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Ce manuscrit marque la fin de plus de 3 ans et demi de travaux et découvertes 

passionnantes, de rebondissements et péripéties bien sûr, mais surtout de rencontres. Ainsi, 

je souhaite adresser mes premiers remerciements à l’ensemble des personnes qui ont croisé 

ou partagé un bout de mon chemin, et qui sont animées et transmettent chaque jour la 

lumineuse étincelle de leur passion pour la science, la biologie et la curiosité de la vie.  

 

Je tiens à exprimer ma plus profonde gratitude aux membres du jury d’avoir accepté 

d’examiner et d’évaluer mon travail. Merci à Monsieur Luc Pellerin, Professeur de l’Université 

de Poitiers, d’avoir accepté de présider ce jury, je suis véritablement honorée de pouvoir 

profiter le temps de cet échange de votre expérience sur le métabolisme du lactate dans le 

cerveau. Je remercie également Madame Marie-Pierre Junier, Directrice de recherche à 

l’INSERM, et Monsieur Anthony Lemarié, Maître de Conférences à l’Université de Toulouse, 

d’avoir accepté d’être rapporteurs de ce travail, je suis également honorée de pouvoir compter 

sur vos avis, critiques et conseils sur mes travaux. Pour finir, merci à Madame Hélène Castel, 

Directrice de recherche au CNRS, d’avoir accepté d’examiner mon travail. 

 

J’adresse ensuite un remerciement tout particulier à Monsieur Thomas Daubon, pour 

la confiance que tu m’as accordée en m’accueillant dans ton équipe. Merci pour ton 

encadrement bienveillant tout au long de ces années de thèse, pour ta motivation et ta 

passion pour chaque nouveau résultat (et pour la science en général), pour ton 

enthousiasme, ton aiguillage et ton soutien au cours des trouvailles mais aussi des péripéties 

de cette thèse. Je te remercie d’avoir été une véritable force motrice et rassemblante pour moi 

et pour toute l’équipe. Malgré l’adversité notamment des multiples déménagements, tu as su 

chaque fois relancer notre motivation ! Je suis ravie pour toi et pour l’équipe qu’elle puisse 

(enfin !) officiellement prendre son envol ! Enfin et surtout, merci d’avoir été toujours à l’écoute 

de mes idées, de l’être pour chacun d’entre nous dans le labo, de m’avoir impliquée dans 

différents projets et collaborations, et d’avoir ainsi participé à forger mon indépendance, ma 

curiosité, mon esprit critique et ma science.  

 

Je voudrais aussi spécialement remercier Monsieur Antonio Christian Pagano Zottola. 

Les mots me manquent pour te dire toute ma gratitude. Tu es certainement ma plus jolie 

rencontre de cette folle aventure de thèse et je te suis infiniment reconnaissante d’être un 

collègue si cool et rigolo, un papa scientifique au quotidien qui a toujours su me guider et 

m’épauler, et un ami top de chez top avec qui de nombreuses heures de littérature se sont 

perdues autour de discussions, cafés, bières et poutines. Je te remercie pour ton influence 
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scientifique toujours pertinente qui a été vraiment déterminante pour moi. Merci pour ces 

tonnes de manips en parallèle, de m’avoir fait partager et impliquée dans toutes tes projets. 

Enfin, ayant presque été l’une des premières élèves du Prof Toto, j’ai la certitude que tu seras 

un excellent et passionnant professeur (même si tu notes tes élèves qu’en fonction de leur 

coupe de cheveux) et un talentueux chercheur, et je te souhaite toute la réussite possible, une 

réussite bien méritée, dans la science comme dans la vie. 

 

Un très grand merci est évidemment destiné à toutes les personnes ayant contribué à 

ces travaux, qui sont, comme toute recherche, le fruit d’un travail d’équipe bien plus que d’une 

avancée individuelle. Je commencerai par remercier nos collaborateurs techniques, qui ont 

permis l’élaboration de nombreux résultats exposés dans ce manuscrit.  

En premier lieu, j’aimerais particulièrement remercier l’équipe de l’animalerie mutualisée de 

Talence, et spécialement à Marie-Alix Derieppe et Julie Martineau, pour le nombre 

incalculable de souris implantées, réséquées et tendrement monitorées, merci à vous pour 

votre sympathie, votre adaptabilité et disponibilité à toute épreuve, sans quoi le projet 

résection n’aurait pas vu le jour, merci merci !  

J’adresse également un remerciement à l’équipe du Dr Michel Salzet à Lille, plus 

particulièrement Yanis Zirem, ainsi qu’à Jérémie Teillon du Bordeaux Imaging center, pour 

leur collaboration dans le projet résection. 

Merci à Benoît Pinson et à toute la plateforme SAM avec qui nous avons collaboré pour des 

dosages métaboliques lors de manips pour le moins sportives ! Merci Benoît pour les 

discussions avisées et passionnantes qui s’en sont suivies, sur nos résultats et le 

métabolisme en général, j’ai été vraiment ravie de collaborer avec vous. 

Je tiens aussi à adresser un grand remerciement à l’ensemble de l’équipe 1 du BRIC au B2, 

qui accueillent une partie d’entre nous à temps complet, et les autres squatteurs comme moi 

presque à temps partiel. Merci pour votre accueil et gentillesse, pour les conseils, les manips 

partagées ensemble et également pour avoir partagé votre équipement avec nous aussi bien 

en culture que pour les nombreuses perfusions intracardiaques un peu trash qu’on a pu faire 

chez vous. Merci à Lucie, Thomas, Ahmad, Ouioui, Laura, Cloé… 

Je remercie également le Professeur Quignard, qui m’a accueilli dans son unité 

d’enseignement pour deux années consécutives de mission d’enseignement, et j’adresse un 

grand merci spécial à Delphine et Claire, mes collègues de TP, qui m’ont beaucoup appris et 

m’ont toujours fait confiance. 
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Je souhaiterais également remercier l’ensemble des membres de l’équipe Daubon, qui 

ont tous participé à former une équipe sympa et solidaire, qui ont rythmé et partagé mon 

quotidien tout au long de ces 3 années de thèse et avec qui j’ai toujours partagé de chouettes 

moments, scientifiques et moins scientifiques ! 

 

Aux anciens de la team,  

Un grand merci à Boutaina pour ta bienveillance et ta réflexion scientifique toujours 

pertinente, j’espère avoir été digne de ta succession dans le duo avec Antonio !!  

Merci à Cyrielle pour ta formation technique et scientifique toujours pointue qui, je n’en doute 

pas, feront de toi une très bonne chercheuse. 

Merci à Joris, pour ta super macro invasion qui nous sauve la vie chaque jour et surtout pour 

m’avoir intégré dans ton projet de thèse qui se retrouve à nouveau ici sur le devant de la 

scène.  

 

Aux (à peine) moins anciens,  

Thanks to you Maya, my lab and office roommate for almost 3 years already! I am grateful for 

the long discussions about lab and life, for the few worlds I learnt in Arabic which I will never 

be able to pronounce and remember, and most of all thanks for your kind and caring 

attentions (I will put zaatar in all my cooking and will take nice care of the aloe vera, promis!). 

Big up for the end of your thesis, you will do good!! 

Merci également à Océane, déjà d’être la pro de l’organisation et du teambuilding, mais 

surtout de m’avoir aidée à mettre un pied dans le monde de l’enseignement qui, je pense, te 

passionne autant qu’à moi ! 

J’ai aussi une pensée toute particulière pour Sylvain et pour sa famille. Merci à toi Sylvain, tu 

nous auras fait rayonner le labo de ta bonne humeur et ton sourire, tu nous auras bien fait 

rire, aidé et supporté dans tous nos projets, et finalement bien chamboulé et bien manqué. 

 

Aux (un peu) plus récents, 

Un grand merci à Manon et Doriane pour votre soutien et votre implication dans les projets, 

pour votre bonne humeur qui illumine le labo et pour tous les bons moments passés 

ensemble ! Un merci particulier à Manon pour ton immense gentillesse et ton aide sur le projet 

résection particulièrement au moment où c’était un peu rude pour moi. Et mention spéciale à 

Doriane pour avoir refleuri le labo et pour nous faire des bons gâteaux, et merci à toi de 

m’avoir coaché à l’implantation et à la résection des souris ! 
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Merci également aux collègues de la team délocalisés au B2 ou ailleurs : Audrey, Mathieu, 

Mathis, Johanna, ainsi qu’aux nouveaux arrivants Seb & Joana. 

 

Je voudrais également remercier profondément Monsieur Arnaud Mourier et toute son 

équipe Claudine, Manuel, Philippe, Orane, Guillaume, Rose, Chloé et Camille ainsi que 

Thibaut parmi les anciens, aussi bien pour le support scientifique que technique tout au long 

de ma thèse ainsi que pour les cafés, gâteaux et rigolades partagés. 

Un grand merci Arnaud de m’avoir accueillie dans l’équipe et de m’avoir transmis un peu de ta 

passion pour la science. J’ai adoré discuter avec toi (parfois trèèèès longtemps) des joies de 

l’étude de la mitochondrie et merci d’avoir toujours pris le temps de te plonger dans la 

réflexion scientifique de mes projets.  

Je remercie aussi spécialement Claudine et Thibaut pour toute la formation technique et leurs 

nombreux conseils, des Western Blots jusqu’à la respi. 

 

Merci également à toutes les équipes de l’IBGC qui m’auront presque toutes vues 

passer au gré des 5 déménagements, et spécialement à l’équipe de Muriel Priault et Déborah 

Tribouillard-Tanvier pour nous avoir si bien accueilli dans vos labos. 

 

Un petit clin d’œil également à la super team des jeunes de l’IBGC (en tant que madre 

officielle, je me permets!) : Claire, Landry, David, Irène, Tom, Guillaume, Orane, Léa, Camille, 

Dorian, ainsi que tous ceux que j’ai déjà cité et ceux que j’oublie certainement ! A tous les 

chouettes moments ensemble, les crêpes du vendredi, les verres au Petit Q, les matchs et 

encore les verres au bar (apparemment il y a un thème quand même).  

Mention spéciale à mes coquines préférées, 

Merci à toi Orane d’être le plus mignon rayon de soleil du labo, de ta bonne humeur, de tes 

blagues presque toujours marrantes, de tes expériences culinaires, de ton talent inégalé 

d’organisatrice sociale mais surtout de l’aide, du soutien et de tous les bons moments depuis 

notre bureau partagé chez Arnaud jusqu’à aujourd’hui. 

Merci aussi à toi Guiguipop, petit Guigui de master 1 devenu grand, merci pour les 

nombreuses rigolades, et surtout qu’on se le dise, pour cette danse de Shakira inoubliable. 

Et merci Tom, parce que même si tu râles tout le temps, on t’aime énormément quand même. 

Plus sérieusement, ne change rien Tomitom ! 
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Au-delà des collaborateurs et collègues, je souhaiterais aussi adresser mon immense 

gratitude à mes proches, qui m’ont suivie, encouragée et soutenue depuis le premier jour, et à 

qui je dois pour beaucoup mon parcours. 

 

A mes amis, 

Un tout grand merci à mon gang de zouzes sur qui je peux toujours compter : Jade, Jeanne, 

Cam’s, Math B., Math P., Louise, Mamel, Yulie, Margot, Chacha et Célia. Merci pour le 

soutien tout du long de cette thèse mais aussi bien avant, dans les coups de mou comme 

dans les bons moments, merci pour ces milliers de souvenirs créés ensemble et qui sont 

toujours comme un petit baume au cœur. Je me réjouis de voir chacune de vos jolies 

personnalités s’épanouir et briller dans la vie. 

Au quatuor de Suricates, merci à vous Nathan et Caroline d’être toujours présents même de 

(un peu) plus loin. Toujours dispo pour rigoler, célébrer ou trinquer aux bonnes occasions, et il 

n’est pas difficile de se les créer (cf depuis Édimbourg à aujourd’hui (vous nous devez 

toujours un billet d’avion)). 

Un grand merci aussi à Lorène et Jérémie pour votre amitié sans faille, votre rire communicatif 

(coucou Lorène !) et vos chouettes valeurs qui font du bien. Rdv très bientôt pour gagner de 

nouveaux quizz et pour descendre jusqu’à Bayonne en vélo ! 

A Boubou et Lucie, merci les copains de longue date, bravo à vous les doc et rendez-vous 

dans notre futur centre de recherche contre le cancer ! 

Une pensée aussi à ma Momo du love, notre futur grand capitaine (pirate), aventurière 

inspirante et joli rayon de soleil que je suivrai jusqu’au bout du monde. 

 

A ma famille, 

Un grand merci pour les petits coups de téléphone de mes grands-parents du Lot-et-Garonne 

juste pour me dire qu’ils pensent à moi, pour les jolis rosiers et toutes les petites attentions qui 

comptent. 

Un merci spécial à ma tante Pascale pour toutes nos longues discussions sur les choses de la 

vie. Merci encore et toujours de m’avoir soutenue sans faille tout au long de ce projet de thèse 

et de me guider dans toutes les étapes de ma vie. 

A ma cousine Jeanne, merci d’être une bouffée d’air frais, drôle et franche, dans toutes nos 

aventures, depuis les soirées étudiantes jusqu’aux cours de salsa, et hâte de vivre ensemble 

toutes les prochaines ! 
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Merci à tous les Larrieu pour les dimanches en famille autour du feu, les discussions sur 

l’avenir, les jeux de société, les bons repas et les fêtes de Chapelle tous ensemble ! 

A mon père Jean-Bernard, qui m’a montré depuis toujours l’importance de concilier métier et 

passion. Merci pour tes petites attentions quand on rentre respirer l’air pur béarnais. J’espère 

que tu es fier de moi, car moi je suis fière de toi. 

A la meilleure sœur du monde, Pauline, qui d’ailleurs relit ma thèse depuis l’autre bout de la 

planète, un immense merci à toi. Merci d’être cette belle personne à la générosité sans égal. 

Merci de ton amour inconditionnel bien que tu aies dû me supporter toutes ces années 

comme petite sœur, merci de m’avoir tiré vers le haut et donné l’exemple. Merci à vous deux 

de m’avoir toujours épaulée, dans les bons comme les moins bons moments. Allan, merci 

pour ta présence et ta gentillesse, de ton œil avisé et ton oreille attentive, et merci de 

compléter si bien ma super sistah de la mort (ps : nous sommes preneurs de ta recette de 

pâtes carbo). 

 

J’adresse aussi un très grand et chaleureux merci à Gabriela et Michel. Merci d’avoir toujours 

une pensée pour moi, un petit mot, ou une attention (sous la forme par exemple de délicieux 

petits plats !!) qui me font toujours sentir de la famille. Merci de votre soutien de chaque 

instant tout au long de cette thèse, et dans la vie en général. 

Merci également à Andreas et Indri, toujours de bons supporters, derrière moi pour la thèse 

ou ensemble dans les tribunes !  

 

Et surtout, merci à Stephen. S’il est une personne à qui je dois dédicacer ce manuscrit c’est 

bien à toi. Merci d’être un fabuleux et inspirant pilier de vie au quotidien et le meilleur ami, 

confident, soutien, et amoureux que l’on puisse avoir. Merci de m’encourager à être la 

meilleure version de moi-même, de me faire rire et de rire encore à (presque) toutes mes 

blagues. Je n’aurai jamais assez de mots pour t’exprimer à quel point je te suis 

reconnaissante, merci pour tous ces moments doux qui réconfortent et rendent plus forte. 

Merci de partager et d’illuminer ma vie depuis déjà toutes ces années, vivement la suite de 

nos projets et belles aventures. 

  

 

Enfin, bien sûr, à toi Mams, toi qui n’es pas là mais à qui je dois tout. Cette thèse est pour toi. 
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“The principles of neural science do not reduce the complexity of human thought to a set of molecules or 

mathematical axioms. Rather, they allow us to appreciate a certain beauty  � a Darwinian elegance �  in the 

complexity of the brain that accounts for mind and behavior.” 

Eric R. Kandel, Principles of neural science (6
th
 ed.),   

 

 

 

 

“The most important factor in survival in neither intelligence nor strength but adaptability.” 

Charles Darwin, On the origin of species, 1859.  
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S’il est un sujet pour lequel Darwin et Kandel se complètent si bien, c’est certainement 

dans l’étude du rôle impactant que joue le cerveau dans l’évolution de l’être humain. 

Les générations scientifiques précédentes ont construit un socle solide de connaissances en 

biologie humaine, avec un focus particulier sur la génétique au siècle dernier, mais une part 

grandissante de la communauté scientifique du XXIe siècle se penche désormais sur la biologie 

du cerveau et de l’esprit, aussi appelée neurobiologie. Comment en effet ne pas s’intéresser à 

cet organe (de seulement 1,5 kg) responsable à lui seul de la création du savoir, des pensées, 

de la mémoire, des émotions ou encore des actions déterminant l’individualité de chaque être 

humain ? Comment étudier alors un système si petit et si complexe, siège d’extraordinaires 

interconnexions et régulations ?  

 

Les neurosciences apparaissent comme une science moderne à l’interface entre 

neurophysiologie, anatomie, biologie cellulaire, moléculaire mais aussi psychologie [1]. 

Autrefois appréhendées par le simple biais de la dissection anatomique, de nombreuses 

avancées technologiques en imagerie médicale, et notamment en neuro-imagerie, ont permis 

au fil des années de décrypter le fonctionnement cérébral de manière moins invasive [2] (à 

noter : les études des Dr. H. Berger et W. Grey Walter, pionniers de l’électro-

encéphalogramme ou EEG [3] ; puis l’apparition de l’imagerie par résonnance magnétique ou 

IRM et son application fonctionnelle IRMf [4]). L’observation fonctionnelle, en action, a donné 

lieu à l’identification de régions cérébrales impliquées dans des fonctions mentales et 

périphériques spécifiques [5–7]. En effet, le système cérébral ne contrôle pas uniquement les 

fonctions motrices simples mais également de nombreuses fonctions primaires essentielles à 

la vie ainsi que l’ensemble des comportements et cognitions de l’être humain [8].  

Ainsi, l’ensemble des troubles psychiatriques résulte directement de perturbations du 

fonctionnement cérébral ; et inversement, un bouleversement de l’organisation ou de la 

fonction cérébrale tant sur le plan anatomique que cellulaire ou moléculaire, comme c’est le 

cas par exemple dans les cancers cérébraux, induira nécessairement d’importantes 

répercutions fonctionnelles au niveau psychique et/ou somatique.  

D’ailleurs, la neurooncologie moderne utilise désormais les outils et technologies issues des 

neurosciences afin de prendre en compte la vaste complexité du cerveau dans l’étude des 

interactions entre les cellules tumorales et leur microenvironnement. 

 

Si l’on aborde la thématique de l’adaptabilité et de l’évolution, un autre acteur 

incontournable s’impose alors sur la scène médicale, la pathologie cancéreuse. Si dévastateur 

qu’il puisse être pour l’homme, le cancer apparait pourtant être, sur bien des plans, un modèle 

impressionnant d’évolution cellulaire : des cellules « immortelles », détournant la majorité des 



Page | 22 

systèmes physiologiques à leur avantage, et gagnant haut la main le défi de la sélection 

clonale et de l’adaptation aux contraintes environnantes contre leurs homologues saines.  

Dès les débuts de l’oncologie, la communauté scientifique et médicale œuvre au décryptage 

des mécanismes d’adaptation mis en œuvre par le cancer pour survivre, se développer et, 

secondairement, résister aux thérapies. Une piste émergente prenant de plus en plus 

d’ampleur ces dernières années, à mi-chemin entre recherche fondamentale et recherche 

thérapeutique, s’intéresse au métabolisme de ces cellules cancéreuses. Ces dernières, loin de 

créer de nouvelles voies métaboliques propres, semblent finalement emprunter des voies 

physiologiques bien connues et caractérisées, et les adaptent pour soutenir leur progression. 

 

A cheval entre les passionnantes, complexes et exigeantes thématiques des 

neurosciences et de l’oncologie, les travaux présentés dans ce manuscrit abordent la plasticité 

métabolique d’un cancer cérébral agressif, le glioblastome, et souhaitent essayer d’en 

décrypter une partie des mécanismes, en lien avec le métabolisme du lactate. 
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Le cerveau humain est un réseau de plus de 80 milliards de neurones interconnectés, 

formant des systèmes appelés circuits neuronaux, et d’au moins autant de cellules gliales 

assurant support et interconnexions avec les fibres nerveuses. Il représente l’un des systèmes 

les plus complexes du corps humain, tant sur le plan biologique que sur le plan fonctionnel 

puisqu’il est responsable de tous les caractères définissant « l’humanité » et est impliqué dans 

le fonctionnement de nombreuses fonctions vitales. 

De par la colonisation de ce système si particulier qu’est le cerveau, les tumeurs du système 

nerveux central forment une catégorie particulière de cancer, souvent caractérisées par leur 

agressivité et leur hétérogénéité. La complexité liée à leur localisation fait émerger de 

nombreuses répercussions défavorables pour les patients, d’importantes difficultés dans le 

processus thérapeutique et reste, à ce jour, l’un des défis centraux de la recherche vers de 

nouveaux traitements. 
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Le système nerveux est un organe complexe subdivisé en deux grandes entités : le 

système nerveux central (SNC) qui englobe l’encéphale et la moelle épinière, et le système 

nerveux périphérique (SNP) formé de tout le reste du système nerveux, soit les ganglions et 

nerfs périphériques.  

Le SNC est lui-même séparé en 7 principales structures (Fig. 1) :  

� La moelle épinière est la partie la plus caudale du SNC en charge de recevoir les 

informations sensorielles du corps et de contrôler le mouvement ; 

� Le bulbe rachidien ou moelle allongée (medulla oblongata, myélencéphale) rassemble 

des centres en charge du contrôle de fonctions vitales autonomes telles que la 

respiration pulmonaire, la fréquence cardiaque… ; 

� Le pont (métencéphale) envoie des informations motrices du cerveau vers le cervelet ; 

� Le cervelet, postérieur au pont, est un centre moteur crucial. Il est le siège du contrôle 

de l’équilibre et de la coordination motrice mais participe également à des fonctions 

cognitives supérieures, comme par exemple la socialisation [9,10]. 

� Le mésencéphale est également impliqué dans la réponse sensori-motrice, et la 

coordination. Avec le pont et le bulbe rachidien, ils forment le tronc cérébral [11]. 
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� Le diencéphale se place en position centrale dans le cerveau. Il est principalement 

formé de deux structures, le thalamus et l’hypothalamus, centres essentiels 

respectivement pour le relai sensori-moteur vers le cerveau et pour la régulation 

métabolique du corps via le système neuroendocrinien. 

� Enfin, le télencéphale, communément appelé cerveau ou encéphale, est la partie la 

plus rostrale du SNC. Il se compose de deux hémisphères symétriques reliés par un 

regroupement de fibres nerveuses myélinisées formant une structure appelée corps 

calleux. Chaque hémisphère cérébral se divise en 4 lobes distincts (frontal, pariétal, 

temporal et occipital) associés à des fonctions distinctes malgré d’importantes 

interconnexions. 

La neuro-imagerie a permis de montrer que l’encéphale est le siège de la majorité des 

cognitions opérées par l’homme [7]. Globalement, ces fonctions cérébrales sont générées dans 

la substance grise de l’encéphale, formée par le cortex cérébral et les noyaux gris centraux que 

sont les ganglions de la base (striatum, globus pallidus, noyau sous-thalamique et substance 

noire compacte et réticulée) et le système limbique (amygdale, hippocampe et cortex 

parahippocampique) [12,13]. Ces informations nerveuses sont ensuite transmises entre 

structures ou vers la périphérie via un réseau de fibres nerveuses myélinisées appelé 

substance blanche [14].  
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La complexité du SNC réside également dans la cohabitation étroite entre de nombreux 

types cellulaires spécialisés. En effet, la connectivité intercellulaire mise en place au sein des 

réseaux cérébraux, appelée connectome, représente le mécanisme principal de transfert 

d’information dans le cerveau.  

Deux grandes catégories de cellules se distinguent : les cellules nerveuses, ou neurones, et les 

cellules gliales, ou glie. Longtemps sous-estimée par rapport à la population neuronale, la glie 

a été montrée ces dernières années comme étant à la base de nombreuses fonctions et 

régulations essentielles au fonctionnement du cerveau et au maintien de son homéostasie.  

 

2.1. Les neurones, messagers de l’information nerveuse 

Les neurones sont les principaux acteurs de la transmission du signal dans le système 

nerveux. Leur morphologie particulière est directement adaptée à leur fonction et sera modulée 

selon leur localisation ou l’information qu’ils reçoivent ou transmettent. Le corps cellulaire, 

constituant la substance grise cérébrale, est le centre métabolique des neurones. Il contient le 

noyau ainsi que l’essentiel des organites et du cytoplasme. De ce corps cellulaire émanent 

deux types de prolongements cytoplasmiques, axone et dendrites. 

L’axone, long prolongement tubulaire, est projeté à distance du corps cellulaire et conduit des 

potentiels d’actions, signaux électriques membranaires responsables de la transduction du 

signal, jusqu’à d’autres neurones pour moduler leur activité. L’ensemble des axones du SNC 

forme la substance blanche.  

Les dendrites sont des prolongements cytoplasmiques du corps cellulaire, plus courts, plus 

nombreux et plus ramifiés par rapport à l’axone. Elles vont jouer un rôle crucial dans la 

réception de l’information nerveuse car l’axone du neurone présynaptique projette 

généralement sur des dendrites du neurone post-synaptique. 

La partie terminale de l’axone entre en contact avec sa cible en formant une structure 

très spécialisée appelée synapse. Cette synapse est définie comme la zone de jonction 

dynamique entre un neurone présynaptique et une cellule post-synaptique. Les neurones 

communiquent entre eux via deux types de synapses, présentées en Figure 2 : les synapses 

électriques, jonctions serrées (GAP junctions) où se rassemblent des clusters de canaux 

intercellulaires permettant échanges d’ions et de petites molécules, ou les synapses chimiques, 

simple apposition de la membrane des neurones présynaptique et post-synaptique [15,16]. Les 

synapses électriques permettent une transmission très rapide du signal, idéale pour la 

synchronisation de populations de neurones ayant une fonction conjointe, par exemple pour la 

régulation inhibitrice exercée par les interneurones [17,18]. Les synapses chimiques forment un 

microenvironnement semi-fermé (d’environ 20-40 nm) appelé fente synaptique, où sont 
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libérées par le neurone présynaptique des vésicules de neurotransmetteurs destinés à se fixer 

sur les récepteurs présents à la membrane post-synaptique entrainant ainsi un signal 

électrique ou chimique chez la cible post-synaptique [19].  
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Gauche : La synapse électrique, transmission électrique 
rapide uni- ou bi-directionnelle médiée par des canaux 
ioniques intercellulaires.  
Droite : La synapse chimique, libération du matériel 
vésiculaire sous contrôle d’une dépolarisation 
présynaptique permettant l’activation de récepteurs post-
synaptiques et l’amplification du signal nerveux. 

 

 

 

 

Les récepteurs post-synaptiques sont de deux types : les récepteurs ionotropes sont des 

canaux ioniques et vont, une fois ouverts grâce au neurotransmetteur, médier la dépolarisation 

post-synaptique par des influx ou efflux ioniques ; les récepteurs métabotropes sont des 

récepteurs couplés aux protéines G et vont donc déclencher une cascade de signalisation 

intracellulaire aboutissant à la modulation de la perméabilité membranaire, à des activations 

enzymatiques ou génétiques. 

Les synapses sont finalement des structures très dynamiques, exprimant différents 

états de maturation, en constant remodelage et se distinguant par leurs nombreuses et 

diverses propriétés : selon le type de neurotransmetteur libéré pouvant induire un potentiel 

post-synaptique excitateur (glutamate, acétylcholine…) ou inhibiteur (GABA, glycine…), leur 

localisation, la propension à l’exocytose des vésicules synaptiques, la composition en 

récepteurs post-synaptiques… [20–22] Cette incroyable diversité de synapses, le 

« synaptome », participe grandement à la fonctionnalité et à la complexité du SNC [23]. 

 

2.2. La glie, un compartiment fonctionnel, de soutien et de régulation 

La glie tire son nom du grec glia, signifiant « glue » et fut historiquement considérée, à 

tort, comme un simple tissu de soutien pour les neurones. Au contraire, si les cellules gliales 

n’ont pas la capacité de produire des potentiels d’actions au même titre que les neurones, ils 

participent à l’optimisation de la connectivité et conductivité du tissu nerveux [24,25].  



   Page | 27  

De manière générale, la glie représente un ensemble hétérogène de populations cellulaires, de 

différentes origines et spécialisées dans différentes fonctions, assurant l’homéostasie et la 

protection du SNC, en conditions physiologiques mais aussi pathologiques.  

 

Les astrocytes sont les cellules gliales les plus représentées dans le cerveau [1]. 

Population très diverse, ils se distinguent entre sous-types par leur morphologie, leur profil 

moléculaire, leur localisation et distribution, et leurs fonctions [26].  

Grâce à leur forme très étoilée, ils nouent d’étroits contacts avec différents compartiments 

cérébraux, et notamment les compartiments vasculaire et neuronal, leur assurant le titre de 

principal acteur du maintien de l’homéostasie métabolique au sein de l’unité neurovasculaire 

(UNV). L’UNV est un complexe multicellulaire (cellules endothéliales, neurones, glie, cellules 

musculaires lisses et péricytes) assurant la régulation des échanges métaboliques entre le 

sang et le SNC (Fig. 3) [27]. En effet, les prolongements cytoplasmiques des astrocytes, 

appelés pieds astrocytaires, recouvrent presque intégralement le réseau de capillaires du SNC 

[28]. Ceci permet aux astrocytes de capter dans la circulation sanguine de nombreux 

nutriments et substrats carbonés mais aussi ions, neurotransmetteurs et autres molécules 

indispensables au bon fonctionnement du SNC. Ils assurent ensuite le transport de ces 

molécules jusqu’aux neurones, avec qui ils forment d’étroits contacts. Notamment, il faut citer 

le modèle de navette lactate entre astrocytes et neurones (ANLS pour Astrocyte-Neuron 

Lactate Shuttle), initialement décrit par Pellerin et Magistretti en 1994 [29,30], qui détaille la 

captation du glucose sanguin par les astrocytes, sa métabolisation en lactate via la glycolyse et 

la fermentation lactique puis le transport de ce lactate aux neurones pour approvisionner leur 

métabolisme oxydatif. 

Au-delà du support nutritif, les astrocytes assurent également une régulation fonctionnelle 

essentielle de la communication cérébrale, par une action directe au niveau synaptique. 

Formant la « synapse tripartite » avec les structures pré- et post-synaptiques neuronales, les 

astrocytes se placent de manière à entourer la fente synaptique, et participent ainsi à la 

régulation de la libération de neurotransmetteurs dans la fente, de leur concentration et de leur 

durée d’action par une captation et un recyclage de ces molécules. Par leur implication et leurs 

échanges avec les neurones au niveau de cette structure, les astrocytes participent activement 

à la transmission du signal cérébral et à sa plasticité [31]. 
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La NVU est un complexe hétérocellulaire qui rassemble cellules gliales (en vert), neurones (en orange), cellules musculaires lisses 
(en jaune), péricytes (bleu), microglie (gris) et vaisseaux sanguins (en violet). Cette organisation permet la formation de plusieurs 
structures fonctionnelles comme la barrière hémato-encéphalique (BHE), la synapse tripartite (neurone-neurone-astrocyte) ou 
encore différentes interactions intercellulaires directes (glie-glie, glie-cellules endothéliales...) ou indirectes (neurones-cellules 
endothéliales via l’intermédiaire des astrocytes, intervention de la microglie). 
ECM : extra-cellular matrix ; BM : brain matter ; EC : endothelial cell ; vSMC : vascular smooth muscular cell ; CNS : central 

nervous system. 

 

 

Les oligodendrocytes sont les acteurs clés de la conduction rapide du signal neuronal. 

Ils assurent la production d’une gaine de myéline, en enroulant leur membrane en couches 

successives autour de segments axonaux (Fig. 4). Les axones présentent donc 

successivement des segments entourés de myéline, et des segments non-myélinisés appelés 

nœuds de Ranvier (Fig. 4) ; c’est cette organisation spécifique qui permet d’accélérer (presque 

d’un facteur 50) la transduction du signal neuronal puisqu’il « saute » d’un nœud de Ranvier au 

suivant. 
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D’autres types cellulaires complètent la glie, on peut notamment citer un ensemble de 

progéniteurs, ou cellules immatures, pouvant avoir leur fonction propre ou être destinés à 

enrichir les populations neuronale, astrocytaire ou oligodendrocytaire. Parmi eux, les cellules 

multipotentes NG2 ou encore les OPCs (pour Oligodendrocyte progenitor cells) [35–37]. 

D’autre part, les plexus choroïdes et les cellules épendymaires, cellules matures et très 

spécialisées, sont en charge de la production, de la composition et de la dynamique du liquide 

cérébro-spinal (LCS) qui entoure le cerveau et circule dans le réseau ventriculaire cérébral 

[38,39].  

 

2.3. Microglie et autres cellules immunitaires : une immunité cérébrale très spécifique 

L’immunité cérébrale se distingue totalement de l’immunité périphérique, tant sur la 

composition cellulaire de ce compartiment que sur l’aspect fonctionnel qu’elle occupe.  

La microglie représente environ 10% de la glie du SNC et constitue la population immunitaire 

majoritaire [40]. D’origine myéloïde contrairement aux autres principales cellules cérébrales, la 

microglie colonise le cerveau très précocement au cours de son développement et participe 

ainsi à l’élaboration des circuits neuronaux (remodelage et maturation des synapses, 

élimination des débris cellulaires) [41,42]. Plus tard, la microglie participe à la protection et 

l’homéostasie cérébrale par la phagocytose des déchets cellulaires et autres molécules 

indésirables, ainsi qu’à la régulation de l’activité neuronale et astrocytaire [43–45].  

Dans un contexte pathologique, la microglie se transforme vers un état appelé « disease 

associated microglia » (DAM). Elle devient particulièrement inflammatoire (libération de TNF�, 

IL-6, IL1�), sa morphologie change et sa motilité est drastiquement accrue favorisant le 

recrutement rapide sur les sites endommagés [46–48]. 

Les macrophages associés aux bordures (BAMs) occupent 10% des cellules myéloïdes 

résidentes du cerveau et regroupent les macrophages associés aux méninges, péri-

vasculaires, et les macrophages associés aux plexus choroïdes [40]. Les deux premiers 

assurent des fonctions d’immunosurveillance tandis que les derniers sont en charge de la 

maintenance et du bon fonctionnement des plexus choroïdes (élimination des déchets et 

maintien de l’intégrité des capillaires sanguins) [49,50]. 

D’autres cellules à fonction immunitaire sont résidentes du cerveau mais beaucoup moins 

représentées. Pour les citer, cellules dendritiques, lymphocytes, polymorphonucléés ou cellules 

Natural Killer (NKs) comptent au total pour moins de 10% du compartiment immunitaire [40,47]. 
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Les tumeurs du SNC représentent environ 2% de la totalité des cancers d’après 

l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS). Ces cancers rassemblent une multitude de 

tumeurs de nature très hétérogène, bénignes ou malignes, et d’origines diverses en fonction du 

type cellulaire ou de la structure cérébrale à partir desquels la tumeur se développe [51]. Les 

tumeurs cérébrales touchent toutes les tranches d’âge mais sont relativement plus fréquentes 

chez la personne âgée, avec un âge médian au diagnostic de 66-68 ans. Cependant, chez 

l’enfant, les tumeurs du SNC sont les cancers solides les plus fréquents (2ème position après les 

leucémies, tous cancers confondus) et entrainant le plus fort taux de mortalité.  

En effet, si les tumeurs du SNC font partie des cancers dits rares, avec des taux d’incidence 

annuelle s’élevant à 6.7 cas (chez l’homme) et 4.5 cas (chez la femme) pour 100 000 

personnes [52], la localisation sensible du SNC est souvent source d’importantes 

répercussions pour la santé des patients, faisant ainsi de ces pathologies un important 

problème de santé. Pour cause, la voûte crânienne n’étant pas extensible, elle ne permet pas 

d’expansion volumique importante, et les tumeurs du SNC, même dans le cas de tumeurs 

bénignes, entrainent donc souvent des troubles liés à l’invasion tumorale, la destruction ou la 

compression de zones cérébrales fonctionnelles. Globalement, les tumeurs intracrâniennes 

sont plus fréquentes chez l’homme et entrainent une forte mortalité (4.3 pour 100 000 contre 

2.7 pour 100 000 chez la femme) [52].  

De plus, il faut distinguer les tumeurs primitives du SNC, c’est-à-dire issues de la 

transformation d’un type cellulaire résident du SNC ou initialement développées dans le SNC, 

des métastases cérébrales qui émanent d’un cancer situé initialement dans un autre organe 

(ces dernières étant 10 fois plus fréquentes). Cependant, la suite de ce manuscrit et l’intégralité 

de nos travaux se concentreront uniquement sur les tumeurs primitives du SNC.  

En France, l’incidence et la mortalité liées aux tumeurs cérébrales ont connu une 

augmentation entre les années 1990 et 2018 [52], et sont relativement stables depuis. Cette 

hausse est en partie attribuée au développement des outils de diagnostic, permettant leur 

meilleure détection et classification, et en partie à la présence de facteurs de risques [51,53]. 

Au-delà du sexe évoqué ci-dessus, l’âge est l’un des principaux facteurs de risque et le 

vieillissement général de la population depuis les années 1990 a certainement participé à 

l’augmentation de l’incidence. D’autres facteurs de risques, détaillés dans une revue de la 

littérature établie par des chercheurs bordelais [54], ont également été identifiés, comme par 

exemple l’ethnie et certaines prédispositions génétiques ou expositions extérieures (pesticides, 

rayonnements ionisants…) [55,56]. Certains autres facteurs, comme l’exposition à des champs 
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électromagnétiques ont été largement étudiés et leur implication controversée, tandis que 

d’autres encore ont su montrer un effet protecteur par rapport au risque de développer une 

tumeur du SNC, c’est le cas des terrains allergiques ou de la prise d’un traitement hormonal de 

substitution [54,57]. 
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Les tumeurs du SNC présentent des caractéristiques cliniques, histologiques, 

neuroradiologiques et moléculaires différentes selon le type cellulaire ou le tissu atteint. Trois 

grandes catégories se distinguent : les tumeurs des méninges ou méningiomes, les 

neurinomes qui prennent naissance au niveau des nerfs crâniens ou spinaux, et les tumeurs 

neuro-épithéliales affectant les principales cellules du SNC, à savoir neurones et cellules 

gliales. Ces dernières sont les plus fréquentes et les seules développées dans ce manuscrit. 

Parmi elles, les gliomes représentent plus d’un tiers de la totalité des tumeurs du SNC et 

rassemblent notamment les astrocytomes, oligodendrogliomes et glioblastomes.  

 

2.1. La génétique s’invite dans la classification  

Dans un but d’aide au diagnostic et pour améliorer la détection épidémiologique, l’OMS 

a entrepris dès 1979 un grand travail de classification des tumeurs du SNC. Initialement, elles 

sont catégorisées en se basant uniquement sur leurs caractéristiques histologiques [58]. 

L’évolution des pratiques et technologies médico-scientifiques, notamment en termes 

d’immunohistochimie, d’imagerie et de génétique, a permis petit à petit d’ajouter des critères à 

cette classification et d’affiner les diagnostics [59,60]. Aujourd’hui, s’ajoute au diagnostic 

histologique tout un panel de mutations génétiques, désormais admises comme biomarqueurs 

diagnostiques et pronostiques des tumeurs cérébrales [60,61].  

Notamment, dans la classification de 2016 [60], apparaissent quelques profils mutationnels 

marquants pour un meilleur diagnostic, pronostic et traitement :  

� L’une des premières altérations génétiques identifiées dans un type spécifique de 

tumeurs du SNC est la co-délétion 1p/19q (perte du bras court du chromosome 1 et du 

bras long du chromosome 19) qui est spécifiquement retrouvée dans les 

oligodendrogliomes [62]. Elle est associée à un meilleur taux de survie sans rechute et 

une meilleure réponse thérapeutique, et représente donc un facteur de meilleur 

pronostic parmi les tumeurs du SNC [63]. 
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� La mutation des gènes de l’isocitrate déshydrogénase 1 et 2 (IDH1 et IDH2) est 

certainement l’altération génétique la plus étudiée dans les tumeurs cérébrales. 

Découverte et corrélée à des tumeurs de moyen ou bas grade, la mutation IDH a un 

grand intérêt diagnostique et semble donc être un facteur de meilleur pronostic [64,65], 

par opposition aux tumeurs IDH-wild type qui permettent de classer les tumeurs de plus 

haut grade [61]. Cependant, elle peut également être observée dans des tumeurs de 

haut grade développées secondairement à des tumeurs de bas grade (récurrence avec 

transformation vers un phénotype plus agressif) [64,66]. Cette mutation apparait sur un 

gène codant pour un enzyme du cycle de Krebs et supprime l’étape de transformation 

de l’isocitrate en �-cétoglutarate, modifiant ainsi le métabolisme [67,68] et déstabilisant 

l’équilibre redox de la cellule vers un état pro-oxydatif [69–71]. Plusieurs travaux ont 

également étudié l’impact du D-2-hydroxyglutarate, métabolite produit par l’IDH mutée 

[69], sur les cellules cancéreuses, mettant en avant une diminution la différentiation 

cellulaire par inhibition d’histone déméthylases ainsi qu’une modulation de l’activité du 

facteur HIF (par action indirecte sur des prolyl-hydroxylases), soulignant donc 

l’implication de cette mutation dans le processus de tumorigenèse [72–74]. 
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D’autres altérations génétiques ont été identifiées dans les tumeurs cérébrales comme 

étant liées au développement ou à l’aggravation de la pathologie. Si ces modifications 

géniques ne permettent pas de classer réellement un type par rapport à un autre, elles 

apportent souvent des informations pertinentes aux cliniciens pour le diagnostic, la gradation 

du type tumoral ou le traitement des patients atteints. Les plus marquantes sont rapidement 

décrites ci-après mais cette liste n’est pas exhaustive. 
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� Les mutations des gènes TP53 et ATRX, isolées ou concomitantes, caractérisent les 

astrocytomes [65,75], bien qu’elles ne soient pas décisives pour le diagnostic. TP53 est 

un gène suppresseur de tumeur et code pour la protéine p53 « gardienne du 

génome » impliquée dans de nombreux processus cellulaires, notamment l’entrée en 

apoptose ou en sénescence. TP53 ou d’autres acteurs de sa voie de signalisation 

(CDKN2A/B, MDM2/4) sont également souvent mutés dans les cas de glioblastomes  

[76] et dans de nombreux cancers hors SNC. La protéine ATRX (�-thalassemia/mental 

retardation syndrome X-linked) est impliquée dans le remodelage de la chromatine et 

sa transcription, ainsi que dans la stabilisation de l’ADN au niveau des télomères [77]. 

 

� La mutation activatrice du promoteur du gène TERT (Telomerase Reverse 

Transcriptase) provoque une hausse de l’activité de la télomérase responsable de 

l’allongement 3’ des brins d’ADN. Ceci entraine donc un allongement protecteur des 

télomères dans les cellules cancéreuses, favorisant survie et prolifération cellulaire [78]. 

Les mutations TERT ne sont pas spécifiques d’un type de tumeur mais participent 

également au diagnostic puisqu’elles sont retrouvées chez 96% des 

oligodendrogliomes (présentant également une co-délétion 1p/19q) et environ 80% des 

glioblastomes [65,79,80]. 

 
� Des altérations de la voie RTK/RAS/PI3K sont retrouvées dans la majorité des tumeurs 

du SNC présentant un statut IDH-wild type, mais sont plus fréquentes dans les tumeurs 

de haut grade comme les glioblastomes (environ 80% des GB présentent au moins une 

altération dans cette voie, contre 20-25% des tumeurs de plus bas grade IDH-wild type) 

[65,76]. La voie de signalisation activée par les récepteurs à tyrosine kinases (RTKs) 

joue un rôle central dans la régulation de la prolifération, de la différenciation et de la 

survie cellulaire [81]. Sa sur-activation (par l’intermédiaire de différents acteurs) a été 

largement associée à l’initiation et la maintenance du cancer [82–84]. Par conséquent, 

la modulation d’intermédiaires de la voie en contexte cancéreux a permis le 

développement de nombreuses immunothérapies anti-cancéreuses (inhibiteurs de 

tyrosine kinases, de Raf, MEK, Pi3k/AKT/mTOR…). L’effet de ces thérapies est parfois 

très encourageant, et parfois contrebalancé par les cellules cancéreuses qui exposent 

d’autres mutations (déjà présentes ou de novo) en amont ou en aval de la voie. Ainsi, le 

profil mutationnel de cette voie de signalisation semble être un potentiel biomarqueur de 

la réponse à la thérapie [84,85]. A noter dans les tumeurs cérébrales, la répression de 

PTEN et l’amplification du gène codant pour le récepteur EGFR (ou sa mutation 

entrainant son activation constitutive : variant EGFRvIII) sont très fréquentes dans les 

glioblastomes (PTEN muté chez environ 40% des GB, EGFR muté chez environ 60% 

des GB) [76,86]. 
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� Le statut de méthylation du système de réparation de l’ADN MGMT (O6-methylguanine-

DNA methyltransferase) est également un bon facteur pronostique de la réponse aux 

traitements. En effet, cet enzyme permet la réparation spécifique des dommages à 

l’ADN induits par les thérapies alkylantes (principales chimiothérapies) [87]. La 

méthylation du promoteur du gène codant pour l’enzyme MGMT induit une inactivation 

par silencing du gène et donc une perte de l’enzyme, et est corrélée à une meilleure 

réponse aux traitements alkylants [88]. Ce statut d’hyperméthylation est retrouvé dans 

plusieurs cancers primaires [89] mais sa fréquence est relativement conséquente, de 

l’ordre de 40-50%, dans les gliomes de haut grade (astrocytomes de grade 3-4 ou GB) 

[76,90]. 

