH-A(39-121), et qui présente une activité dominant négatif.** Ce

modéle PO-SCH-A(39-121) a largement été caractérisé et utilisé a des fins précliniques.®

Figure 2 : développement de schwannomes spontanés dans les route dorsales de la moelle épiniere
de souris Nf2 ;P0-SCH-A(39-121) . L’évolution se fait depuis une hyperplasie des cellules de
Schwann qui s’organise progressivement en tumorlet puis en schwannome.
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Figure 3 : croissance des schwannomes rachidiens dans le modéle Nf2 ;PO-SCH-A(39-121) . A,
croissance au cours du temps, B, surface occupée par champ de microscope, C, exemple de réponse
tumorale par ciblage de la voie P13kinase/mTOR.

Lignées cellulaires de schwannomes et cellules de Schwann humains.

Les lignées cellulaires humaines établies par I’équipe de David Lim a I’institut House de Los
Angeles, et publiées par Hung et collaborateurs. Ces lignées constituent une ressource unique de
lignées humaines immortalisées. Les lignées cellulaires ont été établies a partir de patients porteurs
de Neurofibromatose de type 2 ou de nerfs vestibulaires sectionnés au cours d’une neurectomie.
Dans un rapport initial, Hung et al. ont décrit le mise en culture de 25 schwannomes de patients.*
Les cellules de schwannome exprimaient de fagon homogene les marqueurs de cellule de Schwann
preuve que les cellules mises en cultures conservaient des caractéristiques similaires a in vivo. Ce
protocole ne permettait pas le maintien en culture et I’établissement de lignées car la prolifération
cessait autour du quatrieme passage avec un taux de croissance variable. Devant ce résultat sub-
optimal Hung et al. a développé un protocole d’immortalisation par transduction avec un retrovirus
pPLXSN contenant les génes des protéines E6-E7 du virus du papillome humain type 16 (HPV:
Human Papilloma Virus).** La caractérisation précise de la lignée HEI193 a ainsi été publiée en
2002. Cette lignée cellulaire est porteuse d’une mutation du site accepteur d’épissage de I’exon 15
(c1575.1 G>A). Cette lignée a conservé les caractéristiques de lignage de Schwann comme

confirmé par I’immunomarquage spécifique S100. Cette lignée n’a pas de capacité tumorigene chez
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les souris SCID ou nude. Tanaka et collegues ont utilisé les propriétés clonogéniques de ces lignées
cellulaires pour la caractérisation de la réponse aux inhibiteurs HSP 90 avec succés.®® Ces résultats
ouvrent le champ a I’étude de la radiosensibilité de ces modeles dans I’objectif de développer une

stratégie de sensibilisation.

Radiobiologie de la radiochirurgie

La dose marginale utilisée dans le traitement des SV a suivi une réduction significative tout d’abord
a 14 Gy prescrit & I’isodose marginale il y a une vingtaine d’année * jusqu’ & un plateau établi de
11 a 14 Gy pour la plupart des équipes et comme recommandé par la société Internationale de radio
chirurgie stéréotaxique (International Stereotactic Radiosurgery Society, ISRS).*” Le taux de
réponse rapporté selon ces protocoles avoisine 94 % pour les SV de moins de 0,5 cc a 80,7% pour
les volumes supérieurs & 6 cc selon les résultats rapportés par klijn et collégues.®® Des protocoles
d’optimisation de dose ont pu étre proposé utilisant des doses marginales aussi basses que 11 Gy ou
une réduction de la dose délivrée au fond de conduit auditif interne. Pourtant, malgré I’amélioration
de la dosimétrie, un certain nombre de schwannomes progresseront. Si les lésions histologiques ont
pu étre décrites avec association de nécrose et dommages vasculaires,® Jacob et collégues ont pu
identifier la persistance de capacités prolifératives au sein d’un schwannome vestibulaire 3 ans
aprés avoir été traité avec une dose marginale 13 Gy.*° Dans cette observation, la partie solide du
SV présentait une prolifération confirmée par un marquage Ki-67 positif pour 4.5% des noyaux
ainsi que par la capacité a produire une culture primaire in vitro. Certains échecs peuvent étre
attribués a des événements moléculaires acquis secondairement a la radiothérapie tel que la
mutation ponctuelle décrite par Shin et al du géne P53.*