 

2.2. Gradation des tumeurs cérébrales  

L’OMS a également mis en place un système de gradation des tumeurs cérébrales, qui 

sont donc classées en 4 grades selon leur évolution et leur malignité : les tumeurs de bas 

grade (grades 1 et 2), considérées bénignes, sont d’évolution lente et peu infiltrantes, tandis 

que celles de haut grade (grade 3 et 4), dites malignes, présentent un caractère très prolifératif 

et infiltrent profondément le parenchyme cérébral. Parmi les gliomes de haut grade, notre sujet 

d’étude, plus amplement détaillé dans la partie suivante, le glioblastome (GB) est le gliome le 

plus fréquent et le plus agressif (grade 4) chez l’adulte. 

A noter, une franche évolution entre la 4ème et la 5ème édition de la classification de l’OMS, a 

permis d’attribuer plusieurs grades à un même type tumoral, simplifiant grandement la 

classification dans sa 5ème version [60,61]. 

 

 

Bien sûr, chaque classification présente ses limites et sera à adapter avec l’évolution 

des pratiques et techniques diagnostiques. En effet, si la biologie moléculaire a permis 

d’améliorer ce classement qui était avant uniquement basé sur l’évaluation du clinicien et de 

l’histologie, et donc très subjectif, elle ne permet pas toujours de conclure sur le type tumoral et 

une approche intégrative doit toujours être considérée. L’amélioration régulière de cette 

classification est essentielle puisqu’elle permet d’une part de guider le clinicien quant à la 

thérapie appropriée à mettre en place chez le patient, mais également d’enrichir la littérature et 

l’épidémiologie des tumeurs du SNC qui manquent parfois d’outils rigoureux pour détecter et 

séparer les différents types tumoraux. 
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Ci-après est présenté un tableau récapitulatif des différents sous-types tumoraux de la 

catégorie des « Gliomes, tumeurs glioneuronales et neuronales », représentant la grande 

majorité des tumeurs du SNC, avec les altérations géniques et le grade qui leur sont à ce jour 

associés.  
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Le GB est la tumeur primitive du SNC la plus courante chez l’adulte : environ 15% de 

toutes les tumeurs cérébrales sont diagnostiquées comme GB, et plus de la moitié des tumeurs 

malignes [51,91]. En France, le GB présente un taux d’incidence moyen annuel de 3 cas pour 

100 000 personnes, avec un ratio légèrement défavorable chez l’homme (rapport 

hommes/femmes de 1,6). Ce taux d’incidence est en constante augmentation depuis les 

années 1990, notamment chez le sujet âgé ; mais encore une fois, il est difficile de conclure sur 

la part de cette augmentation imputable à l’amélioration des pratiques diagnostiques et de 

détection [52].  

Le GB est une tumeur de grade 4 de mauvais pronostic, et demeure à ce jour la tumeur 

cérébrale la plus agressive et létale, avec une médiane de survie de 14 mois malgré 

traitements et une survie nette standardisée à 5 ans de 7% [92]. L’âge médian au diagnostic 

est de 65 ans et le pronostic est d’autant plus défavorable que le diagnostic est tardif [52]. 
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Les GB récapitulent presque l’ensemble des caractéristiques attribuées au cancer 

décrites par Hanahan & Weinberg, à savoir une signalisation pro-proliférative soutenue, un 

échappement aux points de contrôles et aux mécanismes de mortalité cellulaire, la promotion 

de l’angiogenèse pour approvisionner la masse tumorale, l’invasion accrue de l’environnement 

péri-tumoral mais également une dérégulation métabolique et du microenvironnement 

immunitaire  [93,94]. A noter comme exception, à la différence de nombreux autres cancers, 

les GB ne forment que très rarement (0.5% des cas de GB) des métastases hors du SNC [95]. 

Ceci peut possiblement s’expliquer par la présence de la BHE comme rempart à la 

dissémination systémique de cellules tumorales, ou bien par la forte agressivité de la tumeur 

primaire du GB qui, corrélée à des taux de survie à long terme relativement faibles, ne laissent 

que peu de place à une évolution en foyer secondaire. 

 

Sur le plan phénotypique, les GB forment généralement des tumeurs massives (Fig. 6), 

très prolifératives et angiogéniques, avec une zone centrale hypoxique évoluant la plupart du 

temps vers la nécrose [96]. Généralement, une ou plusieurs couches de cellules d’aspect 

pseudo-palissadique entourent et caractérisent ces zones nécrotiques. L’examen cytologique 

révèle des masses hypercellulaires, avec des anomalies nucléaires, notamment des cellules 
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multinucléées, ainsi que des anomalies vasculaires liées à leur caractère angiogénique 

(hyperplasie endothéliale et prolifération microvasculaire).  

 

Ces tumeurs présentent également d’importantes capacités invasives qui permettent la 

large dissémination de cellules tumorales dans le parenchyme cérébral, et stimulent fortement 

leur agressivité et leur fort taux de récurrence. En effet, une partie de ces cellules invasives 

migre à grande distance de la masse tumorale, échappe à la résection chirurgicale et résiste 

aux étapes d’irradiation et de chimiothérapie qui constituent la première ligne de traitement, 

représentant ainsi les principales responsables des récurrences tumorales (Fig. 6) [97,98].  

 

 
�� !"#�<�	�����*#����*&'+�1#�1%;#�9"%'(&1� &!0=#�&.&'(�#(�&3"-+�"4+#0(�%'��3!�+�&3"-+�"40!""#'0#�6#/("&�(�*#�@

A7��

,���$B��9-������B�B��=���3�����'�������������������!����������������/��������!'0����� 9-����B���B�����������I�!������D�6B�E���

�!'�����%����5�E�$������F!������!'�!��'����3���3�������������������������B�!��E�������9-���������B����������'�������E���$��!����%�

��� 5�E�$�� ����F!�� ��� ��3��B� ��� �B��������� ��� 9-�� ��� �����J��� �	�'���� ���E�� �$��!����%� ��� 5�E�$��'������ !��� �B�!������� �����

�D$B'���$E������������B�����

 

D’un point de vue histopathologique, les cellules de GB infiltrent principalement le parenchyme 

cérébral le long de structures physiologiques préexistantes. Des modèles de migration 

tumorale, décrits pour la première fois par Hans Scherer en 1938, ont été définis comme les 

« structures secondaires de Scherer » sous la forme de 4 types de progression histologique 

[100] : une invasion autour des corps cellulaires neuronaux appelée satellitose péri-neuronale, 

une invasion périvasculaire (satellitose périvasculaire), une dissémination le long de la couche 

interne des méninges appelée invasion subpiale et une invasion le long des tracts neuronaux. 

Plus récemment, des études ont montré une préférence notable des cellules de GB pour une 

migration le long des prolongements astrocytaires et axones neuronaux myélinisés (white 

matter track invasion), ainsi que périvasculaire [101,102]. Ces cellules de GB peuvent envahir 

le tissu cérébral de manière individuelle en se détachant de la masse tumorale (invasion 

« single-cell ») ou de manière collective en formant des groupes de cellules cohésives (le plus 

souvent le long des vaisseaux sanguins), dégradant sur leur passage le microenvironnement et 

les structures environnantes telles de la BHE [103,104].  
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Un soutien moléculaire vient complémenter le guidage physique des cellules de GB par ces 

structures cérébrales [101,102]. Notamment, les cellules de GB expriment ou sur-expriment 

différents récepteurs d’adhésion cellule-matrice ou cellule-cellule (récepteurs aux intégrines 

principalement) qui participent à l’attachement des cellules de GB à la matrice extracellulaire 

(MEC) et à la promotion de l’invasion [105]. Également, les GB sécrètent ou expriment à leur 

surface une large palette de protéases, dont différentes métalloprotéases (MMPs) et ADAMs (A 

Disintegrin And Metalloproteinase), assurant le remodelage de la MEC et favorisant ainsi 

l’infiltration tumorale [106,107]. 

 

La prolifération accrue des cellules de GB est également soutenue par des 

dérégulations moléculaires. Certaines voies de signalisation (brièvement introduites dans la 

partie I-2 Classification des tumeurs cérébrales), impliquées dans la régulation de la 

prolifération, survie ou apoptose cellulaire, sont classiquement altérées dans le GB. 

Notamment, une amplification/activation des intermédiaires de la voie RTK/RAS/PI3K induit 

une sur-régulation de la signalisation médiée par les facteurs de croissance, tandis qu’une 

inactivation des gènes suppresseurs de tumeur tels que P53 ou RB1 lève des inhibitions sur le 

cycle cellulaire ou la survie cellulaire (Fig. 7) [76]. 
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La mutation du promoteur TERT est également caractéristique des GB et retrouvée chez 80% 

d’entre eux [79,80]. D’autre part, presque la moitié des GB présentent une hyperméthylation du 

promoteur MGMT, altération cette fois associée à un bon pronostic puisqu’elle favorise 

l’efficacité des traitements alkylants [76,88,90]. Déjà abordées précédemment dans ce 

manuscrit, ces dérégulations ne seront pas plus détaillées dans cette partie mais elles 

participent activement aux phénomènes de survie, de prolifération et de résistance/sensibilité 

aux traitements. 
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A ce jour, les mécanismes précis à l’origine de la gliomagenèse sont toujours 

majoritairement inconnus et le sujet de nombreuses recherches. Les étonnantes hétérogénéité 

et plasticité des GB participent notamment à expliquer ce manque de réponses quant à 

l’origine des GB, et questionne de plus en plus la communauté scientifique [108]. 

Le profilage génétique et épigénétique des tumeurs a d’abord mené à de nouvelles 

découvertes sur l’hétérogénéité inter- et intra-tumorale dans le GB. L’identification de différents 

programmes génétiques a permis de distinguer différents sous-types de GB, à savoir 

proneural, classique et mésenchymateux [109,110]. La caractérisation intra-tumorale 

multirégionale a également mis en avant la possible coexistence de ces différents profils 

génétiques dans différentes zones d’une même tumeur : une carte génétique évoluant en 

fonction des tumeurs, du temps et des thérapies [110–112]. 

Le stade de développement des cellules de GB marque une seconde strate 

d’hétérogénéité au sein de ces tumeurs. En effet, le GB abrite également différents 

compartiments cellulaires [113] : un compartiment différencié majoritaire duquel provient la 

majorité des études génétiques, moléculaires et des connaissances sur la maladie 

[76,110,111], et un compartiment non différencié de cellules aux propriétés type souche, moins 

bien caractérisé mais dont l’importance dans la genèse et le développement du GB semble 

cruciale [114–116]. En effet, ces cellules type souche de GB (CSGs) montrent des propriétés 

d’auto-renouvellement et de formation de nouvelle tumeur similaire à la tumeur initiale (avec un 

degré de variabilité) [114,115,117]. Ces CSGs, également appelées cellules initiatrices de 

tumeurs, sont ainsi les principales candidates pour expliquer l’origine des GB, et ont également 

montré un rôle central dans la résistance aux traitements et donc dans la récurrence tumorale 

[97,98]. Sur le plan transcriptomique, les CSGs se rapprochent fortement du profil de cellules 

du cerveau sain, les cellules souches neurales (CSNs), exprimant des marqueurs tels que 

CD133, PDGFRA, OLIG2 ou NESTIN [113,115,118]. Des preuves de plus en plus nombreuses 

suggèrent même que ces CSGs proviennent de la transformation de CSNs et de leurs 
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progéniteurs [119]. Plus probable ancêtre commun à toutes les cellules de GB, cette population 

de CSGs multipotentes apparait comme une cible encourageante pour traiter les GB, et se 

place déjà comme un modèle d’étude pertinent pour décrypter les mécanismes soutenant la 

progression du GB [114]. 

�
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Pour rappel, les glioblastomes sont classés par l’OMS comme gliomes de stade 4 et 

sont désormais caractérisés par une forme d’IDH non mutée [61]. La forte hétérogénéité de ces 

tumeurs a mené les chercheurs à creuser les caractéristiques biologiques et moléculaires des 

GB afin de définir des sous-types et d’identifier des anomalies associées, permettant 

éventuellement d’orienter le pronostic, le traitement ou la recherche de cibles thérapeutiques. 

 

L’essor de la transcriptomique a permis la mise en place des premières classifications 

dans le GB. Verhaak et al., ainsi que Wang et al., décrivent puis affinent les premiers sous-

types de GB [109,110]. Les sous-types proneural, neural (abandonné par la suite), classique 

ou mésenchymateux sont identifiés à partir d’une méta-analyse de la base de données TCGA 

(The Cancer Genome Atlas [76]) et associés à différentes signatures géniques [109].  

� Le sous-type Proneural est corrélé avec une population plus jeune que les autres sous-

types et avec un pronostic légèrement meilleur (survie allongée) [120]. Il est associé à 

une amplification du récepteur PDGFRA, ainsi qu’à des mutations du gène TP53 et 

IDH1 [109], anormalités géniques communément retrouvées dans les GB secondaires 

[64,121]. Ces caractéristiques suggèrent une origine spécifique de ce sous-type 

proneural, fruit de l’aggravation d’une tumeur de grade inférieur ou de la transformation 

d’une cellule de type souche (pouvant aussi évoluer en tumeur de bas grade partageant 

les mêmes caractéristiques). 
 

� Le sous-type Classique est associé à une forte amplification du gène EGFR (97% des 

tumeurs de ce groupe), par directe amplification ou par mutation vers un variant 

EGFRvIII codant pour une protéine constitutivement activée [109]. La mutation du gène 

CDKN2A est également corrélée au sous-type classique [109], affectant les voies de 

signalisation p53 et RB1 impliquées dans le cycle cellulaire ou l’apoptose [76]. 

Également, des marqueurs de précurseurs ou cellules souches neurales sont 

fréquemment surexprimés dans ce groupe (NES, Notch, Sonic Hedgehog) [109]. 
 

� Le sous-type Mésenchymateux est quant à lui caractérisé par une fréquente délétion ou 

mutation du gène NF1 [109], impliqué dans la voie pro-proliférative Ras. Il exprime 
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également des marqueurs mésenchymateux (MET, YKL40), ou liés à une transition 

épithélio-mésenchymateuse (CD44), ainsi qu’une activation des voies TNF�/NF�B 

associées à une importante nécrose et infiltration immunitaire (macrophages/microglies 

notamment) [109,110]. Ce sous-type est désormais considéré comme le plus agressif et 

est celui associé au plus mauvais pronostic [122]. De plus, un basculement vers un 

sous-type mésenchymateux est fréquemment observé lors de repousses tumorales 

[120] et a été impliqué dans la résistance aux traitements [98,110]. 

Cette stratification en sous-types tumoraux rencontre cependant de nombreux blocages. En 

effet, des travaux ont par la suite mis en avant une hétérogénéité intra-tumorale telle que des 

marqueurs de plusieurs sous-types de GB se retrouvent au sein des mêmes tumeurs ou zones 

tumorales, et cohabitent dans l’architecture tumorale [111,112]. Finalement, cette classification 

transcriptomique correspondrait alors plutôt à des états cellulaires plus qu’à des types 

tumoraux de GB. D’autre part, si certains sous-groupes sont associés à un meilleur ou moins 

bon pronostic, cette affirmation n’est pas une vérité absolue et cette classification 

transcriptomique du GB montre ses limites quant à la prédiction du pronostic ou de l’efficacité 

thérapeutique. 

 

En 2019, Neftel et ses collègues ont ainsi décrit 4 différents états cellulaires permettant 

d’illustrer la diversité génétique et épigénétique du GB (Fig. 8) [108]. Ces 4 profils 

s’apparentent à ceux de cellules neurales physiologiques et sont donc nommés en 

conséquence [108] : NPC-like (neural progenitor-like) apparentés au profil des progéniteurs 

neuronaux, OPC-like (oligodendrocyte-progenitor-like) à celui des progéniteurs des 

oligodendrocytes, AC-like (astrocyte-like) se rapprochant plutôt des astrocytes, ou MES-like 

(mesenchymal-like). 
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Les échantillons tumoraux analysés ont montré la présence de cellules dans de multiples états, 

et la fréquence relative de ces états cellulaires est variable en fonction des tumeurs, influencée 

par des facteurs génétiques et épigénétiques mais aussi par le microenvironnement de la 

tumeur [108,110]. De plus, ces états cellulaires sont régis par une certaine plasticité, avec une 

possible dynamique de prolifération d’un état au profit des autres ou de transition d’un état vers 

un autre [108]. Cependant, certaines altérations génétiques semblent dicter la transition vers 

un état en particulier : ainsi les gènes CDK4, PDGFRA, EGFR et NF1 ont été corrélés 

respectivement avec les profils NPC-like, OPC-like, AC-like ou MES-like [108].  

Cette classification de profils cellulaires est aujourd’hui encore d’actualité pour distinguer 

différents phénotypes de GB. Si elle n’est pour l’instant que peu utilisée pour la clinique, elle 

est d’un remarquable intérêt pour la recherche, permettant de « trier » les tumeurs ou les sous-

compartiments cellulaires et réfléchir au mieux aux cibles thérapeutiques pour chacun d’entre 

eux, vers une approche de thérapie ciblée et adaptée au cas par cas. 

 

 Cette classification est bien sûr évolutive et a récemment été implémentée d’un aspect 

fonctionnel. En 2021, Garofano et ses collègues lient dans leurs travaux les profils 

transcriptomiques précédemment établis avec des activités biologiques de la tumeur [123]. 

Leurs analyses aboutissent ainsi à la caractérisation de nouveaux états cellulaires du GB, donc 

d’une nouvelle classification, prenant en compte l’activité métabolique et les caractéristiques 

développementales en plus du seul profil transcriptomique. Cette nouvelle classification 

apparait particulièrement actuelle et nécessaire au vu des preuves grandissantes de 

l’implication des cellules souches de GB, ou encore des dérégulations métaboliques, dans le 

développement des GB [124–126]. 
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Comme déjà évoqué au fil de ce manuscrit, le GB est une tumeur très hétérogène. Le 

GB contient des cellules différentes au niveau génétique et moléculaire en fonction des 

patients mais également au sein même d’une tumeur. Au niveau intra-tumoral, cette 

hétérogénéité s’illustre en termes architectural comme cellulaire, reposant sur la cohabitation 

de populations cellulaires différentes dans leur nature, dans leur stade de différenciation et 

dans leurs interactions avec le microenvironnement. Elle est conditionnée par des facteurs 

intrinsèques aux cellules cancéreuses (génétiques notamment) mais aussi par des facteurs 

extrinsèques, parmi lesquels le microenvironnement joue un rôle déterminant (Fig.9). Cette 

hétérogénéité est de plus appuyée par la forte plasticité que montrent certains compartiments 
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cellulaires du GB, permettant de créer une tumeur « mouvante », qui évolue en fonction de ses 

besoins ou des contraintes environnantes (par exemple thérapeutiques). Identifiés comme 

essentiels au développement des tumeurs et à leur résistance aux traitements, ces 

mécanismes font l’objet de nombreuses recherches. 
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1.1. Hétérogénéité intra-tumorale  

Dans le GB, l’environnement cellulaire est complexe et hétérogène, notamment par la 

multitude de populations cellulaires présentes sur le site tumoral (Fig. 10).  

Ce dernier implique d’une part le parenchyme cérébral envahi par le GB, à savoir les neurones, 

astrocytes et oligodendrocytes résidents du SNC ainsi que leurs progéniteurs (cellules souches 

neurales). Ce compartiment physiologique compte également les composants de l’UNV comme 

les cellules endothéliales et les péricytes qui forment les capillaires sanguins cérébraux, ainsi 

que les cellules du compartiment immunitaire cérébral (cellules dendritiques, macrophages et 

microglies, lymphocytes T infiltrants et cellules NK).  
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L’environnement tumoral est bien sûr aussi composé des cellules de GB, qui elles-mêmes 

forment différentes populations cellulaires se distinguant en fonction de leur morphologie, leurs 

caractéristiques moléculaires et génétiques mais aussi en fonction de leur état différencié ou 

non.  

Comme c’est le cas dans de nombreux cancers, le GB montre une importante instabilité 

génomique, à l’origine de son hétérogénéité génétique et moléculaire. En effet, de nombreuses 

dérégulations génétiques (mutations ponctuelles, délétions, amplifications, translocations…) 

[111,128] ou épigénétiques (méthylations de l’ADN, remodelage de la chromatine, 

modifications des histones) [129], ont été identifiées dans le GB. Cette diversité génique résulte 

en une variété de régulations et d’expression protéiques soutenant différentes fonctions 

associées à la progression du GB. Les principales dérégulations géniques du GB sont 

développées précédemment dans ce manuscrit. 

 

D’autre part, l’hétérogénéité intra-tumorale du GB s’illustre aussi sur le plan spatial. 

Plusieurs zones anatomiques se distinguent dans la tumeur : notamment le centre de la masse 

tumorale, des zones angiogéniques disséminées dans cette tumeur, ainsi que la bordure 

invasive (invasion collective ou single-cell). Ces différentes parties de la tumeur montrent des 

phénotypes morphologiques, métaboliques et moléculaires très différents, adaptés à leur 

fonction et à leur environnement [130]. 

La répartition différentielle des populations cellulaires de la tumeur, notamment des CSGs, 

ainsi que leurs interactions avec l’environnement cellulaire ou matriciel local, caractérisent des 

zones très spécialisées, appelées niches tumorales. Se distinguent notamment trois 

compartiments micro-anatomiques spécifiques : la niche périvasculaire, la niche hypoxique et 

la niche invasive [131,132].  
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Les niches périvasculaires et hypoxiques sont logées dans la masse tumorale. Elles se 

distinguent l’une de l’autre par le niveau d’oxygène résident et la fonctionnalité du système 

vasculaire environnant. 

Comme son nom l’indique, la niche périvasculaire est richement vascularisée et le siège d’une 

importante stimulation angiogénique. Caractéristique du cancer, cette angiogenèse anormale 

est également très présente dans le GB, et se traduit par la mise en place d’un réseau 

vasculaire désorganisé et relativement perméable, du fait d’une hyperplasie des vaisseaux et 

d’une intense prolifération microvasculaire. Ceci entraine notamment une disruption locale de 

la BHE qui permet l’augmentation de la pression interstitielle et la mise en place de l’œdème 

cérébral dans le GB [131], ainsi que l’infiltration de cellules immunitaires à fonctions immuno-

suppressives (recrutées par l’intermédiaire de cytokines sécrétées par la tumeur), participant 

secondairement à la progression du GB [134].  

Cette angiogenèse est principalement liée à une activation de la voie du VEGF [135], 

largement surproduit par les cellules tumorales (ainsi que d’autres facteurs de croissance tels 

que FGF ou PDGF). De manière intéressante, une réciproque stimulation est observée entre le 

compartiment vasculaire et les CSG de la niche périvasculaire : les cellules endothéliales 

sécrètent des facteurs promouvant l’état souche des cellules de GB, entretenant ainsi une 

fraction élevée de cellules type souche dans cette niche tumorale [136] ; et parallèlement, les 

cellules type souche sont capables de produire d’importantes quantités de VEGF, stimulant en 

retour l’angiogenèse de manière excessive et anormale [98]. 

La niche hypoxique, quant à elle, présente au contraire un système vasculaire dysfonctionnel, 

du fait d’une croissance tumorale trop rapide, responsable d’un approvisionnement local en 

oxygène insuffisant [137]. Ceci conditionne la mise en place d’une forte influence hypoxique 

dans cette partie de la tumeur et même le développement de zones de nécrose tissulaire. Si 

les niveaux d’oxygène dans le cerveau fluctuent physiologiquement entre 2 et 10% d’O2, ils 

peuvent chuter jusqu’à 0.1% dans les tissus tumoraux [138]. 

L’hypoxie locale joue un rôle crucial dans l’hétérogénéité et la plasticité du GB. En effet, elle 

active l’expression des facteurs HIF (Hypoxia Induced Factor), notamment HIF1� et HIF2�, des 

régulateurs transcriptionnels centraux permettant la survie des cellules de GB dans cet 

environnement hypoxique. Outre la survie, les facteurs HIF sont également impliqués dans la 

progression (invasion et prolifération) du GB, régulent son métabolisme et l’état de 

différenciation des cellules tumorales [139–141]. Notamment, ils favorisent l’activation 

transcriptionnelle de gènes impliqués dans l’auto-renouvellement et la dédifférenciation, 

favorisant ainsi un enrichissement local en CSG [142,143]. 

Pour finir, la niche invasive se distingue des deux précédentes puisqu’elle concerne les cellules 

s’éloignant de la masse tumorale, envahissant le parenchyme cérébral, notamment par co-
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option le long des vaisseaux sanguins qui cette fois sont plutôt fonctionnels [100]. Sur leur 

route, les cellules de GB de cette niche détruisent la structure particulière de l’UNV cérébrale 

en se glissant entre les pieds astrocytaires et les vaisseaux, rompant ainsi leurs contacts étroits 

et induisant l’activation des astrocytes [103]. Les cellules du compartiment invasif interagissent 

également largement avec la MEC, qu’elles détruisent au gré de leur progression grâce à la 

sécrétion de métalloprotéases (MMPs et ADAMs) [106,144]. 

Pour finir, l’intérêt de cette niche est crucial puisque les CSG de celle-ci, fortement motiles, 

sont décrites comme les principales responsables des récurrences du GB [145]. 

Bien sûr, les différentes zones et niches tumorales interagissent entre elles et s’auto-

influencent, notamment par le biais de facteurs sécrétés (facteurs de croissance tels que 

VEGF, FGF, EGF…, ou autres facteurs du type TGF-�) qui stimulent invasion ou prolifération 

du GB. 

 
Si cette hétérogénéité intra-tumorale est désormais largement observée à différents 

niveaux d’étude dans le GB (hétérogénéité moléculaire, cellulaire, anatomique), son origine est 

encore largement questionnée dans la communauté scientifique. Différents modèles et théories 

ont notamment été proposés mais elle repose probablement sur une conjonction de tous ceux-

là. Ainsi, il est probable que plusieurs phénomènes s’entremêlent et participent à l’émergence 

de cette hétérogénéité comme la coexistence de cellules à haut potentiel tumorigénique 

(notamment les CSG), l’acquisition de mutations ou phénotypes conférant un avantage sélectif 

dans un environnement spécifique (sélection clonale), l’établissement d’interactions spécifiques 

avec le microenvironnement ainsi que l’adaptabilité/la plasticité des cellules tumorales de GB. 

 

1.2. Plasticité cellulaire dans le GB 

Tout comme le large panel de différences observées lorsque l’on questionne 

l’hétérogénéité des cellules de GB, leur plasticité s’illustre également à différents niveaux. 

Ajoutant encore un degré de complexité à cette hétérogénéité intra-tumorale, la plasticité des 

cellules de GB représente aujourd’hui un axe de recherche d’intérêt dans le GB puisqu’elle 

participe à l’initiation, la progression et la rechute du GB.  

Dans ces mécanismes de plasticité, les CSG sont documentées comme étant d’une 

particulière importance. Précédemment définies comme une population cellulaire figée, placée 

du fait de sa multipotence au sommet de la hiérarchie cellulaire et donnant naissance à la 

diversité de populations présentes dans la tumeur, cette vision semble finalement plutôt 

étriquée. Les CSG semblent plutôt former un ensemble flexible qui coopère avec d’autres états 

cellulaires et s’adapte, évolue, par rapport à des facteurs intrinsèques ou extrinsèques comme 
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le microenvironnement ou la thérapie [127,146,147]. Par exemple, à la différence des cellules 

souches neurales, la différenciation des CSG n’est pas définitive et peut être réinversée 

[148,149]. Des CSG forcées à se différencier in vitro (par ajout de sérum dans le milieu de 

culture) puis replacées dans leurs conditions initiales ont montré des changements alternatifs 

de phénotypes, perdant des marqueurs souches tels que CD133 lors de l’étape de 

différenciation puis restaurant un phénotype CSG après retour dans les conditions favorables 

[148]. Ainsi, CSG et cellules différenciées du GB représentent finalement des simples états 

cellulaires différents et exhibent des capacités de flexibilité et d’adaptation en réponse à des 

stimuli ou suite à la modulation de leur environnement.  

Cette théorie de plasticité des cellules de GB est tout à fait appuyée par la diversité de 

phénotypes observée dans le GB.  Les différentes classifications du GB basées sur leurs 

signatures transcriptomiques montrent d’ailleurs des signatures intermédiaires entre les sous-

types majoritaires identifiés, suggérant une mouvance des phénotypes moléculaires dans le 

GB [108,111]. L’impact du microenvironnement dans cette plasticité est de plus soutenu par la 

mise en place des niches tout à fait spécifiques, présentées dans la partie précédente, dont les 

adaptations sont régies par les caractéristiques de leur environnement (hypoxie), ou par leurs 

interactions avec les cellules environnantes.  

 

1.3. Influence et échanges avec le microenvironnement 

Au regard de l’importante influence environnementale sur l’évolution du GB, une 

attention particulière est portée depuis quelques années sur l’étude des interactions du GB 

avec son microenvironnement, et notamment avec les types cellulaires qui l’entourent (cellules 

neuronales, gliales, vasculaires ou immunitaires) [47,150,151]. Ici sont abordés quelques 

caractéristiques remarquables sous-jacentes aux échanges entre le GB et les principaux types 

cellulaires cérébraux, à savoir neurones, astrocytes et oligodendrocytes. 

 

GB et neurones  

Dès 2015, Osswald et al. ont montré qu’une large population de cellules de GB peut 

s’organiser sous forme de réseaux, interconnectés par le biais de longs prolongements appelés 

microtubes, favorisant la progression du GB et la résistance aux traitements [152,153]. Ces 

réseaux intercellulaires intra-tumoraux peuvent être activés par un signal neuronal, transmis 

aux cellules de GB via l’établissement de synapses glutamatergiques neurone-GB sur les 

microtubes tumoraux [154,155] ou par l’intermédiaire de sécrétions neuronales [156]. 

L’activation des cellules de GB par l’activité neuronale, électrique ou sécrétoire, aboutit 

secondairement à la promotion de la prolifération et de l’invasion tumorale [154–156].  
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Étonnamment, c’est une autre population cellulaire du GB qui par opposition ne forme pas de 

réseaux intercellulaires dans la tumeur, qui a été identifiée comme probablement à l’initiative 

de l’invasion tumorale du cerveau [157]. Cette sous-population GB initialement non-connectée 

reçoit également des influx neuronaux via une synapse glutamatergique, qui activent une 

signalisation calcique et corrèlent à la formation de novo de microtubes et donc l’établissement 

d’un réseau cellulaire intra-tumoral [157]. Parallèlement, une évolution des phénotypes 

cellulaires est observée : la population non-connectée enrichie en phénotype neuronal et NPC-

like évolue suite à la stimulation neuronale vers un réseau cellulaire enrichi en phénotype MES-

like [157].  

Ainsi, le GB détourne des mécanismes et activités neuronales à son avantage, pour 

promouvoir sa colonisation du parenchyme cérébral [151,157] et développer/spécialiser son 

organisation tumorale, favorisant ainsi sa résistance aux traitements [152,153]. 

 

GB et astrocytes  

En cas de trauma ou de pathologie cérébrale, en l’occurrence dans le GB, les 

astrocytes montrent un changement drastique de leur métabolisme et fonction, et deviennent 

« réactifs ». Cette transformation est associée à de nombreux changements génétiques, 

moléculaires, morphologiques et altère également les fonctions de signalisation des astrocytes. 

Délogés par le GB de leurs contacts avec les capillaires sanguins, les astrocytes se multiplient 

et augmentent leur motilité [103]. L’ensemble de ces modifications sont rassemblées sous le 

terme d’astrogliose réactive [158].  

Ces astrocytes réactifs, étudiés dans d’autres pathologies, peuvent revêtir deux rôles 

diamétralement opposés : aider à la réparation tissulaire vers la guérison, ou au contraire, 

amplifier la neurotoxicité locale comme c’est par exemple le cas dans les pathologies 

neurodégénératives telles qu’Alzheimer [159–161].  

Cependant, si l’implication des astrocytes réactifs dans la pathogénicité du glioblastome 

est encore relativement peu connue, quelques pistes récentes émergent. Notamment, la 

déplétion de ces astrocytes réactifs a été corrélée à une régression du GB et un allongement 

de la survie dans des modèles murins [162]. Cette même étude a révélé que les astrocytes 

initient des programmes transcriptionnels qui façonnent les compartiments immunitaires et 

métaboliques dans le microenvironnement du gliome. En effet, par l’expression de cytokines et 

facteurs de croissance attractants, ils activent le recrutement de macrophages associés à la 

tumeur et favorisent leur phénotype pro-tumoral [162]. Également, les cellules de GB semblent 

intégrer le cholestérol produit dans ces astrocytes réactifs et excrété via le transporteur 

ABCA1, et le blocage de ce transporteur induit en conséquence un arrêt de la progression du 

GB [162]. 
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Watson et ses collègues ont également identifié des régulations métaboliques du GB par les 

astrocytes, par l’intermédiaire de transferts de mitochondries des astrocytes vers les cellules de 

GB via la formation de connections intercellulaires [163]. Ce transfert mitochondrial a été 

associé à une stimulation des capacités d’auto-renouvellement et de la tumorigénicité du GB 

[163]. 

 

GB et oligodendrocytes 

De manière caractéristique, les GB envahissent le parenchyme cérébral le long des 

tracts axonaux myélinisés [164,165] et cette propagation est l’une des causes justifiant du 

mauvais pronostic du GB, mais le lien entre GB et oligodendrocytes est encore peu connu. 

D’intéressants travaux ont montré que des CSG de la frontière invasive du GB s’attachaient 

préférentiellement à ces tracts myélinisés, corrélant localement à une destruction de la 

structure myélinisée [164]. Parallèlement, une densité étonnante de cellules de la lignée 

oligodendrocytaire a été observée à la bordure tumorale du GB, et ceux-ci semblent induire in 

vitro la promotion du caractère souche et de la chimiorésistance des cellules de GB [166]. 

L’ensemble de ces travaux suggèrent ainsi l’implication des oligodendrocytes et leurs 

structures particulières de myéline dans la progression du GB. 
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Le diagnostic et le traitement des glioblastomes doivent généralement être réalisés/ 

initiés en urgence. En effet, les signes cliniques du GB sont principalement liés à l’œdème ou à 

la compression de zones cérébrales fonctionnelles par la tumeur, et sont donc généralement 

détectés à un stade de développement tumoral relativement avancé. De plus, les GB sont 

d’évolution rapide, le tableau clinique peut donc se dégrader tout aussi rapidement et les 

déficits neurologiques engendrés ne sont parfois pas (ou pas complètement) réversibles. 

 

1.1. Signes cliniques 

Les signes cliniques caractéristiques du GB sont relativement vagues et non 

spécifiques (communs à presque l’ensemble des tumeurs du SNC). Ils doivent cependant 

inciter à une recherche plus approfondie, à commencer par une imagerie cérébrale par IRM, 

sans attendre de dégradation clinique. Parmi eux, les plus fréquents sont les 

suivants [167,168]:  

- Céphalées : d’apparition récente, elles sont variables selon la localisation, la taille et 

la vitesse de croissance de la tumeur. Elles augmentent en fréquence et en sévérité 

avec le temps, et peuvent s’accompagner de nausées et vomissements (du type 

migraines). 

- Déficits neurologiques focaux : ils diffèrent également selon la localisation et la taille 

de la tumeur et se développent graduellement avec l’évolution tumorale. 

Fréquemment, les patients atteints de GB (ou leurs proches) relatent des pertes de 

mémoire, des troubles du langage, de la vision ou de la cognition, fatigues 

(générale, cérébrale, oculaire…), confusions, paresthésies ou encore des 

changements de personnalité. Ils peuvent apparaitre très tôt avant le diagnostic, il 

est donc important d’investiguer jusqu’à plusieurs semaines/mois au préalable en 

questionnant le patient et son entourage (personnel comme médical). 

- Crises d’épilepsie : environ 20% des patients GB présentent des crises d’épilepsie 

inaugurales, et environ 20% de plus en développent plus tardivement. 

- Hypertension intracrânienne : elle est fréquente à partir d’un stade avancé de 

développement de la tumeur. Elle est notamment détectable par examen optique 

car l’augmentation de la tension intracrânienne entraine un gonflement des nerfs 

optiques et des papilles oculaires (papilloedème). 

La détection des symptômes se fait par évaluation clinique et analyse de l’historique du patient. 

Elle peut être accompagnée de tests évaluant le niveau d’autonomie du patient (indice de 
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Performance Status de l’OMS, PS, ou de Karnofsky, KPS), son déficit cognitif (tests MMSE 

pour Mini-Mental state examination, MoCA pour Montreal cognitive assessment) ou 

neuromusculaire (échelle MRC pour Medical reserch coucil). Cependant, le diagnostic doit 

absolument, et au plus vite, être complété par une imagerie cérébrale. 

 

1.2. Imagerie cérébrale 

Sauf contre-indications, l’IRM est l’examen de référence pour le diagnostic de GB. 

L’IRM est réalisé sans et avec injection de produit de contraste (gadolinium) et comporte des 

séquences T1 avant et après injection du gadolinium ainsi que des séquences T2 ou FLAIR 

(Fluid attenuated inversion recovery) dans les 3 plans de l’espace, pour délimiter au mieux les 

zones tumorales (Fig. 11). 
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L’imagerie cérébrale est essentielle au diagnostic de GB mais est également un outil de suivi 

tout au long du processus thérapeutique, et notamment après un geste chirurgical ou avant 

une séquence radiothérapeutique. Il permet d’évaluer le volume du résidu tumoral, reconnu 

comme facteur pronostique (le plus faible est le volume résiduel de tumeur, meilleur est le 

pronostic), et son éventuelle progression [169,170]. 

 

1.3. Analyse de biopsie : histopathologie et recherche d’altérations géniques 

Même lorsqu’une résection chirurgicale de la tumeur est impossible, la réalisation d’une 

biopsie de la tumeur est recommandée, permettant de confirmer le diagnostic grâce à l’examen 
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anatomo-pathologique et moléculaire du GB. Compte tenu d’une forte hétérogénéité dans les 

GB, les prélèvements doivent être multiples et répartis sur l’ensemble de la tumeur.  

L’analyse histologique est couplée à un profilage moléculaire qui permet, depuis la nouvelle 

classification de l’OMS de 2021, de valider ou invalider le diagnostic de GB en fonction du 

statut mutationnel de l’IDH (une tumeur IDH mutée n’est désormais plus classée comme GB) 

[61]. Seront également réalisées en priorité : l’analyse du statut de méthylation du promoteur 

du gène MGMT et la recherche des mutations des gènes ATRX, EGFR, BRAF et du promoteur 

de TERT. Ces recherches permettront d’une part de préciser le diagnostic de GB, et d’autre 

part de guider le processus thérapeutique par l’inclusion ou non du patient dans différents 

essais cliniques (plus amplement détaillés dans la partie C – Explorations et challenges 

thérapeutiques dans le GB). 

Les biopsies de tumeur peuvent également être prélevées et utilisées à des fins de recherche. 

Dans ce cas, le prélèvement de matériel biologique repose sur le préalable consentement 

éclairé du patient. 
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La prise en charge thérapeutique des patients atteints de GB est soumise à l’évaluation 

et la délibération de plusieurs cliniciens de spécialités différentes (au minimum 3 spécialistes 

dont au moins un neurochirurgien, un neuro-oncologue, un oncologue-radiothérapeute) en 

réunion de concertation pluridisciplinaire (RCP) de neuro-oncologie. La stratégie thérapeutique 

sera adaptée au cas par cas selon le patient et la tumeur qu’il présente. 

 

2.1. Standard thérapeutique et suivi de progression des GB 

Le standard de traitement chez les patients GB est appelé protocole Stupp et se 

compose d’une séquence en trois temps (Fig. 12) [171,172] :  
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� Résection chirurgicale maximale de la tumeur 

Si la résection tumorale apporte un bénéfice sur la survie des patients GB [171], il est 

également essentiel de préserver au maximum le tissu cérébral sain environnant et de limiter 

autant que possible l’impact fonctionnel de la chirurgie sur la vie du patient. La décision 

d’opérer est prise en examinant attentivement les paramètres du patient, son âge, son état 

général et clinique, ses antécédents et comorbidités, mais également les paramètres de la 

tumeur (données anatomiques et fonctionnelles disponibles, sous-type tumoral, localisation). 

Cela dit, lorsqu’elle est possible, la résection doit nécessairement être la plus large possible 

afin d’améliorer le pronostic du patient [169]. Depuis la mise en place du protocole Stupp en 

2005, de nombreuses études ont analysé le lien entre l’étendue de la résection et la survie des 

patients. La définition de zones et de seuils de résection associés à un meilleur pronostic 

permet notamment de guider les neurochirurgiens [173,174]. De plus, la résection supra-

maximale, c’est-à-dire la résection de la tumeur au-delà des limites de la prise de contraste sur 

IRM (zones histologiques anormales détectées par IRM FLAIR) est de plus en plus 

questionnée et semble offrir une potentielle voie vers l’amélioration des pratiques et de la 

survie des patients, sans augmenter leurs comorbidités [175]. 

Des nouveautés techniques ont aussi permis aux neurochirurgiens d’optimiser l’exérèse 

chirurgicale en limitant les potentiels dommages engendrés. Parmi celles-ci, on peut citer 

quelques outils techniques tels que des microscopes opératoires, les IRM pré- ou per-

opératoires, la neuronavigation, ainsi que des méthodes innovantes telles que la résection 

fluoroguidée (thérapie photo-dynamique avec du 5-ALA, pour acide 5-aminolevulinique) ou la 

chirurgie éveillée. Ces dernières se développent de plus en plus en France : la résection 

fluoroguidée permet d’améliorer la qualité de la résection tumorale et la survie des patients 

[176,177], la chirurgie éveillée est plutôt employée pour les cas de tumeurs implantées en zone 

fonctionnelle pour réduire au maximum les risques de déficits neurologiques post-opératoires 

[178]. 

Une IRM post-opératoire est toujours réalisée pour apprécier précisément l’étendue de la 

résection. 

 

� Concomitante association de radiothérapie et chimiothérapie  

Une association de radiothérapie avec chimiothérapie concomitante a montré un bénéfice pour 

les patients par rapport à une radiothérapie classique [171]. Cette séquence est débutée 

quelques semaines après la résection chirurgicale, en fonction de la guérison post-opératoire. 

La dose délivrée est au total de 60 Gy, fractionnés en 30 doses de 2 Gy par jour, 5 jours par 
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semaine, donc pour une durée totale de 6 semaines. Cette dose peut être adaptée en fonction 

de l’âge ou de l’état clinique du patient. Une IRM de contrôle sera réalisée post-radiothérapie. 

En parallèle, la chimiothérapie repose sur l’administration d’un agent alkylant, le témozolomide 

(TMZ, Temodal) à la dose de 75 mg/m²/jour, à compter du premier jour de radiothérapie et tout 

au long des 6 semaines. Administré oralement sous forme de pro-drogue, le TMZ subit une 

conversion chimique rapide à pH physiologique de l’estomac pour générer sa forme active, le 

monométhyl triazénoïmidazole carboxamide. Cette molécule active va secondairement induire 

une alkylation des résidus guanine de l’ADN en position O6 et en position N7. Les bases 

guanidiques alors méthylées (floquées d’un groupement –CH3) ne peuvent plus reconnaître 

leur base complémentaire thymine entrainant un blocage de la réplication et la transcription de 

l’ADN qui aboutit à la mort cellulaire.  

Ces mésappariements sont reconnus par des systèmes physiologiques de réparation de l’ADN 

comme l’enzyme MGMT ou le système MMR (Mismatch Repair), qui vont respectivement 

corriger le mésappariement ou entrainer des cassures double-brins létales pour la cellule, et 

donc participer à la résistance ou à la sensibilité au TMZ. Cependant, le système MGMT est 

souvent altéré dans le GB (d’où l’importance d’inclure le dépistage du statut MGMT dans le 

diagnostic moléculaire), aboutissant à terme à une plus grande sensibilité au TMZ [90,179]. 

 

� Chimiothérapie adjuvante au TMZ 

Une fois la radiochimiothérapie terminée, une pause de traitements de 4 semaines est 

généralement instaurée, suivie d’une chimiothérapie adjuvante au TMZ [171]. Cette 

chimiothérapie est administrée en cycles de 5 jours tous les 28 jours à une dose de départ de 

150 mg/m²/jour pour le premier cycle, puis 200 mg/m²/jour pour les cycles suivants, sur un total 

de 6 cycles. 

En raison d’une forte toxicité hépatique et myéloïde du TMZ chez les patients, un contrôle étroit 

de la fonction hépatique, de la formule sanguine et d’éventuelles infections opportunistes doit 

être mis en place et peut conditionner l’arrêt du traitement ou la mise en place de traitements 

prophylaxiques complémentaires.  

 

A noter, depuis sa validation par la Haute Autorité de Santé en 2021 et suite à des 

études encourageantes [180], un traitement par générateur de champ électrique antimitotique 

(TTFs pour Tumor Treating Fields) est mis en place en association avec le TMZ pour le 

traitement d’entretien. Ce dispositif médical de TTFs, détaillé dans la suite de ce manuscrit en 

partie C – 3.4, vient complémenter le protocole STUPP pour le traitement du GB nouvellement 

diagnostiqué et se place en tête des avancées thérapeutiques les plus significatives en matière 

d’innovation pour la prise en charge du GB [180]. 
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2.2. Traitements symptomatiques 

En plus du protocole Stupp destiné à traiter directement le GB, les patients se voient 

souvent prescrire un traitement complémentaire pour pallier les symptômes et conséquences 

cliniques du GB [167,168]. 

Les corticostéroïdes, comme la dexaméthasone, sont fréquemment prescrits pour réduire 

l’œdème (et donc la compression) péri-tumoral, permettant ainsi d’apaiser les céphalées, 

nausées, vomissements, l’inflammation et de limiter la pression intracrânienne.  

Des antiépileptiques (le plus souvent levetiracetam ou acide valproïque) peuvent également 

être indiqués chez les patients présentant des crises d’épilepsie. Ils sont parfois prescrits en 

prévention pré- ou post-opératoire pour limiter le risque de survenue de crises après résection 

tumorale, même si cette indication n’est plus recommandée [181,182]. 

Également, des antalgiques de différents paliers sont couramment utilisés pour réduire les 

douleurs et des diurétiques pour favoriser le drainage liquidien et réduire l’œdème cérébral. 

Des soins de support non médicamenteux peuvent également être indiqués en fonction de 

l’état clinique du patient et de ses symptômes (kinésithérapie, orthophonie, rééducation…). 

 

2.3. Traitement des récurrences 

Malgré une élaboration de ce plan thérapeutique il y a presque 20 ans [171] et faute de 

meilleure alternative disponible depuis, le protocole Stupp est toujours d’actualité. Bien qu’il 

permette d’allonger le temps de survie totale des patients, il ne permet pas une rémission 

complète et la majorité d’entre eux présentent rapidement des récurrences malgré les 

traitements. En quelques chiffres, à 5 ans post-diagnostic, 6 à 14% des patients GB survivent 

et 2 à 7% d’entre eux seulement n’ont pas montré de signes de progression [172]. De plus, 

dans 80% des cas, ces récurrences émergent dans la même zone que la tumeur initiale 

[183,184]. 

Cet important taux de rechutes conditionne la mise en place d’un suivi régulier et ininterrompu, 

clinique et par IRM tous les 2 à 4 mois (une IRM réalisée post-radiothérapie sert de 

comparatif). Dans 30 à 40% des cas des GB nouvellement diagnostiqués, la réalisation d’une 

IRM dans les mois qui suivent la radiochimiothérapie montre une augmentation de la prise de 

contraste associée à la tumeur [185]. Ce phénomène est appelé « pseudo-progression » et 

n’est pas forcément corrélé à une « réelle » progression tumorale a posteriori. Afin d’aider les 

cliniciens à conclure sur l’effectivité du traitement et/ou la progression de la pathologie, un 

groupe de travail en neuro-oncologie (RANO, Response Assessment in Neuro-Oncology 

Working Group) a établi une liste de critères de réponse pour les gliomes de haut grade 

[186,187] (Annexe I). Il est donc décidé, en raison de la forte incidence de pseudo-progression 
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dans cette période précoce, que la confirmation ou non de la progression du GB serait évaluée 

par IRM au moins 12 semaines post-radiothérapie. Les critères RANO sont également 

déterminants pour l’analyse standardisée des résultats d’essais cliniques de nouvelles 

thérapies. 

Les rechutes sont souvent rapides (médiane de 7 à 10 mois post-thérapie), agressives 

et plus résistantes aux traitements que la tumeur initiale, portant la médiane de survie après 

progression entre 6 mois et environ 2 ans maximum [168,172,183]. Malgré tout, il n’existe 

aucun standard thérapeutique ni consensus pour le traitement des récurrences du GB. Ce 

traitement secondaire sera donc systématiquement décidé après concertation multidisciplinaire 

en RCP. Plusieurs alternatives sont discutées en fonction des facteurs pronostiques (âge, 

comorbidités) et de l’état clinique du patient (indice KPS/PS, taille et localisation de la 

progression…). Une reprise chirurgicale et/ou de la radiothérapie peut être envisagée [170], et 

dans 50 à 70% des cas une nouvelle chimiothérapie est mise en place [171,172]. Plusieurs 

agents antinéoplasiques ont déjà été introduits dans ce contexte de rechute, avec des effets 

toutefois mitigés et variables entre les patients : la réintroduction du TMZ, le bevacizumab 

(détaillé dans la partie suivante), ou encore les agents nitrosourés tels que la carmustine (placé 

localement sous forme d’implant dans la cavité de résection, en cas de première ou seconde 

chirurgie) ou la lomustine (meilleurs résultats actuels pour les récidives) [188–190]. 
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Malgré le lourd protocole thérapeutique mis en place, le pronostic du GB reste 

défavorable et le bénéfice du protocole Stupp relativement modéré (médiane de survie de 15 

mois, contre 12 mois pour les patients ne bénéficiant que d’une radiothérapie) [172]. Dans ce 

contexte, la recherche de nouveaux traitements reste nécessaire et urgente.  

Cependant, cette recherche de nouvelles thérapies se heurte à plusieurs obstacles, notamment 

du fait de la localisation cérébrale du GB qui implique un critère de ciblage précis pour 

épargner le tissu nerveux environnant et impose une barrière solide, quasi imperméable, la 

barrière hémato-encéphalique. Diverses approches expérimentales, quelque peu détaillées 

dans cette partie, ont été développées et sont en cours d’évaluation par des essais cliniques. 

D’autre part, l’hétérogénéité et la plasticité cellulaire et moléculaire du GB sont également un 

défi de taille à surmonter pour la thérapie : l’établissement de co-thérapies pourrait être la clef 

pour cibler conjointement différents aspects du GB, éliminer le maximum de la population 

tumorale et éviter les résistances. 
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Le SNC est le système le plus complexe du corps humain, tant sur le plan architectural 

qu’au niveau fonctionnel. Il assure de nombreuses et diverses fonctions, du mouvement au 

comportement, qui sont, dans la plus grande majorité d’entre elles indispensables à la survie 

ou au bon fonctionnement du corps humain. Il est donc aisé d’envisager les répercussions 

importantes que peuvent avoir des pathologies cérébrales sur la vie des patients, mais il faut 

également envisager les importantes difficultés qu’implique un système aussi complexe pour la 

prise en charge et le traitement de ces pathologies cérébrales. 

Le nombre de cellules rassemblées dans 

l’environnement restreint et compact du cerveau est 

impressionnant, dépassant les 200 milliards [24,191]. 

Au-delà du nombre de cellules, il faut surtout imaginer 

des ensembles de réseaux interconnectés, puisque 

chaque cellule du SNC forme de nombreuses 

connexions avec ses voisines. Un neurone, par 

exemple, établit en moyenne une centaine de 

connexions synaptiques, reçoit au moins autant de 

connexions au niveau de ses dendrites et corps 

cellulaire, et interagit de plus avec des cellules gliales 

par l’intermédiaire de connexions non-synaptiques.  
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Réseaux axonaux de la matière blanche reconstitués par 

tractographie à partir d’un IRM de diffusion. Data extraite de 

The Human Connectome Project [53,54]. 
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Si l’on connait aujourd’hui, avec plus ou moins de précision, la relation entre structure et 

fonction de tous les organes, l’exception à cette règle reste certainement le système nerveux. 

Depuis plus de 10 ans, la communauté neuroscientifique tente de déterminer avec précision 

l’organisation de ces connexions intercellulaires pour les lier à différentes fonctions cérébrales, 

et enfin décrypter le connectome humain [192–194]. En effet, malgré une composition cellulaire 

relativement simple (neurones et cellules gliales), les fonctions et morphologies de chaque type 

cellulaire sont extrêmement variées et complexes, apportant une énorme diversité cellulaire 

[195].  

Dans ce contexte, le GB vient totalement altérer l’organisation anatomique et 

fonctionnelle du SNC. Certaines adaptations de ce dernier sont à l’origine des troubles 

neurologiques observés dans le GB, comme par exemple l’œdème ou les altérations de la 

connectivité cérébrale générant des troubles cognitifs. 

La plasticité cérébrale permet cela dit une certaine marge d’adaptation, grâce à laquelle les 

cellules cérébrales sont capables de moduler leur structure, leur fonction et leurs connexions. 

Ces modulations sont directement liées à la fonctionnalité, la localisation et l’environnement de 

la cellule [196]. Cependant, la neurogenèse adulte étant très réduite et localisée [197], la 

plasticité cérébrale s’exerce principalement par une dynamique axonale, dendritique ou une 

plasticité des structures synaptiques [198,199], et ne permet pas de compenser les dégâts 

induits par le GB lui-même ou par ses thérapies agressives.  

Ainsi, le protocole thérapeutique établi chez les patients atteints de GB est en fait 

nécessairement réévalué au cas par cas en fonction de l’étendue des dommages constatés 

dans le SNC, de ceux surajoutés par une chirurgie cérébrale ainsi qu’une radio-chimiothérapie 

et du rapport bénéfice/risque représenté pour le patient.  
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 Bien qu’il ne représente que 2% du poids du corps, le cerveau consomme environ 20% 

du glucose et de l’oxygène du corps [200], et nécessite donc un afflux sanguin important et 

rapide pour approvisionner efficacement les zones cérébrales actives. Richement vascularisé 

pour pallier aux risques de manque d’oxygénation ou d’hypoglycémie très toxiques pour les 

cellules cérébrales, le SNC contrôle cependant de manière très fine tout ce qui provient de 

l’apport sanguin. L’unité neurovasculaire, introduite précédemment, est la structure qui régule 

ces échanges entre la circulation sanguine et les cellules cérébrales.  

Au sein de cette UNV, les cellules endothéliales s’organisent en monocouche tubulaire formant 

ainsi une barrière protectrice, appelée la barrière hémato-encéphalique (BHE, ou BBB pour 

blood-brain barrier) [201]. Cette protection est assurée grâce à un complexe de jonctions 



   Page | 59  

étroites et adhérentes entre les cellules endothéliales assurant une faible perméabilité 

paracellulaire, filtrant ainsi le passage de molécules et d’éventuels déchets entre le sang et le 

SNC [202,203]. Ainsi, la BHE est une structure essentielle du SNC permettant de limiter 

l’entrée de pathogènes, de substances neurotoxiques ou simplement de cellules sanguines 

dans le cerveau, pouvant être à l’origine d’une inflammation et perturber son fonctionnement 

[202].  

Extrêmement régulée, elle est entourée de péricytes avec qui elle forme d’étroits contacts et 

partage une membrane basale. Ces péricytes participent aux échanges métaboliques et 

ioniques avec les cellules endothéliales mais ont aussi un rôle important dans le maintien de 

l’intégrité de la BHE, en participant à la vasorégulation des capillaires sanguins et à la 

phagocytose des métabolites toxiques [204,205].  

Les pieds astrocytaires viennent également recouvrir la BHE pour former la « glia limitans ». Ils 

participent à sa mise en place et à sa régulation dynamique par l’intermédiaire de facteurs 

sécrétés [206–208] mais leur présence rapprochée des capillaires est plus certainement liée à 

leur fonction nourricière du SNC. 

Ainsi, malgré un réseau vasculaire développé et actif, l’accès au SNC reste très difficile et 

représente l’un des grands défis dans le traitement des tumeurs cérébrales comme le GB. En 

effet, pour atteindre l’ensemble des zones tumorales et produire un effet thérapeutique, 

l’utilisation de composés capables de traverser efficacement la BHE est préférable, et cette 

condition réduit drastiquement la liste des candidats possibles.  

 

Cependant, il faut considérer que dans la majorité des cancers, un remodelage localisé 

de l’architecture vasculaire est observé, notamment pour soutenir la demande nutritionnelle de 

ces cellules prolifératives [209]. Les tumeurs cérébrales, ne faisant pas exception, montrent 

presque toujours des capacités de co-option, de stimulation de l’angiogenèse mais également 

une disruption de la BHE [103,210–212]. Cette altération de la BHE peut ainsi entrainer 

l’augmentation de la perméabilité cérébrale à différentes molécules, comme cela a été montré 

par la diffusion intense d’agents de contraste dans les masses tumorales de GB (et plus 

généralement dans tous les gliomes) [213], et donc représenter une porte d’entrée intra-

tumorale pour des agents thérapeutiques à faible biodisponibilité cérébrale (c’est le cas par 

exemple du Bevacizumab, détail ci-après).  

Néanmoins, les techniques IRM permettant d’apprécier la perméabilité de la BHE 

semblent montrer une forte hétérogénéité spatiale quant à l’altération de la BHE dans le GB, 

mettant en évidence des ruptures localisées de la BHE mais également des zones intègres. 

Ainsi, un traitement basé uniquement sur une perméabilité de la BHE semblerait insuffisant et 

ne permettrait pas de cibler l’ensemble des zones tumorales [214,215].  
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Dans ce contexte, des stratégies thérapeutiques sont développées pour optimiser la 

biodisponibilité cérébrale de thérapies ciblées [216,217]. Parmi celles-ci, des approches 

invasives comme les injections intracérébrales ou l’implantation de dispositifs (gels, implants…) 

directement dans la cavité formée après résection tumorale [218,219]. D’autres techniques 

non-invasives sont également à l’étude : des approches moléculaires via le ciblage de 

récepteurs déjà présents sur la BHE (traitement couplé à un peptide reconnaissant le 

récepteur) [220] ou le blocage des systèmes d’efflux liés aux transporteurs ABC (responsables 

du transport des xénobiotiques notamment) [221,222] ; des approches de thérapie génique 

médiées par des virus [223] ; ou bien des approches physiques destinées à augmenter la 

perméabilité de la BHE par des ultrasons, par des radiations ou par encapsulation de 

molécules chimiothérapeutiques dans des nanoparticules lipophiles [224–226].  

A ce jour, malgré d’intéressants développements scientifiques et pharmacologiques, ces 

stratégies thérapeutiques n’ont pas encore donné lieu à un important bénéfice thérapeutique 

(peu d’effet anti-cancer ou importants effets toxiques indésirables), ou bien n’ont pas encore 

franchi l’étape de la clinique. L’hétérogénéité de structure de la BHE dans le GB, parfois 

protectrice et d’autres fois obstacle pour la thérapie, reste un paramètre essentiel à considérer 

pour le développement thérapeutique et clinique. 
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En considérant les dérégulations connues dans le GB, plusieurs molécules semblent 

appropriées dans le traitement du GB. Certaines ont même déjà montré leur efficacité dans 

différents autres cancers. Cette partie présente quelques-unes des principales pistes 

thérapeutiques développées ces dernières années mais, au vu du nombre très important 

d’essais développés dans le GB, ne souhaite pas être exhaustive. 

   

3.1. Inhiber l’angiogenèse tumorale 

Certains traitements en cours d’évaluation tirent donc avantage de l’augmentation de 

perméabilité de la BHE dans le GB afin de diffuser dans le parenchyme cérébral. C’est le cas 

par exemple du bevacizumab (ou Avastin), l’un des traitements complémentaires au Stupp les 

plus prescrits dans le GB. Le bevacizumab est un anticorps monoclonal dirigé contre le facteur 

de croissance de l’endothélium vasculaire (VEGF), un facteur pro-angiogénique favorisant la 

croissance de néo-vaisseaux surexprimé dans le GB.  

Sur la base de plusieurs essais cliniques de phase III montrant une amélioration de la survie 

sans progression des patients [227], seul ou en association avec lomustine [188] ou irinotécan 

[227], le bevacizumab est approuvé par la Food and Drug Administration (FDA) depuis 2009 
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pour le traitement des GB récidivants. Cependant, les instances européennes n’ont pas 

directement suivi la FDA et les effets du bevacizumab sont encore à l’épreuve dans de 

nombreux essais cliniques : en co-thérapie de première ligne avec le protocole Stupp contre 

les GB nouvellement diagnostiqués, ou pour le traitement des récidives, le bénéfice du 

bevacizumab reste discuté et ne permet pas d’augmenter la survie globale [228,229].  

 

 

3.2. Dérégulations génétiques et thérapies ciblées 

La majorité des traitements actuellement en essais cliniques dans le GB ciblent la voie 

RTK/RAS/PI3K, dérégulée dans plus de 80% des GB. Les inhibiteurs de tyrosine kinases (ITK) 

de 1ère, 2ème ou 3ème génération (erlotinib, gefitinib, afatinib, dacomitinib, dasatinib…) ont montré 

une efficacité notable dans certains cancers [230]. Les premiers résultats dans le GB montrent 

pourtant très peu de bénéfices pour les patients (légère augmentation de la survie sans 

progression, mais pas de la survie totale) [231–234]. Pour l’instant, ce résultat concerne aussi 

bien les inhibiteurs dirigés spécifiquement contre un récepteur, EGFR, PDGFR ou HER2 

notamment, que les inhibiteurs multikinases ciblant plusieurs récepteurs à la fois mais de 

nombreux essais cliniques sur des inhibiteurs multikinases sont encore en cours [235].  

De la même manière, les anticorps monoclonaux dirigés contre les récepteurs EGFR, comme 

le cetuximab, panitumumab ou nimotuzumab, n’ont pas montré d’amélioration du pronostic des 

patients GB, utilisés seuls ou en combinaison avec des traitements standards [236,237]. 

D’autres molécules ont été développées pour cibler cette grande voie de signalisation 

impliquée la régulation de la prolifération et la survie cellulaire. Plusieurs d’entre elles sont en 

place comme traitement de certains cancers, ou montrent des résultats encourageants dans 

les études in vitro ou in vivo, mais pourtant la quasi-totalité échoue à montrer un bénéfice dans 

le traitement du GB. C’est le cas des inhibiteurs de mTOR [238–240], de PI3K [241,242] , AKT 

[243], mais également des inhibiteurs de la voie des MAPK comme le sorafenib (inhibiteur 

multikinase) [244]. Les inhibiteurs de BRAF et MEK (dabrafenib + trametinib), actuellement 

indiqués dans le traitement des mélanomes ou des cancers bronchiques, sont également en 

évaluation dans les GB nouvellement diagnostiqués (essai de phase II). 

 

D’autres approches thérapeutiques s’intéressent plutôt aux dérégulations régissant 

l’importante motilité du GB, et donc par conséquent aux interactions entre les cellules de GB et 

leur microenvironnement. Les intégrines sont des récepteurs transmembranaires centraux pour 

l’attachement cellulaire à la MEC [245]. Ainsi, elles sont directement impliquées dans les 

mécanismes adhésion, migration et prolifération cellulaires des cellules cancéreuses [245]. 

Dans le GB, il a été démontré que la surexpression de certaines intégrines (notamment �v�3 et 
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�v�5) à la surface des cellules tumorales est promue par le facteur de croissance transformant 

TGF�, le tout favorisant la migration des cellules de GB [246]. D’autre part, la surexpression de 

certaines sous-unités des intégrines a été spécifiquement identifiée dans les GSCs, corrélée à 

l’expression de marqueurs souche tels que SOX2 ou encore Olig2, CD133 [247–249]. Ces 

intégrines représentent ainsi des cibles de choix pour éliminer ces GSCs, notamment 

impliquées dans les résistances thérapeutiques actuelles [250]. 

A ce jour, l’inhibition de la voie �v�3/�v�5 par traitement au cilengitide n’a pas montré 

d’amélioration du pronostic des patients GB [251,252]. Cependant d’autres intégrines émergent 

comme possibles cibles thérapeutiques, seules ou en co-traitements pour favoriser une 

sensibilisation aux thérapies standards [248,249], une activation immunitaire [253] ou un 

ciblage par des virus oncolytiques [247]. 

 

3.3. Ciblage de populations spécifiques 

Alternativement aux thérapies ciblées qui visent un dysfonctionnement des cellules de 

GB, les immunothérapies visent le système immunitaire (SI) du patient, et souhaitent activer ou 

restaurer la réponse immunitaire anti-tumorale. En d’autres termes, le but serait de transformer 

le GB de tumeur « froide », c’est-à-dire sans infiltration immunitaire, en tumeur « chaude » 

avec infiltration immunitaire anti-tumorale active, pour lesquelles les immunothérapies elles-

mêmes sont plus efficaces. 
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Les inhibiteurs de checkpoint immunitaires (ICI) font partie des immunothérapies ayant 

réellement révolutionné les traitements anti-cancéreux ces dernières années [255]. Ils agissent 

en bloquant le mécanisme d’inhibition du SI par la tumeur. Plus précisément, les ICI inhibent 

l’interaction entre des protéines appelées « checkpoint immunitaires », telles que CTLA-4 et 

PD-1, et leurs récepteurs présents à la surface des lymphocytes. En temps normal, ces 
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interactions sont régulatrices de la réponse immunitaire, mais en contexte cancéreux, ce 

mécanisme est détourné par la tumeur à son profit : les cellules cancéreuses expriment ces 

molécules checkpoint et vont ainsi supprimer la réponse immunitaire à leur encontre. Les ICI 

permettent donc de bloquer ce mécanisme d’échappement immunitaire. 

Parmi les ICI, l’ipilimumab est un anticorps monoclonal se fixant sur l’antigène 4 des 

lymphocytes T (LT) cytotoxiques (CTLA-4) qui régule directement leur activité. Le blocage par 

ipilimumab supprime cette régulation, augmente le recrutement de LT cytotoxiques autour de la 

tumeur et leur activité. Cependant, l’efficacité de cette molécule est encore en cours 

d’évaluation dans le GB [256].  

D’autre part, le nivolumab cible le récepteur PD-1 (programmed death-1) situé sur les LT et 

bloque sont interaction avec son ligand PD-L1, lui-même présent sur les cellules présentatrices 

d’antigène ou sur les cellules tumorales. Testé dans le cadre du traitement du GB lors d’essais 

cliniques de phase III suite à des premiers résultats encourageants, le nivolumab n’a 

finalement pas permis d’augmenter la survie des patients GB nouvellement diagnostiqués 

[257,258], ni d’apporter un meilleur bénéfice que le bevacizumab dans les GB récurrents [259].  

L’association de ces deux ICI n’a pas non plus montré de bénéfices dans le traitement du GB, 

voire même entrainé une plus forte toxicité immunitaire [260]. 

 

D’autres approches immunitaires commencent à faire leurs preuves dans le traitement 

du cancer, comme l’utilisation de cellules CAR-T ou la vaccination anticancéreuse.  

Les cellules CAR-T sont des lymphocytes T prélevés chez le patient puis modifiés in vitro par 

ajout d’une molécule CAR (Chimeric Antigen Receptor) responsable d’une activation des LT 

suite à l’exposition à des antigènes tumoraux [261]. Une fois activés et multipliés par expansion 

clonale, ces LT modifiés appelés cellules CAR-T sont réintroduits chez le patient afin de 

générer une réponse immunitaire anti-tumorale [262]. Cette nouvelle technologie appliquée au 

traitement du GB a donné lieu à 3 essais cliniques évaluant l’efficacité de cellules CAR-T 

générées contre 3 différents antigènes tumoraux [263] : le variant vIII du récepteur EGFR 

(EGFRvIII), le récepteur humain à l’EGF HER2 (ou ERBB2) et le récepteur à l’interleukine-13 

(IL-13R�2) [264–266]. Ces premiers essais cliniques ont validé la sécurité de ces thérapies 

chez le patient (ayant par ailleurs montré de sérieux effets indésirables immunitaires dans 

d’autres cancers [261]), cependant leur efficacité reste mitigée : quelques cas présentent des 

signes encourageants de GB stabilisé ou de survie prolongée mais d’autres cas ne montrent 

aucune efficacité [264–267]. De plus, les tumeurs secondaires qui repoussent après thérapie 

cellulaire CAR-T ont souvent perdu l’antigène d’intérêt ciblé par les CAR-T [265]. Cette 

adaptation met en lumière une résistance de la tumeur certainement liée à une expression 

hétérogène de l’antigène d’intérêt dans la tumeur ou à une pression de sélection entrainant sa 

perte. Dans ce contexte, des cotraitements avec d’autres immunothérapies (par exemple les 
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ICI) semblent une piste intéressante pour amplifier/prolonger la réponse immunitaire des CAR-

T et favoriser la présentation d’épitopes tumoraux au SI [268]. 

Les vaccins anti-cancéreux ont pour but, quant à eux, d’activer le SI du patient de manière 

physiologique contre des antigènes tumoraux, et permettre d’enclencher une mémoire 

immunitaire à long-terme qui pourrait prévenir les rechutes [254]. Les antigènes tumoraux 

présentés au SI sont divers : il peut s’agir de peptides, d’acides nucléiques ou de cellules elles-

mêmes primées avec des antigènes [269]. Pour l’instant, les vaccins peptidiques comme le 

Rindopepimut (peptide spécifique de EGFRvIII) n’ont pas montré d’augmentation de la survie 

des patients. Des approches multipeptidiques sont développées et en cours d’évaluation [270]. 

Le problème de ces thérapies réside dans la variabilité mutationnelle des antigènes ciblés 

pouvant exister d’un patient à l’autre. Ainsi, de récentes recherches s’intéressent à 

l’établissement de thérapies ciblées au cas par cas, adaptée au patient et à sa signature néo-

antigénique spécifique [271,272]. Encore en phase précoce d’évaluation clinique, ces 

approches personnalisées semblent prometteuses, mais quelques interactions avec d’autres 

molécules du protocole thérapeutique réduisant la réponse immunitaire, telles que la 

dexaméthasone, doivent être étudiées de manière plus approfondie. 

 

3.4. Technologies spécifiques pour le traitement du GB 

Au-delà des immunothérapies, d’autres technologies se développent pour améliorer le 

traitement des GB. Notamment, il faut noter l’approche originale non-médicamenteuse des 

« Tumor Treating Fields » (TTFs), champs électriques de faible intensité et fréquence (200kHz) 

appliqués sur le crâne et ciblant spécifiquement les cellules de GB [180]. Ces TTFs induisent 

un arrêt mitotique et une entrée en apoptose des cellules à division rapide [273]. Le dispositif 

se présente sous la forme de 4 transducteurs formés de 9 électrodes, à placer directement sur 

le crâne rasé, connecté à un générateur qui envoie en continu des champs électriques de 

200kHz. L’appareil ne nécessite pas une hospitalisation, facilitant l’acceptance des patients, 

mais doit être porté au maximum en continu (au moins 18h par jour). 

Dans un essai de phase III, l’ajout d’une thérapie par TTFs au traitement standard a montré 

une augmentation de la survie totale et de la survie sans progression des patients, en 

comparaison avec le traitement standard seul. Avec les TTFs, la médiane de survie 

totale s’élève à 20.9 mois contre 16 mois sans les TTFs, et la survie sans progression à 6.7 

mois contre 4 mois sans les TTFs, et ce sans augmenter la fréquence des effets indésirables 

[180]. Ces résultats encourageants, en contraste avec les nombreux résultats défavorables 

d’autres essais cliniques, représentent une réelle avancée pour la prise en charge des patients 

GB. 
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Introduits dans la partie « Hétérogénéité et plasticité des GB » (II-A.4) de ce manuscrit, 

les concepts de plasticité et hétérogénéité dans les cellules et tumeurs de GB sont les 

principaux enjeux expliquant les échecs thérapeutiques actuels. En effet, la forte hétérogénéité 

intratumorale rend le ciblage de l’ensemble des sous-populations cellulaires du GB 

particulièrement difficile. D’autre part, des mécanismes adaptatifs, au-delà d’être induits par le 

microenvironnement tumoral, sont également stimulés par la mise en place des traitements et 

participent ainsi à expliquer l’échec des thérapies standard comme des thérapies ciblées [147]. 

Si la quasi-totalité des GB recidivent, une grande majorité d’entre eux montrent des 

récurrences locales, dans les quelques centimètres autour du site de la tumeur initiale, mais 

aussi plus rarement à distance de la tumeur initiale [274]. L’essor de la transcriptomique, 

notamment, participe activement à l’initiation de nombreuses études tentant d’apporter des 

explications et modèles quant à l’évolution du GB dans sa phase de récurrence [274–276].  

 

Plus concrètement, de nombreux mécanismes de résistance et d’adaptation à la 

thérapie ont déjà été identifiés. La surrégulation de la MGMT, enzyme de réparation des 

dommages à l’ADN induits par la thérapie alkylante, est le plus ancien mécanisme de 

résistance à la chimiothérapie caractérisé dans le GB [277] et fait désormais partie des 

biomarqueurs analysés à visée prédictive et pronostique.  

Les effets de la radiothérapie sont quant à eux médiés par l’induction de dommages à l’ADN et 

de dommages oxydatifs dans les cellules. Ainsi, l’impact des radiations ionisantes est 

sensiblement réduit dans les niches hypoxiques où le manque d’oxygène limite la formation de 

ROS nécessaires au processus radio-induit de mort cellulaire. D’autre part, la radiothérapie a 

montré des effets favorisant un enrichissement du phénotype souche plus résistant aux 

thérapies [278,279]. L’irradiation favorise également l’entrée d’une population cellulaire du GB 

dans un état de type quiescence/sénescence ainsi que la conséquente production de facteurs 

sécrétoires associés (facteurs de croissance, cytokines, protéases…) qui secondairement 

favorisent le remodelage du microenvironnement et la progression du GB [278,280].  

Également, la mise en place d’interconnections cytoplasmiques, appelées microtubes, entre les 

cellules de GB, et notamment dans la population de CSG, a montré la formation d’un réseau 

connecté impliquant la voie du TGF-� et favorisant la résistance à la radiothérapie 

[152,281,282]. 
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 Globalement, la mise en place des thérapies, outre l’effet bénéfique anti-cancéreux 

qu’elles apportent, induit également des adaptations phénotypiques, cellulaires et moléculaires 

dans le GB qui participent grandement à sa survie et à sa récurrence. Ces adaptations sont 

nombreuses (loin d’être toutes abordées ici), certainement encore largement sous-estimées, et 

reposent très fortement sur la grande hétérogénéité présente dans le GB ainsi que sur sa 

plasticité étonnante, notamment au sein de sous-populations particulières comme les CSG. 

L’étude et le décryptage de ces adaptations semble donc être une étape clé vers l’identification 

des vulnérabilités du GB et l’amélioration de l’efficacité des thérapies. 
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Au vu de la complexité du système colonisé par le GB, du GB lui-même, et de la faible 

efficacité des traitements antinéoplasiques « standards », l’approche ciblée reste pour l’instant 

la plus souhaitable dans le traitement du GB. Pour cela, une meilleure connaissance des 

mécanismes sous-jacents au développement et à la rechute des GB apparait indispensable, et 

intéresse de plus en plus la communauté scientifique et clinique. « Comprendre la tumeur pour 

mieux la traiter » semble aujourd’hui être la ligne directrice des recherches sur le GB, et celle 

qui anime également nos travaux présentés dans ce manuscrit.  

Pour comprendre le fonctionnement de cette cellule cancéreuse, il faut nécessairement 

s’intéresser à son métabolisme. En effet, comme toute chose vivante, la cellule cancéreuse 

incorpore un ensemble de nutriments et molécules pour alimenter et entretenir son 

fonctionnement. Elle subit cependant différentes contraintes, notamment la nécessité d’un 

rendement extrême, afin de soutenir une prolifération intense et une forte mobilité. Pour 

parvenir à ses fins, et c’est certainement la base de « l’intelligence du cancer », la cellule 

cancéreuse détourne à son avantage de nombreuses voies de fonctionnement physiologique : 

elle est capable d’initier une néoangiogenèse pour puiser ses ressources dans la circulation 

sanguine, de déréguler de nombreuses voies de signalisation pour favoriser leur rendement, et 

de s’alimenter de différentes sources carbonées en fonction de son besoin immédiat. Sur la 

base de nombreuses études décrivant ces dérégulations et leur implication dans le soutien de 

l’initiation, de la progression et de la récurrence du cancer, la reprogrammation métabolique est 

ainsi devenue l’un des hallmarks du cancer [94].  

Le GB ne fait pas exception et montre une organisation et une plasticité étonnante, également 

sur le plan métabolique. Les conséquences de ces dérégulations métaboliques sont d’autant 

plus importantes et sensibles qu’elles prennent place dans ce milieu cérébral fermé, où 

l’approvisionnement est finement organisé par l’UNV et régulé par la BHE, et au sein duquel 

les cellules résidentes sont très dépendantes de cet afflux énergétique.  
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Le terme « métabolisme » désigne l’ensemble des réactions chimiques, anaboliques ou 

cataboliques, qui se déroulent au sein d’un organisme vivant. Plus précisément, le catabolisme 

comprend l’ensemble des réactions visant à produire de l’énergie par la dégradation de 

métabolites à potentiel énergétique (réactions exergoniques), tandis que l’anabolisme 

rassemble les réactions non spontanées qui à l’inverse nécessitent de l’énergie (réactions 
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endergoniques), comme par exemple les processus de synthèse, assemblage ou stockage 

moléculaire. Chaque être vivant survit donc grâce à un équilibre complexe entre anabolisme et 

catabolisme, et un arrêt de la production énergétique entraine nécessairement un arrêt du 

fonctionnement cellulaire, et donc la mort de l’organisme ou son entrée en quiescence [283]. 

Les cellules humaines utilisent quotidiennement de nombreuses voies métaboliques mais les 

deux principales voies de synthèse énergétique sont la glycolyse et le système mitochondrial 

des oxydations phosphorylantes. Au-delà de la simple production d’énergie, modélisée par la 

production d’ATP (adénosine triphosphate), ces voies permettent également la production 

d’intermédiaires de synthèse, nécessaires à la production de biomasse donc indispensables 

pour la multiplication cellulaire. 

 

1.1. La glycolyse 

 

La glycolyse est la voie principale de 

dégradation du glucose, principal substrat carboné 

alimentant nos cellules (Fig. 16) [284,285]. Ce 

glucose est incorporé dans les cellules par 

l’intermédiaire des transporteurs membranaires 

GLUT [286]. Une fois dans le cytoplasme, une 

série de réactions enzymatiques transforme le 

glucose en pyruvate. Certaines étapes clés de la 

glycolyse génèrent la formation de liaisons à haut 

potentiel énergétique pouvant être par la suite 

déplacées sur une molécule d’ADP (adénosine 

diphosphate) pour créer une molécule d’ATP, 

molécule énergétique par excellence. Une autre 

étape importante de la glycolyse est catalysée par 

la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase 

(GA-3P déshydrogénase) et s’accompagne de la 

réduction d’un cofacteur, le NAD (nicotinamide 

adénine dinucléotide), participant ainsi à la balance 

redox intracellulaire.  
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Cette voie métabolique présente en théorie un faible rendement énergétique : au total, 

deux molécules d’ATP sont produites par molécule de glucose. Pourtant, la glycolyse est la 

voie de production énergétique favorisée dans les cellules en prolifération. En effet, si le 

nombre de molécules d’ATP produites est relativement faible, la glycolyse présente d’autre 

points forts : elle est indépendante du niveau d’oxygène, sa stimulation permet une vitesse de 

dégradation du glucose, donc de production d’énergie, très rapide et elle génère également 

plusieurs intermédiaires nécessaires à la production rapide de biomasse (environ 10% du flux 

glycolytique, très variable en fonction des besoins cellulaires).  

La multiplication cellulaire nécessite en effet la réplication de l’ensemble des compartiments 

subcellulaires, et donc notamment la synthèse de nouveaux acides nucléiques, protéines et 

lipides. Différentes voies métaboliques subsidiaires dérivent d’intermédiaires de la glycolyse et 

sont orientées dans ce sens. La voie des pentoses phosphates (PPP) prend source au niveau 

du glucose-6-phosphate et participe à la synthèse de nucléotides de l’ADN/ARN ainsi qu’à 

l’équilibre redox cellulaire [287]. La voie de biosynthèse des hexosamines, dérivant du fructose-

6-phosphate, est nécessaire aux processus de glycosylations des protéines, notamment des 

récepteurs aux facteurs de croissance impliqués dans la signalisation pro-prolifération [288]. Le 

3-phophoglycérate est un précurseur de synthèse de la sérine et de la glycine, acides aminés 

importants pour la biosynthèse de différentes protéines mais surtout du glutathion, principal 

antioxydant cellulaire, ainsi que des bases puriques de l’ADN [289]. Quant au glyceraldéhyde-

3-phosphate, il peut également être intégré dans la production de lipides. 

A noter, pour son fonctionnement, la glycolyse requiert la présence de molécules d’ATP, 

indispensables à la première partie de la voie métabolique glycolytique, ainsi que de NAD+ 

oxydé, et dépend donc de l’état redox et énergétique préalable de la cellule [290,291]. 

 

1.2. La mitochondrie et le système des oxydations phosphorylantes 

La glycolyse et ses voies métaboliques annexes ne sont cependant pas suffisantes 

pour subvenir aux demandes métaboliques des cellules. Le métabolisme mitochondrial vient 

alors compléter ces besoins, principalement via une production énergétique soutenue 

[284,292,293]. 

Le pyruvate cytosolique peut être intégré dans la mitochondrie par des transporteurs 

spécifiques (MPC : Mitochondrial Pyruvate Carrier), où il est pris en charge par le complexe de 

la pyruvate déshydrogénase et décarboxylé en acétyl-coenzyme A (acéyl-CoA). L’acétyl-CoA 

entre ensuite dans le cycle de Krebs, aussi appelé cycle du citrate ou TCA (tricarboxylic acid 

cycle), où il est couplé à l’oxaloacétate pour former du citrate. Le cycle de Krebs rassemble une 

succession de réactions chimiques en cycle fermé induisant la formation d’intermédiaires utiles 
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à divers métabolismes parallèles, mais surtout permettant la réduction de cofacteurs NAD et 

FAD (en NADH/H+ et FADH2).  

Ces cofacteurs réduits vont par la suite alimenter les complexes I et II de la chaine respiratoire 

mitochondriale, ou système des oxydations phosphorylantes (OxPhos), placés sur la 

membrane interne mitochondriale (MIM). Ces complexes vont alors régénérer la forme oxydée 

NAD+ et FAD, en libérant électrons et ions H+ [291]. Les électrons sont transmis au coenzyme 

Q qui joue le rôle de transporteur vers le complexe III. Les protons, sont quant à eux libérés 

dans l’espace intermembranaire mitochondrial, générant ainsi une différence de potentiel entre 

la face interne et externe de la MIM. Les électrons du complexe III, qui alimente au passage le 

gradient de protons, sont pris en charge par le cytochrome c jusqu’au complexe IV où ils sont 

finalement donnés à l’accepteur final d’électrons : l’oxygène. En conditions oxygénées, des 

molécules d’O2 sont ainsi consommées pour former de l’eau, la mitochondrie respire. Pour finir, 

le gradient de protons alimenté par les différents complexes permet de créer une force 

électrochimique assez intense pour faire fonctionner l’ATP synthase (ou complexe V) dont 

l’activité va produire une molécule d’ATP [293]. 
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Au total, la décarboxylation d’une molécule de pyruvate et son intégration dans un cycle du 

TCA produit 4 NADH/H+, 1 FADH2 et un équivalent ATP. Par la suite, la régénération des 

cofacteurs NADH/H+ et FADH2 par les complexes respiratoires permet la production 

respective de 3 et 2 molécules d’ATP. Ainsi, l’oxydation complète d’une molécule de glucose 

par le système des OxPhos mitochondrial produit 32 molécules d’ATP, soit plus de 15 fois le 

rendement de la glycolyse seule. 
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1.3. La fermentation lactique  

Lorsque les niveaux d’oxygène diminuent, la mitochondrie n’est plus capable d’assurer 

la respiration cellulaire. Dans ce cas, le pyruvate est directement pris en charge dans le cytosol 

par les lactate déshydrogénases (LDHs) qui permettent la synthèse de lactate et la réoxydation 

d’une molécule de NADH/H+ en NAD+ (Fig. 18). Cette réaction, de rendement énergétique 

moins important que la voie des OxPhos, est par ailleurs très rapide et permet de « découpler » 

les voies glycolytiques et oxydatives pour maintenir un flux glycolytique (dépendant de la 

régénération du NAD+). En effet, la réoxydation des coenzymes NAD/FAD dans la 

mitochondrie est relativement lente donc, pour assurer un flux de glycolyse soutenu, cette 

oxydation doit nécessairement être assurée par les LDHs [284,290]. 
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2.1. Organisation métabolique et activité cérébrale 

Le glucose est le principal substrat énergétique dans le cerveau. Il est capté depuis la 

circulation sanguine et intégré dans les cellules par des transporteurs GLUT, où son oxydation 

complète apporte l’énergie nécessaire au fonctionnement des cellules cérébrales.  

Sur le plan métabolique, le cerveau est un organe tout à fait singulier. Il coordonne la majorité 

des fonctions de l’organisme et la neurotransmission associée, plus précisément l’activité 

synaptique, est relativement énergivore. Malgré sa forte consommation énergétique, le cerveau 

ne contient que très peu de réserves d’énergie et le fonctionnement nerveux dépend donc d’un 

couplage très fin avec l’approvisionnement en substrats énergétiques depuis la circulation 

sanguine.  

Pour soutenir cette organisation, chaque type cellulaire cérébral présente un fonctionnement 

métabolique particulier, responsable de l’intégration, la production et l’excrétion de métabolites 

différents en fonction des types cellulaires et orientant ainsi les échanges de molécules et 

substrats énergétiques entre cellules qui assurent secondairement leur fonctionnement.  
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Cette coopération métabolique intercellulaire est notamment imagée par le couple 

astrocyte/neurone dont le métabolisme intracellulaire très spécialisé favorise des échanges 

métaboliques spécifiques [295]. En effet, les astrocytes sont principalement glycolytiques : ils 

tolèrent parfaitement l’inhibition du métabolisme oxydatif in vitro et in vivo [296], qu’ils 

compensent par une up-régulation de la glycolyse [297]. A l’inverse des astrocytes, les 

neurones ne sont pas capables de contrebalancer une inhibition des OxPhos, expérimentée in 

vitro via l’action différents bloqueurs de la chaine respiratoire mitochondriale [296,297]. Ces 

derniers provoquent une chute énergétique et de potentiel de membrane mitochondrial qui 

secondairement déclenche la mort des neurones par apoptose [296,297]. Ces résultats, 

confirmés in vivo, valident la mutuelle spécialisation métabolique des astrocytes et neurones, 

respectivement vers un métabolisme glycolytique ou tourné vers le système des OxPhos, et 

prouvent la complémentarité métabolique de ces deux populations cérébrales. 

En lien direct avec leur métabolisme, on observe un transfert de lactate des astrocytes vers les 

neurones, également appelé navette lactate astrocyte-neurone ou ANLS (Astrocyte-Neuron 

Lactate Shuttle) [29]. En effet, au vu de leur importante activité glycolytique, les astrocytes 

sécrètent du lactate en continu, en conditions basales ou lorsqu’ils sont activés [29,298]. 

Plusieurs mécanismes sont proposés pour expliquer la stimulation de la production et 

l’excrétion de lactate par les astrocytes. L’influx de glutamate dans les astrocytes lors d’une 

activation synaptique stimule l’entrée de glucose et son oxydation totale en lactate via la 

glycolyse, par le biais d’un couplage avec des transports d’ions Na+ et K+ [29]. D’autre part, le 

NO (oxide nitrique) et les ions NH4+ libérés par les neurones lors de transmissions 

glutamatergiques sont également des médiateurs métaboliques. Le NO peut entrer en 

compétition avec l’oxygène et inhiber le complexe IV du système des OxPhos astrocytaire 

[296,297] ; tandis que les ions NH4+ inhibent l’incorporation mitochondriale du pyruvate dans 

les astrocytes [299], promouvant ainsi la voie glycolytique et la conséquente production de 

lactate. 