Avec I’utilisation des modalités récentes de dosimeétries, c’est a dire une dose marginale de 12 a 14
Gy, le taux de préservation d’audition rapporté a 5 ans est de I’ordre de 41 a 79% selon la revue
récente menée par ISRS. ¥ Massager et collégues ont été les premiers a retenir un lien entre la dose

délivrée a la cochlée et le taux de préservation auditive.** Selon les études la mesure peut étre
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assurée soit assurée par pointage au modiolus ou mesure de la dose moyenne calculée par
segmentation cochléaire avec une reproductibilité supérieure des mesures réalisées sur le volume
cochléaire et utilisant une imagerie scannographique.* Malgré les caractéristiques de chute de dose
en utilisant I’isodose 50% comme isodose de prescription, le traitement entraine de facto une
exposition significative de la cochlée en particulier pour les tumeurs présentant une extension
latérale importante dans le conduit auditif interne. Dans une récente revue de la littérature
Kondziolka et collegues définissent a 4 Gy la dose limite au-dela de laquelle le risque de
progression auditive secondaire sera augmenté.** Cependant les valeurs rapportées dans la
littérature se répartissent de 3 Gy & 5,2 Gy.* Des facteurs individuels tels que le volume cochléaire
total sont & prendre en considération.”® Les Iésions histologiques cochléaires affectent volontiers la
strie vasculaire de I’oreille interne, les cellules ciliées externes.

Pourtant la relation entre la dose délivrée a la cochlée et la perte d’audition n’est pas unique et de
nombreux autres parametres vont intervenir. Cette variabilité justifie pour certains auteurs de
progresser avec prudence vers des protocoles de réduction supplémentaire de dose afin de garantir
un taux de réponse satisfaisant.”* Ces éléments justifient de I’intérét a développer des systémes
modeles adaptés a I’étude de la radiobiologie des schwannomes dans le but d’identifier des
méthodes d’accroissement de la sensibilité avec un réduction de dose significative tout en

garantissant le minimum de capacité proliférative au sein du résidu tumoral.

Méthode pour I’étude de la radiosensibilité in-vitro

Une méthode d’évaluation objective de la radiosensibilité des différents types cellulaires a été
proposée dés 1956 par Puck et Marcus.*® Dans cette publication princeps, Puck et Marcus décrivent
la premiére caractérisation de la radiosensibilité des cellules HeLa en réponse a I’exposition a des
radiations ionisantes. Leur objectif est d’obtenir une description quantitative des effets de rayons
ionisants a haute énergie sur la capacité de reproduction de cellules uniques. Pour ce faire, la

méthode se veut indépendante des interactions complexes de larges populations dont les résultats
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peuvent étre difficiles a traduire en termes de devenir de cellule individuelle. Cette technique releve
de la capacité des cellules utilisées a former des clones de facon persistante au-dela de 17 jours afin
de pouvoir identifier les cellules survivantes des cellules tuées. La proportion de cellules
survivantes dépend de la dose et la vitesse de croissance peut étre affectée par I’irradiation. Méme
les colonies dont la vitesse de croissance est le plus réduite devront atteindre une taille de 3 a 4 mm,
au contraire des cellules abortives qui n’atteindrons jamais 50 clones au sein de la colonie. Le
critere retenu pour une colonie est donc un nombre de clones supérieur a 50 a la fin de la période
d’incubation. Toutefois a des doses supérieures a 600 Roetgen (5.2 Gy) les cellules exposées ne se
divisent pas une fois. Pour la détermination des courbes de survie Puck et Marcus proposent la
réalisation des expériences menées en triplicat. Les limitations techniques a attendre selon cette
technique sont liées a I’ensemencement nécessaire en comparaison a la dose d’exposition pour
garantir un nombre suffisant de colonies survivantes.

Plus récemment, en 2006, Franken et collegues ont remis a jour cette technique en proposant un
protocole complet et qui permette de I’associer a I’évaluation d’agents de chimiothérapie afin de
déterminer les différences de réponse entre le tissu normal et tissu tumoral dans différentes
conditions et modes d’application.’ Lorsque les expériences impliquent I’utilisation d’un
traitement, le protocole doit tenir compte de I’effet du traitement sur le taux de prolifération. Ces
expériences permettent de déterminer le ratio d’accroissement de sensibilité (DER, « Dose
Enhancement Ratio »).