Ce lactate est ensuite capté par les neurones, où il est rétroconverti en pyruvate par les LDHs 

et directement oxydé dans la mitochondrie par la voie des OxPhos, assurant aux neurones la 

production d’énergie qui leur est nécessaire [29,30]. Les neurones favorisent en effet les voies 

oxydatives au détriment de la glycolyse et préfèrent ainsi le lactate au glucose comme source 

carbonée [30,300]. Ce métabolisme neuronal oxydatif est notamment orienté par l’absence de 

l’enzyme PFKFB3 (6-phosphofructose-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase-3) dans les 

neurones, constamment dégradée par le protéasome. En effet, cet enzyme est normalement 

responsable de la production de fructose-2,6-bP, lui-même un puissant activateur allostérique 

d’une enzyme de la glycolyse, la PFK1. La dégradation de PFKFB3 et donc l’absence de 

fructose-2,6-bP dans les neurones, contrairement à ce qui est observé dans les astrocytes, a 

pour conséquence une diminution du flux glycolytique [297,301]. 
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En conclusion, le SNC présente une organisation métabolique unique (Fig. 19). Même 

si les astrocytes et les neurones sont tous deux capables d’oxyder entièrement le glucose, un 

couplage métabolique est mis en place entre les deux populations cellulaires : les neurones 

puisent leur substrat énergétique, le lactate, de l’activité glycolytique des astrocytes [29,30].  

Cette organisation métabolique est appuyée par l’organisation physique des populations 

cellulaires. Les astrocytes vont en effet recouvrir les vaisseaux sanguins de leurs pieds 

astrocytaires pour capter le glucose sanguin [28], et entourent d’autre part les synapses 

neuronales, captant ainsi le glutamate synaptique pour stimuler leur métabolisme [29]. 

 

 

�� !"#�$��	��%'0#3(�*A�+("%0,(#@�#!"%'��&0(&(#�+=!((1#��*40"�(��'�(�&1#)#'(�3&"�
#11#"�'�#(��& �+("#((��C2�D�/��$B'���6���������

�����B����@���A��

"����!������������B��B���������������������3����������������!��."G=�����'B��+����B������������������I!�F!D�!����������,����������

�������!���������5B�B��!6���!������F!���D���E�����%�3�����������������!����,=�%���!�����'��������!��'B��+����'���6�����5������!��

����!������ B����B��F!�%� ���!����� ���� ��� �!���� ��� 5�������� �������F!�� ���� ��+B������� ��� ��!��'���� ����� ��� 5����� �������F!���

."G=�1�=���������!����!���!�����R��,=�1�=���������!����!���������R�"�7�1�"��������B�$�����B������R�7,
-
�1�7����6����+�6�����

�������������%�-B�����!���!���������R�"<=("=��1�<���������������(�B���������M���������'���

 

2.2. Focus sur le rôle du lactate 

Auparavant considéré comme un déchet métabolique de la glycolyse, le lactate est 

désormais reconnu comme un substrat énergétique à part entière. Dans le cerveau, il est donc 

le substrat privilégié des neurones (surpassant même le glucose) [300], soutenant l’activité 

neuronale mais agissant également comme molécule de signalisation essentielle dans le 

processus de plasticité synaptique et de mémoire [303]. 

Le lactate est produit à partir du pyruvate par les LDHs dans le cytosol. Les LDHs sont formés 

à partir de 2 sous-unités (LDH M « muscle » et H « heart ») qui s’assemblent en homo- ou 
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hétérotétramères pour former différents 5 isotypes, LDH1 à 5. Tous les homo- ou 

hétérotétramères catalysent l’interconversion du pyruvate en lactate ou inversement. 

Cependant, en fonction de la sous-unité majoritaire, le complexe LDH final va présenter des 

caractéristiques cinétiques différentes, impactant leur affinité préférentielle pour le lactate ou le 

pyruvate et donc le sens réactionnel. La sous-unité H est codée par le gène LDHA et catalyse 

préférentiellement la production de lactate tandis que la sous-unité M est codée par le gène 

LDHB et tend plutôt à rétroconvertir ce lactate en pyruvate [304]. Cependant, l’orientation de 

cette réaction est également soumise à une régulation par le substrat/produit, c’est-à-dire 

qu’elle sera orientée par la concentration de pyruvate ou lactate dans la cellule, ainsi qu’à une 

régulation redox puisqu’elle est conditionnée par l’état oxydé ou réduit du coenzyme NAD, 

cofacteur de l’interconversion pyruvate/lactate. Des approches immunohistochimiques ont 

permis de montrer que l’expression des LDH dans le cerveau est corrélée à la signature 

métabolique des différents types cellulaires cérébraux : LDHA est préférentiellement exprimée 

dans les astrocytes tandis que LDHB est présent dans les neurones [304,305].  

Une fois produit, le lactate peut être exporté/importé par l’intermédiaire de transporteurs 

transmembranaires : les transporteurs des monocarboxylates (MCTs). Quatre membres de la 

famille des MCTs (MCT1 à 4) cotransportent des protons et des monocarboxylates tels que le 

lactate, le pyruvate ou les corps cétoniques [306]. Les MCTs sont des transporteurs bi-

directionnels, et leur sens de fonctionnement est donc déterminé par la concentration intra- et 

extracellulaire de lactate et d’ions H+. Cependant, ils ne présentent pas tous la même affinité 

pour le lactate. Ainsi, MCT4, ayant la plus faible affinité pour le lactate et un turnover important, 

est plus adapté à l’export du lactate [307]. MCT1 et MCT2, respectivement d’affinité 

intermédiaire et forte, sont quant à eux adaptés pour l’import de lactate [306,308]. 

Dans le cerveau, MCT3 est très peu exprimé et uniquement dans les plexus choroïdes, tandis 

que MCT1, 2 et 4 sont largement représentés [308]. MCT1 et MCT4 sont en charge de l’export 

de lactate des astrocytes : MCT1 en conditions basales et MCT4 en « renfort » lorsque la 

concentration de lactate est augmentée, par exemple en conditions hypoxiques [309]. MCT2 

est quant à lui exprimé à la membrane des neurones et responsable de l’import du substrat 

favori de ces derniers.  

Cette expression différentielle des transporteurs MCT, corrélée à la répartition des isoformes 

LDH, participe activement à l’établissement de la navette lactate en astrocytes et neurones 

[30,310]. 

 

Par ses échanges métaboliques entre astrocytes et neurones, le lactate joue un rôle 

décisif dans la survie et la fonctionnalité/excitabilité neuronale, mais également dans des 

processus plus avancés tels que la mémoire. En effet, l’inhibition de la glycogénolyse 

astrocytaire (glucose, et donc lactate stockés sous forme de glycogène dans les astrocytes) ou 
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encore le blocage direct des MCTs dans le cerveau entraine une disruption de la 

potentialisation à long terme (LTP), mécanisme neuronal sous-jacent à la mémoire, et donc 

une amnésie chez le rat [311,312]. De manière intéressante, un ajout de lactate (mais pas de 

glucose) permet de restaurer la mémoire et la plasticité synaptique dans ce modèle [311].  

Au-delà de son importance métabolique, le lactate joue également un rôle dans la signalisation 

cellulaire ou encore la régulation épigénétique. En effet, le lactate peut également se fixer au 

récepteur transmembranaire GPR81 (G-protein-coupled receptor 81) ou HCAR1 

(hydroxycarboxylic acid receptor 1) [313], récepteur couplé à une protéine Gi inhibitrice, et 

induire un rétrocontrôle négatif sur l’activité neuronale par le biais d’une cascade de 

signalisation impliquant l’adénylate cyclase et l’AMP cyclique [314]. D’autre part, une régulation 

épigénétique récemment découverte est également induite par le lactate. Ce dernier est à 

l’origine de mécanismes de lactylation des histones, c’est-à-dire d’ajout d’un groupe lactyl sur 

un résidu lysine des histones, permettant une stimulation directe de la transcription génique de 

la chromatine [315]. Des dérégulations de ces processus physiologiques sont notamment à 

l’étude dans plusieurs pathologies, y compris le cancer. 

�

2.3. Equilibre redox 

L’organisation métabolique cérébrale est également essentielle pour la régulation redox 

du cerveau. La dépendance à l’oxygène du système nerveux, responsable d’environ 20% de la 

consommation totale d’O2 du corps, le rend particulièrement sujet à des stress oxydants. En 

conditions physiologiques, une balance redox est assurée par des systèmes cellulaires 

antioxydants pour éviter tout dommage entrainant à terme une neurodégénération [316].  

Les neurones sont particulièrement sensibles au stress oxydant. En effet, la neurotransmission 

est non seulement associée à un fort impact énergétique, mais également à une production 

d’espèces radicalaires de l’oxygène (ROS) [296,317], et les neurones sont paradoxalement 

peu équipés en systèmes antioxydants. Cette faible défense antioxydante des neurones 

s’explique notamment par la répression du facteur NRF2 (nuclear factor�erythroid 2�related 

factor�2), un régulateur central des systèmes antioxydants cellulaires [318,319].  

Pour éviter tout dommage lié aux ROS, les neurones adaptent alors leur métabolisme. En effet, 

en régulant à la baisse la voie de la glycolyse, les neurones favorisent l’approvisionnement de 

la voie PPP en glucose-6-phosphate. Cette voie PPP permet la régénération du cofacteur 

NADPH/H+, essentiel à la réduction d’un antioxydant central, le glutathion (GSSG) en sa forme 

active (GSH) [320]. Cette régénération antioxydante est essentielle pour les neurones, qui ne 

sont que faiblement équipés en enzymes permettant la synthèse de novo de GSH [319]. Ainsi, 

pour maintenir un état redox correct et survivre à tout stress oxydant, les neurones sont 

finalement forcés de réduire leur flux glycolytique au profit des PPP. 
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Les astrocytes, au contraire, sont bien mieux organisés que les neurones pour lutter contre les 

dommages oxydatifs : ils expriment de façon stable le facteur NRF2 qui leur assure la 

transcription et la mise en place d’une machinerie antioxydante fonctionnelle et efficace. 

Notamment, NRF2 active la synthèse de novo du glutathion dans les astrocytes et ces derniers 

sont capables de libérer des précurseurs de synthèse. Grâce au lien étroit entre astrocytes et 

neurones, ces précurseurs sont alors incorporés par les neurones pour permettre en parallèle 

une synthèse neuronale de glutathion et aider à la protection antioxydante [321]. Cet échange 

est d’autant plus stimulé par la neurotransmission glutamatergique, qui induit indirectement la 

phosphorylation et l’activation de NRF2 dans les astrocytes [319,322]. 

Ainsi, les échanges astrocytes/neurones permettent non seulement d’assurer un 

métabolisme énergétique efficace pour soutenir leurs fonctionnements respectifs mais 

également de parer aux éventuelles conséquences redox de l’activation métabolique soutenue 

de ces cellules. 
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Reconnue depuis plus de 10 ans comme l’une des caractéristiques du cancer [94], la 

dérégulation métabolique est activement impliquée dans le soutien des paramètres de 

progression du cancer. A l’image de sa plasticité, le GB affiche différentes adaptations 

dynamiques contribuant à enrichir un peu plus l’hétérogénéité de la tumeur. Notamment, des 

changements au niveau de la machinerie bioénergétique cellulaire, différentiellement régulés 

en fonction de la sous-population du GB, de ses besoins et fonctions ainsi que de son 

microenvironnement, participent à soutenir l’intense prolifération celllulaire du GB. 

 

Dans les cellules saines, l’homéostasie bioénergétique, et notamment du glucose, est 

régulée par la mise en place d’un équilibre subtil entre réactions cataboliques et anaboliques. 

La majorité de la production d’énergie est assurée par les voies oxydatives du métabolisme du 

glucose, c’est-à-dire via le cycle de Krebs et le système des oxydations phosphorylantes 

mitochondrial. Dans le GB, comme dans la majorité des cancers, les cellules cancéreuses sont 

capables reprogrammer leur métabolisme énergétique vers la glycolyse même en présence 

d’oxygène, et ce au désavantage des voies oxydatives mitchondriales normalement favorisées 

en conditions oxygénées [323]. Cette dérégulation énergétique, largement connue sous le nom 

de glycolyse aérobie ou effet Warburg, parait en théorie contre-intuitive puisque les OxPhos 

permettent un rendement en ATP bien meilleur que la glycolyse, mais s’explique notamment 

d’un point de vue prolifératif. En effet, outre la production d’énergie pour la cellule, la 

surrégulation de la voie glycolytique permet au GB de générer des intermédiaires de synthèse 

alimentant différentes voies de biosynthèse et favorisant ainsi la production de biomasse [324].  

Cette stimulation glycolytique a été associée avec différentes dérégulations moléculaires 

observées dans le GB. Notamment, l’activation d’oncogènes comme par exemple AKT, induit 

par la perte de PTEN ou l’activation de la voie RTK/PI3K dont les altérations cumulées sont 

présentes dans plus de 80% des GB, augmente l’expression d’un transporteur du glucose 

GLUT4 et active l’hexokinase-2, favorisant ainsi la voie glycolytique [325]. Également, 

l’activation de RAS ou MYC ou la mutation de gènes suppresseurs de tumeurs comme TP53  

stimulent la glycolyse et la production de lactate, certains d’ailleurs par l’intermédiaire d’une 

surrégulation de LDHA et PDHK1 [326–328]. Cependant, si ces altérations génétiques sont 

bien liées à des altérations métaboliques, toutes les cellules cancéreuses qui présentent le 

même type de mutations ne montrent pas forcément le même phénotype métabolique. Ceci 

suggère alors de considérer l’altération métabolique dans le cancer, mais également dans le 

GB, plutôt parmi les causes et non comme l’une des conséquences de la tumorigenèse [329]. 
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Le métabolisme des cellules de GB, du fait de sa rapide croissance et par 

l’établissement de niches intratumorales caractéristiques, est également fortement régulé par 

l’hypoxie [139,140]. En effet, cette difficulté d’accès à l’oxygène stimule la glycolyse notamment 

par le biais de l’activation du facteur HIF1�, régulant positivement plusieurs acteurs 

glycolytiques (GLUT, différents enzymes de la glycolyse, LDHA, MCT4…) [141,330] et 

stimulant de surcroît le phénotype prolifératif. 

En fonction des conditions d’oxygénation, d’autres modulations métaboliques été mises en 

évidence dans le GB. En effet, la voie des PPP, impliquée dans la synthèse des acides 

nucléiques, est très active dans les cellules à prolifération rapide, et inhibée en condition 

hypoxiques au profit de la glycolyse [331]. Dans les zones oxygénées du GB, la mutation 

suractivatrice de la TERT, retrouvée dans 80% des GB, est associée avec une augmentation 

de la phospho-activation de différents enzymes des PPP [332]. En hypoxie, cette voie des PPP 

est donc relayée par la glycolyse, qui alimente parallèlement la voie de biosynthèse des lipides 

ou bien de la sérine à l’origine de la synthèse des bases puriques de l’ADN.  

 

 Si la surrégulation glycolytique, du fait de l’effet Warburg et de l’hypoxie, est largement 

acceptée dans le GB, de plus en plus de preuves suggèrent finalement une cohabitation avec 

d’autres phénotypes métaboliques, notamment une utilisation mitochondriale du glucose [333–

335]. Récemment, Garofano et ses collègues, dans une large analyse transcriptomique, ont 

effectivement mis en évidence de nouveaux sous-groupes cellulaires dans le GB basés sur 

leurs caractéristiques métaboliques, et identifient à la fois une signature 

« glycolytique/plurimétabolique » mais aussi une signature mitochondriale [123]. L’existence 

d’une sous-population oxydative du GB, est également confirmée par des modèles d’infusion 

de [13C]glucose chez la souris comme chez le patient, montrant à la fois une production de 

lactate mais aussi une métabolisation mitochondriale de ce glucose marqué [333,336].  

Si Garofano associe le phénotype mitochondrial à un meilleur pronostic [123], d’autres 

associent à cette population oxydative des capacités d’invasion stimulées et une 

chimiorésistance au TMZ [337,338]. En effet, l’étude de cellules de GB à forte motilité a 

notamment a montré un contenu mitochondrial plus important associé à une plus forte 

production de ROS intracellulaires et une conséquente protection antioxydante stimulée [338].  

De plus, dans les travaux de Hoang-Minh et al., cette population oxydative présente des 

niveaux plus élevés de produits et acteurs du métabolisme des lipides, un parallèle retrouvé 

avec les tumeurs récurrentes de GB [337]. Ces résultats font notamment écho avec la relative 

dépendance des GB au cholestérol excrété par les astrocytes réactifs qui les entourent [162].   

De manière intéressante, la metformine, un anti-diabétique également utilisé pour ses 

propriétés inhibitrices du complexe I de la chaine respiratoire mitochondriale, a entrainé une 
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réduction de la viabilité cellulaire, de la prolifération mais également de la migration et de la 

transition épithélio-mésenchymateuse dans certaines lignées cellulaires de GB [339,340]. Du 

fait de ces résultats prometteurs, son efficacité est actuellement testée en clinique dans un 

essai de phase II, en combinaison avec les thérapies standards [341]. 

 

 Au-delà du glucose, d’autres métabolites participent également au métabolisme des 

cellules de GB. Les acides aminés comme la glutamine peuvent notamment approvisionner le 

cycle de Krebs mitochondrial, et montrent un rôle essentiel dans la survie et la prolifération des 

cellules cancéreuses. Une addiction des cellules GB à la glutamine a d’ailleurs été proposée 

[329]. A son entrée dans la cellule, la glutamine est directement convertie en glutamate qui 

peut secondairement alimenter à la fois la voie de biosynthèse des lipides, le cycle de Krebs ou 

générer du glutathion, un antioxydant majeur pour la cellule [342]. De manière intéressante, 

cette addiction à la glutamine n’est pas valable pour toutes les cellules du GB puisque que 

certaines, exprimant la glutamine synthetase, sont capables de produire elles-même la 

glutamine à partir de glutamate capté dans le microenvironnement ou synthétisé via le 

métabolisme du glucose [329,343]. Cette glutamine nouvellement produite peut ensuite 

alimenter la voie de biosynthèse de novo des nucléotides et donc soutenir la prolifération [343]. 

Dans le GB, la faible expression de la glutamine synthetase a en effet été associée à un 

meilleur pronostic [344]. 
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Ainsi, la plasticité du GB s’illustre aussi au niveau métabolique (Fig. 20). Se distinguent 

dans la tumeur une population de cellules à prolifération rapide utilisant préférentiellement la 

glycolyse et une autre population cellulaire cyclant plus lentement qui semble préférer la 

phosphorylation oxydative mitochondriale [337]. Dans les deux cas, le pyruvate et donc le 

lactate, sont essentiels puisqu’ils se placent au carrefour entre les principales voies 

bioénergétiques de la cellule.  

La promotion du métabolisme glycolytique aboutit à la production massive de lactate à partir de 

ce pyruvate par le biais des LDHs, et ce lactate est ensuite co-excrété avec des protons via les 

transporteurs MCT1/4. Ceci entraine une acidification secondaire du microenvironnement 

tumoral du GB, promouvant croissance et invasion des GB et participe à l’établissement d’un 

environnement immunosuppressif [345–347]. Finalement, le lactate, autrefois considéré 

comme un simplet déchet métabolique de la glycolyse, joue un rôle central dans le 

métabolisme des GB. 
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Actuellement au centre de nombreuses recherches, l’étude des mécanismes 

métaboliques mis en jeu dans le GB qui semblent soutenir, et même promovoir, la progression 

du GB est centrale pour la prise en charge thérapeutique des patients. En effet, différents 

phénotypes métaboliques semblent corréler à des fonctions et caractéristiques spécifiques du 

GB. Ainsi, un ciblage métabolique pourrait représenter une piste prometteuse pour la disruption 

thérapeutique de la progression du GB. 

Cependant, le métabolisme tumoral est un process complexe et dynamique. Différents 

microenvironnements et sous-populations tumorales cohabitent et participent à la diversité 

métabolique des tumeurs de GB. Celles-ci évoluent de plus avec le temps et les changements 

d’environnements (comme par exemple après la mise en place du protocole thérapeutique), 

soulignant encore la complexité et la flexibilité du GB.  

 

Dans ce contexte, ces travaux se sont intéressés à la plasticité imprégnant les 

régulations métaboliques, et leurs conséquences sur la progression du GB. En effet, la 

meilleure compréhension de ces adaptations métaboliques semble essentielle pour garantir 

l’efficacité d’un futur ciblage thérapeutique.  

Nous nous sommes plus précisément attachés à étudier le rôle du métabolisme du lactate 

dans la progression du GB. Métabolite central dans le fonctionnement physiopathologique du 

cerveau, il semble également fortement impliqué dans les processus métaboliques soutenant 

le GB puisqu’il se place à l’interface entre des sous-populations arborant des profils 

métaboliques distincts. 

Une première partie étudie l’impact du métabolisme du lactate dans la mise en place et le 

développement du GB, puis une seconde aborde la thématique des récurrences du GB. Plus 

précisément, cette deuxième partie cherche à décrypter le rôle du lactate dans la repousse du 

GB après résection tumorale. 
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Plusieurs lignées de glioblastomes issues de patients ont été utilisées pour nos travaux. 

L’établissement d’une collaboration avec les neurochirurgiens du Centre Hospitalier 

Universitaire de Bordeaux (Dr. Olivier Mollier et Dr. Julien Engelhardt, Hôpital Pellegrin) a 

permis l’obtention de biopsies tumorales fraîches régulières et le début de la mise en place 

d’une banque d’échantillons cellulaires. 

Grâce à l’utilisation d’un protocole et d’un milieu de culture particulier, enrichi en facteurs de 

croissance, nous avons choisi d’extraire et de travailler sur une population de cellules type 

souche, identifiées comme responsables des rechutes et résistances thérapeutiques chez le 

patient, et permettant une croissance tumorale in vivo récapitulant mieux le phénotype tumoral 

retrouvé chez le patient. La majorité des travaux présentés dans ce manuscrit ont été réalisés 

sur une lignée type souche dérivée de patient appelée P3, présentée en détail dans cette 

partie. 

 

1.1. Extraction à partir de biopsie fraiche et établissement de lignées cellulaires  

Protocole extrait et optimisé depuis Guyon et al., Neuromethods, 2021 [348]. 

L’exérèse de la tumeur est réalisée chirurgicalement par les neurochirurgiens cités ci-

dessus. Lorsque l’état du patient, de la tumeur et le déroulement de la chirurgie le permettent, 

des échantillons indépendants de deux zones distinctes de la tumeur sont prélevés : le centre 

de la tumeur et la partie invasive (zone en bordure de la tumeur). Les zones sont déterminées 

histologiquement et avec l’aide de l’imagerie cérébrale par les neurochirurgiens directement au 

bloc opératoire. 

Les biopsies sont collectées directement au bloc opératoire dans un tube contenant une 

solution de PBS (tampon phosphate salin) stérile, avant d’être acheminées au laboratoire. En 

cas de procédure chirurgicale avec thérapie photo-dynamique, les tubes contenant les biopsies 

de GB seront protégés de la lumière.  

Note : La thérapie photo-dynamique consiste en l’administration au patient d’une substance photo-

sensibilisante permettant un effet localisé spécifiquement dans les cellules tumorales [349]. Dans notre 

cas, en fonction du cas clinique du patient, les neurochirurgiens ont parfois décidé de l’administration au 

patient de Gliolan® (5-ALA, pour acide 5-aminolevulinique), préalablement à la procédure chirurgicale. 

Le 5-ALA est métabolisé en protoporphyrine IX, molécule produisant une fluorescence rouge-rose après 

excitation par une lumière bleue-violet (400nm), qui va être largement surproduite et accumulée dans les 

cellules tumorales. Ainsi, la thérapie au 5-ALA permet littéralement de rendre la tumeur fluorescente et 

ainsi guider la chirurgie de manière plus fine et plus poussée que l’imagerie cérébrale [176,177]. 



Page | 86 

Les biopsies seront ensuite découpées en pièces d’environ 1-2 mm² avec un scalpel stérile, 

replacées en tubes et digérées avec de la trypsine (15 min, 37°C). Toutes les 5 minutes, les 

tubes sont agités mécaniquement de façon vigoureuse pour aider la dissociation tissulaire. Le 

mélange est ensuite filtré sur tamis de 40 µm, et le tamis soigneusement lavé au PBS plusieurs 

fois de suite afin de récupérer le maximum de matériel cellulaire. 

Les échantillons sont centrifugés puis repris dans une solution commerciale permettant une 

lyse des globules rouges (Red Blood Cell Lysis Buffer, Roche®). Après retrait de la solution de 

lyse et des déchets cellulaires puis lavage au PBS, les échantillons cellulaires sont 

ensemencés en flasque dans du milieu neurobasal (NB) complémenté en supplément B27, 

héparine (100 U/mL), FGF basique (20 ng/mL) et pénicilline/streptomycine (1000 U/mL). Le 

milieu de culture sera ensuite changé pour du milieu frais tous les jours jusqu’à élimination 

complète des déchets cellulaires et obtention d’une suspension cellulaire limpide.  

Par souci d’imager au mieux les caractéristiques initiales de la tumeur du patient, 

l’hétérogénéité intra-tumorale est volontairement conservée en ne réalisant aucune étape de 

sélection ou sous-clonage. 

 

1.2. Conditions de culture et d’entretien des lignées cellulaires : cellules de type souche et 

modèle 3D de sphéroïdes 

Comme cité précédemment, l’ensemble de nos lignées cellulaires sont cultivées en 

milieu spécialisé pour la culture de cellules neurales, sans sérum : milieu NB (Gibco®, sans 

glutamine) complémenté avec du supplément B27 (Gibco®), de l’héparine (100 U/mL), du FGF 

basique (20 ng/mL) et de la pénicilline/streptomycine (1000 U/mL).  

Le milieu de culture utilisé permet de conserver au mieux les caractéristiques phénotypiques et 

génétiques des tumeurs primaires [114]. Dépourvu de sérum, il permet de favoriser la sélection 

et l’amplification des cellules de type souche (du moins de limiter leur différentiation) [350], qui 

prolifèrent spontanément sous forme de neurosphères non adhérentes, appelées sphéroïdes. 

Ces cellules de type souche ont d’importantes capacités d’auto-renouvèlement et sont les 

principales mises en causes dans les processus d’initiation tumorale ou de rechute. Elles 

représentent donc un modèle d’intérêt pour l’étude du développement du GB et d’éventuels 

traitements souhaitant limiter la croissance tumorale. 

Pour finir, le modèle de sphéroïde permet de reproduire in vitro les différents gradients d’accès 

à l’oxygène, aux nutriments, et en contexte thérapeutique, d’accès aux substances 

médicamenteuses, qui existent dans la tumeur humaine [351,352]. Ainsi, le modèle 3D de 

neurosphères est un meilleur prédicteur thérapeutique que le modèle 2D où des disparités sont 

souvent observées entre résultat in vitro et in vivo [353,354]. 
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A partir d’une certaine taille de sphéroïde, une nécrose cellulaire se développe au centre des 

sphéroïdes, très similairement à ce qui est retrouvé dans les GB humains [351]. Pour éviter ce 

phénomène de nécrose, les sphéroïdes sont régulièrement dissociés à l’accutase (protéinase 

similaire à la trypsine mais moins agressive). La fréquence est adaptée en fonction de la 

vitesse de prolifération, et donc de croissance des sphéroïdes, de chaque lignée cellulaire. Une 

fois dissociées, les suspensions cellulaires sont à nouveau ensemencées dans un milieu frais 

et reforment spontanément des sphéroïdes. 

 

1.3. Principaux modèles cellulaires utilisés dans le laboratoire 

Du fait de l’accès aux données de caractérisation de la biopsie, la lignée P3 a été la 

plus utilisée pour nos travaux [355]. Elle provient de l’Hôpital universitaire de Bergen (Norvège) 

où elle a été isolée à partir d’une biopsie de patient atteint de GB de sous-type 

mésenchymateux. Isolée selon le protocole ci-dessus et cultivée depuis en milieu NB, c’est une 

lignée de cellules de type souche, de statut IDH-wild type, EGFR wild-type et MGMT non 

méthylé. Elle présente un phénotype à la fois prolifératif/angiogénique et invasif [126,355]. 
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2.1. Lignées cellulaires commerciales  

La plupart des études publiées dans la littérature sur le glioblastome se basent sur des 

modèles cellulaires commerciaux, tels que les lignées U-87MG ou U-251. Il s’agit de lignées 

extraites de tumeurs cérébrales malignes de patients (probablement de glioblastome), cultivées 

de manière adhérente dans un milieu complémenté avec du sérum. Ces lignées ont permis de 

nombreuses avancées sur l’étude des mécanismes du développement des GB mais elles ne 

reproduisent pas toujours fidèlement les caractéristiques phénotypiques des GB retrouvés chez 

le patient [354]. Par exemple, les U-87MG forment d’énormes tumeurs bien délimitées et ne 

présentent aucune zone invasive, contrairement aux U-251 qui reproduisent plutôt fidèlement 

le phénotype humain lorsqu’elles sont implantées in vivo (front invasif important et nécrose 

centrale dans la masse tumorale). 

De plus, isolées de la biopsie tumorale dans les années 1960 [356,357], ces modèles 

cellulaires commerciaux ont subi des années de culture avec sérum qui ont largement 

contribué à induire de nombreuses dérives génétiques, moléculaires et phénotypiques 

(notamment in vivo), par rapport à la lignée d’origine et par rapport aux GB de patients [358–

360] .  
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2.2. Xénogreffes dérivées de patient (PDX) 

Si les modèles in vitro de culture cellulaire permettent d’obtenir de manière rapide, facile 

et efficace du matériel pour un testing génétique, moléculaire ou thérapeutique, leur principale 

limitation reste cependant l’absence totale de microenvironnement non tumoral. La 

xénotransplantation chez l’animal de matériel de GB humain (échantillon tissulaire ou cellulaire) 

permet donc de recréer le microenvironnement cérébral entourant la tumeur et ainsi reproduire 

au mieux les propriétés cliniques du GB [355,361]. Dans le modèle de PDX, le matériel tumoral 

est amplifié par croissance in vivo chez l’animal, puis séquentiellement réimplanté dans un 

nouvel animal. Par cette technique, les cellules tumorales s’absolvent de toute dérive 

génétique liée aux conditions de culture cellulaire, et ce sur plusieurs générations murines ; et 

elles conservent une hétérogénéité cellulaire, un profil biomoléculaire ainsi qu’un phénotype 

similaire à la clinique [355,362].  

Si ce modèle montre d’intéressants avantages, notamment celui d’éviter tout contact cellule-

plastique, il présente également de sérieuses limitations : une expérimentation animale en 

quantité et continue est nécessaire pour générer le matériel d’étude générant un coût important 

(en temps, en animaux et en argent) ; les procédures techniques réalisables sur le matériel 

tumoral sont limitées puisqu’il doit être immédiatement (ou très rapidement) processé après 

son extraction de l’animal. 
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 Du fait des limitations non-négligeables qu’impose la génération de PDXs, nous avons 

choisi de conserver pour nos travaux un modèle in vitro de culture cellulaire et de générer un 

modèle intermédiaire in vivo : sur le modèle des PDXs, nous implantons de manière 

stéréotaxique des sphéroïdes de nos cellules de GB type souche dérivées de patients, dans 

les cerveaux de souris immunodéficientes. 

L’intégralité des expérimentations animales a été réalisé au sein de l’Animalerie Mutualisée de 

Pessac (Université de Bordeaux). 
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La greffe de cellules tumorales chez l’animal permet d’étudier la tumorigenèse, 

l’architecture tumorale, l’hétérogénéité intra-tumorale, l’influence du microenvironnement sur la 

tumeur et inversement, mais aussi l’efficacité d’un éventuel traitement dans un contexte 

organisme-entier. Dans notre modèle, nous implantons nos cellules de GB dérivées de patients 

directement sous forme de sphéroïdes dans le cerveau de souris mâles immunodéficientes 

RAG2/� -/- (indispensable pour éviter les rejets), âgées de 8 semaines. Au vu du système 
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particulier que représente le cerveau, l’implantation intra-crâniale est préférée à un modèle 

sous-cutané car il permet de recréer le microenvironnement cérébral entourant la tumeur et 

donc les interactions GB-SNC qui existent également chez le patient. 

Les souris sont préalablement anesthésiées, antalgisées (kétamine 1.5 mg/kg/xylazine 150 

µg/kg i.p., buprénorphine s.c.), leur crâne est rasé, désinfecté et leurs yeux sont protégés avec 

de l’ocrygel. Une fois correctement placées sur le support stéréotaxique, le crâne des souris 

est perforé à l’aiguille pour permettre l’insertion d’une seringue Hamilton à bregma + 2.2 mm 

gauche, 3.5 mm de profondeur (Fig. 21). La seringue est ensuite remontée de 0.1 mm afin de 

créer une « poche » microscopique qui permettra aux sphéroïdes injectés de se loger 

correctement dans le cerveau et de diminuer les risques de fuite cellulaire au point 

d’implantation. Cinq sphéroïdes de 10 000 cellules sont implantés à ces coordonnées 

correspondant à une implantation intra-striatale gauche.  
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Le monitoring des animaux est réalisé par observation du comportement et de l’aspect 

des animaux quotidiennement ainsi que par suivi de poids tous les deux jours et/ou suivi de 

bioluminescence tumorale 1 fois par semaine. Le sacrifice des animaux est réalisé dès 

l’atteinte de points limites définis au préalable, notamment déterminés par une perte de poids 

de plus de 10%. 

En fonction des expérimentations, les souris seront euthanasiées par dislocation cervicale, ou 

bien subiront une perfusion intra-cardiaque de PBS puis formaline 10% permettant d’extraire 

tout le contenu sanguin du corps et de fixer efficacement les tissus cérébraux. Dans chaque 

condition, les cerveaux sont prélevés puis congelés dans l’azote liquide (cas de dislocation) ou 

post-fixés pendant 24h en formaline puis placés en solution de sucrose 30% avant d’être 

congelés dans l’isopentane (cas de perfusion intra-cardiaque).  
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Les cerveaux congelés seront ensuite coupés au cryostat en coupes de 10 ou 30 µm 

d’épaisseur. Ces coupes permettront ensuite des études d’immunohistochimie (détaillées dans 

la partie II. Techniques expérimentales phares) permettant de recueillir de nombreuses 

informations architecturales, protéiques sur les tumeurs GB mais également d’évaluer la 

croissance et l’invasion in vivo de notre modèle cellulaire. 
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Afin d’étudier l’impact de la résection chirurgicale dans notre modèle de GB in vivo, 

nous avons mis au point un protocole de résection tumorale intra-crâniale, inspiré de la 

procédure de l’équipe du Dr Chevet à Rennes [363]. Ce modèle de résection a été développé 

en collaboration avec les techniciens et ingénieurs de l’Animalerie mutualisée de Pessac (Mme 

Marie-Alix Derieppe notamment) ainsi qu’avec le Dr. Olivier Mollier, neurochirurgien de l’hôpital 

Pellegrin de Bordeaux. 

Afin de pouvoir contrôler la taille de la tumeur et pour faciliter l’étape de résection, les 

cellules implantées sont toujours GFP+ / Luciferase+. Elles sont implantées chez la souris 

immunodéficiente selon le protocole détaillé ci-avant. Le monitoring de la croissance tumorale 

est réalisé par bioluminescence tumorale : après administration de luciférine en IP, les cellules 

tumorales exprimant l’enzyme luciférase (expression assurée par l’intégration d’un plasmide 

porteur du gène de la luciférase) peuvent oxyder ce substrat en oxyluciférine, réaction 

provoquant l’émission de photons. Les photons émis pourront être détectés en plaçant l’animal 

dans une chambre noire et en imageant grâce à un système PhotonIMAGER (BiospaceLab). 

Après 5 à 7 semaines de croissance tumorale, en contrôlant d’avoir une bioluminescence 

toujours comparable, les souris sont à nouveau anesthésiées et la tumeur est réséquée de 

manière maximale. Pour cela, les souris sont à nouveau placées sur l’appareil stéréotaxique et 

le crâne est à nouveau percé à l’endroit du point d’implantation. Sous loupe binoculaire, 

l’ouverture crânienne est ensuite élargie à la pince chirurgicale pour créer une brèche d’environ 

2-3 mm de diamètre (craniectomie minimale permettant une visibilité correcte de la tumeur). La 

tumeur GFP+ (fluorescence visible à l’œil nu ou lorsqu’elle est faible, avec l’aide d’une lampe 

ultraviolette) est visualisée grâce à la loupe binoculaire. La résection de la tumeur est pratiquée 

par aspiration du tissu tumoral fluorescent, jusqu’à ce que la fluorescence ne soit plus visible. 

La cavité de résection est ensuite scellée par une pièce de Teflon (2x2mm, Neuropatch®) 

glissée sous les bordures de la cavité crânienne et fixée avec de la colle chirurgicale. Cette 

étape permet de limiter le saignement hors de la cavité de résection et donc empêcher les 

complications post-chirurgicales de type hémorragie cérébrale ou méningée, mais aussi de 

restaurer la pression intracrânienne et d’éviter le développement secondaire d’une tumeur dans 
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l’espace sous-cutané (par fuite de matériel tumoral). La plaie est ensuite soigneusement 

refermée par des sutures. 

L’animal est chauffé et attentivement monitoré tout au long de la procédure et jusqu’à son 

réveil de l’anesthésie, puis replacé dans sa cage initiale. Pendant les premiers jours post-

chirurgie, les animaux opérés sont étroitement surveillés, antalgisés au besoin (buprénorphine 

sous-cutanée en post-opératoire) et complémentés en nourriture adaptée pour faciliter leur 

convalescence (gel nutritif déposé directement sur le sol des cages). Leur comportement est 

également attentivement surveillé : tout signe de souffrance physique ou cérébrale (apparition 

possible de stéréotypies, agressivité) fait l’objet d’une attention particulière et s’il n’est pas 

résolutif, justifie le sacrifice de l’animal. Les animaux opérés sont isolés des animaux non-

opérés grâce à des séparateurs créant des compartiments dans les cages, pour éviter les 

problèmes d’attaque ou l’altération des sutures entrainant la mauvaise cicatrisation de la plaie 

crâniale.  

Après une semaine de récupération post-chirurgicale, la taille tumorale est à nouveau mesurée 

par bioluminescence, puis régulièrement, une fois par semaine pendant 3 à 5 semaines. Au 

terme de l’expérimentation, les animaux sont euthanasiés par perfusion intracardiaque de 

formaline et leurs cerveaux respectifs prélevés, post-fixés, puis congelés dans l’isopentane 

glacé pour de futures analyses immunohistochimiques. 
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Nos lignées des cellules type souche poussent spontanément en culture 3D, sous 

forme de sphéroïdes. Ces sphéroïdes, sortes de « mini-tumeurs », reproduisent mieux 

l’hétérogénéité (pas de sous clonage à partir de la tumeur primaire) ainsi que l’architecture de 

la tumeur en formant spontanément des gradients d’O2 et de nutriments [351]. Plus le 

sphéroïde grossit, plus le centre devient hypoxique alors que la périphérie reste parfaitement 

oxygénée, stimulant ainsi des programmations métaboliques différentes en fonction des zones 

[346]. De plus, la structure sphérique et multicouche du sphéroïde permet de recréer des 

conditions parallèles à la tumeur (gradients, pressions physiques et pénétrabilité) permettant 

d’évaluer au mieux l’efficacité, pénétrabilité et pharmacocinétique de traitements in vitro. 

 Afin de standardiser toutes nos expériences, nous avons développé un protocole de 

formation de sphéroïdes de taille homogène [351]. Dans une plaque 96 puits à fond incurvé, 

10 000 cellules (préalablement dissociées avec de l’accutase) sont ensemencées dans un 

milieu neurobasal complet auquel est ajouté 0.4% de méthylcellulose. La méthylcellulose, 

dérivé synthétique de la cellulose, permet de favoriser l’agrégation cellulaire sans influence sur 

le pH du milieu et sans toxicité pour les cellules. Les cellules sont incubées à 37°C, 5% CO2, 

95% d’humidité pendant 3 jours, au terme desquels un sphéroïde de taille standard est formé 

dans chacun des puits ensemencés. 
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2.1. Analyse de la prolifération cellulaire : expérience de croissance de sphéroïdes  

Après 3 jours nécessaires à la formation des sphéroïdes, 100 µL de milieu NB complet, 

préalablement chauffé à 37°C est ajouté dans chaque puits contenant un sphéroïde. En 

fonction des conditions souhaitées, un traitement peut être ajouté dans ce milieu (traitement au 

2x pour s’assurer de la bonne concentration finale en puits). Une étape préalable de lavage 

des sphéroïdes au PBS peut également être ajoutée, les sphéroïdes seront dans ce cas 

pipetés avec des cônes dont la pointe est préalablement coupée pour ne pas endommager les 

sphères. Une image de chacun des sphéroïdes est réalisée à T0 puis à intervalles réguliers 

afin de monitorer la croissance du sphéroïde, reflet de la prolifération des cellules formant le 

sphéroïde.  

Le pourcentage de croissance est calculé en comparant l’aire du sphéroïde à un temps X à 

l’aire du même sphéroïde à T0. Afin de diminuer la variabilité inhérente à la manipulation, au 

moins 8 sphéroïdes seront considérés pour chaque condition d’expérience. 
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2.2. Analyse des capacités de prolifération : marquage EdU sur cellules dissociées 

 De manière complémentaire aux expériences de croissance des sphéroïdes, un 

marquage EdU (5-ethynyl-2’-deoxyuridine ; Click-iT Plus EdU Imaging Kit, Life Technologies) a 

permis d’évaluer la prolifération de nos cellules. Cette approche, plus sensible, est basée sur 

l’incorporation d’un analogue de thymidine, l’EdU, pendant la phase de synthèse d’ADN lors de 

la multiplication cellulaire. Les cellules, préalablement traitées avec les différentes conditions 

expérimentales pendant un temps défini, sont donc incubées avec une solution d’EdU dilué 

dans le milieu de culture pendant 1h à 37°C, puis processées selon les recommandations du 

protocole constructeur. 

Brièvement, les différents échantillons sont fixés (PFA 4%), lavés (PBS, albumine de sérum 

bovin 3%), perméabilisés (Triton x-100 0,5%, 20min), puis mis en contact avec un cocktail de 

réactifs permettant la réaction d’immunomarquage de l’EdU (Click-iT Plus EdU Imaging Kit, Life 

Technologies). La détection a ensuite été faite par cytométrie en flux. 
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2.3. Analyse des capacités invasives : invasion de sphéroïdes en matrice de collagène 

Afin d’évaluer les propriétés invasives de nos cellules, les sphéroïdes sont inclus dans 

une matrice extracellulaire (MEC) artificielle. En effet, dans le SNC, la MEC est formée par un 

réseau complexe de protéines fibrillaires telles que le collagène, la laminine, la fibronectine et 

le protéoglycane. Ainsi, pour mimer la MEC cérébrale et permettre aux cellules du sphéroïde 

de se détacher pour envahir leur environnement, les sphéroïdes sont placés dans un gel 3D de 

collagène de type I (principal collagène fibrillaire) [351]. 

La matrice de collagène est préparée sur glace à partir de collagène I pur (concentration finale 

1 mg/mL), PBS 1x, NaOH et eau stérile. Les sphéroïdes sont prélevés à l’aide de cônes dont la 

pointe est coupée, lavés avec du PBS pour éliminer tout débris, puis inclus dans 100 µL de 

matrice, dans un puits à fond plat de plaque 96 puits. La plaque est placée 30 minutes à 37°C 

pour permettre la polymérisation du gel de collagène, puis 100 µL de milieu NB est ajouté au-

dessus du gel. En fonction des conditions souhaitées, un traitement peut être ajouté dans ce 

milieu (traitement au 2x pour s’assurer de la bonne concentration finale en puits). 

Une image de chaque puits est réalisée 24h après inclusion. L’invasion relative de chaque 

sphéroïde est déterminée par analyse d’image semi-automatique sur Fiji (macro Fiji [351]) 

permettant d’évaluer l’aire d’invasion totale, ensuite soustraite de l’aire du centre du sphéroïde. 
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3.1. Western Blot 

La modulation de l’expression protéique de différentes protéines d’intérêt est 

déterminée par Western Blot. 

Les échantillons cellulaires, soumis aux différentes conditions expérimentales souhaitées, sont 

lysés avec un tampon de lyse RIPA 1x (NaCl 150 mM, tris-base 50 mM, NP40 1% w/v, SDS 

0.1% w/v, sodium deoxycholate 0.5% w/v and EDTA 1 mM pH 8) supplémentés d’inhibiteurs de 

protéases et de phosphatases. Une quantité équivalente de protéines de chaque condition 

testée est indépendamment mélangée avec un tampon de charge à base de Laemmli (60 mM 
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Tris-HCl pH 6.8, 2% SDS w/v, 4% glycerol w/v, 9% thioglycerol w/v, 5% bromophenol blue w/v) 

puis dénaturée par chauffage à 95°C pendant 5 minutes (cas exceptionnel : échantillons non 

chauffés dans le cas de Western Blots pour MCT1 ou OXPHOS). Les échantillons sont 

chargés sur des gels Bis-Tris-acrylamide pour la séparation des protéines, ensuite transférées 

sur membrane de nitrocellulose ou PVDF. Le blocage des membranes est réalisé par une 

solution de lait 5% en TBS-T 0,05% (Tris Buffer Saline, Tween 0,05%, pH8).  

L’immunomarquage des protéines d’intérêt est obtenu par incubation avec des anticorps 

primaires puis secondaires couplés à une peroxydase (HRP, Horse raddish peroxidase) ou à 

un fluorophore. L’immunodétection est ensuite possible par chemiluminescence ou 

fluorescence.  

La quantification de l’expression protéique est ensuite réalisée en conditions non-saturantes 

par analyse d’image sur le logiciel Fiji. L’expression de chaque protéine d’intérêt est normalisée 

par des protéines contrôles, telles que la tubuline ou la vinculine. 

 

3.2. Immunofluorescence sur cellules  

Des expériences d’immunofluorescence ont été réalisées afin d’apprécier le profil 

d’expression intracellulaire de différentes protéines d’intérêt. La croissance spontanée de nos 

cellules en structures 3D telles que les sphéroïdes compliquant la détection subcellulaire, nos 

cellules sont préalablement dissociées et forcées à adhérer sur des lamelles coatées avec une 

pellicule de Matrigel (Corning Matrigel 0,2 mg/mL, ThermoFisher Scientific) afin d’obtenir une 

répartition en 2D.  

Les lamelles de cellules sont ensuite lavées au PBS puis fixées au paraformaldéhyde (PFA) 

4% pendant 30 min. Elles subiront ensuite une étape de perméabilisation au Triton x-100 0,1% 

(5 min) puis de blocage (PBS, albumine de sérum bovin 1%, sérum fœtal bovin 2% ; 10 min), 

entrecoupées de lavages au PBS. L’immunomarquage est ensuite réalisé par incubation avec 

anticorps primaires puis secondaires fluorescents. Un marquage nucléaire par coloration 

Hoechst 33342 (ThermoFisher Scientific) et du cytosquelette grâce à la phalloïdine rhodamine 

(ThermoFisher Scientific) est généralement ajouté. 

Après lavages au PBS, les lamelles immunomarquées sont montées sur lames dans un milieu 

de montage permettant de réduire les phénomènes de photo-bleaching (Prolong Gold Antifade 

Reagent, Invitrogen). Pour finir, l’immunodétection est faite par microscopie et l’analyse des 

images produites est réalisée grâce à des macros crées dans le laboratoire sur le logiciel Fiji. 
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3.3. Analyse de l’activité mitochondriale : Respiration cellulaire, potentiel de membrane 

mitochondrial, masse mitochondriale 

� Evaluation de la respiration cellulaire 

Les flux respiratoires de nos cellules sont mesurés par oxygraphie haute résolution grâce à la 

technologie Oroboros, permettant d’apprécier en temps réel la consommation d’oxygène des 

cellules. Cette consommation d’O2 est mesurée à 37°C dans du milieu de culture classique 

(milieu NB). La respiration cellulaire est évaluée dans 3 différentes conditions : en état 

phosphorylant (respiration endogène basale), en état non-phosphorylant par ajout 

d’oligomycine (inhibiteur du complexe V de la chaine respiratoire mitochondriale, 50 ng/mL), ou 

en état découplé par l’addition successive de carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone 

(CCCP 0.5 µM) pour atteindre les capacités respiratoires maximales de nos cellules. 

Également, l’ajout de différents inhibiteurs de la chaine respiratoire mitochondriale permet 

d’évaluer la part du flux dépendant de l’un ou l’autre des complexes respiratoires. 

Respectivement, l’ajout de roténone (30 nM) ou d’atpenin A5 (20 nM) nous a permis d’évaluer 

la sensibilité de nos cellules à l’inhibition du complexe I ou II de la chaine respiratoire. Pour 

finir, un traitement à l’antimycine A (100 nM), inhibiteur du complexe III, est effectué à la fin de 

chaque expérimentation pour évaluer la proportion du flux de consommation d’O2 qui n’est pas 

lié à la chaine respiratoire mitochondriale. 

Note : D’autres expériences de respiration cellulaire ont été réalisées par des collaborateurs 

norvégiens (Dr. Gro Vatne Rosland) dans le cadre d’un projet sur les pyruvate déshydrogénase 

kinases en utilisant la technologie Seahorse XFe96 Analyzer. Le détail de ces 

expérimentations est délivré dans l’article « Refining the Role of Pyruvate Dehydrogenase 

Kinases in Glioblastoma Development » présenté en partie Résultats – Partie 1, II. 

 

� Evaluation du potentiel de membrane mitochondrial 

Le potentiel de membrane mitochondrial de nos cellules est évalué grâce à un colorant 

fluorescent, la Tetramethylrhodamine (TMRM, Invitrogen), qui s’accumule dans les 

mitochondries présentant un potentiel de membrane intact. Ainsi, son signal est proportionnel 

au potentiel de membrane mitochondrial, et une diminution de ce dernier entrainera 

directement une perte de signal fluorescent du TMRM. 

Des cellules traitées selon les conditions expérimentales souhaitées sont ensemencées en 

plaques 6 ou 12 puits pour la durée souhaitée. Au terme de cette incubation, les cellules sont 

dissociées par action de l’accutase puis reprises dans du milieu chaud, les préservant de tout 

stress. Le colorant TMRM est ajouté directement dans le milieu NB à la concentration finale de 

20 nM et incubé avec les cellules à 37°C pendant 30 min. Des témoins négatifs, sous la forme 
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de cellules contrôles non traitées avec le colorant TMRM et de cellules contrôles avec colorant 

mais non traitées avec les conditions expérimentales souhaitées (traitements, différentes 

conditions nutritionnelles, d’oxygène…), sont incubés en parallèle pour chaque 

expérimentation. 

Après 30 min, la fluorescence est analysée dans les échantillons par lecture directe au 

cytomètre en flux (excitation : 488 nm, émission : 570 +/- 10 nm ; BD Accuri C6 Flow 

Cytometer, BD Biosciences). Un gating de la population d’intérêt est réalisé à partir du contrôle 

négatif sans TMRM afin de sélectionner uniquement les cellules vivantes, et à partir du contrôle 

négatif avec TMRM pour définir une valeur de fluorescence « contrôle ». Dès la lecture des 

échantillons terminée, chaque échantillon est immédiatement traité avec 50 µM de CCCP, 

agent découplant permettant d’abolir complètement le potentiel de membrane mitochondrial. 

Chaque échantillon cellulaire est incubé 30 min à température ambiante avec ce traitement 

CCCP puis une nouvelle lecture de la fluorescence est réalisée, permettant d’obtenir une 

valeur de fluorescence « bruit de fond ». 

La valeur du potentiel de membrane mitochondrial est calculée par soustraction de la valeur de 

fluorescence avec CCCP à la fluorescence initiale, pour chaque échantillon. Au moins 3 

réplicats expérimentaux sont réalisés pour chaque condition expérimentale. Chaque condition 

est finalement comparée à la condition contrôle et exprimée en pourcentage de variation par 

rapport au contrôle. 

 

3.4. Dosage de la production de ROS intracellulaire  

La production intracellulaire de ROS est mesurée grâce à une sonde fluorogénique 

(CellROX Green Reagent, Life Technologies), dont le signal fluorescent est activé par 

oxydation par les ROS et peut être quantifié par microscopie, fluorométrie ou cytométrie en 

flux.  

Un nombre de cellules équivalent est ensemencé dans les différentes conditions 

expérimentales souhaitées (au moins 2 réplicats techniques sont prévus pour chaque 

condition). Le jour de l’expérimentation, les cellules des différentes conditions sont dissociées à 

l’accutase, lavées au PBS, puis resuspendues dans du milieu de culture chaud. La sonde 

CellROX Green est directement placée dans le milieu de culture et incubée avec les cellules 

pendant 30 min. Les cinq dernières minutes, un colorant de l’ADN (Hoechst 33342) est ajouté 

dans chaque échantillon. Les différents échantillons sont lavés puis resuspendus dans du PBS, 

ensemencés dans une plaque 96 puits noire opaque à fond transparent, et la fluorescence est 

lue immédiatement grâce à un lecteur de microplaques (CLARIOstar Plus, BMG Labtech ; 

CellROX fluorescence excitation/émission : 485/520 nm ; Hoechst 33342 fluorescence 

excitation/émission : 350/461 nm). Pour chaque échantillon, la valeur de fluorescence CellROX 
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est normalisée par la valeur de fluorescence du colorant Hoechst, théoriquement proportionnel 

au nombre de cellules. Un contrôle positif de la production de ROS, réalisé par traitement de 

cellules contrôles au t-BHP (tert-butyl hydroperoxyde), ainsi qu’un contrôle négatif (cellules 

contrôles sans sonde CellROX) sont ajoutés à chaque expérimentation pour s’assurer du bon 

fonctionnement de la sonde. 

 

3.5. Dosage enzymatique de la concentration de lactate intra- et extra-cellulaire 

Le dosage enzymatique de lactate a été réalisé selon le protocole développé dans le 

laboratoire et décrit dans Bouchez et al., STAR Protocols, 2022 [364]. Brièvement, il est basé 

sur la coopération en l’enzyme L-lactate oxydase, qui consomme lactate et oxygène pour 

produire pyruvate et H2O2, et une peroxydase (HRP) qui, avec l’ajout du réactif Amplex Red, 

réagit avec l’H2O2 de manière stœchiométrique pour produire un substrat coloré, la résorufine. 
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3.6. Dosage de métabolites intra- et extra-cellulaire par chromatographie ionique (Integrion) 

Les dosages métaboliques abordés dans la partie Résultats – Partie II ont été réalisés 

grâce au Service d’Analyses Métaboliques de Bordeaux (plateforme TBMCore CNRS), en 

collaboration avec le Dr Benoit Pinson, selon le protocole qui suit. 

Les extractions métaboliques sur milieux de culture et cellules de mammifères ont été réalisées 

en utilisant la méthode d’ébullition EtOH préalablement décrite [365]. La séparation des 

métabolites par chromatographie ionique a été faite sur une colonne AS11-HC-4 �m (250 2 

mm, Thermo Electron) à l’aide de la station de chromatographie Integrion (Thermo Electron) 

équipée d’un générateur et d’un suppresseur d’éluant RFIC (ADRS 600) et couplé à un 
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détecteur UV-Vis Vanquish à barrette de diodes et à un détecteur de conductivité. La 

séparation des métabolites a été réalisée à 0,38 ml/min et à 30 °C avec un gradient discontinu 

d’hydroxyde de potassium, comme décrit en [366]. Les métabolites ont été détectés par 

conductimétrie et/ou par absorbance et ont été identifiés par co-injection avec des étalons et/ou 

par leur signature spectrale en UV. Pour les cellules, la normalisation des échantillons a été 

effectuée sur la base du nombre de cellules et de leur volume médian déterminés à l’aide d’un 

Multisizer 4 (Beckman coulter). Les concentrations intra- et extra-cellulaires des métabolites 

ont été déterminées en utilisant des courbes étalon obtenues avec des composés purs. La 

somme des nucléotides adényliques est définie comme [AXP] = [AMP] + [ADP] + [ATP] et la 

charge d’énergie adénylique comme AEC = ([ATP] + 1/2 [ADP])/[AXP] [367]. 

 

 

�� ������
�������������
�
��0����
�
��
�

�� ������
������������
�
��

L’ensemble des expérimentations animales a été conduit en respectant les directives 

institutionnelles et avec accord préalable d’un comité d’éthique local. Les souris utilisées pour 

la majorité des expérimentations sont des souris mâles immunodéficientes RAG�2C−/−, 

élevées et traitées à l’Animalerie mutualisée de Pessac (Université de Bordeaux) en conditions 

de température et d’humidité régulée (22.0 +/- 2.0°C ; 55.0 +/- 10.0%). Un cycle d’éclairage 

jour/nuit de 12h est mis en place et les animaux sont nourris ad libitum. 
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Une fois par semaine, pour évaluer la taille tumorale in vivo, les animaux reçoivent une 

injection intrapéritonéale de 200 µL de D-luciférine (15 mg/mL ; Euromedex), sont anesthésiés 

par inhalation d'isoflurane et soumis à une imagerie par bioluminescence à l'aide du système 

d'imagerie in vivo PhotonIMAGER (Biospace Lab). Toutes les données de bioluminescence ont 

été collectées et analysées à l'aide du logiciel M3 vision. 
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Des coupes histologiques de 10 ou 30 µm sont réalisées au cryostat respectivement à 

partir de cerveaux extraits et immédiatement congelés en azote liquide, ou de cerveaux fixés 

par perfusion intracardiaque de formaline sur animal vivant anesthésié. Ces derniers sont 

préalablement post-fixés pendant 48h puis transférés en solution de sucrose, avant d’être 

congelés dans l’isopentane refroidi (-75°C, 45 secondes) puis sectionnés au cryostat. Les 

coupes de 10 µm d’épaisseur sont directement collées sur lames histologiques et conservées à 

-80°C. Les coupes de 30 µm d’épaisseur sont conservées à -20°C sous forme flottante dans 
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une solution anti-freeze (glycérol 20%, éthylène glycol 30%, NaH2PO4,2H2O 0.2 M, 

Na2HPO4,2H2O 0.2 M, H2O).  

Note : Les procédures immunohistologiques détaillées ci-après sont valables pour des coupes 

flottantes de 30 µm ; pour les coupes de 10 µm, se référer au protocole détaillé dans l’article 

« Refining the Role of Pyruvate Dehydrogenase Kinases in Glioblastoma Development » 

présenté en partie Résultats – Partie 1, II. 

Les coupes flottant dans l’anti-freeze sont récupérées à l’aide de pinceaux et déposées dans 

une boite de pétri remplie de PBS pour séparer et sélectionner les coupes d’intérêt. Dans une 

plaque 24 puits, les coupes d’intérêt sont lavées 3 fois séquentiellement dans du PBS-Triton 

0.3% (agitation 5 min par lavage). Elles sont ensuite incubées dans une solution de blocage 

(PBS-Triton 0.3% + Donkey serum 10% ou BSA 5%) pendant 45 min, sous faible agitation, à 

température ambiante. L’anticorps primaire souhaité est ensuite dilué à la concentration 

recommandée dans la solution de blocage puis le mélange est ajouté sur les coupes et incubé 

overnight à 4°C, sous agitation faible. Le jour suivant, les coupes sont lavées par 3 fois au 

PBS-Triton 0.3% avant d’être incubées dans l’anticorps secondaire d’espèce correspondante 

au primaire utilisé. L’anticorps secondaire est couplé à un fluorophore vert (488 nm), rouge 

(555 nm) ou rouge lointain (647), dilué dans la solution de blocage entre 1/250 et 1/500, et 

incubé 2 heures à température ambiante dans l’obscurité complète. Trois nouveaux lavages au 

PBS-Triton 0.3% puis un marquage DAPI (5 min, dilution 1/10000) sont effectués. Les coupes 

sont à nouveau lavées 3 fois au PBS-Triton 0.3% puis montées entre lames et lamelles dans 

un milieu de montage permettant de préserver la fluorescence tout en réduisant le photo-

bleaching (Prolong Gold Antifade Reagent, Invitrogen). Les lames sont conservées à 4°C 

jusqu’à être imagées par microscopie confocale ou par scanner de lames. 
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En collaboration avec la plateforme de microdissection laser du Neurocentre Magendie 

(Dr. Marlène Maitre), nous avons microdisséqué des coupes de cerveaux murins implantés 

avec nos cellules de GB (cellules P3), réséqués ou non, permettant de sélectionner des zones 

spécifiques de la tumeur ou de son environnement. Cette microdissection est réalisée sur des 

coupes congelées, avec le microdissecteur laser PALM MicroBeam (Zeiss), qui fonctionne 

grâce à un laser UV découpant la région d’intérêt par photoablation du tissu adjacent.  
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Selon le modèle dessiné ci-dessous (Fig. 27), plusieurs régions d’intérêt ont été découpées et 

prélevées : une partie du centre de la tumeur, appelée zone hypoxique ; une partie de la 

périphérie de la tumeur, appelée zone angiogénique ; ainsi que la zone invasive correspondant 

à la zone d’invasion tumorale en front multicellulaire ou single cell le long des corps calleux de 

l’hémisphère contro-latéral.  
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Ces 3 zones sont sélectionnées sur des cerveaux de différentes conditions : une condition 

contrôle, ou « Sham », représentée par des souris implantées avec du PBS, une condition 

avec implantation de cellules P3 formant par la suite une tumeur GB et une condition avec 

implantation puis résection de la tumeur (résection à 5-6 semaines post-implantation). 

Les échantillons récoltés de chaque zone, et pour chaque condition, sont ensuite traités pour la 

préservation des acides nucléiques et envoyés pour séquençage ARN (LuxGen - LIH LNS 

Genome Center, Luxembourg Institute of Health, Laboratoire National de Santé - 1 rue Louis 

Rech, L-3555 Dudelange Luxembourg). Les données issues de ce RNASeq ont été analysées 

par nos collaborateurs du Centre de Bioinformatique de Bordeaux (CBIB).  
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Le clearing des cerveaux murins a été réalisée en collaboration avec le Dr. Jérémie 

Teillon du Bordeaux Imaging Center (Centre Broca, Bordeaux). 

Les échantillons sont préparés selon le protocole iDISCO+. La fixation des cerveaux est 

réalisée par perfusion intracardiaque de PFA 4% puis post-fixation en PBS-PFA 4% pendant 

3h à température ambiante. Les cerveaux sont ensuite lavés 3 fois au PBS et conservés à 4°C. 

Les tissus sont déshydratés par bains successifs de méthanol (20-40-60-80-100-100%), 1h 

chaque bain puis 2h le dernier bain, le tout sous agitation à température ambiante. Les lipides 

sont dissous par bain de dichlorométhane/méthanol (2 :1) overnight suivi de deux lavages au 

méthanol pur (4h, T°C ambiante), puis un traitement à l’H2O2 5% en méthanol est réalisé pour 
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réduire l’autofluorescence des tissus (overnight, 4°C). Les tissus sont ensuite réhydratés par 

bains successifs de méthanol dilué dans l’eau distillée (60-40-20%) puis lavés au PBS. Les 

échantillons sont alors incubés dans une solution de perméabilisation pendant 24h à 37°C sous 

agitation, puis dans une solution de blocage (PBS-gélatine) pendant 24h à 37°C sous agitation. 

Ensuite, les cerveaux sont incubés dans l’anticorps primaire anti-GFP (Aves GFP 1020, 

1/2000) pendant 10 jours à 37°C sous agitation, lavés au PBS deux fois 1h puis overnight, puis 

incubés avec l’anticorps secondaire couplé Alexa Fluor 647 pendant 7 jours à 37°C sous 

agitation et protégés de la lumière et lavés à nouveau au PBS (2 fois 1h puis overnight). 

Les clichés sont finalement obtenus en 3 dimensions par Light sheet imaging (LaVision 

Ultramicroscope II). 
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L’imagerie et la quantification du lactate sur coupes de cerveaux murins a été réalisée 

grâce à la technologie MALDI-MSI (imagerie par spectrométrie de masse MALDI) en 

collaboration avec le Dr. Yanis Zirem de l’équipe du Dr. Michel Salzet, PRISM INSERM U1192 

(Protéomique, Réponse Inflammatoire, Spectrométrie de masse) à Lille.  

Un cryostat Leica CM1510S (Leica Microsystems, Nanterre, France) a été utilisé pour couper 

des sections de 12 afin de réaliser l'analyse MALDI-MSI. Ces coupes de tissus ont été 

déposées sur des lames coatées ITO (LaserBio Labs, Valbonne, France) et séchées sous vide 

pendant 15 min.  

Le NEDC (N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride), une matrice ionique solide, a été 

utilisé pour l'analyse MALDI-MSI en polarité négative. La matrice, à 10mg/ml dans le 

méthanol,H2O (7:3, v/v), a été pulvérisée à l'aide d'un pulvérisateur M5 TM (HTX Technologies, 

US) réglé sur les paramètres optimisés : 30°C comme température de la buse, 12 passages 

avec un motif CC, 0.1 mL/min comme débit, la vitesse de la buse à 1200 mm/min, 

l'espacement de la largeur de la piste à 2 mm et 10 psi pour la pression du gaz. 

Les analyses MALDI-MSI ont été réalisées sur un RapifleX MALDI Tissuetyper™ (Bruker 

Daltonik GmbH) en mode ionique négatif et en utilisant le phosphore rouge comme calibrant 

externe avant l'analyse. La résolution spatiale a été fixée à 50 µm et la gamme de masse a été 

fixée entre m/z 50-1000. L'énergie a été réglée entre 70 et 80 % de l'énergie du laser. Les 

tensions de la source d'ions étaient de 20 kV et de 11 kV pour la lentille. 
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Axe de recherche phare à mon arrivée dans l’équipe, j’ai intégré l’effort mis dans ce 

projet dès mon début de thèse. Ces premiers résultats forment le socle de la suite de mes 

travaux et, n’ayant pas été à l’origine de l’ensemble des expérimentations de ce premier axe, je 

souhaitais cependant vous en présenter les idées principales. Ce projet a donné lieu à une 

publication, dont je suis co-deuxième auteur, dans le journal EMBO Molecular Medicine, 

intitulée Lactate dehydrogenase promote glioblastoma growth and invasion via a metabolic 

symbiosis, et présentée en Annexe n°II. 

 

Contexte de l’étude 

Contrairement aux cellules saines dont la production énergétique repose principalement 

sur l’oxydation complète du pyruvate via les oxydations phosphorylantes mitochondriales, les 

cellules cancéreuses sont capables de favoriser un métabolisme glycolytique, même en 

présence d’oxygène. Cette dérégulation, connue sous le nom d’effet Warburg [323], permet de 

soutenir l’importante production de biomasse nécessaire à l’intense prolifération cellulaire des 

cellules malignes [368]. Conjointement, la croissance rapide de la masse tumorale condamne 

la pénétration intratumorale de l’oxygène et installe une forte influence hypoxique dans 

certaines zones tumorales, favorisant d’autant plus le métabolisme glycolytique.  

Cette surrégulation de la glycolyse entraine une forte production de lactate grâce à un 

complexe enzymatique tétramérique cytosolique appelé Lactate déshydrogénases (LDH). 

L’ensemble des isoformes LDH catalyse l’interconversion de pyruvate en lactate, couplé à 

l’oxydation ou la réduction du cofacteur NAD+/NADH. Le sens de la réaction, produisant soit du 

lactate soit du pyruvate, est déterminé par la concentration locale de ces substrats, l’affinité des 
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sous-unités LDH pour chacun d’entre eux et l’état redox cellulaire. En règle générale, LDHA 

catalyse préférentiellement la conversion du pyruvate en lactate tandis que LDHB va plutôt 

médier la rétroconversion en pyruvate. 

De nombreux cancers montrent des niveaux élevés de LDHA [369], et ceux-ci corrèlent 

généralement avec un mauvais pronostic pour les patients [370]. Des approches 

thérapeutiques basées sur une inhibition de LDHA ont déjà montré des effets bénéfiques 

antiprolifératifs dans plusieurs cancers [371,372]. D’autre part, la production et la sécrétion de 

lactate est également liée à la promotion de l’invasion et au développement de métastases 

[373,374]. Dans le GB, le lactate a également montré un effet pro-migratoire in vitro [375]. De 

manière intéressante, la mise en place de thérapies anti-angiogéniques (actuellement en 2ème 

ligne pour le traitement du GB) stimule l’expression de LDHA dans des modèles in vivo chez la 

souris mais également chez le patient [376]. Cependant, malgré la validation de dérégulations 

métaboliques dans le GB [123] et la place centrale des LDHs dans la régulation métabolique, 

peu d’études ont étudié l’implication directe des LDHs (A et B) dans la progression du GB et 

leur éventuel potentiel thérapeutique. 

En utilisant deux modèles de cellules type-souche dérivées de GB de patients, ces travaux 

mettent en lumière le rôle central du lactate et des LDHs dans l’organisation métabolique 

soutenant la progression du GB. Ce projet illustre une partie des mécanismes de plasticité 

métabolique mises en place par les cellules de GB pour soutenir leur développement, et trace 

les premières ébauches de l’étude des adaptations métaboliques initiées par le GB en réponse 

à la thérapie. 
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En se basant sur un modèle de cellules de GB type-souche dérivées de patients 

(cellules P3), l’analyse de coupes de sphéroïdes invasifs a montré un profil d’expression 

spécifique des isoformes LDHA et LDHB. Sur des coupes coronales de ces sphéroïdes inclus 

en matrice de collagène, on peut apprécier une expression préférentielle de LDHA au centre du 

sphéroïde, corrélée à des zones hypoxiques, tandis que LDHB est très exprimé sur les 

bordures invasives. De manière intéressante, un fort marquage LDHA est également observé 

ponctuellement sur quelques cellules invasives (invasion single-cell) (voir Annexe II).  

Cette expression locorégionale est retrouvée in vivo sur des coupes de cerveaux de souris 

ayant subi une implantation orthotopique de nos cellules P3. L’analyse immunohistochimique a 

en effet révélé une expression de LDHA dans le centre de la masse tumorale, à nouveau 

corrélée à une zone très peu oxygénée et colocalisée avec des marqueurs typiques de 
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l’hypoxie tels que CAIX (anhydrase carbonique IX). LDHB est, en contraste, spécifiquement 

exprimé dans la zone périphérique de la tumeur et dans le front cellulaire invasif envahissant à 

distance de la tumeur le long des corps calleux (Figure 28 A). 

L’analyse de l’expression de LDHA, LDHB et CAIX sur des données de transcriptomique 

spatiale générées à partir d’échantillons tumoraux de patients a confirmé ce pattern 

d’expression (Figure 28 B-C). 
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L’exposition des cellules P3 à de faibles niveaux d’oxygène comme c’est le cas dans 

l’environnement cérébral (environ 3% d’O2), ou à d’encore plus faibles niveaux d’O2 retrouvés 

par exemple dans le centre tumoral (jusqu’à 0,1% d’O2), stimule l’expression de l’isoforme 

LDHA ainsi que la production de lactate. LDHB, par contre, n’est pas régulé par l’hypoxie. 

Le lactate, à concentration non cytotoxique de 20 mM, réduit sensiblement la croissance des 

sphéroïdes (Fig. 29 A). Lorsqu’il est ajouté au milieu de culture et dès la concentration de 

10mM, le lactate impacte également l’invasion mais cette fois à la hausse, effet qui augmente 

proportionnellement à la concentration de lactate (Fig. 29 B). Cet effet pro-invasif est conservé 

lorsque le glucose est retiré du milieu, prouvant un effet spécifique du lactate. Ceci est 

également confirmé par un test avec de l’HCl, excluant un effet acide. Par contre, l’effet pro-

invasif du lactate est aboli par l’ajout de roténone, un inhibiteur du complexe I de la chaine 

respiratoire mitochondriale, suggérant un effet mitochondrial du lactate (Fig. 29 C). 
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En effet, la détection du flux respiratoire mitochondrial par respirométrie à haute résolution 

montre la même consommation d’O2 lorsqu’on complémente les cellules P3 avec du lactate 

seul, du glucose seul, ou dans un milieu complet (glucose, pyruvate) (Fig. 30 A). Ces résultats 

sont appuyés par des expériences de traçage métabolique au carbone 13C : les cellules P3 

préalablement privées de glucose sont infusées avec du lactate [13C], et la détection des sous-

produits montre une production de citrate, �-cétoglutarate, et malate (intermédiaires du cycle 

de Krebs) ainsi que d’acides aminés (alanine, glutamate et glutamine) (Fig. 30 B).  
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Le lactate est donc utilisé par les cellules de GB comme substrat carboné à part entière, 

au même titre que le glucose. Il approvisionne directement la mitochondrie, activant le 

métabolisme énergétique mitochondrial via le cycle de Krebs. Parallèlement, le lactate promeut 

les capacités d’invasion du GB, qui sont particulièrement énergivores.  
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L’expression de LDHA, LDHB ou des deux conjointement a été abolie dans les cellules 

P3 grâce à la technologie CRISPR-Cas9. Le knockout (KO) de chaque isoforme a été validé 

par Western Blot dans les cellules sgCont (présence des deux isoformes), sgLDHA (KO de 

l’isoforme LDHA), sgLDHB (KO de l’isoforme LDHB) et sgLDHA/B (KO des deux isoformes). 

En comparaison avec les cellules P3 contrôles, la production de lactate est pratiquement 

inchangée par un KO simple de l’une des isoformes, seul un double KO de LDHA/B permet 

d’abolir cette synthèse de lactate (Fig. 31). 
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Cette suppression génétique des LDH a montré un impact direct sur les paramètres de 

progression du GB. En effet, en conditions hypoxiques, le KO de LDHA, mais pas de LDHB, 

entraine une diminution franche de la prolifération cellulaire, imagée par la croissance des 

sphéroïdes, tandis que le double KO LDHA/B stoppe complètement cette croissance et corrèle 

avec une importante mortalité cellulaire (Fig. 32 A). D’autre part, les capacités d’invasion des 

sphéroïdes P3 sont étonnamment stimulées par un KO de LDHB, mais décroissent 

modérément avec le KO de LDHA et drastiquement avec le double KO LDHA/B (Fig. 32 B). 
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Afin de confirmer ces résultats in vivo, des sphéroïdes des différents KO LDH ont été implantés 

de manière stéréotaxique chez la souris immunodéficiente. L’analyse du développement des 

tumeurs de GB par exploration histopathologique n’a pas révélé de différences de croissance 

tumorale entre les P3 contrôles et les simples KO de LDHA ou LDHB. Par contre, les tumeurs 

P3 sgLDHA/B sont significativement plus petites que les contrôles et moins invasives, résultat 

cohérant avec l’augmentation observée de la survie des souris sgLDHA/B (Fig. 33). 
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Le blocage pharmacologique des LDHs grâce au stiripentol, un antiépileptique 

commercialisé ayant prouvé une bonne pénétration cérébrale et un pouvoir inhibiteur des LDHs 

chez la souris [377], a également montré des effets encourageants sur la progression du GB. 

In vitro, le stiripentol décroit d’environ 50% la production et la concentration intracellulaire de 

lactate dans les cellules P3 (Fig. 34 B). Étonnamment, il réduit également l’utilisation du lactate 

(préalablement rétroconverti en pyruvate) dans la mitochondrie, comme imagé en Figure 34 C 

par la baisse du flux respiratoire mitochondrial.  

En conséquence, le blocage des LDH par le stiripentol induit une nette diminution de la 

croissance et de l’invasion des sphéroïdes (Fig. 34 D-E), cohérente avec l’effet observé dans 

les cellules doublement KO sgLDHA/B. Cet effet anti-cancéreux est confirmé in vivo par une 

augmentation de la survie des souris implantées avec des cellules P3 traitées avec du 

stiripentol (150 mg/kg, 3 injections/semaine) (Fig. 34 F). 

�
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Si le blocage génétique ou pharmacologique des LDH impacte fortement la progression 

du GB in vitro et in vivo, une prolifération et invasion résiduelle permet tout de même la 

persistance du cancer, suggérant une adaptation de ces cellules malignes.  

Ainsi, afin d’étudier les modulations métaboliques mises en place après le blocage de l’activité 

des LDHs, en conditions hypoxiques cohérentes avec l’environnement tumoral, une infusion au 

glucose [13C] des cellules P3 sgCont et sgLDHA/B a été réalisée. L’analyse de l’endo- et 

l’exométabolome de ces cellules a ensuite été intégrée avec une approche transcriptomique. 

Cette méthode nous a permis d’obtenir une vision plus précise, appuyée par des variations 

couplées de paires métabolites/transcrits, et plus globale, grâce à l’intégration à la fois des 

métabolites et des enzymes, des flux métaboliques dérégulés dans les cellules double KO 

LDHA/B. En conditions hypoxiques, la plupart des métabolites de la glycolyse, mais surtout des 

voies oxydatives mitochondriales, sont accumulés dans les cellules sgLDHA/B en comparaison 

avec les cellules contrôles (Fig. 35). Conjointement, les transcrits des gènes glycolytiques dans 

les cellules sgLDHA/B sont majoritairement sur-régulés par rapport aux cellules contrôle, tout 

comme ceux codant pour les enzymes du cycle de Krebs (Fig. 35). Ces résultats illustrent, en 

conditions hypoxiques, une franche dérégulation du métabolisme énergétique dans les cellules 

KO pour LDHA et LDHB par rapport aux cellules contrôle. 
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Plus précisément, un focus sur le compartiment mitochondrial a révélé une 

réorganisation de la chaine respiratoire mitochondriale, avec une augmentation de la quantité 

protéique des complexes I à IV de la chaine respiratoire dans les cellules sgLDHA/B (Fig. 36 

A). Ce résultat est corrélé à une augmentation de la masse mitochondriale totale, une altération 

de l’aspect du réseau mitochondrial ainsi qu’une augmentation de la capacité maximale 

respiratoire (Fig. 36 B-C). 
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En s’intéressant à l’hétérogénéité métabolique intra-tumorale des GB, et plus 

spécifiquement aux différences métaboliques entre la population cellulaire centrale et invasive, 

d’autres protagonistes que les LDHs ont également attiré notre attention. Parmi ceux-ci, l’étude 

des pyruvate déshydrogénase kinases (PDHKs) a montré leur implication dans la régulation 

métabolique des GB et donc révélé un potentiel thérapeutique intéressant. Cette étude a donné 

lieu à une publication en premier auteur dans le journal Cancers au cours de ma 2ème année de 

thèse (2022), intitulée « Refining the role of Pyruvate Dehydrogenase Kinases in glioblastoma 

development ». 

 

Contexte de l’étude 

Dans le contexte de dérégulation métabolique associée au développement du GB, de 

plus en plus d’études mettent en lumière l’implication de différents acteurs. En effet, si le 

complexe LDH est un régulateur clé du métabolisme glycolytique, un autre complexe 

enzymatique, le complexe de la Pyruvate déshydrogénase (PDH), montre un rôle central dans 

la régulation métabolique, puisqu’il se place au carrefour entre la fermentation lactique 

cytosolique et les voies oxydatives mitochondriales. Ce complexe PDH mitochondrial est 

finement régulé par les PDHKs qui, en bloquant l’activité de la PDH, empêchent la conversion 

du pyruvate en acétyl-coA et la mise en route du cycle de Krebs. Les PDHKs inhibent alors 

indirectement l’entrée du pyruvate dans la mitochondrie, redirigeant son utilisation vers les LDH 

et la fermentation lactique. Ainsi, ils se placent comme des acteurs clés de la mise en place de 

l’effet Warburg dans les cellules cancéreuses, et sont par conséquent retrouvés surexprimés 

dans différents cancers [378,379]. Le ciblage des PDHKs offre donc une piste thérapeutique 

intéressante dans le GB, vers la déstabilisation de la glycolyse aérobie (ou effet Warburg) 

soutenant la prolifération des cellules tumorales. 

 

Principaux résultats : 

- Les isoformes PDHK1 et PDHK2 montrent des profils d’expression différents en 

fonction des zones tumorales du GB : PDHK1 est exprimé préférentiellement dans 

le centre tumoral, régulé par l’hypoxie, tandis que PDHK2 est plus exprimé dans la 

zone invasive de la tumeur. 
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- L’abolition génétique ou pharmacologique des PDHKs impacte le métabolisme du 

lactate dans les cellules de GB. 

- L’inhibition pharmacologique des PDHKs par le dichloroacétate (DCA) altère 

drastiquement les capacités prolifératives et invasives des cellules de GB, mais 

seulement in vitro. Cet effet semble lié à des modifications mitochondriales 

fonctionnelles et morphologiques. 

- Une suppression génétique de PDHK1 ou PDHK2 ébranle la progression du GB in 

vitro et in vivo. De manière intéressante, un KO de PDHK2 supprime complètement 

l’invasion controlatérale des cellules de GB in vivo.  
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Simple Summary: Finding new treatment strategies is an urgent need in cancer medicine, especially

for the fast-growing and aggressive primary brain tumor glioblastoma (GB). Patients with GB face a

median survival of about 15 months, despite tumor resection and radio-chemotherapy. In this study,

we targeted cancer cell metabolism, specifically the pyruvate dehydrogenase (PDH) regulators PDH

kinases (PDHK), to disturb GB progression. Indeed, PDHK1 and PDHK2 were found to be highly

expressed in GB tissue cohorts and presented different expression patterns in distinct areas of the

tumor. We used patient-derived stem-like cells to knockout PDHK1 or PDHK2, and dichloroacetate

(DCA) to inhibit all PDHK activity. DCA showed massive in vitro effects on proliferation and invasion

but no in vivo benefit as monotherapy when injected into GB-bearing mice. Finally, mice implanted

with PDHK KO cells presented a higher survival rate than the control group; this effect was enhanced

by performing cranial irradiation.

Abstract: Glioblastoma (GB) are the most frequent brain cancers. Aggressive growth and limited

treatment options induce a median survival of 12–15 months. In addition to highly proliferative

and invasive properties, GB cells show cancer-associated metabolic characteristics such as increased

aerobic glycolysis. Pyruvate dehydrogenase (PDH) is a key enzyme complex at the crossroads

between lactic fermentation and oxidative pathways, finely regulated by PDH kinases (PDHKs).

PDHKs are often overexpressed in cancer cells to facilitate high glycolytic flux. We hypothesized that

targeting PDHKs, by disturbing cancer metabolic homeostasis, would alter GB progression and render

cells vulnerable to additional cancer treatment. Using patient databases, distinct expression patterns

of PDHK1 and PDHK2 in GB tissues were obvious. To disturb protumoral glycolysis, we modulated

PDH activity through the genetic or pharmacological inhibition of PDHK in patient-derived stem-like

spheroids. Striking effects of PDHKs inhibition using dichloroacetate were observed in vitro on

cell morphology and metabolism, resulting in increased intracellular ROS levels and decreased

proliferation and invasion. In vivo findings confirmed a reduction in tumor size and better survival

of mice implanted with PDHK1 and PDHK2 knockout cells. Adding a radiotherapeutic protocol

further resulted in a reduction in tumor size and improved mouse survival in our model.
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1. Introduction

Reprogramming energy metabolism has become a recognized hallmark of cancer [1];
therefore, therapy targeting metabolic activity is emerging. Metabolic adaptation during
tumor growth is crucial to avoid cell exhaustion inducing apoptosis or cell death. Elevated
glucose uptake and increased glycolytic activity, also in the presence of oxygen, are observed
in most types of cancers and are considered a key characteristic of cancer cells [2]. In cells
with high glycolytic flux, pyruvate is primarily fermented into lactate and NAD+ by the
enzyme lactate dehydrogenase (LDH). Lactate is then transported outside the cells by
the monocarboxylate transporters (MCTs/SLC16), resulting in a decrease in the pH of
the tumor microenvironment. To counteract this phenomenon, lactate is re-taken up by
the MCTs or the cellular buffering system is upregulated, such as carbonic anhydrases
(CAs) [3,4]. The LDH enzyme is more efficient as an NAD+ regenerator when compared
to respiratory chain complex I, partly explaining why glycolysis and fermentation are
elevated in cancer cells. Indeed, NAD+(re)generation is necessary for the NAD+/NADH
redox balance and for nucleotide and amino acid biosynthesis, thus generating a positive
feedback loop and maintaining enhanced glycolytic activity in highly proliferative cells [5].

Pyruvate dehydrogenase kinases (PDHKs) are a family of mitochondrial enzymes
which are in abundance in cells with high glycolytic activity, including most cancer cells,
thus representing a therapeutic target [6]. PDHKs selectively inhibit pyruvate dehydro-
genase complex (PDH), a key metabolic checkpoint between glycolytic and oxidative
pathways, preventing pyruvate conversion into acetyl-coA, its entrance into mitochondria
and thus redirecting pyruvate towards lactic fermentation. As a therapeutic strategy, dis-
rupting pyruvate conversion to lactate by inhibiting PDHKs has been tested both in vitro
for several cancers including non-small cell lung cancer model and glioblastoma (GB)
differentiated cells (U87, U251, GL261) [7–9], as well as in preclinical models and clinical
trials, with some promising results. The xenobiotic pyruvate analog dichloroacetate (DCA)
has been broadly described as a PDHK inhibitor [10–12]. Safety-approved in patients from
clinical trials, DCA is currently used in the treatment of acute and chronic lactic acidosis,
inborn errors of mitochondrial metabolism, and diabetes [13].

In the present study, we showed that PDHK1 expression, and not PDHK2, was
increased in high-grade glioma (HGG) tissues when compared with control or low-grade
glioma (LGG) tissues, in two brain cancer cohorts. PDHK1 was also correlated to increased
levels of glycolysis genes. PDHK1 and PDHK2 were found to be differentially expressed in
specific GB areas, PDHK1 in hypoxic areas and PDHK2 in the invasive margin. Glycolytic
activity was partially impaired in hypoxic-PDHK2 knockout (KO) and DCA-treated cells,
although only DCA improved maximal cell respiration. We found that PDHK1 and PDHK2
KO impacted spheroid growth. PDHK2 KO additionally reduced cell invasion from
spheroids. DCA also massively reduced spheroid growth and invasion, but surprisingly
shortened mouse survival in an orthotopic GB xenograft model. Finally, increased mouse
survival was observed when PDHK1 or PDHK2 KO GB stem-like cells were implanted,
and cranial irradiation further improved mouse survival.

2. Materials and Methods

2.1. Ethical Issues

Male RAGγ2C−/− mice were housed and treated in the animal facility of Bordeaux
University. All animal procedures were performed according to the institutional guidelines
and approved by the local ethics committee (agreement number: A5522). Patients gave
their consent before tissue analysis according to the clinical guidelines. Informed written
consent was obtained from all subjects at the Haukeland Hospital, Bergen, Norway.
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2.2. Expression and Correlation Analysis

Correlations between gene expression levels of PDHK1 and PDHK2 and genes in-
volved in glucose metabolism were analyzed in RNA sequencing cohort database from
glioma tissue obtained from the cancer genome association (TCGA, GBMLGG cohort,
n = 696), normal brain tissue obtained from TCGA (n = 5) and RNA sequencing data
obtained from the Ivy Glioblastoma Atlas Project (IVYGAP) cohort consisting of high-grade
glioma samples (n = 122) [14]. Specific areas of HGG tumors were distinguished based on
IVYGAP microdissection analysis: cellular tumor corresponding to the tumor mass (ratio
of tumor cells to normal cells = 100–500/1); infiltrating tumor representing the intermediate
zone between the outermost boundary of the tumor and the cellular tumor (ratio of tumor
cells to normal cells about 10–20/100); microvascular proliferation for the area surrounding
two or more interconnected blood vessels (generally found in the core of tumors); and
pseudopalisading cells around necrosis for a specific zone surrounding tumor core necrosis
(tumor cells lining up in rows 10–30 nuclei wide at a higher density than cellular tumor).
The expression level data are presented as FKPM log2 values. For the correlation analysis,
values are displayed as Spearman’s correlation coefficient test Rho values.

2.3. Cell Culture

P3 cells were previously generated from the low passage of patient-derived xenografts
and were stabilized as a stem-like cell line (characterized by IDH1 wt and MGMT un-
methylated promoter [15]). Patient-derived glioblastoma cells P3 were cultured in neu-
robasal medium (NBM) supplemented with B-27 serum-free supplement (ThermoFisher
Scientific), heparin (100 U/µL), penicillin/streptomycin (1000 U/mL) and basic FGF-2
20 ng/mL, in a 37 ◦C and 5% CO2 incubator. Parental cells were defined as P3 wt in the
text. Stable cell lines were generated by lentiviral infection. To generate lentiviral particles,
HEK293T cells were transfected with the lentiCRISPR v2 vector with psPAX2 (packaging
construct), pMD2.G (viral envelope) and sgRNA targeting either PDHK1 or PDHK2. Empty
lentiviral plasmids were used as controls for transducing and generating P3 sgCont cells.
PDHK1 (fwd. 5′CACCGGTCATTCCCACAATGGCCCA 3′, rev 3′ CCAGTAAGGGTGT-
TACCGGGTCAAA 5′). PDHK2 fwd.5´ CACCGGCAGTTTCTGGACTTCGGTA 3′, rev 3′

CCGTCAAAGACCTGAAGCCATCAAA 5′). Culture medium was replaced by Opti-MEM
with 20 mM HEPES 16 h post-transfection. Two to three days afterwards, the supernatant
was collected, filtered (0.22 µm), supplemented with 8 µg/mL polybrene and finally used
to infect P3 cells. The infected cells were selected using blasticidin (10 µg/mL). PDHK1 or
PDHK2 deletion was further analyzed by Western blot. To evaluate the impact of different
oxygen concentrations, cells were incubated either at 21% O2 (referred to as “normoxic
conditions”) or 0.1% O2 to mimic hypoxia (hypoxia incubator Xvivo System model X1;
BioSpherix Ltd., Parish, NY, USA). When specified, DCA treatment (Sigma-Aldrich, Saint-
Quentin-Fallavier, France) was performed on our cells at a final concentration of 25 mM
(the dose was selected based on the literature [7], and previous dose–response analysis on
our P3 cell model).