Pourtant, aucune étude n’a permis de déterminer la radiosensibilité des schwannomes. Ceci est en
particulier lié a I’incapacité des cellules tumorales de produire des clones lorsque cultivées en essai
clonogénique. Les études publiées ayant recours a des cultures en 2 dimensions recueillent des
résultats déroutants avec des réponses observées a des doses trés élevées de I’ordre de 20 a 40

Gy.48’49
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Limites de ces modéles

Les modéles ainsi décrits ont permis I’étude des mécanismes moléculaires responsables de
I’initiation et de la croissance tumorale. Grace aux lignées cellulaires dérivées de ces modeéles une
meilleur compréhension des interactions entre la protéine Merline / Schwannomine et le
cytosquelette ainsi qu’avec les récepteurs aux facteurs de croissance de la famille ERB ont pu étre
appréhendés.®>! Néanmoins, le colt de la génération et de I’entretien d’un volume suffisant de
souris transgéniques, le délai et la fréguence modérée de développement de tumeurs
individualisables rend ces modeles difficiles d’utilisation pour I’étude de la réponse a des thérapies
ciblées avec un turn-over suffisant. De méme, probablement du fait de la faible longueur du nerf
vestibulaire il n’y a pas de modele suffisamment robuste pour reproduire les symptdmes liés au
développement d’un schwannome vestibulaire et en particulier pour I’étude des mécanismes de
perte d’audition que celle-ci soit liée a I’évolution tumorale ou a un éventuel traitement en

particulier par radiothérapie.
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OBJECTIFS DU TRAVAIL

L’objectif de ce travail a donc été d’établir un ensemble de modéles et d’outils in vitro et in vivo
permettant I’étude de la réponse des schwannomes NF2 a un traitement par radiothérapie délivré en
dose unique.

A cette fin a été mis en place un systéeme cellulaire d’essai clonogénique permettant I’étude de la
radiosensibilisation des modeles de schwannomes puis il a été établi un modéle de schwannome
vestibulaire orthotopique reproduisant la symptomatologie clinique. Enfin, une mise au point
technique est proposée afin de permettre I’acquisition d’images tridimensionnelles de la cochlée et
du nerf cochléaire en limitant les artéfacts de microdissection par I’utilisation d’un procédé de

transparisation cochléaire.
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MATERIEL ET METHODES

Lignées cellulaires

Des cellules de Schwann de souris adultes Nf2"%2M2 ont été précédemment isolées. Aprés
induction in-vitro de la perte homozygote de Nf2 par un adenovirus portant le géne de la
recombinase Cre (adCre), les cellules ont été triées et sélectionnées au niveau clonale par
cytométrie en flux. Nous avons utilisé la lignée cellulaire SC4 clone 9 exprimant la luciférase de
facon stable par transfection pour nos expériences de xénogreffes. Ce clone présente les
meilleures caractéristiques de croissance in vivo et intensité de luminescence. Les cellules ont été
cultivées en milieu DMEM et récoltées 72 heures aprés avoir été ensemencées a une densité de
6000 cellules’cm® pour les expériences de xénogreffe. Aprés avoir été comptées sur
hematocytométre, 850 000 & 20x10° cellules ont été resuspendues dans 20 pl de DMEM selon les
expeériences.

La lignée cellulaire tumorale 08031-9 a été établie & partir d’un schwannome spontané d’une
branche cutanée du plexus brachial d’une souris transgénique NF2 P0-Sch-A(39-121)-27 de fond
FVB/N agée de 11.3 mois. Cette lignée cellulaire exprime la protéine humaine a activité
dominant négatif Sch-A(39-121). Cette lignée est maintenue en culture dans un milieu de
prolifération (PM: DMEM with 10% FCS (Invitrogen), 1% supplément N2, 10ng/mL NRG1 et
2uM forskolin, 50ug/mL gentamycine, and 1% fungizone).

Les lignées humaines HEI193, HEI182, HEI286 ont été offertes par Dr. Lim (House Research
Institute, Los Angeles, CA). Ces lignées cellulaires de la famille HEI ont été établies depuis des
tissus de nerf vestibulaire humains et immortalisés par les oncoprotéines liées a HPV. HEI182 et
HEI193 sont des lignées de schwannomes vestibulaires humains établies et publiées par Hung et
al. HEI286 est une lignée de cellules de Schwann dérivé de nerfs vestibulaires et immortalisée

selon les mémes modalités. Concernant HEI193 la mutation caractéristique de la lignée
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confirmée par séquencage est c1575.1 G>A affectant le site accepteur d’épissage de I’exon 15.
Les cellules ont été cultivees en milieu DMEM supplément en 10% FCS, 50U/mL penicilline, et

50pg/mL streptomycine.