2.4. Western Blotting

Cells were counted, seeded in a 6-well plate and exposed to different experimental
conditions (treatments and/or different oxygen levels) for 48 to 72 h [16,17]. Cells were
then washed with PBS and lysed in RIPA buffer (NaCl 150 mM, tris-base 50 mM, NP40 1%
w/v, SDS 0.1% w/v, sodium deoxycholate 0.5% w/v and EDTA 1 mM pH 8) containing
proteases and phosphatases inhibitors. Protein concentrations were determined using
the BCA Protein assay kit (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). Cell lysates
were mixed with Laemmli buffer (60 mM Tris-HCl pH 6.8, 2% SDS w/v, 4% glycerol w/v,
9% thioglycerol w/v, 5% bromophenol blue w/v) and loaded on bis-tris acrylamide gels,
before being transferred on a nitrocellulose membrane or PVDF (Amersham Biosciences
GE Healthcare, Chicago, IL, USA). To perform immunodetection, membranes were blocked
with 5% (w/v) milk diluted in Tris Buffer Saline with Tween 0.05% (TBS-T; pH 8), incubated
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with primary antibodies anti-PDHK1 (ab207450; Abcam, Cambridge, UK), anti-PDHK2
(PA5-35376; Invitrogen, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA), phospho-PDH
(ab92696; Abcam, Cambridge, UK), anti-vinculin (V9131; Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-
Fallavier, France) and HRP-coupled anti-mouse/rabbit secondary antibodies (Jackson
ImmunoResearch Europe Ltd., Ely, UK) were used. Immunodetection was performed using
Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) and Amersham ImageQuant
800 (GE Healthcare, Chicago, IL, USA). Fiji software was used to determine and analyze
densitometric profiles (version 1.53q; US National Health Institute, USA [18]). Full scans are
included as supplementary material. Each Western blot experiment was repeated at least
3 times under the same conditions in order to provide a representative protein expression
profile. Original Western Blot figures shown in File S1.

2.5. Immunofluorescence Experiments

To plate P3 cells for immunolabeling, coverslips were first coated with Matrigel
(CorningTM MatrigelTM growth factor reduced membrane matrix, 356231; ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, USA) at a concentration of 0.2 mg/mL. P3 SgCont, sgPDHK1 or
sgPDHK2 cells were plated on the coated coverslips and incubated for 24 to 72 h, depending
on the conditions tested (25 mM DCA treatment and/or hypoxia). Cells were then washed
with phosphate-buffered saline (PBS), fixed with 4% paraformaldehyde (PFA) for 30 min
and washed again with PBS. Fixed cells were permeabilized with 0.1% Triton x-100 (diluted
in PBS) for 5 min and washed 3 times with PBS. After 10 min incubation in blocking solution
(1% bovine serum albumin and 2% fetal bovine serum in PBS), samples were incubated
with primary antibodies (anti-Tom20, sc-17764; SantaCruz Biotechnology, Dallas, TX, USA)
in blocking buffer for 1 h, washed 3 times with PBS and then incubated for 30 min with
blocking buffer supplemented with appropriate secondary fluorescent antibodies (Goat
anti-Rabbit IgG (H + L,) Alexa Fluor Plus 555, 15636746, and Goat anti-Mouse IgG (H + L)
Alexa Fluor Plus 488, 15626746; ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA), Hoechst
33342 (H3570; ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA), and/or phalloidin rhodamine
(R415; ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). After PBS washes, samples were
mounted using Prolong Gold antifade reagent (P36930; ThermoFisher Scientific, Waltham,
MA, USA). Image processing of cells and mitochondria was performed with a homemade
macro in Fiji software, either from [17] or adapted from [19].

2.6. Seahorse Oxygen Consumption and Extracellular Acidification Measurements

The Seahorse XFe96 Analyzer (Agilent, Santa Clara, CA, USA) was used to measure
the oxygen consumption rate (OCR) and extracellular acidification rate (ECAR). The cell
number and concentration of CCCP concentrations were titrated before running the assay.
All compounds were obtained from Sigma-Aldrich, France, if not otherwise stated. The
mitostress assay medium was D5030 supplemented with 10 mM glucose, 2 mM pyruvate
and 4 mM glutamine at pH 7.4 (+/− 0.05). Throughout the mitostress experiments, we
used 3 µM oligomycin (added in port A), 2.5 µM CCCP (added in port B), 1 µM rotenone
(added in port C) and 1 µM antimycin A (added in port D). Data were ROX-corrected
(antimycin A, non-mitochondrial respiration). Upon investigating the acute effects of DCA,
20,000 cells were plated the day before the assay in Seahorse 96-well plates. Mitostress
assay medium was used during the assay. The pH of the DCA addition was carefully
adjusted before performing the assay. For the real-time measurement of OCR and ECAR,
ddH20 control or 20 mM DCA was added in port A.

2.7. Oroboros Oxygen Consumption Assay

Real-time oxygen consumption of intact P3 cells (SgCont, SgPDHK1 or SgPDHK2, +/−
DCA 25 mM) was also measured with an Oxygraph-2 k (Oroboros Instruments, Innsbruck,
Austria). When indicated, cells were incubated with DCA at the final concentration of
25 mM for 3 days. Oxygen consumption was measured at 37 ◦C in cell culture medium.
The oxygen consumption rate was measured under 3 different conditions: phosphorylating
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state (endogenous respiratory condition), non-phosphorylating state with addition of
oligomycin (50 ng/mL), and uncoupled state by the successive addition of carbonyl cyanide
m-chlorophenyl hydrazone (CCCP 0.5 µM) to reach the maximal respiration. The determine
the sensibility to complex I and complex II, injections of rotenone (30 nM) or atpenin A5
(AtpnA5, 20 nM) were performed, respectively [20,21]. Antimycin A (100 nM) was added
at the end of each experiment to evaluate the proportion of oxygen consumption not linked
to the respiratory chain.

2.8. ROS Detection Method

CellROX Oxidative Stress Reagents (CellROX Green Reagent, C10444; Life technolo-
gies, Carlsbad, CA, USA) were used to detect reactive oxygen species (ROS) on P3 spheroids.
Cells (SgCont, SgPDHK1 or SgPDHK2) were first incubated for 3 days, with or without
DCA treatment (25 mM). On the third day, CellROX probe was added directly to the cell
medium and incubated for 30 min. Spheroids were then washed with PBS, dissociated
with accutase (5 min) and resuspended again in PBS. Green fluorescence of CellROX probe,
proportional to ROS production, was assessed for each condition on 10,000 events by
flow cytometry (BD Accuri™ C6 Flow Cytometer; BD Biosciences, Franklin Lakes, USA).
Positive control (1,1-dimethylethyl hydroperoxide; CAS 75-91-2, Sigma-Aldrich, Saint-
Quentin-Fallavier, France) was also added as an internal control for each replicate (data not
shown). Analysis of flow cytometry data was performed with FlowJo software (v10.8.1;
Ashland, OR, USA).

2.9. Lactate Measurements

Lactate measurement was performed as previously described [22]. In brief, P3 cells
(0.5 to 106 cells) were seeded in a 6-well plate with different conditions: SgCont, SgPDHK1,
SgPDHK2, with or without DCA treatment (25 mM) in a final volume of 2 mL. Cells were
incubated for 72 h either in a 21% or 0.1% O2 incubator (hypoxia incubator Xvivo System
model X1; BioSpherix Ltd., Parish, NY, USA). The day of the experiment, cell pellets and
cellular medium were separated by centrifugation. Cellular pellets and medium were
collected and separated by centrifugation. Pellets and medium were resuspended with
perchloric acid 14% (PCA w/o EDTA; Merck Millipore, Burlington, MA, USA). Pellets
and medium were neutralized with KOMO solution (KOH 2 M, MOPS 0.5 mM in H2O;
VWR, Radnor, PA, USA). Lactate enzymatic measurement was then performed in every
sample using a mix of L-Lactate oxidase enzyme (0.5 U/mL; Merck Millipore, Burlington,
MA, USA), peroxidase from horseradish enzyme (HRP) 5 U/mL (77332; Sigma-Aldrich,
Saint-Quentin-Fallavier, France) and Amplex Red reagent 2.5 µM (A12222; ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, USA) in a Tris-HCl buffer (50 mM in H2O, pH 6.8 to 7).

2.10. Spheroid Experimental Assays

All the protocols used for spheroid assays were previously described by Guyon et al. [23].
Briefly, 104 cells per well were seeded in cell medium supplemented with 0.4% methylcellulose
in a 96-well round-bottomed plate to obtain a single spheroid after 3 days of incubation at
37 ◦C, 5% CO2. For the spheroid growth assay, cell medium supplemented with DCA or
vehicle was added on the top of each spheroid after the 3 days of formation. Spheroid
growth was monitored for 7 days at 21% O2 or 0.1% O2, every 24 h or 48 h, by brightfield
image acquisition with a microscope (Olympus IX81). For the spheroid invasion assay,
each spheroid was washed in PBS and included in a 96-well flat-bottom plate, in 100 µL
of cold type I collagen matrix (1 mg/mL collagen type I diluted in PBS and NaOH). After
complete polymerization (30 min at 37 ◦C), cell medium containing DCA or vehicle was
added. Spheroid invasion was assessed after a 24 h incubation at 21% or 0.1% O2.

2.11. Intracranial Implantation

To perform in vivo experiments, 5 spheroids of knockout P3 cells for PDHK1 or
PDHK2 and control cell lines were stereotaxically implanted into the striatum of immunod-
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eficient RAGγ2C−/− mice. Mice were housed and treated in the animal facility of Bordeaux
University (“Animalerie Mutualisée Bordeaux”). The animals were anesthetized with
ketamine (1.5 mg/kg) and xylazine (150 µg/kg), a burr hole was drilled 2.2 mm to the
left of the bregma and the spheroids were implanted into the dorsal striatum at 3 mm
depth using a 10 µL Hamilton syringe. An analgesic procedure was applied with the
subcutaneous injection of buprenorphine (0.1 mg/kg, 10 min before and once 12 to 24 h
after implantation). On day 4, the injection protocols started: P3 SgCont implanted mice were
treated daily either with DCA (25 mg/kg in saline solution, ip) or saline solution (vehicle).
Where indicated, animals were subjected to a radiotherapeutic protocol (3 × 2 Gray). At the end
of the experiment, animals were euthanized by cervical dislocation and brains removed for
immunohistological analysis.

2.12. Immunohistological Procedures

Brains were extracted, immediately frozen in liquid nitrogen and stored at −80 ◦C.
Sections (10 µm) of cryopreserved brains were prepared using a cryostat (Leica, Wetzler,
Germany) and mounted on slides. For the immunolabeling processes, cryo-sections were
dried at room temperature for 10 min and then fixed with 4% PFA for 15 min. Slides
were washed 3 times with PBS and permeabilized with 0.1% Triton x-100 (15 min). After
3 washes with PBS, samples were blocked with 1% bovine serum albumin and 2% fetal
bovine serum in PBS (blocking solution) for 30 min. Samples were then incubated overnight
(4 ◦C) with primary antibodies in blocking solution, followed by 3 washes with PBS and
incubation in secondary antibodies in blocking solution for 1 h 30. Human anti-nestin
(MA1-110; Invitrogen, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) primary antibody
was used to detect patient-derived tumor cells and Hoechst and/or rhodamine phalloidin
(Invitrogen, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) staining to identify nucleus
and/or cytoskeleton. Samples were washed 3 times with PBS and mounted using Prolong
Gold antifade reagent. The slide scanner was a Nanozoomer 2.0HT with a fluorescence
imaging module (Hamamatsu Photonics, Massy, France) using objective UPS APO 20X
NA 0.75 combined to an additional lens 1.75X, leading to a final magnification of 35X.
Virtual slides were acquired with a TDI-3CCD camera. Fluorescent acquisitions were
performed with a mercury lamp (LX2000 200W—Hamamatsu Photonics, Massy, France)
and the set of filters adapted for DAPI, and/or GFP/Alexa 488, and/or Alexa 568 and
or Alexa 647/Cy5 fluorescence. Image analysis was performed with NDP.view2 Viewing
software (Hamamatsu Photonics, Massy, France).

2.13. Statistics and Figures

Data were analyzed using GraphPad Prism 8 software and figures were prepared with
Inkscape software. Depending on the conditions tested, one- or two-way ANOVA and
unpaired two-tailed Student’s t-tests were used to evaluate statistical differences between
the samples. p-values < 0.05 were considered to be statistically significant. For correlation
analysis, values are displayed as Spearman’s correlation coefficient test and rho values
were considered significant when >0.3 and <−0.3.

3. Results

3.1. PDHK1 Is Increased in Glioblastoma Patient Samples and Correlates with Glucose Metabolism
and pH Regulation Genes

Transcriptional analysis from TCGA patient cohorts revealed that the expression of
PDHK1 was significantly higher in GB samples than in low-grade glioma (LGG) samples
(Figure 1A). Distribution analysis of PDHK1 expression extracted from IVYGAP dataset
revealed a high expression in pseudopalisading cells around necrosis, known as the hypoxic
area (Figure 1B). In contrast, PDHK2 expression was lower in GB than in LGG (Figure 1C).
Distribution analysis of PDHK2 expression showed that infiltrating tumor areas were
enriched in PDHK2, when compared with GB cellular tumor (Figure 1D). Correlation
analysis of the dataset from TCGA, as well as from the IVYGAP dataset, revealed that
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PDHK1 expression was correlated with several genes involved in glycolysis and glucose
metabolism, including the glucose transporters (GLUT1 and 2), LDHA and the lactate
transporter MCT1 (SLC16A1) (Figure 1E). In contrast, PDHK2 expression was correlated
with PFKM or PFKFB2 in both datasets (Figure 1E). In the LGG dataset, there was no
correlation with the vast majority of the genes involved in glucose metabolism (Figure 1E).
For two key genes involved in pH regulation, carbonic anhydrase IX and XII (CAIX
and CAXII), a strong and significant correlation was found between PDHK1 for CAIX
(Figure 1F) and CAXII (Figure 1G), but not for PDHK2, in both datasets in GB tissues,
indicating potential different roles of PDHK1 and PDHK2 (Figure 1F,G). CAIX and CAXII
expression was significantly correlated with the glucose metabolism genes (Figure 1H) and
was also higher in pseudopalisading cells around necrosis (Figure 1I) as for GLUT1, LDHA,
and SLC16A1 (MCT1) expression (Figure 1K–M). Taken together, these results showed that
PDHK1 is elevated in GB hypoxic areas, whereas PDHK2 is higher at the invasive front.

Figure 1. Cont.
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Figure 1. Expression and correlation analysis of PDHK1, PDHK2 and genes involved in glucose

metabolism in HGG and LGG. (A) Expression levels of PDHK1 in normal tissue, low-grade glioma

(LGG) and high-grade glioma (HGG) (TCGA). (B) PDHK1 expression levels and localization in

HGG tissue (IVYGAP). (C) Expression levels of PDHK2 in normal tissue, LGG and HGG (TCGA).

(D) PDHK2 expression levels and localization in HGG tissue (IVYGAP). (E) Correlation analysis

of genes involved in glycolysis with PDHK1 and PDHK2 in HGG and LGG from TCGA and HGG

from TCGA + IVYGAP. (F) Correlation analysis of CAIX with PDHK1 and PDHK2 in HGG and

LGG from TCGA and HGG from IVYGAP. (G) Correlation analysis of CAXII with PDHK1 and

PDHK2 in HGG and LGG from TCGA and HGG (TCGA + IVYGAP). (H) Correlation analysis of

genes involved in glycolysis with CAIX and CAXII (TCGA + IVYGAP). (I) CAIX and (J) CAXII

expression levels and localization in HGG tissue (IVYGAP). (K) GLUT1, (L) LDHA and (M) SLC16A1

expression levels and localization in HGG tissue defined by the IVYGAP database. Data are expressed

as the mean ± SEM and p-values were obtained using unpaired t-tests (A,B), Spearman’s correlation

coefficient tests (E–H) and one-way ANOVA (B,D,I–M); * p < 0.05; *** p < 0.001; **** p < 0.0001.

3.2. Inhibition of PDHK Activity by DCA Modulates PDHK Expression and Cell Morphology

To determine the role of PDHK1, PDHK2 and PDH phosphorylation in GB devel-
opment (Figure 2A), we used a stem-like cell model (P3 cells), as previously character-
ized [16,24]. P3 cells were transduced with CRISPR-Cas9 constructs against either PDHK1
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or PDHK2 gene, and protein depletion was confirmed by Western blot analysis at 21%
and 0.1% O2 (Figure 2B). PDHK1 expression, but not PDHK2, was found to be increased
after hypoxia incubation (Figure 2B,D). Furthermore, PDH phosphorylation status was
analyzed in PDHK1 and PDHK2 knockout cells and was found to be decreased compared
with P3 SgCont cells in hypoxic conditions (Figure 2C). Then, P3 cells were treated with
25 mM of dichloroacetate, (a large-range PDHK inhibitor), for 72 h, and cultured either
at 21% or 0.1% O2. Upon DCA treatment, PDHK1 expression remained stable at 21%
O2 but decreased in hypoxic conditions (Figure 2D). PDHK2 levels were significantly
and equally decreased upon DCA treatment in both oxygen conditions (Figure 2D). At
0.1% O2, PDH phosphorylation was increased in P3 wt cells and inhibited upon DCA
treatment (Figure 2E).

Figure 2. Cont.
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Figure 2. Dichloroacetate (DCA) reduces levels of phosphorylated PDH in a primary glioblastoma

in vitro cell model, impacting cell and mitochondrial organization. (A) Illustration of the two alterna-

tive pyruvate utilization pathways and the impact of PDHK activity on the balance between lactic

fermentation or mitochondrial oxidation of pyruvate. (B–E) Western blotting and corresponding

quantification of PDHK1, PDHK2 expression or phospho-PDH status in P3 cells control, knockout

for PDHK1, PDHK2 or treated with DCA 25 mM for 3 days; all cells were exposed to either 21%

O2 or 0.1% O2. Graphs represent densitometry quantification normalized with vinculin (n = 3 or 4).

(F) Epifluorescence images of immunofluorescence stainings on P3 SgCont, SgPDHK1, SgPDHK2

or treated with DCA 25 mM for 3 days (Phalloidin, red; Tom20, green; Hoechst, blue). Scale bar:

20 µm. (G,H) Immunofluorescence image analysis (120 to 240 cells per group): (G) cell surface

quantification; (H, left) cell aspect ratio corresponding to the ratio of the major axis to minor axis of

the cells; (H, right) form factor imaging branching of the cells. (I) Mitochondrial network analysis

based on immunofluorescence pictures; (left) mitochondrial mass expressed as the percentage of total

cell area (39 to 99 cells per group); (right) quantification of mitochondrial network fragmentation

corresponding to the ratio of the number of mitochondria per cell on the area of the full mitochondrial

network, normalized by the mean of control group and expressed as the percentage of control. Data

are expressed as the mean ± SEM and p-values were obtained using one-way ANOVA (D,G,H,I left)

or unpaired t-tests (C,E,I right); * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; **** p < 0.0001; ns.: not significant.

Cell morphology analysis showed that PDHK2 KO and DCA-treated cells increased in
size. DCA-treated cells were also found to be more elongated, as shown by an increase in
aspect ratio and form factor parameters (Figure 2F–H), correlating with a higher number
of microtubes (Figure 2F, lower panels), membrane structures that have been described
previously [24]. Finally, the mitochondrial network was analyzed based on anti-Tom20
staining and no difference was observed in the mitochondrial mass between conditions, but
the mitochondrial networks appeared more fragmented in PDHK2 KO and DCA-treated
cells (Figure 2I), indicating mitochondrial dysfunction.
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3.3. Inhibition of PDHK Activity Impacts GB Cell Energy Metabolism

To investigate the metabolic effect of both DCA and single PDHK knockout in the
GB cells, respiration capacity and lactate production assays were performed. The acute
metabolic effect of 25 mM DCA on P3 cells showed that the extracellular acidification
rate (ECAR), predominantly reflecting extracellular lactate, was significantly reduced
(Figure 3A). To confirm this result, specific lactate measurements were performed on P3
cells, treated with 25 mM DCA or vehicle for 72 h. Both cell pellets and supernatants were
collected to enable measurements of intracellular production and extracellular secretion
of lactate, respectively. Intracellular lactate pools were significantly increased at 0.1%
O2 compared with 21% O2, both for P3 control and PDHK1 KO cells. DCA reduced
the production of intracellular lactate in both oxygen conditions; however, this was only
significant at 0.1% O2 (Figure 3B), as also observed for PDHK2 KO cells. Consistently, the
level of extracellular lactate increased in P3 control cells upon incubation at 0.1% O2, as
well as in P3 PDHK1 and PDHK2 KO cells, and lactate secretion was significantly reduced
upon DCA treatment (Figure 3B).

Figure 3. Cont.
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Figure 3. DCA disturbs GB cell metabolism and induces ROS production. (A) The extracellular

acidification rate (ECAR) was measured in real time upon the addition of 20 mM DCA/vehicle to

P3 wt cells. Values are presented as the percentage change compared with basal ECAR prior to

DCA addition. (B) Intra- (left) and extracellular (right) lactate measurement in P3 SgCont, SgPDHK1,

SgPDHK2 or with DCA treatment (25 mM for 3 days), upon 21% or 0.1% O2 exposure; n = 7 to 8

for each condition; when not noticed, significance was assessed by comparing with control cells

21% O2. (C) The oxygen consumption rate (OCR) was measured in real time upon the addition

of 20 mM DCA/vehicle to P3 wt cells. Values are presented as the percentage change compared

with basal OCR prior to DCA addition. (D) Oxygraphy analysis of P3 cells in a phosphorylating

state (basal cell respiration), non-phosphorylating state (oligomycin addition) or uncoupled state

(CCCP addition); n = 4. (E) Sensitivity in P3 cells to specific OxPhos complex inhibitors rotenone

(complex I), atpeninA5 (complex II) and antimycin A (complex III); n = 4. The addition of inhibitors

was performed upon uncoupled respiration conditions and results are expressed as the percentage of

uncoupled respiration prior inhibitor addition (%JO2cccp). (F) ROS production assessed in triplicates

with CellROX Green probe in PDHK1 or PDHK2 KO cells, or in control cells exposed to 3 days of

DCA treatment (25 mM). Left panel: Representative histograms in modal scaling (percentage of Max).

Right panel: Quantification of mean fluorescence intensity, expressed as the percentage of control cells.

Data are expressed as the mean ± SEM, and p-values were obtained using unpaired t-tests (A,C),

one-way ANOVA (F) or two-way ANOVA (B,D,E); * p < 0.05; ** p < 0.01; **** p < 0.0001.

Furthermore, acute DCA treatment significantly increased the oxygen consumption
rate (OCR) for the P3 cells (Figure 3C). Additional oxygen consumption analysis was
performed using the Oroboros oxygraph methodology and showed no difference in en-
dogenous oxygen consumption rate between all conditions, even with a long-term DCA
treatment (3 days) (Figure 3D). However, the maximal respiratory capacity (uncoupled
conditions) was significantly increased upon DCA treatment, but not altered in PDHK1 or
PDHK2 KO cells, compared with control cells (Figure 3D). Moreover, DCA-treated cells
were detected as more sensitive than non-treated cells to rotenone, an inhibitor of oxidative
phosphorylation (OxPhos) complex I (Figure 3E), indicating that DCA induced electron
transport chain (ETC) activity more dependent on complex I (Figure 3E). PDHK1 or PDHK2
KO cells did not present differences in respiration chain inhibitor sensitivity (Figure 3E),
suggesting a compensatory effect between PDHKs on cell respiration. ROS production
was then measured using the CellROX probe and a significant increase was detected in
DCA-treated cells, but not in PDHK1 or PDHK2 KO cells (Figure 3F).

3.4. Disruption of PDHK1 or PDHK2 Activity Impairs GB Proliferation and Invasion

P3 control cells treated with DCA or vehicle and PDHK1/PDHK2 KO cells were
tracked for spheroid growth during a period of 7 days, reflecting cell proliferation. The
growth rate was higher in spheroids incubated at 21% O2 when compared with 0.1% O2

(Figure 4A). PDHK1 and PDHK2 KO spheroids presented a lower growth rate than the
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corresponding control spheroids at both 21% and 0.1% O2 (Figure 4A). DCA drastically
impaired spheroid growth (Figure 4A) and destabilized spheroid integrity at 0.1% O2,
as observed by image monitoring and by viability assay (Figure 4B, right panels). In
contrast, control spheroids presented a compact shape with few detached cells (Figure 4B,
left panels). We then performed invasion experiments by embedding spheroids in collagen
I gel (Figure 4C). Both PDHK1 KO, PDHK2 KO and DCA-treated spheroids showed a
decreased invasion potential as compared with SgCont spheroids at 21% O2 (Figure 4C,
right upper panel). At 0.1% O2, invasion potential was decreased by almost 50% after DCA
treatment, and by almost 25% for PDHK2 KO spheroids, when compared with the control
(Figure 4C, right lower panel). Furthermore, DCA-treated cells presented long and thin
protrusions around the spheroid core, resembling 3D microtube structures (Figure 3C).

Figure 4. Cont.
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Figure 4. Genetic or pharmacologic PDHK disruption impairs GB cell proliferation and inva-

sion. (A) Left panel: P3 spheroid growth recorded over 7 days in normoxic conditions (21% O2,

8–12 spheroids per condition, n = 3). Statistics versus control condition are presented in the table.

Right panel: the same experiment was processed in hypoxic condition (0.1% O2). (B) Evaluation of

live/dead cell status of spheroids exposed to both hypoxic conditions and DCA treatment. Upper

panel: brightfield image of P3 SgCont spheroid before and after being exposed to vehicle or DCA

25 mM treatment for 7 days (left: vehicle; right: DCA). Middle and lower panels: viability assessment of

spheroids, incubated with calcein (green) and ethidium homodimer (red), after a 7-day DCA or vehi-

cle treatment. Scale bar: 150 µm. (C) Left panel: representative images of invasive spheroids SgCont,

SgPDHK1, SgPDHK2 or treated with DCA, included in a collagen I matrix and incubated either at 21% or

0.1% O2 for 24 h. Scale bar: 150 µm. Right panel: relative invasion rate compared with the control condition

(8–10 spheroids per condition, n = 3 to 5) upon 21% or 0.1% O2 exposure. Data are expressed as the mean

± SEM, and p-values were obtained using two-way ANOVA (A,C); * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001;

**** p < 0.0001; ns.: not significant; nd.: not determined.

3.5. Simple Knockout of PDHK1 or PDHK2 Impairs In Vivo GB Tumor Growth and Invasion and
Improves Mice Survival

To evaluate the in vivo effects of PDHK modulation on tumor growth, intracranial
implantations of control, PDHK1 KO or PDHK2 KO P3 spheroids were performed in
immunodeficient mouse brains. A group of control-implanted mice was treated with
25 mg/kg DCA daily, whereas the others were injected with the vehicle. Histological
analysis of the tumors from the different groups showed a decrease in tumor core area
in PDHK1 and PDHK2 KO groups (Figure 5A, upper panel), and the invasive area was
smaller only in PDHK2 group (Figure 5A, lower panel). No detectable difference in tumor
core or invasive area was observed in the DCA-treated group when compared with the
control condition (Figure 5A). Contralateral hemisphere invasion was not detected in the
PDHK2 KO group, in contrast to the other groups (Figure 5B). Surprisingly, mice treated
with DCA exhibited shorter survival than the control group, but both PDHK1 and PDHK2
KO induced an improvement in overall survival, with a gain of approximately 10 days
when compared with the control group (Figure 5C).
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Figure 5. PDHK1 and PDHK2 KO reduce in vivo tumor growth and improve mice survival. (A) Tumor

core and invasive areas were calculated in control, PDHK1 KO, PDHK2 KO and DCA-treated tumors

based on mouse brain slices. (B) Right panel: histological analysis and staining with a human anti-

nestin antibody (dark grey staining); left panel: magnified images showing contralateral invasion

(red dashed lines). (C) Kaplan–Meier survival curves of xenotransplanted mice with P3 cells KO

for PDHK1 (green), PDHK2 (orange), DCA-treated (dashed line) or control (black) (n = 5 to 8 mice

per group). (D) Tumor core and invasive areas were calculated in control and PDHK1 KO tumors,

irradiated (IR, 3 × 2 Gy) or not (Non-IR). (E) Kaplan–Meier survival curves of xenotransplanted mice

with P3 cells KO for non-irradiated PDHK1 (green), or irradiated PDHK1 (green dashed line), or

non-irradiated control (black) or irradiated control (black dashed line) (n = 4 to 7 mice per group).

Data are expressed as the mean ± SEM, and p-values were obtained using one-way ANOVA (A,D) or

log-rank (Mantel–Cox) test (C,E); * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; **** p < 0.0001; ns.: not significant.

Finally, in order to compare to GB treatment in patients, a radiotherapeutic protocol
was used in an in vivo experiment to evaluate a potential additive effect of irradiation on
the PDHK KO GB model. Comparable survival curves were observed between PDHK1
and PDHK2 KO groups, and PDHK1 is preferentially expressed in tumor cores, which
is specifically targeted by cranial irradiation; therefore, mice from control and PDHK1
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groups were selected for a three-time 2 Gy irradiation protocol. Histological analysis
of core and invasive areas showed that irradiation decreased the tumor mass area and
invasive capacities (Figure 5D). Irradiated PDHK1 KO tumors had even smaller central
and invasive areas than the control tumors (Figure 5D). A similar trend was observed in
the survival curves, with irradiation improving mouse survival in the two groups (SgCont
and SgPDHK1) without inducing a synergistic effect (Figure 5E).

4. Discussion

Adapting metabolism according to the needs of cancer cells is crucial for tumor growth.
This process, defined as the “metabolic reprogramming” hallmark of cancer [1], aims to
sustain intracellular homeostasis and increase biomass and energy availability.

PDHKs specifically regulate the activation of the PDH complex, which controls the
conversion of pyruvate into acetyl-coA to fuel the Krebs cycle, and consequently, the
electron transport chain in mitochondria. PDHK activation impacts the balance between
metabolic fluxes and promotes glycolytic pathways [25]. Indeed, PDHKs are found to
be dysregulated in several cancer cell types including gliomas, as recently reviewed by
Anwar et al. [26]. Here, we further investigated PDHK expression in patient samples
from different glioma grades and found that the expression of PDHK1 was elevated in
high-grade gliomas compared to low-grade gliomas. PDHK2 however, was found to
be highly expressed in most of glioma samples. Moreover, the IVYGAP dataset on GB
samples showed a differential intratumoral distribution of PDHK1 and PDHK2, suggesting
distinct roles for the two isoforms. PDHK2 was preferentially expressed in the invasive
area of the tumor, in contrast to PDHK1, finely regulated by HIF1α, and which was more
expressed in pseudopalisading cells surrounding necrotic areas. We also found a positive
correlation between PDHK1 expression and genes involved in glucose transport (GLUT-1)
and metabolism (several enzymes of the glycolysis such as ALDOA), as well as in lactate
production (LDHA) and secretion (SLC16A1/MCT1). Key regulators of the pH homeostasis
system, such as CAIX and CAXII, were also correlated with the expression of PDHK1.
Together, these findings indicate that high glycolytic flux observed in cancer cells, increasing
lactic acid production and deacidification mechanisms to avoid intracellular acidosis [4], is
correlated to PDHK1 expression, confirming its role in sustaining the glycolysis-dependent
proliferation of cancer cells. Thus, PDHK1, expressed in the tumor core, could be a
potential candidate in controlling the balance between oxidative phosphorylation and lactic
fermentation, and PDHK2 in targeting invasion.

To study the role of PDHKs in GB, we used patient-derived stem-like cells (P3 cells),
in which we confirmed that hypoxic conditions (0.1% O2) regulate PDHK1 but not PDHK2
protein expression. We showed that the pharmacological inhibition of PDHKs by DCA
reduced the expression of both isoforms, delineating a potential effect of DCA on PDHK
protein stability. Phosphorylation of the E1α subunit of PDH residue S293, reflecting
PDHKs activity, was increased in hypoxia and was inhibited by DCA, as previously de-
scribed [27]. To dissect the differential role of PDHK1 and PDHK2, we developed PDHK
single knockout cells using CRISPR-Cas9 technology. At 0.1% O2, PDHK1 and PDHK2
KO cells showed a lower level of PDH phosphorylation when compared with the control
condition. Interestingly, at 21% O2, PDHK1 KO cells had higher p-PDH level than control
cells, suggesting a compensatory effect of other PDHKs isoforms, potentially PDHK2.
These results support our hypothesis of a specific PDHK isoform intratumoral organiza-
tion, between hypoxic and more oxygenated tumor areas. Precise mechanisms remain to
be elucidated.

Inhibition of PDHKs, either genetically or by using DCA treatment, impacted the
extracellular acidification rate, as also shown in other models [28,29]. We confirmed that
DCA reduced lactic acid production and secretion in our model related to increased gly-
colytic flux (hypoxic conditions). Oxidative pathways were also modulated; the oxygen
consumption rate (OCR) was found to be increased after acute DCA treatment. Neither
PDHK1 nor PDHK2 KO modulated the OCR; however, in future studies, investigating
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whether PDHK1/PDHK2 double KO modifies the OCR would be of interest. In contrast,
basal OCR upon longer-term DCA treatment was not modified but was elevated under
uncoupled conditions, suggesting a downstream control of ATP synthase on basal res-
piratory rate. Moreover, DCA-treated cells showed an increased sensitivity to rotenone,
technically assessed as previously described [20], revealing the pivotal role of mitochondrial
complex-I-dependent respiration. The resulting flux reorganization towards complex I led
to increased ROS production in DCA-treated cells [30,31]. The metabolic rearrangement
induced by PDHK inhibition also modified the P3 cell shape and mitochondrial network.
This network appeared fragmented upon DCA treatment and in PDHK2 KO cells, a phe-
nomenon observed when cells are exposed to important metabolic stress [32]. Cells treated
with DCA also showed an elongated shape, losing cell–cell interaction when exposed to
hypoxia. However, viability assays performed on spheroids treated with DCA for 7 days
and incubated at 0.1% O2 did not show increased cell death as compared with vehicle-
treated spheroids, suggesting a cytostatic but not cytotoxic effect of DCA, correlating with
previously published data [12]. It has been reported that combining the inhibition of HIF1α
with chrysin, and blockading PDHK activity with DCA, impairs in vitro GB growth in
hypoxia [33]. Consistently, we showed that the pharmacological and genetic disruption
of PDHKs strongly impaired GB spheroid growth. Notably, at both O2 levels, PDHK2
knockout and DCA treatment lowered the invasion rate when compared with the control
condition, further supporting the role of PDHK2 in the invasive process.

DCA has been proposed in several pharmacological protocols, and results from clin-
ical phase I trial confirmed the good tolerance of orally administered DCA to patients
with recurrent brain tumors [34]. A Phase IIA trial of oral DCA will be performed in
40 patients before debulking surgery to evaluate the impact of DCA on recurrent GBs
(https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT05120284 (accessed on 24 July 2022)). How-
ever, the scientific community still seems to be cautious about the use of a global PDHK
inhibitor [35]. Pre-clinical studies emphasized DCA side effects, possibly linked to the
hyperactivation of oxidative pathways and protumoral outcomes [36,37]. In our study, we
evaluated the impact of DCA monotherapy treatment on mice implanted with P3 stem-like
cells in comparison with a single knockout of either PDHK1 or PDHK2. We found that
the tumor area in the DCA-treated group was not significantly different when compared
with the control group. We hypothesize that differences observed between in vitro and
in vivo conditions for the DCA treatment effectiveness may be linked to higher in vivo
antioxidant defenses, provided either by GB stem-like cells themselves or by the cerebral
tumor microenvironment. Furthermore, the stem-like cell model used in this study exhib-
ited greater metabolic adaptation capacities [38,39] than other GB cell line models, such as
U87 or U251, which are differentiated (serum-cultured cells) and mainly glycolytic cells.
Consistently, a metabolic switch towards mitochondrial respiration induced by DCA is
more effective in reducing tumor progression in these glycolytic models when compared
with the P3 stem-like cells used in our study. To reinforce the in vivo results obtained in P3
tumors after DCA treatment, future studies on other patient-derived stem-like cell lines
will be conducted.

Moreover, even when using a lower DCA dose than previously reported in vivo stud-
ies [40,41], the survival of DCA-treated mice was shortened in comparison to the control
group, as also shown in other glioblastoma models (e.g., GL261) [9]. These results high-
light a possible undesirable and undetermined adverse effect of DCA in our model and
emphasize the need for a novel therapeutic strategy. An alternative approach would be
to combine DCA with radiotherapy or concomitant medication that could potentiate the
anti-cancer properties of DCA, and thus enhance the benefit/risk ratio. Indeed, DCA has
already been shown to sensitize U87 cells to radiotherapy by reducing the mitochondrial
reserve capacity and increasing oxidative stress [40]. In addition, considering the potential
toxic effect of DCA shown in our model, PDHK-isoform-specific inhibition could be a more
promising and safer therapy. The simple knockout of PDHK1 or PDHK2 clearly reduced
GB progression in vitro, but also in vivo tumor growth when compared with the control
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group; irradiation amplified this phenomenon without synergizing it. Interestingly, PDHK2
KO tumors did not present any contralateral hemisphere invasion, reinforcing a potential
role of PDHK2 in GB invasion, in line with reduced invasion capacities observed in vitro.
Considering the central role of GB stem-like cells in invasion, treatment resistance and GB
relapse [42,43], these therapeutic options would represent a benefit for GB patients. Target-
ing PDHKs remains promising and alternatives to DCA, such as isoform-specific inhibitors,
DCA mimetics or drugs targeting other sites of the PDHKs, are being developed [44].

More recently, in the era of immunotherapy in cancer medicine, DCA treatment has
also proved to enhance the anti-tumor immune response in hepatocellular carcinoma [45].
Reduced production and secretion of lactate resulted in deacidification of the microenvi-
ronment, allowing for an innate immune response, representing an additional antitumor
effect of DCA [46]. Immunotherapy treatment, such as immune checkpoint inhibitor (ICI),
has failed in GB patients [47], but combinatory treatment with DCA could represent an
interesting therapy potentiating axis; other therapeutic combinations with ICIs are currently
in clinical trials [48].

5. Conclusions

In the present study, we found PDHK1 and PDHK2 to have distinct expression patterns
and functions in GB tissue, coherent with metabolic specific organization and heterogeneity
well characterized in GB [49]. We specifically described a new role of PDHK2 in GB
invasion and lactate production. We recently showed that lactate fuels the TCA cycle
to improve invasive capacities [17]; therefore, it will be interesting to further study and
decipher mechanisms linking lactate, PDHK2 activity and GB invasive capacities. In a
pre-clinical orthotopic mouse model, we found that both tumors generated from PDHK1
KO and PDHK2 KO cells prolonged overall mouse survival. According to our results,
future therapeutic strategies to treat GB could include specific inhibitors of PDHK1 and
PDHK2, which could be used sequentially to target specific roles of each isoform in GB
progression, and/or be combined with radiotherapy. Distinct roles of PDHK1 and PDHK2
in GB biology will be elucidated in future studies: as they are differentially expressed in GB
tumors, their specific inhibition could probably destabilize metabolic organization between
the tumor central area in which PDHK1 is more expressed and the invasive area enriched
for PDHK2 expression.

DCA decreased GB proliferation and invasion in our in vitro GB model but did not
prolong survival when used as monotherapy in vivo. This may be due to a high metabolic
flexibility of GB stem-like cells or symbiotic effects from cells in the microenvironment.
Further evaluation of DCA treatment in a preclinical radio/chemotherapeutic protocol
would be of interest. Overall, our findings indicate that the manipulation of PDHKs in GB
shows potential for novel treatment strategies.
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Ce projet, initié de manière relativement récente au laboratoire, s’intègre dans la 

continuité des travaux précédents mais avec la volonté d’aborder les adaptations 

métaboliques mises en jeu dans le GB dans un contexte plus clinique. Ayant nécessité une 

mise au point des modèles assez poussée et chronophage, ce projet est toujours en cours 

dans le laboratoire et n’a pas encore donné lieu à une publication. Cette partie vous en 

présente les principales avancées à ce jour.  

 

Contexte de l’étude 

En clinique, le diagnostic des patients atteints de GB est souvent tardif, réalisé suite à 

l’apparition de troubles neurologiques dus à une tumeur déjà massive et infiltrative. La mise 

en place du traitement est donc urgente et la résection tumorale, lorsqu’elle est possible, est 

la première intervention thérapeutique chez le patient. Malgré l’amélioration des pratiques 

chirurgicales et la mise en place de technologies diverses pour le guidage neurochirurgical, 

une part des cellules tumorales échappe à cette exérèse, majoritairement les cellules ayant 

envahi à distance de la tumeur. Ces cellules invasives résiduelles ont également montré 

d’importantes capacités de résistance aux traitements radio- et chimiothérapeutiques, et 

rebasculent invariablement vers un phénotype prolifératif afin de reformer une tumeur. 

Nos premiers travaux confirment la présence d’une symbiose métabolique intra-

tumorale dans le GB. En effet, une architecture métabolique précise s’établit entre une masse 

tumorale hypoxique et glycolytique, exprimant des marqueurs tels que LDHA, et la population 

invasive exprimant en contraste des marqueurs tournés vers le métabolisme oxydatif. Sur le 

modèle du « Astrocyte-Neuron lactate shuttle » mis en évidence dans le cerveau sain, nos 

travaux mettent aussi en lumière des échanges de lactate entre les populations tumorales 

centrale et invasive, promouvant l’invasivité du GB. 
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Acte traumatique et invasif pour le patient, l’exérèse de la masse tumorale induit aussi des 

perturbations pour la tumeur elle-même puisqu’elle désorganise complètement cette symbiose 

métabolique intra-tumorale. En effet, le retrait de la masse tumorale, fortement productrice de 

lactate, entraine une réduction drastique de la concentration de ce métabolite dans les 

cellules résiduelles post-résection, qui se trouvent ainsi privées de leur substrat de 

prédilection. L’hypothèse d’un switch métabolique induit par cette privation de lactate après 

résection chirurgicale de la tumeur pourrait expliquer le basculement des cellules invasives 

résiduelles d’un phénotype pro-invasif vers la promotion d’une prolifération secondaire, et 

ainsi initier la rechute du GB.  
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Pour étudier l’impact de la résection sur les cellules P3 dans un contexte organisme 

entier, nous avons développé un modèle de résection tumorale in vivo chez la souris. Basé 

sur le modèle déjà mis en place au laboratoire pour l’implantation orthotopique de cellules de 

GB humain chez la souris immunodéficiente, la procédure de résection a été initialement 

développée avec la collaboration du Dr. Olivier Mollier, neurochirurgien de l’hôpital Pellegrin 

de Bordeaux, puis mise au point et adaptée pour l’application courante par nos soins ainsi 

que ceux de nos collaborateurs de l’Animalerie de Talence, notamment Mme Marie-Alix 

Derieppe (procédure basée sur les travaux du Dr PJ Le Reste et de l’équipe du Dr Chevet à 

Rennes [363]). La procédure détaillée est présentée en partie « Modèles expérimentaux ».  

La résection tumorale du GB chez la souris est une procédure lourde et invasive, et nécessite 

donc de nombreuses précautions pour garantir son efficacité et sa sécurité pour l’animal. La 

mise en place de ce modèle de résection, montrant plusieurs défis techniques et scientifiques, 

a nécessité une longue phase de mise au point et le développement conjoint de plusieurs 

techniques dans le laboratoire, permettant d’assurer divers contrôles des conditions 

expérimentales de ce modèle. De plus, ce modèle a été développé sur des animaux 

sévèrement immunodéficients (souris RAG2/�-/-), représentant un défi certain du fait d’une 

fragilité sensiblement plus élevée, d’après notre expérience et notamment en ce qui concerne 

la rémission post-opératoire, par comparaison à d’autres modèles murins immunocompétents.  
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La première difficulté liée à l’opération cérébrale du petit animal réside en la taille des 

structures anatomiques et plus généralement, la taille de l’animal. En effet, afin de préserver 

l’intégrité du SNC, la taille de la craniotomie doit être la plus réduite possible, réduisant la 

visibilité opératoire. Afin de limiter ce problème, la chirurgie est réalisée sous une loupe 

binoculaire. D’autre part, les structures anatomiques étant difficilement visibles, des aides 

pour le guidage chirurgical et la sélection des zones tumorales sont nécessaires. Les cellules 

P3 sont préalablement rendues fluorescentes par intégration d’un plasmide porteur d’une 

GFP (Green Fluorescent protein), rendant la tumeur fluorescente (vert) à l’œil nu ou sous 

lampe UV. Également, lorsque la visibilité reste difficile, l’administration de fluorescéine, un 

colorant fluorescent sous lumière bleue également utilisé chez l’homme, permet de visualiser 

les zones cérébrales tumorales puisqu’il s’accumule dans les régions où la BHE est altérée. 
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Afin de se rapprocher au mieux des conditions cliniques de résection de GB, l’outillage et la 

technique de résection ont également été optimisés. La résection se réalise désormais par 

aspiration (pointe d’aspiration connectée à une pompe réglée sur faible puissance), comme 

c’est le cas chez l’homme.  
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2.1. Validation histologique 

L’analyse histologique a permis de déterminer l’étendue de la résection dans notre 

modèle. Suite à l’implantation orthotopique de 5 sphéroïdes de 10 000 cellules P3 dans le 

striatum de souris RAG2/�-/-, une tumeur se forme et est détectable sur des coupes 

histologiques dès 3 semaines / 1 mois. Une transparisation de cerveaux murins présentant 

une tumeur P3, réséquée ou non (chirurgie un mois post-implantation), a révélé le retrait de la 

majorité de la masse tumorale, mais pas de sa totalité. En effet, une partie de la zone invasive 

péri-tumorale est toujours présente en bordure de la cavité de résection, ainsi que les cellules 

ayant envahi à distance le long des corps calleux (Fig. 37).  
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Rapidement après la résection, on observe une repousse tumorale à partir des résidus 

tumoraux post-résection. Après 3 à 5 semaines, en fonction de la taille de la tumeur initiale et 

de l’efficacité de la résection, les tumeurs P3 ont reformé une tumeur aussi massive, parfois 

plus, qu’au moment de la résection (Fig. 38). 
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2.2. Validation par suivi de bioluminescence tumorale 

Initialement réalisé uniquement par histologie, le suivi de croissance et de repousse 

tumorale est désormais obtenu par bioluminescence et complémenté en fin d’expérimentation 

par l’histologie. Pour cela, les cellules P3-GFP ont également été transduites avec un 

plasmide contenant le gène de la Luciferase (Luc). Chaque semaine, la taille de la tumeur 

peut ainsi être évaluée grâce à l’injection de luciférine, substrat qui, grâce à la réaction 

médiée par la luciférase, émet des photons détectables avec à un photodétecteur.  