Essais clonogéniques

Les essais clonogéniques de lignées cellulaires HEI et 08031-9 ont été adaptés de la technique
décrite par Tanaka et al. En bref, depuis une suspension cellulaire (2.5~5x10° cells/60mm dish)
dans 4ml de milieu RPMI enrichie d’ Agarose 0.35% low-melting température (supplémenté en 10%
FCS et NRG1/folskolin si nécessaire), les cellules ont été ensemencées sur une base de 2mL,
ensuite recouvertes par une couche de 2mL. Ces deux couches sont constituées de 0.7% agarose
(Seaplaque Agarose, Fisher). Aprés 24 hrs, le traitement est apporté dans 4ml supplémentaire de
milieu de culture. Les cultures sont ensuite incubées a 37°C, 7.5% CO2 pendant environ 21 jours
jusgu’a ce que les colonies soient visibles et non confluentes. Le milieu liquide est changé tous les

3~4 jours.

Test d’inhibition pharmacologique de la croissance

Pour évaluer la dose optimale d’inhibiteur, un test clonogénique en gel d’agarose a été utilisé afin
de déterminer la viabilité cellulaire (nombre de CFU: unité de formation de colonies) a 72 heures et
21 jours apres administration de traitement. L’effet du traitement est exprimé en % de nombre de
CFU par comparaison au contrdle. La concentration de traitement nécessaire a I’inhibition de 50%

du taux de CFU a été déterminée par Prism 5.0 (GraphPad Software).

Epreuve de radiosensibilité
Les cellules ont été ensemencées selon les modalités de I’essai clonogénique au sein d’un milieu de
culture adapté dans des plaques a douze puits. Les drogues ont été ajoutées au milieu apres une

incubation de 16 heures soit 1 heure avant irradiation. Les plaques ont ensuite été exposées a une
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source de radiation gamma par ®Co & une dose rate de 1 Gy/min puis transférées 30 minutes en
incubateur. Le milieu de culture a été changé 30 minutes apres irradiation puis tous les 3 jours pour
favoriser le sevrage en traitement. Des photos ont été prises grace a un stéréomicroscope ZEISS

apres 21 jours de culture permettant le décompte du nombre d’unité de formation de colonies.

Modele animal

Procédure chirurgicale

Les souris athymiques femelles (nu/nu, 6 semaines, Charles River Laboratories, Inc.,
Wilmington, Mass, USA) ont été hébergées par groupes de cing dans des cages spécifiguement
autoclavées dans une salle BSL2 dédiee. Ces expériences ont fait I’objet d’amendements
specifiques au pres du Comité Institutionnel de Soin et d’Utilisation des Animaux (IACUC) du
HEI 11-75-08-03, de CHLA315-12 et du DHUR de [I’Université Lille 2 selon les
expérimentations.

Les anesthésies générales ont été réalisées par injection intra péritonéale d’un mélange de
Ketamine 100 mg/kg et Xylazine 10 mg/kg- La profondeur de I‘anesthésie était surveillée par
réflexe de flexion par stimulation a la plante de la patte arriére avant toute incision. La tolérance a
I’anesthésie était contrdlée par observation des mouvements respiratoires, de la couleur des
muqueuses et par contrble de I’oxymétrie transcutanée.

Les interventions ont été réalisées dans une salle dédiée dans des conditions stériles sous
microscope opératoire (Zeiss OPMI) avec tapis chauffant. En cas de perte sanguine ou de
déshydratation, une correction de la volémie a été réalisée au cas par cas par administration sous
cutanée de 0.1 a 1mL de Ringer Lactate (pertes sanguines) ou sérum salé isotonique
préalablement chauffé a 37°. Aprés chirurgie, les souris ont été transférées dans une cage propre
et stérile sur tapis chauffant le temps du réveil, et observées toutes les quinze minutes jusqu’a
récupération compléte. L’analgésie était assurée par administration sous cutanée de

Buprénorphine 0.05 mg/kg avant chirurgie et renouvelée six heures aprés chirurgie. Une co-
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analgésie a été associée de principe par Ibuprofen 7.5 mg/kg PO pendant 48 heures. Les souris
ont été suivies par la suite afin d’identifier les signes de souffrances (signes de garde, morsures,
cannibalisme, modifications du comportement exploratoire). Devant ces signes ou devant une
perte de poids supér