Cette technique, peu invasive pour l’animal et moins coûteuse en temps comme en coût, nous 

a permis de valider et standardiser notre modèle de résection : les tumeurs sont ainsi 

réséquées lorsqu’elles atteignent une bioluminescence comparable et l’efficacité de la 

résection est imagée par la chute de la valeur de bioluminescence (Fig. 39). La technique de 

résection s’est montrée reproductible sur plusieurs expérimentations. 
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D’après les valeurs de bioluminescence, la résection du GB dans ce modèle murin est 

considérée subtotale mais elle permet en moyenne de diminuer le signal bioluminescent 

tumoral d’environ 85%, résultat cohérent avec les données histologiques. 

 

2.3. Validation de la sécurité pour l’animal 

L’étroit suivi des animaux en post-opératoire a permis de valider une bonne rémission 

post-résection tumorale pour la plupart des animaux. Un monitoring attentif de signes 

neurologiques possiblement liés à un œdème ou à une hémorragie intra-crâniale post-

opératoire (stéréotypies, animaux penchés en controlatéral, fuites liquidiennes au niveau de la 

plaie, épilepsié…) n’ont révélé que de rares cas isolés.  

Le suivi au long cours des poids des animaux implantés avec des cellules P3 ne montre pas 

de différence statistique entre des souris dont la tumeur a été réséquée ou non (légère baisse 

de poids transitoire dans les jours suivant l’opération, cohérente avec la chirurgie et la 

convalescence des animaux) (Fig. 40 A). Bien que l’expérimentation ait été stoppée pour des 

raisons techniques, la survie des souris n’est pas altérée par la résection chirurgicale ; à 76 

jours post-implantation, elle est même légèrement augmentée pour le groupe réséqué 

(environ 80% de survie contre 70% dans le groupe non réséqué) (Fig. 40 B). 
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S’il est difficile de reproduire la complexité du GB in vitro, nos premiers projets (voir 

« Partie I : Symbiose métabolique dans le GB ») indiquent tout de même l’établissement d’une 

organisation métabolique similaire à celle établie in vivo, entre des cellules de GB 

glycolytiques, productrices de lactate, et d’autres plutôt oxydatives, utilisant ce lactate comme 

source carbonée. Dans le contexte de résection, notre hypothèse principale s’appuie sur la 

fluctuation de la concentration de lactate intracérébrale induite par l’exérèse de la masse 

tumorale très glycolytique, donc fortement productrice de lactate. Pour étudier l’impact de ces 

fluctuations de lactate sur nos cellules P3 dans un système techniquement plus simple que le 

modèle in vivo décrit précédemment, nous avons également mis en place un modèle in vitro 

mimant ces modulations de lactate associées à la résection.  

Pour ce faire, nos cellules P3 ont été cultivées dans un milieu NB complet (supplémenté en 

B27, FGFb, héparine, pénicilline/streptomycine), complémenté ou non avec du lactate (Fig. 

41). Après une phase d’habituation de minimum 4 à 7 jours, plusieurs conditions sont 

générées pour nos expériences :  

- La condition « P3 wt » : ces cellules sont cultivées en milieu NB complet classique 

et ne reçoivent jamais de lactate, et représentent donc notre condition contrôle. 

- La condition « P3 Lact10 » : les cellules P3 sont habituées à recevoir 

respectivement 10 mM de lactate dans leur milieu de culture. Leur milieu est 

changé et à nouveau complémenté en lactate tous les 2 à 3 jours pour maintenir 
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une concentration de lactate et autres métabolites relativement stable au contact 

des cellules.  

- La condition « P3 Starv Lact10 » : les cellules P3 sont habituées à recevoir 

respectivement 10 mM de lactate dans leur milieu de culture. Leur milieu est 

changé et à nouveau complémenté en lactate tous les 2 à 3 jours pour maintenir 

une concentration de lactate et autres métabolites relativement stable au contact 

des cellules. Au jour de l’expérience, et pour une durée déterminée par les besoins 

expérimentaux, les cellules sont privées (« Starv » pour starvation) de lactate par 

changement de milieu et réensemencement dans un milieu NB complet classique. 
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Note : Pour chaque expérience, les cellules de la condition P3 Lact10 et P3 Starv Lact10 sont 

systématiquement issues de la même population cellulaire, leur seule différence s’illustrant 

alors par la privation de lactate.	
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Dans les tissus sains, la concentration de lactate varie généralement entre 1,5 à 3 mM 

mais elle s’élève entre 10 et 30 mM dans les tissus cancéreux [347].  

Déjà mis en évidence in vitro dans nos précédentes études, la production tumorale de lactate 

est assurée principalement par le centre glycolytique et hypoxique des sphéroïdes de cellules 

de GB. En effet, la séparation in vitro des populations centrales et invasives de sphéroïdes 

invasifs P3, par digestion de la matrice de collagène qu’ils envahissent, a montré une 

différence importante d’expression des LDHs entre la partie centrale (Core) et la partie 

invasive (Inv), soutenant une localisation centrale de la production de lactate dans le 

sphéroïde et corrélant avec des marqueurs hypoxiques tels que la CAIX (Fig. 42 A). 
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Pour mettre en lumière la production de lactate in vivo dans les différentes zones tumorales, 

la concentration de lactate a été visualisée directement sur des coupes de cerveaux murins 

implantés avec des cellules P3 grâce à la technologie d’imagerie par spectrométrie de masse 

MALDI (MALDI-MSI, collaboration avec l’équipe du Dr. Michel Salzet, Lille). Une analyse 

similaire sur coupes de cerveaux implantés P3 dont la tumeur a ensuite été réséquée est en 

cours de réalisation. Dans notre modèle, l’imagerie MALDI-MSI identifie clairement la tumeur 

comme la zone principale de production de lactate intracérébrale et image des concentrations 

de lactate très importantes (Fig. 42 B).  

La résection de la masse tumorale, retrait chirurgical de cet important producteur de 

lactate, induit donc nécessairement une fluctuation de la concentration en lactate dans le 

parenchyme cérébral et les cellules résiduelles post-résection.   
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Un séquençage ARN a été réalisé sur des échantillons de cerveaux murins implantés 

avec des cellules P3 et dont la tumeur a été réséquée après 5 semaines de croissance (RES, 

ou non réséquée pour la condition contrôle, NON RES). Trois zones de chaque condition sont 

prélevées par microdissection laser pour permettre une analyse différentielle de zones 

tumorales spécifiques : la zone hypoxique au centre de la tumeur (repousse secondaire dans 

le cas d’échantillons RES), la zone angiogénique correspondant à une zone vascularisée et 

oxygénée en bordure de la tumeur et la zone invasive correspondant au front invasif 

envahissant les corps calleux et migrant vers l’hémisphère controlatéral. Dans ce modèle in 

vivo, seules les zones invasives et angiogéniques (en plus ou moins grande partie selon 

l’étendue de la résection) sont conservées après résection, et ces reliquats tumoraux 

repoussent invariablement dès les premières semaines post-résection, jusqu’à reformer une 

tumeur massive secondaire. Afin d’illustrer les modulations métaboliques dans ces zones 

résiduelles post-résection, la Figure 43 présente les différences d’expression de gènes du 

métabolisme énergétique, entre les zones invasives et angiogéniques RES et NON RES. 
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De manière intéressante, on constate une augmentation de l’expression du transporteur du 

glucose GLUT1 après résection, ainsi que de gènes impliqués dans certaines étapes de la 

glycolyse (PFKFB3, GPD2) (Fig. 43 B). La résection n’a pas entrainé de modulation 

transcriptomique significative dans les voies oxydatives mitochondriales mais une légère 

tendance à la baisse de la majorité des transcrits du cycle de Krebs est observée dans la 

zone invasive post-résection (data non présentée). On note également une hausse de 

l’expression des enzymes de biosynthèse de la sérine et de la glycine, dont le pool 

intracellulaire est impliqué dans la synthèse d’acides aminés et protéines, de phospholipides 

ainsi que des bases puriques de l’ADN.  

Le métabolisme du lactate quant à lui est étonnamment peu régulé au niveau des transcrits 

des enzymes LDH ou des transporteurs MCT, malgré la fluctuation importante de la 

concentration de lactate induite par la résection. En effet, nous n’avons observé qu’une légère 

diminution de l’expression de LDHA et une tendance vers la surexpression de MCT4 post-

résection dans la zone invasive.  
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En parallèle avec les données transcriptomiques, l’analyse histologique des cerveaux 

réséqués, réalisée suivant le schéma technique présenté en Figure 44, ne montre pas ou peu 

de modulation de l’expression de LDHA dans la tumeur résiduelle post-résection (Fig. 45 A). 

Par contre, l’analyse de la zone invasive échappant à la résection montre une augmentation 

franche, rapide et durable de l’expression du transporteur du lactate MCT1. Celle-ci n’est que 

très peu modulée dans les échantillons non réséqués, renforçant l’hypothèse d’une corrélation 

entre la résection et la surexpression de MCT1 (Fig. 45 A-B). De manière intéressante, la 

zone invasive des cerveaux réséqués montre plus de cellules positives au marqueur de 

prolifération Ki67, par rapport à condition non réséquée. Cette augmentation est observée 

pendant les 3 semaines suivant la résection (Fig. 45 C) puis semble se stabiliser, suggérant 

un effet pro-prolifératif dans la zone invasive lié à la résection. 
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Afin d’évaluer l’impact métabolique de modulations de la concentration de lactate in 

vitro sur les cellules P3, un état des lieux des concentrations intra- et extracellulaires de 

lactate a été réalisé en premier lieu, permettant d’étudier les flux de lactate, dans nos 

différentes conditions expérimentales (Fig. 46 A-D). L’analyse par chromatographie ionique 

des cellules P3 et leur milieu correspondant a également permis la mesure de la charge 

adénylique reflet de l’état énergétique cellulaire à 24h et 4 jours de privation de lactate (Fig. 

47). 

Un traitement au long cours (habituation d’au moins 4-7 jours) avec 10 mM de lactate induit 

une forte augmentation de la concentration intracellulaire (IC) en lactate dans les cellules P3 

Lact 10 (Fig. 46 C), pouvant s’élever jusqu’à 60 mM après 96h d’incubation sans pour autant 

induire de mortalité cellulaire (data non présentée). Cette augmentation IC de lactate ne 

coïncide pas avec une augmentation de son excrétion puisque la modulation de la 

concentration extracellulaire (EC) de lactate est à la baisse par rapport aux cellules P3 wt 

(Fig. 46 B). Ainsi, les concentrations IC et EC de lactate dans la condition P3 Lact 10 sont en 

faveur d’une utilisation massive du lactate par ces cellules, même en présence de glucose.  

Dès 24h de privation de lactate, la quantification de la concentration IC et EC de lactate 

montre un retour à la normale, à des valeurs similaires à celles observées pour les cellules 

contrôles P3 wt. Le pool IC de lactate visible en condition P3 Lact 10, s’élevant à presque 30 

mM, est rapidement consommé et/ou excrété : la concentration IC diminue (Fig. 46 C) dès 

24h de privation et l’excrétion de lactate augmente de presque 10% par rapport aux cellules 

toujours en présence de lactate 10 mM (Fig. 46 B). De façon intéressante, cet effet dans les 

cellules P3 Starv Lact 10 s’efface avec l’augmentation du temps de privation de lactate, 

appuyant l’hypothèse d’une production de novo de lactate dans les cellules P3 Starv Lact 10 

(Fig. 46 B).  
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Ces modulations des concentrations IC et EC de lactate dans nos différentes conditions 

expérimentales n’ont pas montré de modulation de la concentration intracellulaire en 

nucléotides adényliques (ATP, ADP, AMP), ni de la charge d’énergie adénylique des cellules, 

imageant leur potentiel énergétique (Fig. 47).  

Les résultats présentés en Figure 47 n’illustrent donc pas de différence de potentiel 

énergétique entre nos différentes conditions d’expérience à 24h et 96h d’incubation, mais 

valident une augmentation énergétique avec le temps, associée à la prolifération cellulaire. 
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L’analyse de l’activité mitochondriale a été réalisée par la mesure du potentiel de 

membrane mitochondrial (PMM) grâce à la sonde TMRM (Fig. 48).  

Les cellules cultivées en lactate répondent à l’apport de substrat par l’augmentation du PMM, 

signe d’une activité mitochondriale stimulée. En Figure 48 A, cette augmentation de PMM 

s’illustre suite au changement du milieu de culture des cellules P3, par un milieu fraichement 

complémenté en lactate, suivi par la mesure 24h plus tard du PMM de ces cellules.  Par 

contre, la privation de lactate de ces mêmes cellules pendant 24h supprime cette stimulation 

mitochondriale et abaisse à nouveau le PMM à des valeurs comparables à la condition 

contrôle P3 wt (Fig. 48 A). Ces résultats, conjointement avec nos précédents travaux (Partie 

I : Symbiose métabolique dans le GB) suggèrent une alimentation directe de la mitochondrie 

par le lactate, stimulant son activité oxydative et la production d’énergie cellulaire. Ainsi, la 

privation de lactate impacte directement l’activité mitochondriale, qui se retrouve privée de son 

substrat principal. 

À plus long terme, après 4 jours de traitement ou privation de lactate, une réduction du PMM 

est observée dans les deux conditions (Fig. 48 B). 

Pour s’assurer que l’augmentation du PMM observée relève bien d’une stimulation de l’activité 

mitochondriale et non pas d’une différence de contenu ou biogenèse mitochondriale, une 

évaluation du contenu mitochondrial a été réalisée par l’analyse de l’expression de la protéine 

mitochondriale Tom20. L’expression de Tom20 ne varie pas avec l’ajout de lactate dans nos 

conditions expérimentales (Fig. 48C). Ainsi, la modulation du PMM induite par la 

complémentation puis la privation de lactate n’est pas liée à une augmentation/réduction de la 

quantité de mitochondries dans les cellules P3. Ceci valide bien une modulation de leur 

activité et non de leur nombre, à la hausse en présence de lactate puis à la baisse dès 24h de 

privation de lactate. 
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La mitochondrie étant le siège principal de la production de ROS, une évaluation de 

leur quantité intracellulaire a été réalisée grâce à la sonde CellROX. Parallèlement à l’activité 

mitochondriale, la modulation de la concentration de lactate est également responsable d’une 

augmentation de la production de ROS cellulaires, qui est d’autant plus importante que la 

concentration de lactate augmente (Fig. 49 A, gauche).  

Cependant, la privation de lactate à court terme (24h) de cellules P3 habituées à 10 mM de 

lactate entraine une forte stimulation de production de ROS, qui est presque doublée par 

rapport au traitement lactate seul (Fig. 49 A, droite). Cette stimulation ne coïncide pas avec 

l’activité mitochondriale, réduite avec la privation de lactate (Fig. 48 A), et semble transitoire 

puisqu’elle est complètement abolie au 4ème jour de privation de lactate (Fig. 49 B). Cette 

production de ROS transitoire n’altérant pas la viabilité des cellules P3 (data non présentées) 

suggère des mécanismes de signalisation cellulaire, à la différence d’une surproduction 

prolongée qui serait plutôt en faveur d’un stress oxydatif pouvant aboutir à la mort cellulaire. 
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De façon étonnante, les capacités pro-invasives du lactate, observées dans nos 

précédents travaux [126] par traitement aigu avec 10 ou 20 mM de lactate et cohérentes avec 

une stimulation de la synthèse énergétique mitochondriale, semblent atténuées lorsque ce 

traitement est réalisé au long cours (Fig. 50 A). Par contre, le retrait du lactate du milieu de 

cellules P3 préalablement habituées à un milieu complémenté par ce métabolite entraine la 

réduction de plus de 10% de l’invasion relative de ces cellules (Fig. 50 A). 

En parallèle, la prolifération cellulaire, analysée par l’incorporation d’EdU dans les 

cellules P3 ou par le suivi à plus long terme de la croissance de sphéroïdes, est altérée par un 

traitement lactate. En effet, une baisse rapide (dès 24h) et stable (jusqu’à 7 jours) de la 

prolifération cellulaire, d’environ 10-20%, est observée par rapport aux contrôles n’ayant pas 

reçu de lactate (Fig. 50 B-C).  

Étonnamment, cette diminution de prolifération semble atténuée dans la condition 

« starvation Lactate 10 » qui tend à restaurer des capacités prolifératives comparables aux 

cellules P3 wt après 24h (Fig. 50 B) ou 48h de privation de lactate (moins de 5% de 

différence ; Fig. 50 C, 48h).  
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Cette différence induite par la privation de lactate tend à s’effacer après plusieurs jours 

d’incubation (Fig. 50 C, 4 et 7 jours). La disparition de cet effet a été notamment imputée à 

des contraintes techniques : la culture cellulaire étant réalisée en milieu fermé, la production 

et l’excrétion de lactate par les cellules P3 (présentée en Fig. 46) tend à réaugmenter la 

concentration extra-cellulaire de lactate dans le milieu « starvation ». En outre, la croissance 

des sphéroïdes au-delà d’une certaine taille (500-600 µm) implique l’apparition d’un centre 

nécrotique et l’instauration d’une pression hypoxique importante [351], stimulant d’autant plus 

la production glycolytique de lactate. Ainsi après 48h, la concentration de lactate est à 

nouveau élevée dans le milieu, la condition « starvation lactate » n’est plus réellement privée 

de ce métabolite et les effets précoces/transitoires de cette privation de lactate tendent à 

s’effacer. 

 

 Conjointement, ces résultats confirment que l’approvisionnement en lactate des 

cellules P3 pousse ces dernières vers la stimulation d’un métabolisme mitochondrial plutôt 

pro-invasif et défavorisant pour la prolifération cellulaire. Au contraire, la privation secondaire 

de ce métabolite après habituation des cellules P3 au lactate, c’est-à-dire une fois ces 

modifications métaboliques bien établies, semble induire un stress transitoire de la 

mitochondrie, basé sur un signal ROS et relancer un phénotype tourné vers la prolifération, au 

détriment cette fois de l’invasion cellulaire. 
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Afin d’identifier les acteurs impliqués dans ce switch phénotypique des cellules P3 en 

réponse aux modulations de la concentration de lactate, nous avons initié un screening 

protéique par western blot, ciblant volontairement le métabolisme du lactate, le métabolisme 

énergétique (glycolyse/OxPhos) et des marqueurs souches pouvant être reliés à la 

reprolifération cellulaire. 

A l’image des résultats obtenus in vivo, l’expression des enzymes producteurs du lactate, les 

LDH, n’est pas modulée par la fluctuation de lactate, à court ou à plus long terme (Fig. 51 A). 

En revanche, il est intéressant de noter que le transporteur MCT1 est à nouveau retrouvé 

surexprimé après privation de lactate : on observe une tendance à la hausse après 24h de 

privation de lactate et une augmentation de facteur 2 après 4 jours, suggérant un effet 

s’installant à plus long terme.   

L’analyse du compartiment mitochondrial n’a pas montré de franche modulation de 

l’expression de différents acteurs. A noter cependant, l’expression de PDHK1, un régulateur 

clef de l’intégration mitochondriale du pyruvate (étudié dans le projet présenté en Partie I), 

semble diminuer sous l’influence d’un traitement au lactate (Fig. 51 B), en faveur d’une 
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stimulation du métabolisme mitochondrial. Cette tendance à la baisse n’est pas observée 

dans les cellules P3 Starv L10 qui expriment des niveaux de PDHK1 comparable au contrôle. 

De plus, le screening de l’expression de différents complexes de la chaine respiratoire 

mitochondriale n’a montré aucune différence significative entre nos conditions 

expérimentales, même si l’on peut remarquer une légère hausse de l’expression des 

complexes I et IV dans les cellules P3 Lact 10. 

En lien avec des travaux mettant en évidence une surrégulation post-résection tumorale de 

gènes liés au caractère souche des cellules [380], une évaluation de certains de ces gènes a 

été réalisée dans notre modèle. L’analyse de marqueurs souche tels que Nestin, Sox2, Oct4 

ou Olig2 n’a pas montré de modulations convaincantes induite par la fluctuation de lactate 

(Fig. 51 C). Cependant ces résultats, du fait d’une grande variabilité et d’un faible nombre de 

réplicats disponibles, seront à reproduire et à complémenter d’analyses fonctionnelles afin de 

conclure sur l’influence de la modulation de la concentration de lactate sur l’état de 

différenciation des cellules P3. 
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Déjà testé dans notre modèle de tumeurs P3 in vivo, le stiripentol a montré des 

résultats encourageants chez la souris, freinant drastiquement le développement du GB et 

améliorant la survie des souris malades (Partie I – I, correspondante publication présentée en 

Annexe II [126]). Cet inhibiteur des LDH est déjà reconnu pour avoir une bonne pénétration 

intracérébrale, car initialement commercialisé pour un effet anti-épileptique central chez 

l’homme [377]. Dans le but de tester l’effet du stiripentol, et donc indirectement du 

métabolisme du lactate, dans la rechute des GB, nous avons introduit ce traitement dans 

notre modèle de résection tumorale in vivo. 

L’administration post-résection de stiripentol aux souris réséquées et non réséquées a permis 

de réduire modestement la croissance tumorale in vivo des tumeurs P3 (Fig. 52). Par contre, 

l’ajout du stiripentol en traitement complémentaire de la résection n’a pas apporté de bénéfice 

par rapport à l’effet obtenu dans le groupe non réséqué, nous permettant de conclure à 

l’absence de synergie entre résection et stiripentol. Une analyse histologique en cours de 

réalisation pourra confirmer et préciser ces résultats. 
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Sur la base de la production de ROS observée in vitro lors d’une privation de lactate 

des cellules P3, nous émettons l’hypothèse que ces ROS activent une machinerie 

intracellulaire (encore à l’étude in vitro) permettant de moduler le programme métabolique, et 

par conséquent le phénotype, des cellules P3. Ainsi, afin de bloquer cette signalisation ROS, 

un puissant antioxydant ciblant spécifiquement les ROS mitochondriaux, le Mito-TEMPO, a 

été administré à des souris présentant une tumeur P3 en péri- et post-opératoire (traitement 

initié la veille de la résection chirurgicale puis tous les jours, y compris le jour de l’opération, 

garantissant son infusion cérébrale au moment de la résection). 

En considérant les données récentes de bioluminescence tumorale, le traitement MitoTEMPO 

semble ralentir la vitesse de prolifération post-résection, mais de manière non significative au 

vu d’une grande variabilité interindividuelle dans le groupe non-traité (Fig. 53).  

Ainsi, ces données ne nous permettent pas de conclure quant à l’efficacité du traitement 

MitoTEMPO in vivo sur la repousse tumorale du GB post-résection. Des analyses 

histologiques sont en cours de réalisation afin de préciser d’éventuels effets. 
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Les glioblastomes, comme de nombreux cancers solides, reprogramment leur 

métabolisme pour soutenir leurs besoins prolifératifs, leur motilité ou pour s’adapter à leur 

microenvironnement. Cette adaptation métabolique, reconnue comme l’une des 

caractéristiques du cancer [94], permet en effet de soutenir la production de biomasse, 

l’approvisionnement énergétique et l’homéostasie intra- et extracellulaire. Le ciblage 

métabolique des cellules de GB apparait donc comme une stratégie prometteuse vers 

l’amélioration des thérapies qui restent encore aujourd’hui relativement peu efficaces chez le 

patient. 
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Nos premiers travaux soutiennent la théorie du « Go or Grow » [381,382], selon 

laquelle les cellules cancéreuses, dans notre cas les cellules de GB, s’organisent en une 

architecture tumorale bien définie permettant des échanges mutuels entre une masse 

tumorale centrale tournée vers des besoins prolifératifs, et une population périphérique 

envahissant le parenchyme cérébral sain.  

En effet, l’étude de deux régulateurs métaboliques centraux, tout à fait indépendants, les 

LDHs et les PDHKs, a révélé la mise en place de profils d’expression distincts entre sous-

populations tumorales. La zone tumorale centrale est régie par une programmation sous le 

contrôle de l’hypoxie, environnement appauvri en oxygène qui se développe lorsque la masse 

tumorale grossit, compliquant ainsi l’accès à l’oxygène et au système vasculaire des zones 

tumorales centrales [346,383]. Des conditions hypoxiques permettent l’activation d’un 

régulateur central, le facteur HIF (et notamment HIF1� pour Hypoxia Inducible Factor 1�), 

contribuant au comportement des cellules malignes du GB par la promotion de l'angiogenèse, 

de l'invasion tumorale et du maintien des caractéristiques des cellules souches [139,140]. En 

outre, HIF1� est facteur de transcription contrôlant l’expression de nombreux gènes cibles 

parmi lesquels une part non-négligeable est impliquée dans la régulation métabolique, comme 

c’est par exemple le cas de LDHA et PDHK1 retrouvé dans nos études mais également de 

l’hexokinase 2, de la PDH ou des transporteurs du glucose GLUT1 et GLUT3 ainsi que du 

lactate MCT4 [330]. En effet, il est largement reconnu que l’hypoxie, via HIF1�, module le 

métabolisme cellulaire vers la glycolyse [384], voie de production énergétique ne dépendant 
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pas de l’oxygène, et donc favorise la production de lactate et l’acidification [385], qui stimule à 

son tour l’invasion cellulaire [126,346].  

Les cellules de la zone invasive, contrairement à celles de la masse tumorale, semblent 

préférer un métabolisme plus oxydatif, adapté à une production énergétique importante, 

soutenant leur motilité. Cette stimulation oxydative dans la zone invasive a déjà été 

documentée dans certains cancers, appuyée notamment par le recrutement de mitochondries 

in situ sur la bordure invasive [386] et leur soutien énergétique aux mécanismes de migration 

et invasion impliquant une dynamique ATP-dépendante du cytosquelette [387]. Dans le GB, 

des populations cellulaires hyper motiles isolées à partir de biopsies de patients ont 

également montré une charge mitochondriale plus importante que leurs homologues moins 

motiles [338]. Dans ce contexte, nos résultats, montrant une expression accrue de LDHB 

dans les cellules invasives de GB par rapport au centre tumoral, soutiennent la spécialisation 

oxydative du compartiment invasif. En effet, LDHB permet alors aux cellules de GB de 

métaboliser des sources carbonées plus adaptées que le glucose à l’approvisionnement 

rapide du métabolisme mitochondrial, comme le lactate. Notre analyse fonctionnelle de la 

mitochondrie dans les cellules de GB a confirmé que ce lactate, rétroconverti en pyruvate par 

la LDHB, peut directement alimenter le cycle de Krebs et la chaine respiratoire mitochondriale, 

et donc favoriser la production énergétique oxydative. D’autre part, ce fonctionnement oxydatif 

semble essentiel aux cellules invasives puisque les capacités d’invasion de cellules de GB 

sont totalement abolies lorsque l’on bloque la chaine respiratoire mitochondriale avec la 

roténone, un inhibiteur du complexe I des OxPhos. 

Nos travaux soulignent donc, au-delà du rôle de l’hypoxie et de l’acidification tumorale, 

l’importance centrale du lactate dans la progression du GB, qui se place comme l’un des 

principaux facteurs métaboliques favorisant les capacités invasives du GB. 

L’expression régiolocalisée des isoformes LDHA et LDHB, observée dans des modèles in 

vitro, in vivo ou sur des biopsies de patients, vient renforcer de précédentes observations 

montrant une régionalisation des transporteurs du lactate MCT1 et MCT4 dans le contexte 

tumoral [388]. Finalement, nos travaux appuient l’hypothèse de l’établissement d’une 

symbiose métabolique entre la partie centrale de la tumeur, glycolytique et fortement 

productrice de lactate, et la zone invasive qui au contraire peut consommer ce lactate pour 

produire rapidement de l’énergie. Cette hypothèse forme un parallèle avec un modèle déjà 

établi en neurophysiologie entre les astrocytes et les neurones, le modèle Astrocyte-Neuron 

Lactate shuttle  (ANLS) [29]. Dans le GB, une coopération métabolique intra-tumorale entre 

des cellules de GB glycolytiques et d’autres plutôt oxydatives, centrée sur des échanges de 

lactate, semble alors tout à fait pertinente (Fig. 54).  
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En outre, la place centrale du lactate dans le développement du GB est appuyée par 

l’altération de la progression globale du GB lorsqu’on déstabilise le métabolisme du lactate.  

La disruption directe et conjointe des différentes isoformes des LDHs, grâce à un KO 

génétique ou par l’action pharmacologique du stiripentol, a en effet montré un ralentissement 

impressionnant de la croissance et de l’invasion du cancer dans nos modèles in vitro et in vivo 

de GB. De manière cohérente avec l’expression différentielle des LDHA et LDHB dans les 

différentes sous-populations tumorales, mais aussi du fait de possibles compensations inter-

isoformes, le knock-out d’une seule isoforme ne permet pas de freiner efficacement la 

progression du GB dans nos modèles. Étonnamment, le KO de LDHB a même montré la mise 

en place d’un phénotype plus agressif in vitro et in vivo. Cet effet a finalement été attribué à 

l’augmentation de la concentration de lactate (qui n’est plus rétroconverti par la LDHB) et de 

l’acidité extracellulaire via un cotransport protons/lactate par les MCTs, stimulant par 

conséquent l’invasion et la production de VEGF, et aboutissant à la mise en place de tumeurs 

plus invasives et angiogéniques. Finalement, un ciblage conjoint des deux isoformes est 

nécessaire pour abolir conjointement la production et l’utilisation du lactate, et ainsi 

déstabiliser la symbiose métabolique mise en place dans la tumeur de GB. 

Parallèlement, le blocage des PDHKs lève l’inhibition exercée sur la PDH et permet ainsi 

l’intégration du pyruvate dans la mitochondrie et dans le cycle de Krebs. Dans les cellules 

cancéreuses qui majoritairement sur-régulent la glycolyse, par le biais d’une pression 

hypoxique ou par la mise en place de l’effet Warburg, l’inhibition des PDHKs montre un effet 

important, défavorisant les voies métaboliques glycolytiques au profit du métabolisme 

oxydatif. Dans le GB, le blocage de ces enzymes régulateurs a en effet montré une baisse du 

taux d’acidification extracellulaire corrélé à une baisse de la production de lactate, et a 

également permis de ralentir la progression du GB. Les effets observés in vivo sont 

cependant moins francs que pour le double-KO LDH, certainement du fait d’une simple 

modulation (et non d’un blocage total) du métabolisme du lactate, induite dans le cadre du 

blocage PDHK. Il faut néanmoins noter l’effet drastique du KO PDHK2 sur l’invasion du GB in 

vitro et in vivo, qui interroge sur le rôle spécifique de cette isoforme dans les processus 

d’invasion cellulaire et nécessitera de plus amples investigations pour décrypter les 

mécanismes mis en jeu dans cette interaction. 

Ainsi, le métabolisme du lactate montre un rôle central dans le développement du GB et 

représente alors une piste prometteuse pour un ciblage thérapeutique. Comme nos premières 

approches pharmacologiques le démontrent, l’altération du métabolisme du lactate pourrait 

être une voie d’intérêt en clinique où les pistes thérapeutiques contre le GB restent encore 

aujourd’hui relativement pauvres et peu efficaces pour les patients. 
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Si cette organisation métabolique spatiale, centrée autour d’échanges de lactate, 

semble être bien établie dans le GB, la théorie du « Go or Grow » se révèle finalement un peu 

simpliste, affirmant notamment la mutuelle exclusivité des programmes prolifératifs ou invasifs 

[389,390]. Plus certainement, l’importante plasticité des cellules de GB leur permet d’adapter 

leur phénotype entre prolifération et invasion [382,391], créant une dynamique métabolique 

complexe et mouvante, en fonction des signaux intercellulaires (comme le lactate) mais aussi 

des besoins cellulaires et de différents facteurs du microenvironnement. Dans le vaste 

concept de microenvironnement s’intègrent les influences des autres types cellulaires locaux 

autour de la cellule de GB, qu’ils soient tumoraux ou non, dérégulés ou non ; les facteurs 

environnementaux non-cellulaires impactant la cellule de GB, comme les constituants de la 

MEC, les gradients d’oxygène, de nutriments, de facteurs de croissance ; mais également, 

lorsque la phase thérapeutique est initiée, l’influence des traitements ciblant directement les 

cellules de GB. En effet, plus secondairement aux mécanismes métaboliques entrepris pour 

se développer, le GB tend à nouveau à moduler son métabolisme pour échapper et survivre 

aux traitements anticancéreux. 

Cette faculté de flexibilité en réponse à la thérapie représente l’un des principaux défis actuels 

quant à la résistance aux traitements, expliquant secondairement les rechutes systématiques 

du GB. Si la communauté scientifique a longtemps considéré cette résistance aux traitements 

comme découlant d’une sélection de clones ou de phénotypes résistants, de nombreux 

travaux identifient désormais des mécanismes d’adaptation des cellules vers un phénotype 

plus résistant, et donc une plasticité thérapie-induite. D’autre part, très peu de nouvelles 

altérations génétiques ou épigénétiques ont été détectées dans les tumeurs récurrentes [276], 

indiquant un rôle restreint de la génétique dans la résistance thérapeutique et suggérant à 

nouveau un mécanisme d’adaptation de la tumeur primaire. Notamment, il a été défini que le 

sous-type tumoral initial, basé sur une caractérisation moléculaire et associé à un certain 

phénotype (voir partie Classification des GB), change chez 63% des patients lors d’une 

récidive tumorale après thérapie [275] et favorise généralement un sous-type 

mésenchymateux plus agressif. De manière intéressante, les thérapies radio- et 

chimiothérapeutiques ont également montré un effet sur le statut de différenciation de cellules 

de GB, favorisant leur dédifférenciation et leur tumorigénicité [279], sur la promotion de leur 

quiescence [97], ou encore entrainant leur adaptation métabolique [392,393]. 
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Cette plasticité thérapie-induite s’illustre également dans nos travaux par la mise en 

place d’adaptations métaboliques, notamment mitochondriales, permettant aux cellules de 

survivre malgré les traitements.  

En effet, le double KO de LDHA et LDHB a montré une réorganisation du compartiment 

mitochondrial, sous la forme d’une augmentation de l’expression de différents complexes 

OxPhos, de l’augmentation de la masse mitochondriale et de la capacité maximale 

respiratoire. Ces effets, cohérents avec la stimulation de la biogenèse mitochondriale, 

illustrent une réadaptation métabolique du GB en réponse au blocage de la voie fermentaire.  

Également, les cellules LDHA/B KO montrent une accumulation d’intermédiaires métaboliques 

glycolytiques et du cycle de Krebs. Notamment, l’excédent de pyruvate n’ayant plus la 

possibilité d’être transformé en lactate, doit donc être intégré dans la mitochondrie, expliquant 

ainsi la stimulation de son activité et de sa biogenèse. La mitochondrie ne pouvant cependant 

pas assurer le même rythme d’oxydation du pyruvate que les LDH, une partie de cet excès de 

pyruvate est donc redirigé vers d’autres métabolismes. La production d’acétate à partir du 

pyruvate, médiée par l’action des ROS (H2O2) [394], semble tout à fait plausible dans les 

cellules LDHA/B KO, puisqu’une augmentation de l’activité mitochondriale entraine 

possiblement une production de ROS et qu’une surproduction d’acétate est observée suite à 

l’extinction des LDHs (data non présentée dans la Partie I – I, voir Annexe II [126]). Une 

élégante étude de Mashimo et ses collègues a de plus montré, par le biais d’une infusion de 

[13C]acétate in vivo mais aussi chez le patient, que le métabolisme de l’acétate, permettant 

notamment la production d’acétyl-coA, participait à l’approvisionnement du cycle de Krebs 

dans les GB [334]. Ce métabolite pourrait alors représenter un acteur essentiel de cette 

adaptation métabolique thérapie-induite, qui peut d’une part assurer des fonctions propres 

comme l’acétylation des protéines ou participer à la lipogenèse, mais également être une 

source carbonée alternative en cas de nécessité ; une certaine forme de stockage 

énergétique pour la cellule de GB. 

Le blocage des PDHKs in vitro a également entrainé des adaptations métaboliques au niveau 

mitochondrial. En effet, si un simple KO de PDHK1 ou PDHK2 n’a pas montré d’effet sur 

l’activité mitochondriale, l’inhibition de toutes les isoformes PDHK par l’action du 

dichloracétate (DCA) entraine in vitro une augmentation de l’OCR (oxygen consumption rate) 

mesuré par Seahorse. L’analyse approfondie par oxygraphie de l’effet du DCA à plus long 

terme a révélé une augmentation de la respiration mitochondriale mais uniquement en 

conditions découplées, révélant les capacités respiratoires maximales des cellules. De plus, le 

DCA induit une augmentation de la sensibilité des cellules de GB à la roténone, suggérant 

une réorganisation des flux respiratoires de la chaine respiratoire mitochondriale vers le 

complexe I qui corrèle avec une augmentation de la production de ROS. Nos résultats, 
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identifiant ainsi le complexe I des OxPhos comme une cible intéressante pour un 

cotraitement, forment un parallèle avec les travaux de Ward et al., montrant un effet additif de 

l’inhibition du complexe I par la metformine avec un traitement DCA [395]. Cependant, les 

adaptations induites par l’inhibition complète des PDHKs in vitro dans nos modèles cellulaires 

de GB suggèrent une réaction de stress métabolique, imagées par une augmentation massive 

des ROS et une fragmentation du réseau mitochondrial, plutôt qu’une adaptation pour leur 

survie.  

Malgré tout, même si les capacités prolifératives et invasives du GB sont largement ralenties 

in vitro par un traitement DCA, des tests de viabilité infirment une action cytotoxique dans nos 

modèles de GB, allant à l’encontre de précédents travaux montrant une activation apoptotique 

dans les cellules tumorales soumises au DCA [396,397]. De plus, le traitement in vivo au DCA 

de souris implantées avec des cellules type souche de GB n’a étonnamment montré aucun 

effet anti-cancer en comparaison aux souris contrôles, réduisant même au contraire la survie 

des souris. Cet effet, ou plutôt cette absence d’effet, pose question puisqu’il se place encore 

une fois en désaccord avec la littérature [396], qui a déjà permis à cette molécule de franchir 

la barre de la clinique pour différentes pathologies métaboliques mais aussi plus récemment 

pour le traitement du cancer [398], et même en évaluation dans le GB [399]. Cependant, bien 

que des essais de phase I et II évaluant l’effet du DCA dans le cadre du traitement des 

tumeurs cérébrales primaires ou récurrentes [399] aient été lancés, les données cliniques ou 

pré-cliniques sur l’efficacité du DCA dans le GB restent pour l’instant relativement pauvres. 

L’absence de concordance entre les effets in vitro et in vivo du DCA dans notre étude n’a pas 

fourni d’explication claire mais plusieurs hypothèses sont envisagées. Parmi elles, la 

possibilité d’une sous-dose cérébrale de DCA, du fait d’une biotransformation trop rapide, n’a 

pas été écartée par dosage direct dans le LCR mais ce désagrément est normalement évité 

par le biais de l’administration chronique de DCA [400]. De plus, de meilleurs systèmes de 

défense antioxydants in vivo, des cellules de GB elles-mêmes ou grâce à un appui du 

microenvironnement, pourraient participer à contrer de manière plus efficace les effets 

oxydatifs du DCA et donc expliquer son impact moindre in vivo en comparaison avec les 

résultats in vitro. Pour finir, l’apparition d’un potentiel effet indésirable non détecté pourrait 

expliquer l’altération de la survie des souris traitées au DCA ; aucun signe de neuropathie 

DCA-induite (effet indésirable déjà connu [401]) n’a cependant été observé. 
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L’importance de la régulation métabolique dans le GB est notamment appuyée par 

l’identification, plus ou moins récente, de dérégulations métaboliques participant à son 

développement. On peut noter, par exemple, des régulations métaboliques par l’intermédiaire 
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d’oncogènes ou gènes suppresseurs de tumeur, ou encore des mutations spécifiques de 

gènes codant pour des enzymes métaboliques, comme c’est le cas de la mutation IDH 

désormais utilisée comme marqueur diagnostique, pronostique et prédictif de l’efficacité des 

traitements en place. 

Finalement, l’étude des vulnérabilités métaboliques du GB a permis d’ouvrir de nouvelles 

pistes pour le traitement de cette pathologie dont l’éventail de thérapies proposées et leur 

succès thérapeutique est encore très limité. Une palette d’essais cliniques et d’études 

précliniques prometteurs a vu le jour ces dernières années, évaluant l’efficacité du ciblage de 

différentes voies métaboliques cellulaires dans le GB [402]. Cependant, aucune amélioration 

clinique significative n’a pour l’instant été constatée. Différentes interrogations et challenges 

émergent notamment de cette stratégie de ciblage métabolique. Parmi elles, la question de la 

spécificité de ciblage est importante. En effet, de plus en plus de travaux, y compris les 

nôtres, appuient la cohabitation intratumorale de programmes métaboliques différents, 

participant chacun à la progression du GB. Ainsi, les cellules tumorales, et notamment dans 

notre cas les cellules de GB, utilisent simultanément différentes voies métaboliques, ce qui 

questionne sur l’efficacité des approches mono-ciblées. D’autre part, ces voies métaboliques 

sont également communément empruntées par les cellules saines pour leur propre 

métabolisme et leur survie, soulevant donc la question d’éventuels effets indésirables pouvant 

être un problème de taille dans le contexte du SNC. 

Ainsi, nos travaux et bien d’autres, du fait de l’hétérogénéité et de la plasticité des 

cellules de GB, suggèrent le ciblage conjoint de plusieurs voies métaboliques pour produire 

un effet synergique et pousser les cellules de GB vers une impasse métabolique. Notamment, 

dans le modèle de cellules de GB LDHA/B KO, un cotraitement avec de la phenformine, un 

inhibiteur du complexe I des OxPhos, a été testé in vivo mais n’a pas augmenté la mortalité 

des cellules de GB ni la survie des souris traitées (data non présentées, voir Annexe II [126]). 

L’augmentation de l’expression des autres complexes de la chaine respiratoire mitochondriale 

dans les cellules KO pour LDHA et LDHB nous laisse notamment penser à un effet 

compensatoire de ces autres complexes pour maintenir l’activité mitochondriale. Un blocage 

conjoint des complexes I et II, à l’origine de la formation de différents supercomplexes 

fonctionnels de la chaine respiratoire, ou bien de complexes plus en aval (III-V), pourrait donc 

être envisagé.  

Cela dit, un couplage du blocage des LDHs avec d’autres thérapies, telles que l’irradiation 

crânienne in vivo, a au contraire montré un effet synergique encourageant (voir Annexe II 

[126]), et représente de plus une piste cohérente avec le protocole thérapeutique établi en 

clinique chez le patient. 
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L’hétérogénéité intratumorale du GB, ainsi que son incroyable plasticité au niveau 

métabolique, restent à ce jour le grand défi invalidant l’efficacité des traitements. La 

distribution des sous-populations tumorales, sur le plan anatomique mais aussi métabolique, 

est en effet affectée lors de la croissance et de l’évolution tumorale, mais également lors de la 

mise en place des traitements. Cette plasticité thérapie-induite, observée dans nos études 

dans le cadre de traitements ciblant le métabolisme du lactate, est également particulièrement 

problématique dans le cadre des thérapies actuellement en place chez le patient.  

Ainsi, en considérant la prise en charge du GB dans sa réalité clinique, l’adaptation 

métabolique des cellules de GB post-résection tumorale nous a particulièrement interrogé. En 

effet, le diagnostic des patients atteints de GB étant souvent tardif, la mise en place du 

traitement est donc urgente et la résection tumorale, lorsqu’elle est possible, est presque 

toujours la première intervention thérapeutique. Acte traumatique et invasif pour le patient, 

l’exérèse de la masse tumorale induit aussi des perturbations pour la tumeur elle-même 

puisqu’elle désorganise complètement l’architecture morphologique et métabolique mise en 

place lors de la croissance du GB et soutenant sa progression. Le décryptage des 

mécanismes adaptatifs, notamment métaboliques, mis en jeu dans la population tumorale 

résiduelle après la résection de la tumeur semble alors d’un intérêt particulier pour mieux 

comprendre et prévenir la rechute du GB. 
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La résection tumorale consiste, comme son nom l’indique, en l’exérèse chirurgicale de 

la masse tumorale. Elle est d’un intérêt central pour le patient puisque l’étendue de cette 

résection a été cliniquement corrélée à une modulation de son pronostic et de sa survie 

globale ; amenant d’ailleurs le groupe d’étude RANO à proposer récemment une classification 

des patients GB basée sur la mesure de la résection tumorale [169]. Première étape du 

protocole de Stupp, elle est presque systématiquement et le plus rapidement possible mise en 

place chez le patient. Bien sûr, en cas de bénéfice/risque évalué en sa défaveur, souvent à 

cause de la localisation intracérébrale sensible du GB, la résection peut être retirée du 

protocole thérapeutique ; cependant les patients GB non-opérés sont ceux associés au plus 

mauvais pronostic [169]. 
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Pourtant, et malgré la progression des techniques neurochirurgicales et le développement des 

exérèses « supra-maximales » [169,403], c’est-à-dire au-delà des limites de la prise de 

contraste sur IRM, la résection tumorale laisse derrière elle une population cellulaire du GB 

capable de survivre et repousser puisque le GB montre invariablement une progression 

secondaire, souvent encore plus agressive que la tumeur initiale. Les clichés IRM post-

opératoires confirmant le retrait parfois supra-total de la tumeur, cette population résiduelle 

correspondrait alors aux cellules ayant envahi à distance de la tumeur principale, 

probablement en single cell ou de manière diffuse et non détectable par IRM (Fig. 55). 
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Nos précédents travaux ont validé la présence d’une architecture métabolique précise 

dans le GB [126], identifiant la masse tumorale comme hypoxique et glycolytique, et la 

population invasive tournée en contraste vers un métabolisme oxydatif.  

La visualisation in situ du lactate par imagerie spectrométrique a confirmé la surproduction de 

lactate dans la masse tumorale de modèles murins de GB orthotopiques, en accord avec des 

études basées sur l’infusion de [13C]glucose chez des patients  atteints de GB [336]. Un retrait 

de cette tumeur, dont l’efficacité moyenne est évaluée dans nos modèles murins à 85%, 

entraine donc nécessairement une chute de la concentration de lactate intracérébrale post-

résection. En parallèle avec nos deux premiers projets, où le blocage des LDHs ou des 

PDHKs entraine une baisse de la production de lactate et un conséquent remodelage 

métabolique, l’hypothèse d’une adaptation métabolique des cellules de GB post-résection, 

également liée à cette privation de lactate, semble alors tout à fait pertinente.  
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Bien que la résection tumorale du GB soit une étape clé du protocole de Stupp, le 

manque de modèles animaux intégrant cette étape opératoire est flagrant et constitue un réel 

manque pour l’étude des conséquences de la résection, du protocole Stupp complet ou plus 
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largement, pour la recherche de nouvelles cibles thérapeutiques dans le GB. En effet, en 

considérant l’importante plasticité des cellules de GB, et la part non-négligeable de celle-ci 

induite par la thérapie, la mise en place de modèles se rapprochant au plus près des 

conditions cliniques semble indispensable.  

Cependant, le développement de modèles d’études permettant de reproduire la résection 

tumorale intracérébrale, et la fluctuation de la concentration de lactate qu’elle entraine, est un 

défi. In vivo, nous avons mis en place un modèle d’exérèse chirurgicale basé sur un protocole 

de Le Reste et al. [363]. Notre modèle de résection a été développé et adapté sur un modèle 

de souris immunodéficientes, permettant ainsi l’étude de GB issus de cellules dérivées de 

patients (implantées de manière orthotopique). En effet, le modèle cellulaire utilisé, cellules 

type souche de GB issues de patient et cultivées dans un milieu favorisant la conservation du 

caractère souche, reproduit plus fidèlement les caractéristiques cliniques de progression du 

GB (in vitro et in vivo) que les modèles de lignées cellulaires immortalisées dérivées en 

culture avec sérum depuis de nombreuses années, comme c’est le cas par exemple des U87-

MG [114]. Pour finir, la standardisation du modèle in vivo de résection grâce à des techniques 

de bioluminescence tumorale a permis d’obtenir des échantillons in vivo reproductibles 

montrant la formation de tumeurs similaires, assurant la fiabilité de nos études par la suite. 

Un modèle in vitro, permettant une étude mécanistique et métabolique plus simple des 

cellules de GB, a également été mis en place : l’habituation de cellules type souche de GB 

dérivées de patients à des concentrations de lactate cohérentes avec celles observées chez 

l’homme dans les cellules cancéreuses (10-30 mM [347]) puis leur privation totale de ce 

lactate, a ainsi permis de mimer in vitro la fluctuation de lactate associée à la résection. 
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Si un phénotype axé sur un métabolisme mitochondrial a déjà été associé par 

Garofano et ses collègues à un meilleur pronostic (ou du moins à un sous-type de GB moins 

agressif) [123], ce sont pourtant les cellules invasives, dont le métabolisme est principalement 

tourné vers ces voies oxydatives mitochondriales, qui échappent à la résection et semblent 

être à l’origine des récurrences. En effet, chez le patient, cette population tumorale résiduelle, 

en échappant également aux traitements radio- et chimiothérapeutiques, est 

systématiquement capable de basculer vers un phénotype prolifératif et de reformer une 

nouvelle tumeur [172]. A noter, les cellules souches de GB au sein de cette niche invasive 

sont particulièrement d’intérêt puisqu’elles ont montré d’importantes capacités de résistance 

aux thérapies, devenant ainsi les principales candidates pour expliquer les récurrences 

[97,98,250,392]. 
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Notre modèle in vitro de fluctuation de lactate dans les cellules de GB a permis de 

mettre en avant une importante activité de la mitochondrie en présence de lactate, 

parallèlement corrélée à une forte augmentation de la concentration intracellulaire et une 

diminution de la concentration extracellulaire de lactate par rapport aux cellules contrôle. Ces 

résultats confirment, comme dans nos précédents travaux [126], une intégration préférentielle 

de ce lactate pour alimenter le métabolisme oxydatif. Cependant, la privation secondaire de 

ce lactate fait drastiquement chuter le potentiel de membrane mitochondrial jusqu’à des 

valeurs « contrôles » des cellules P3. Les cellules privées de lactate montrent alors, à 

l’inverse de celles habituées au lactate, une rapide diminution de leur concentration 

intracellulaire et une réaugmentation de la concentration extracellulaire de lactate, pouvant 

s’expliquer par une rapide consommation du lactate intracellulaire et/ou une augmentation de 

son excrétion. 

Étonnamment, ces modulations de l’activité mitochondriale n’ont pas été associées à des 

modulations de la charge adénylique cellulaire, imageant le potentiel énergétique de la cellule. 

Cependant, la mesure à un temps précis de ce paramètre ne permet pas toujours d’apprécier 

les flux énergétiques cellulaires. En effet, l’AEC est à la fois le reflet de la production et de la 

consommation d’ATP/ADP, et ne sera donc modulée que si le rapport entre ces deux 

processus est altéré. En revanche, par exemple, si l’augmentation de la production d’ATP se 

fait parallèlement à une augmentation de sa consommation, l’AEC ne reflètera pas forcément 

cette stimulation métabolique. Ainsi, ces résultats ne permettent pas de conclure sur les 

différences de régulation des flux énergétiques entre les cellules en lactate et celles qui en 

sont privées. 

De manière cohérente avec la littérature [404], l’augmentation de l’activité mitochondriale en 

présence de lactate est corrélée à une augmentation de la production de ROS. Pourtant, 

étonnamment en désaccord avec les variations observées d’activité mitochondriale, la 

suppression de l’approvisionnement en lactate a montré une augmentation encore plus 

importante de la production de ROS cellulaire. Cet effet, comme précédemment décrit dans 

les neurones [405], peut notamment être associé à un stress mitochondrial induit par la 

privation de leur substrat de prédilection.  

Cette stimulation de la production de ROS est transitoire dans les cellules de GB privées de 

lactate. Ceci suggère un mécanisme de signalisation cellulaire ROS-médié plutôt qu’un stress 

oxydant qui, par le biais d’une stimulation ROS plus prolongée, aboutirait à l’activation de 

voies apoptotiques. En effet, les ROS sont associées à de nombreuses régulations 

intracellulaires, parmi lesquelles la stabilisation du facteur de transcription HIF1� [406,407]. 

Normalement activé par l’hypoxie, le facteur HIF1� est un régulateur métabolique majeur vers 
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le métabolisme glycolytique [408], et participe à promouvoir le caractère souche des cellules 

ainsi que leur renouvellement [409]. 

En opposition avec une étude de Knudsen et al. [380] illustrant une stimulation des capacités 

souche du GB après résection, aucune hausse de l’expression de différents marqueurs 

souche n’a pour l’instant été observée dans notre modèle de privation de lactate ; mais une 

analyse plus poussée de l’expression d’autres marqueurs (in vitro et in vivo) ainsi qu’une 

étude fonctionnelle est envisagée.  

Par contre, un rebasculement métabolique vers la glycolyse, induit par la privation de lactate, 

coïncide in vitro avec nos résultats fonctionnels sur l’activité mitochondriale, avec la tendance 

à l’augmentation de la concentration de lactate extracellulaire (suggérant sa production de 

novo, ou son excrétion) ainsi qu’avec la réaugmentation de l’expression de PHDK1, régulant à 

la baisse l’entrée de pyruvate dans les voies oxydatives mitochondriales. 

 

Finalement, l’ensemble de nos résultats in vitro sur des cellules de GB habituées à 

recevoir du lactate puis privées de ce dernier sont en faveur d’un switch métabolique vers la 

glycolyse, qui s’accorde également avec les effets observés sur les paramètres de 

progression du GB. En effet, si l’activation d’une signalisation HIF1� médiée par les ROS 

reste encore à prouver dans notre modèle, nos travaux ont cependant montré un effet pro-

prolifératif et anti-invasif associé à la privation secondaire de lactate.  

Ce modèle artificiel, souhaitant mimer in vitro les fluctuations de lactate induites par la 

résection chirurgicale de la tumeur, trace ainsi les premières pistes explicatives du switch 

phénotypique des cellules résiduelles post-résection, à l’origine de leur reprolifération et donc 

de la repousse du GB.  

Certaines de nos hypothèses formulées à partir des résultats in vitro trouvent d’ailleurs des 

validations in vivo. Notamment, la relance de la prolifération dans la zone invasive est imagée 

par l’augmentation post-résection de l’expression du marqueur Ki67. Cette surexpression 

dans la zone invasive se poursuit pendant les 3 premières semaines post-résection puis 

chute, suggérant une repousse tumorale déjà massive permettant de restaurer les gradients 

de lactate initiaux, et potentiellement de réinverser le switch phénotypique pro-prolifératif. En 

effet, lorsque la tumeur n’est pas réséquée, le profil Ki67 dans la zone invasive montre une 

expression très stable et moindre dans les 3 premières semaines post-résection (groupe non 

réséqué mais timepoints de sacrifice identiques), qui illustre donc, au contraire du groupe 

réséqué, une activité de prolifération faible et constante dans la zone invasive des souris non 

réséquées. Cette prolifération est cependant drastiquement augmentée à la 5ème semaine 

post-résection, du fait d’une croissance tumorale si importante qu’un débordement des 

cellules de l’imposante masse centrale envahit la zone qui était définie comme invasive. 
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Également, une analyse transcriptomique de différentes zones tumorales pré- et post-

résection a permis de mettre en lumière l’augmentation de l’expression de quelques acteurs 

pro-glycolytiques dans les zones résiduelles post-résection, comme GLUT1, PFKFB3, 

PDHK2, ou encore des enzymes du métabolisme de la sérine. Une augmentation du pool 

intracellulaire de sérine peut parallèlement évoquer une synthèse de novo de purines, 

d’acides aminés et protéines [410], corrélant avec une production de biomasse. 
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A notre grand étonnement, l’ensemble de ces adaptations métaboliques induites par la 

privation de lactate ne s’est accompagné que de faibles modulations des acteurs du 

métabolisme du lactate comme les LDHs. Par contre, un de ces acteurs se détache et montre 

une franche surexpression in vitro suite à la privation de lactate mais aussi in vivo après 

résection, le transporteur du lactate MCT1, rejoignant des données transcriptomiques post-

résection observées dans les travaux de Knudsen et al. [380].  

Du fait des propriétés de MCT1 plutôt tournées vers l’import de lactate [308], sa surexpression 

lors d’une privation de lactate in vitro ou in vivo parait étonnante et questionne. Cet effet 

pourrait cependant indiquer un mécanisme réactionnel des cellules de GB qui, privées de leur 

substrat favori, surexpriment en cascade le transporteur MCT1 dans le but de capter plus de 

lactate. Également, comme déjà observé dans la littérature [411], une compensation inter-

isoformes de MCT1, du fait de la faible expression de MCT4 dans les cellules de GB P3, 

pourrait expliquer la stimulation de son expression.  

Finalement, une investigation plus poussée autour de cette surexpression de MCT1 serait 

nécessaire afin de décrypter si cet effet est simplement compensatoire de la fluctuation de 

lactate, ou s’il joue un quelconque rôle dans les adaptations métaboliques soutenant la 

repousse tumorale mises en évidence dans ces travaux. D’intéressantes études sur des 

modèles de cancer colorectal soulignent d’ailleurs un lien entre l’expression de MCT1 et la 

signalisation ROS via le médiateur anti-oxydant NRF2 [412], ainsi qu’avec l’activation de la 

voie pro-proliférative NF-�B [413]. Une étude approfondie de cette voie de signalisation, 

justement connue pour son activation par les ROS [414,415], serait donc d’un intérêt 

particulier dans notre modèle de résection de GB. 
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Dans le but de trouver des cibles thérapeutiques qui seraient efficaces chez le patient 

pour prévenir ou retarder la repousse tumorale du GB, nous avons testé différentes stratégies 

thérapeutiques, basées sur la modulation métabolique, dans le modèle de résection in vivo. 

L’étude d’un blocage in vivo post-résection du métabolisme du lactate, par l’action du 

stiripentol inhibant les LDHs, n’a pas permis de mettre en évidence d’effet synergique avec la 

résection. Ce résultat suggère un impact plus important de l’utilisation du lactate dans 

l’établissement de la symbiose métabolique et dans la promotion de l’invasion du GB 

(résultats établis dans nos premiers travaux [126]), plutôt que dans la phase de reprolifération 

initiant la rechute. En effet, déjà privée de lactate par la résection chirurgicale de la masse 
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centrale, la tumeur résiduelle de GB n’est pas plus impactée par un blocage du métabolisme 

du lactate, et se tourne donc très certainement vers d’autres substrats carbonés pour 

l’approvisionnement de son métabolisme. 

Basé sur nos résultats in vitro, l’altération de la signalisation ROS post-résection semble une 

approche tout à fait prometteuse pour contrer la rechute dans le GB. L’administration de 

MitoTEMPO, un traitement antioxydant ciblant spécifiquement les ROS mitochondriaux, en 

pré- péri- et post-opératoire (début du traitement un jour avant résection, puis tous les jours 

jusqu’à la fin de l’expérimentation) semble en effet induire un ralentissement de la repousse 

tumorale du GB. Cependant, cette tendance n’a pas pu être confirmée du fait d’une grande 

variabilité de bioluminescence dans le suivi de croissance tumorale de cette expérimentation. 

Ces résultats, très récents et préliminaires, seront donc répétés et peut-être confirmés lors 

d’une nouvelle expérimentation in vivo à venir. 
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Si nos hypothèses de travail sont en faveur des premières explications quant à 

l’implication d’une régulation métabolique dans la récurrence du GB, plusieurs difficultés se 

sont imposées dans nos travaux, notamment à propos de nos modèles d’études. 

 

Le modèle d’étude in vivo de la résection chirurgicale du GB a nécessité une mise au 

point fine et souhaite désormais s’approcher au plus près de la réalité clinique, en s’inspirant 

au mieux des résections pratiquées chez l’homme (méthode d’aspiration, chirurgie 

fluoroguidée). Cependant, sa réalisation est technique : des difficultés se présentent quant à 

la visualisation intra-opératoire de la tumeur et des structures anatomiques microscopiques, et 

des limites et questionnements éthiques sont imposées du fait de la fragilité du petit animal 

face à cette lourde procédure chirurgicale. De ce fait, la validation de l’efficacité et de la 

reproductibilité du modèle est difficile, bien que prérequise, avant la mise en place de toute 

expérimentation. Sa technicité augmente également la variabilité inter-individuelle en ce qui 

concerne l’efficacité de la résection et limite la possibilité de changer d’expérimentateur, 

favorisant donc l’apparition d’un biais expérimental technique et humain. 

Dans le but de pouvoir étudier les régulations mises en place post-résection dans un modèle 

cellulaire pertinent en place au laboratoire (cellules de GB type souche issues de patient), le 

modèle de résection in vivo a été mis en place chez la souris sévèrement immunodéficiente 

RAG2/�-/-. Ce modèle, imposant déjà des difficultés liées à une fragilité plus importante des 

souris par rapport à leurs homologues immunocompétentes, pose également question 
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puisqu’il supprime quasi totalement les réactions inflammatoires et immunitaires 

communément corrélées à la chirurgie de résection [416], et potentiellement, des effets 

métaboliques immuno-médiés. 

D’autre part, chez l’homme, 4 différents paliers de résection ont été déterminés pour classer 

les patients atteints de GB en fonction de leur résection et sont chacun associés à un 

pronostic de progression différent [169] : la résection supramaximale (classe I) définit le retrait 

tumoral au-delà des limites de prise de contraste à l’IRM et est associé avec le meilleur taux 

de survie totale ; la résection maximale (classe 2) catégorise les chirurgies retirant 

complètement ou quasi complètement (résidu � 1cm3) la zone de contraste ; la résection 

submaximale (classe 3) rassemble les paliers subtotal (� 5 cm3) et partiel (> 5 cm3) ; enfin la 

biopsie simple (classe 4) est associée au plus mauvais taux de survie globale.  

Notre modèle in vivo d’exérèse tumorale évalue l’étendue moyenne de résection à 85% de 

retrait tumoral, et se place donc en parallèle avec une résection submaximale (subtotale). En 

parallèle avec les données humaines, il est probable que l’impossibilité de retirer l’entièreté de 

la tumeur induise une repousse tumorale plus rapide et un pronostic plus défavorable. D’autre 

part, les 15% restants de tumeur pourraient également avoir une influence métabolique dans 

notre modèle, impliquant par exemple une diminution de l’approvisionnement en lactate mais 

pas sa suppression totale. L’amélioration de l’étendue de cette résection est donc à envisager 

mais semble difficile du fait de l’important taux de mortalité post-opératoire observé lorsque la 

résection est « trop » poussée. Ainsi, ce paramètre est à considérer comme une limite 

importante du modèle in vivo de résection, et les résultats obtenus sont à interpréter en 

parallèle de celui-ci. La réalisation d’un suivi histologique précis et à différents temps post-

résection est donc essentielle pour apprécier correctement l’étendue de la résection et la part 

de repousse tumorale. 

 

In vitro, le modèle de fluctuation de lactate souhaite reproduire l’étape de privation de 

lactate des cellules de GB résiduelles après résection. Celui-ci, comme tout modèle de culture 

cellulaire, reste cependant un modèle in vitro artificiel assez éloigné de la réalité clinique, ne 

pouvant notamment pas prendre en compte l’impact du microenvironnement.  

D’autre part, si les cellules P3 subissent des redirections métaboliques, leur plasticité leur 

permet toujours de métaboliser le glucose jusqu’à la fermentation lactique dans une certaine 

mesure. Cette fonction est d’autant plus stimulée que les sphéroïdes de cellules P3 croissent 

car leur struture 3D permet la réinstauration de gradients hypoxiques pro-glycolytiques. Ainsi, 

l’analyse au long terme de la privation de lactate s’est révélée compliquée par la production 

de novo et l’excrétion de lactate (pour les P3 wt, 3 mM de lactate sont produits chaque jour), 

qui s’accumule fatalement dans les milieux fermés de culture cellulaire. Bien que les cellules 
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soient placées régulièrement dans un milieu frais où la concentration de lactate et autres 

métabolites est connue et contrôlée, des variations de ces concentrations sont inévitables, à 

moins d’utiliser par exemple des systèmes plus complexes de microfluidique. 

Également, la concentration de glucose supplémentée dans les milieux de culture type NB, à 

hauteur de 25 mM, n’est pas du tout représentative de la réalité clinique où la concentration 

de glucose cérébrale en conditions euglycémiques varie plutôt entre 1 et 3 mM [417]. Il est 

donc possible que les conditions métaboliques des cellules soient impactées par cet excès de 

glucose dans le milieu de culture. Ainsi, l’évaluation des effets de la privation de lactate dans 

un milieu présentant des concentrations physiologiques de glucose est envisagée et pourrait 

éventuellement permettre la mise en lumière d’effets plus francs de la fluctuation de lactate, 

qui ne soient plus « masqués » par cet excès de glucose. 
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Le glioblastome, cancer cérébral le plus fréquent mais aussi le plus agressif chez 

l’adulte, se heurte encore aujourd’hui à un échec presque systématique des thérapies 

conventionnelles et ciblées mises en place en clinique. Cette impasse thérapeutique est 

notamment attribuée à l’importante hétérogénéité et plasticité de cellules de GB, qui sous-

tendent leur résistance aux thérapies et s’illustrent notamment au niveau métabolique.  

En effet, de plus en plus de preuves démontrent la présence de différents phénotypes 

métaboliques au sein des GB, mais aussi au sein d’une seule et même tumeur. La partie 

centrale de la masse tumorale, soumise à des influences hypoxiques ou bien capable d’effet 

Warburg, surrégule la glycolyse et soutient une vitesse de prolifération intense. L’intérêt porté 

à la partie invasive du GB, quant à elle, a identifié son association à un métabolisme oxydatif, 

tourné vers la production énergétique et alimentant ainsi les forts besoins induits par la 

motilité cellulaire. D’autre part, ces cellules invasives échappent presque systématiquement à 

la résection tumorale et sont donc les principales responsables des rechutes dans le GB. 

Cependant, les mécanismes permettant aux cellules invasives de basculer d’un phénotype 

invasif vers une prolifération intense assurant la repousse de la tumeur secondaire sont 

encore relativement inconnus. 

 

 

Ce travail s’est attaché à investiguer le rôle du lactate et son métabolisme, dans le 

développement du GB dans un premier temps, puis dans l’apparition des rechutes.  

Il a permis de confirmer l’établissement d’une symbiose métabolique entre la zone centrale du 

GB et sa zone invasive, qui sont chacune tournées vers un programme métabolique 

soutenant leur fonctionnalité, et sont interconnectées par des échanges de lactate. Si la 

cohabitation intratumorale de différents programmes métaboliques est désormais relativement 

admise, l’identification d’une régionalisation spatiale de différents acteurs métaboliques dans 

le GB est plutôt novatrice.  

Secondement, ce travail a également montré un rôle central du lactate dans les processus de 

récurrence tumorale. En tant que facteur déclencheur, ce lactate, ou plutôt la privation de ce 

lactate, semble impliqué dans un switch métabolique de la population tumorale résiduelle 

après résection, celle-là même qui est responsable des rechutes. Le décryptage des 

mécanismes sous-jacents à ce switch métabolique représente alors une piste intéressante 

vers l’identification de vulnérabilités métaboliques pour la prévention ou le traitement des 

rechutes du GB. 
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Conjointement avec la littérature actuelle, ces résultats nous poussent alors à 

reconsidérer la tumeur de GB non plus comme une entité globale, mais plutôt comme un 

ensemble de différentes sous-entités, où règnent régionalement des programmes 

métaboliques majoritaires mais pas uniformes. Repenser le GB, en considérant ces 

différentes sous-populations tumorales et leur plasticité respective, pourra alors peut-être 

permettre d’identifier de nouvelles cibles à l’interface de ces populations, et d’améliorer ainsi 

les stratégies thérapeutiques cliniques. Une approche de ciblage couplé de différentes voies 

métaboliques, conjointement ou non avec les thérapies standards, pourrait notamment 

permettre d’élargir l’impact des traitements et de pallier les résistances thérapeutiques 

actuelles du GB. 
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Lactate dehydrogenases promote glioblastoma

growth and invasion via a metabolic symbiosis

Joris Guyon1 , Ignacio Fernandez-Moncada2,†, Claire M Larrieu3,† , Cyrielle L Bouchez3,†,

Antonio C Pagano Zottola3,†, Johanna Galvis3,4, Tiffanie Chouleur1 , Audrey Burban3,

Kevin Joseph5,6,7,8,9 , Vidhya M Ravi5,6,7,8,9,10 , Heidi Espedal11 , Gro Vatne Røsland3 ,

Boutaina Daher3, Aur!elien Barre4, Benjamin Dartigues4, Slim Karkar4 , Justine Rudewicz4,

Irati Romero-Garmendia3, Barbara Klink12,13,14 , Konrad Gr€utzmann14, Marie-Alix Derieppe15,

Thibaut Molini!e3, Nina Obad11, C!eline L!eon1, Giorgio Seano16, Hrvoje Miletic11,17,

Dieter Henrik Heiland5,6,7,8,18, Giovanni Marsicano2, Macha Nikolski3,4 , Rolf Bjerkvig11 ,

Andreas Bikfalvi1,* & Thomas Daubon1,3,**

Abstract

Lactate is a central metabolite in brain physiology but also con-

tributes to tumor development. Glioblastoma (GB) is the most

common and malignant primary brain tumor in adults, recognized

by angiogenic and invasive growth, in addition to its altered meta-

bolism. We show herein that lactate fuels GB anaplerosis by

replenishing the tricarboxylic acid (TCA) cycle in absence of glu-

cose. Lactate dehydrogenases (LDHA and LDHB), which we found

spatially expressed in GB tissues, catalyze the interconversion of

pyruvate and lactate. However, ablation of both LDH isoforms, but

not only one, led to a reduction in tumor growth and an increase

in mouse survival. Comparative transcriptomics and metabolomics

revealed metabolic rewiring involving high oxidative phosphoryla-

tion (OXPHOS) in the LDHA/B KO group which sensitized tumors to

cranial irradiation, thus improving mouse survival. When mice

were treated with the antiepileptic drug stiripentol, which targets

LDH activity, tumor growth decreased. Our findings unveil the

complex metabolic network in which both LDHA and LDHB are

integrated and show that the combined inhibition of LDHA and

LDHB strongly sensitizes GB to therapy.

Keywords antiepileptic drug; energy metabolism; glioblastoma; invasion;

lactate dehydrogenases

Subject Categories Cancer; Metabolism
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Introduction

Glioblastoma (GB) is the most common malignant primary brain

tumor in adults. The recently updated WHO classification integrates

morphologic and genomic data, and classifies GB into a
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histologically and genetically defined group consisting of isocitrate-

dehydrogenase (IDH)-wild-type diffuse astrocytomas with TERT

promoter mutation, or EGFR gene amplification, or +7/!10 chromo-

somal copy number changes (Louis et al, 2021). Major hallmarks of

GB are high proliferation rate, pronounced angiogenesis, and local

invasion (Giese et al, 2003). Glioblastoma is a highly heterogeneous

tumor that exhibits astrocytic, oligodendrocytic, neural progenitor,

and mesenchymal features (Neftel et al, 2019). The current treat-

ment of GB consists in surgical tumor resection, followed by con-

comitant radio-chemotherapy (Stupp et al, 2005). However, this

strategy invariably leads to tumor recurrence due to the inability to

fully eradicate invasive cells and results in a poor prognosis

(Vollmann-Zwerenz et al, 2020). This highlights the need for alter-

native therapeutic targets to improve tumor management and treat-

ment. Glioblastoma invasion makes use of three types of brain

structures: blood vessels, white matter tracts, and the interstitial

space (Scherer, 1940). Hypoxia-inducible factor 1a (HIF1a) expres-

sion induced by hypoxia or following anti-angiogenic treatment sig-

nificantly impacts GB invasion (Daubon et al, 2019b) and

metabolism (Fack et al, 2015).

Unlike non-neoplastic cells that often rely on mitochondrial

oxidative phosphorylation (also known as “mitochondrial respira-

tion”) to produce energy, a common property of cancer cells is

enhanced glucose metabolism (Gatenby & Gillies, 2004). Under

hypoxic pressure, cells commonly switch to a highly glycolytic

metabolism and produce lactate. Under aerobic conditions, tumor

cells can maintain this glycolytic metabolism, particularity known

as the Warburg effect (Warburg, 1956), which is an efficient way to

increase biomass production and therefore maintain a high prolifer-

ation rate and promote invasion (Gatenby & Gillies, 2004; Liberti &

Locasale, 2016). Production of lactate, an end-product of glycolysis,

is catalyzed by lactate dehydrogenase (LDH), a tetrameric enzyme

composed of two subunits, LDHA and LDHB, encoded by separate

genes. In the human body, LDH exists in five different isozymes

composed of four subunits, LDH1 is composed of only LDHB sub-

units, LDH5 of LDHA subunits, LDH2/3/4 are heterotetramers of

both LDHA and LDHB (Drent et al, 1996). Depending on the lactate/

pyruvate flux, LDHA and LDHB both catalyze the conversion of

pyruvate into lactate or its retroconversion, both reactions being

coupled to oxidoreduction of NAD+/NADH. This leads to increased

lactate production (for LDHA) and consumption (for LDHB). Lactate

and protons are then extruded from cells by monocarboxylate trans-

porters (MCTs). Other subunits of LDH exist, such as LDHC and

LDHD, but they are not highly expressed in brain tissue when com-

pared to LDHA and LDHB (Bittar et al, 1996).

Many cancers display high LDHA levels (Altenberg & Greulich,

2004), which is associated with poor patient survival (Koukourakis

et al, 2003, 2005). Several pre-clinical studies have demonstrated

that LDHA inhibition shows anti-proliferative effects (Sheng et al,

2012; Xie et al, 2014). One proposed explanation is that LDHA inhi-

bition induces mitochondrial reactive oxygen species (ROS) produc-

tion and oxidative damage (Fantin et al, 2006; Le et al, 2010; Sheng

et al, 2012). Moreover, several studies have shown that LDHA activ-

ity and lactate secretion promote invasion and metastasis (Goetze

et al, 2011; Rizwan et al, 2013). Lactate has also been linked to

in vitro migration of GB cells (Baumann et al, 2009; Colen et al,

2011; Seliger et al, 2013). LDHA has indeed been found at GB inva-

sive borders of antiangiogenic-treated tumors (Fack et al, 2015).

IDH-mutated gliomas, which are of better prognosis than IDH1wt

gliomas, express lower levels of LDHA (Chesnelong et al, 2014). Of

note, LDHB has not yet been explored in the GB context, unlike in

uterine cancer where LDHB activity modulates autophagy (Brisson

et al, 2016). However, no study to date has examined the role of

both LDHA/LDHB in the development and invasiveness of GB. We,

therefore, aimed to study the impact of LDHA and LDHB activity in

GB development using patient-derived GB stem-like cells cultured as

spheroids to maintain parental DNA genotype and phenotype while

implanted into rodents (Wang et al, 2009).

We show herein that LDHA and LDHB expressions are spatially

restricted in a GB stem-like cell model (in invasive spheroids and

in vivo) but also in patient samples, by analyzing spatial transcrip-

tomics data (Ravi et al, 2022). GB stem-like cells starved from car-

bon sources and fed with lactate can compensate for the absence of

glucose to sustain the TCA cycle thus driving proliferation and inva-

sion. Individual CRISPR-Cas9 LDHA or LDHB knock-outs have lim-

ited effects on glioblastoma development, while major biological

adaptations are observed in double LDHA/B KO cells. Even under

low O2 concentration, double LDHA/B KO cells still rely on TCA and

mitochondrial respiration to support tumor growth, which could be

further inhibited by irradiation. Finally, treatment with stiripentol

(Diacomit", Biocodex)—a known antiepileptic drug that also blocks

LDH activity (Sada et al, 2015)—inhibits lactate production and

decreases GB invasion and growth. Collectively, these results

demonstrate a central role of LDHA and LDHB, which are regionally

expressed, and lactate production in supporting GB energy metabo-

lism which in turn has a major impact on GB invasion and growth.

Results

Expression of LDHA and LDHB isoforms is restricted to specific

GB areas

We have previously reported regional expression of genes and pro-

teins such as TSP1 in GB (Daubon et al, 2019a, 2019b). Here, a

regional expression of the lactate dehydrogenase isoforms was first

analyzed in spheroids invading a three-dimensional (3D) collagen

matrix, structures which recapitulate GB regional heterogeneity via

oxygenation gradient (Guyon et al, 2020). Invasive tumor spheroids

from P3 stem-like cells were included in paraffin and LDHA and

LDHB expressions were analyzed in coronal sections (Fig 1A).

LDHA was found highly expressed in the central hypoxic area but

also in some single invasive cells, while LDHB was highly expressed

at spheroid borders and invasive areas (Fig 1B). Of note, only a few

cells expressed both enzymes. Then, a regional expression of the

LDHs was analyzed in a patient-derived xenograft mouse model by

immunohistochemistry, using the same P3 stem-like cells. Notably,

LDHA was found to be expressed mainly in the central hypoxic area

of the tumor (Fig 1C; Appendix Fig S1A), colocalized with carbonic

anhydrase IX (CAIX or CA9; Appendix Fig S1B), and some cells

invading the corpus callosum (CC), while LDHB was prevalently

expressed in peripheral tumor areas and cells invading the CC

(Fig 1C). Thus, LDHA and LDHB had a distinct spatially restricted

expression pattern in the tumor core but were found both expressed

in invasive cells (Fig 1C; Appendix Fig S1A). By using a recently

published database on spatial transcriptomics (Ravi et al, 2022), we
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analyzed the local expression of LDHA, LDHB, CAIX, or hypoxia sig-

nature in three different patient samples. LDHA and CAIX expres-

sion were restricted to the hypoxic core, and in some invasive cells

(Fig 1D and E), LDHB was only expressed in invasive areas (Fig 1D

and E). These spatial transcriptomics data strictly confirmed our

results on the P3 tumor model.

In silico analysis on a single-cell RNAseq database from invasive

and central GB areas demonstrated a similar pattern, with preferen-

tial expression of LDHA in the central area and LDHB in the periph-

eral area albeit mRNA of both enzymes was found in a portion of

invasive tumor cells (Appendix Fig S2A). When using data extracted

from the IVYGAP database, distinct regional LDHA and LDHB

expressions were observed, as well as a positive correlation between

LDHA and the hypoxic transcription factor HIF1Α in invasive and

microvascular areas (Appendix Fig S2B). On the contrary, LDHB

and HIF1A expressions did not correlate (Appendix Fig S2B).

When analyzed in the GB-Tissue Cancer Genome Atlas (TCGA)

dataset, LDHA was found to be a marker of poor prognosis. LDHB

expression was, on the contrary, linked to a favorable prognosis

(Appendix Fig S2C). The same tendency was observed when the

expression of LDHA and LDHB was analyzed in low-grade gliomas

(Appendix Fig S2D). In summary, LDHA and LDHB expressions

were spatially restricted to hypoxic or peripheral areas respectively,

with a mixed pattern in invasive cells.

Lactate modulates GB invasion by fueling energy metabolism

pathways

In physiological conditions, brain tissue is exposed to low levels of

oxygen, that is physiological hypoxia which ranges from 0.5 to 7%

O2 depending on the distance from blood vessels (Sakad#zi!c et al,

2010). Local O2 concentration can be even lower in brain tumors,

reaching around 0.1% O2 in the core area. We, therefore, investi-

gated whether stem-like cells (P3 or BL13 cells) in culture express

LDHA and/or LDHB, and whether the expression of these enzymes

can be modified by incubating cells at 0.1% O2. We observed that

LDHA expression was upregulated after 48 h under hypoxic condi-

tions (3× fold induction at 72 h), while LDHB expression did not

change (Fig 2A for P3 cells and Fig EV1A for BL13 cells). Lactate

production was also increased under hypoxia at 0.1% O2, correlat-

ing with higher LDHA activity in P3 and BL13 cells (Fig 2B–D and

Fig EV1B–D). Lactate has been reported to sustain tumor growth via

monocarboxylate transporters (MCT1/4) (Allen et al, 2016). We

then tested the effect of lactate on tumor cell proliferation and inva-

sion. To test a lactate-induced cytotoxic effect, lactate was added to

the medium of P3 cells, and cytotoxicity was measured. Lactate con-

centrations starting at 30 mM induced cytotoxicity at 24 h

(Fig EV1E). The effect of non-cytotoxic lactate concentrations was

then tested and spheroid growth and invasion were measured.

Spheroid growth was significantly inhibited by 20 mM lactate

(Fig 2E), while cell invasion increased in the presence of lactate

from 10 mM onwards (Fig 2F). Lactate treatment also induced

changes in cell morphology, promoting an elongated cell shape,

reminiscent of a mesenchymal phenotype (Fig EV1F). In absence of

glucose, lactate by itself increased cell invasion (Fig 2G). To rule out

the effect of acidification, we tested cell invasion at the same pH of

lactate treatment (pH 6.8) by using HCl, and no effect was observed

(Fig 2G). Moreover, rotenone, a respiratory chain complex I inhi-

bitor, completely blocked lactate-induced invasion, suggesting that

lactate is fueling mitochondria activity to promote invasion

(Fig 2G). Pyruvate, the main LDH substrate, was then tested in inva-

sion experiments, and invasion rates were increased in comparison

to control conditions but remained lower than under lactate stimula-

tion (Figs EV1G and 2G). Of note, the respiration capacity of P3 cells

was similar in a complete medium, with glucose or lactate (Fig 2H).

Lactate consumption by GB mitochondrial activity was followed by

[13C3] lactate infusion in glucose-starved P3 cells, wherein labeled

TCA intermediates (citrate, oxoglutarate, malate) and amino acids

(alanine, glutamate, glutamine) were detected in the endometabo-

lome but also in the exometabolome after 1 h (Figs 2I and EV2).

The intracellular abundance of lactate and pyruvate was found

unchanged during the experiment (Figs 2I and EV2), but the amount

of [13C3] lactate and [13C3] pyruvate immediately reached their max-

imum level (Fig EV2). The appearance of [13C2] citrate from the

beginning indicated a fast reaction from acetyl-CoA, and higher iso-

topologues increased quickly after, thus indicating an active TCA

cycle (Fig EV2). We challenged malate–aspartate shuttle (MAS) by

using cycloserine as MAS inhibitor (MacDonald, 1995). This led to

slight modifications of aspartate, glutamine, and glutamate concen-

trations at 4 h of treatment without impacting extracellular concen-

trations of glutamine (Appendix Fig S3). Main changes were

observed for alanine labeling in endo- and exometabolome

(Appendix Fig S3). These results shed light on the pathways

involved in lactate metabolism of GB cells and are a direct

◀
Figure 1. Regional expression of lactate dehydrogenases A and B in glioblastoma.

A Left, 3D representation of an invading P3 spheroid embedded in a collagen I matrix. Right, upper view: brightfield microscope image, lower view: coronal section of an

invading spheroid. Scale bar: 100 lm.

B Coronal section of a P3 spheroid embedded with paraffin and stained with DAPI (blue), LDHA (green), and LDHB (red). Magnification boxes show different areas as

depicted in the main image. Quantification of LDHA and LDHB staining was performed on the spheroid areas as indicated in the graphs. Scale bar: 100 lm. Data are

represented as mean " s.d. (5–8 fields per area of interest, one representative spheroid of three independent invading spheroids).

C Coronal section of P3 tumors in a mouse brain, embedded with paraffin and stained with DAPI (blue), LDHA (green), and LDHB (red). Magnification shows areas as

depicted in the central illustration. Quantification of LDHA and LDHB staining was performed on the tumor areas as indicated in the graphs. Scale bar: 15 lm. Data

are represented as mean " s.d. (20 fields per area of interest, one representative brain of two independently implanted mouse brains) and analyzed using one-way

ANOVA followed by Tukey’s multiple comparisons test. LDHA: CC vs. Core, P < 0.0001; CC vs. Periphery, P = 0.18; Core vs. Periphery, P < 0.0001. LDHB: CC vs. Core,

P < 0.0001; CC vs. Periphery, P < 0.0001; Core vs. Periphery, P < 0.0001.

D Surface plots of the expression of LDHA, LDHB, CA9, and gene set enrichment for hypoxia, in various stRNA samples (patients 1–3). The transparency of the spots is

indicative of the expression/enrichment for the genes, with an additional layer of color based on expression/enrichment.

E Spatially weighted correlation analysis of LDHA, LDHB, CAIX, and gene set enrichment for hypoxia, separated between the tumor core and the infiltrating areas.

Source data are available online for this figure.
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demonstration that lactate is used as an energy source via the TCA

cycle. Almost no labeling of amino acids not associated with the

TCA cycle or gluconeogenesis was observed (not included in the

analysis).

Double LDHA/B KO impairs in vitro and in vivo GB growth and

invasion

We then decided to investigate the LDH function via knockout (KO).

We transduced P3 and BL13 cells with lentiviral CRISPR-Cas9 con-

structs to fully abolish LDHA and/or LDHB expressions (sgControl,

sgLDHA, sgLDHB, and sgLDHA/B). KO was validated by Western

blot in single LDHA or LDHB KO cells, and in double LDHA/B KO

cells at 21 or 0.1% O2 (Figs 3A and EV3A). Next, we performed

functional experiments to further validate the KO strategy. Lactate

secretion was only abolished on double LDHA/B KO cells, but was

increased in LDHB KO when compared to the control (Fig 3B).

LDHA activity was absent in LDHA KO and double LDHA/B KO cells

but no differences were observed between control and LDHB KO

cells (Fig EV3B). LDHB activity was not detected in LDHB or LDHA/

B KO cells and slightly decreased in LDHA KO cells (Fig EV3C).

Next, we stably transduced P3 cells with the lactate-sensitive FRET

biosensor to detect intracellular lactate levels (Fig EV3D; San Mart!ın

et al, 2013). Basal lactate concentrations were higher in control,

LDHA, or LDHB KO cells than in double LDHA/B KO cells (Fig 6C).

Adding oxamate a potent LDH inhibitor that also induces lactate

efflux by MCT trans-acceleration (Contreras-Baeza et al, 2019), fol-

lowed by a MCT blocker cocktail (diclofenac and AR-C155858)

unveil that basal lactate concentrations were higher in control,

LDHA, or LDHB KO cells compared to double LDHA/B KO cells

(Fig 3C). Spheroid growth was then monitored over 1 week at 1%

O2 and showed that double LDHA/B KO strongly reduced spheroid

growth, unlike LDHA KO, which moderately decreased spheroid

growth and LDHB KO, which had no effect (Fig 3D, left panel). This

was associated with a strong ethidium homodimer-1 staining to

visualize apoptotic events (Fig 3D, right panel). This cell death sig-

nature was also supported by high Annexin-V staining in double KO

cells detected by cytometry (Fig EV3E).
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The invasion capacity was analyzed in all cell lines, and a mod-

erate but significant decrease in invasion was observed in LDHA KO

in both P3 (Fig 3E) and BL13 cells (Fig EV3F). Nevertheless, LDHB

KO P3 but not LDHB KO BL13 cells had higher invasive capacities

(Figs 3E and EV3F). For LDHA/B KO cells, under 0.1% O2, the inva-

sive ability dropped by 75% for P3 cells (Fig 3E) and 50% for BL13

cells (Fig EV3F).

Spheroids from single and double LDHA/B KO cells were injected

into immunodeficient mice to evaluate in vivo tumor development

and survival. No histopathological differences between control and

single LDH KO (LDHA KO or LDHB KO) tumors were observed

(Fig 3F). However, double LDHA/B KO tumors were much smaller

and less invasive than control tumors (Fig 3G), which correlated

with an increase in mouse survival in both, the P3 (Fig 3H) and the

BL13 model (Fig EV3G).

Only a small but significant increase in mouse survival was

observed in the LDHA KO group, and, surprisingly, a drastic

decrease in survival in the LDHB KO group (Fig 3H); the latter was

most likely due to hemorrhages at the tumor site. Vascular endothe-

lial growth factor (VEGF), the main inducer of neoangiogenesis by

tumor cells, was quantified by ELISA, and an increase was only

observed in LDHB KO cells (Fig EV3H), correlating with higher vas-

cular coverage in LDHB KO tumor (Fig EV3I). The VEGF inhibitor

bevacizumab (bev) was then injected in mice bearing single or dou-

ble LDHA/LDHB KO P3 tumors to reverse this phenotype. An

increase in survival was observed when mice implanted with LDHB

KO tumors were treated with bev, reaching a similar survival curve

to control animals (Fig EV3J). Increased survival was also seen in

mice with double LDHA/B KO tumors, while no difference was

observed in mice with control or LDHA KO tumors (Fig EV3J).

Metabolic switch in double LDHA/B KO cells under hypoxia

delineates vulnerabilities

To trace metabolic fluxes at 0.1% O2, cells were starved and infused

with [13C6] glucose for 24 or 48 h. Principal component analysis

(PCA) of endometabolome, defining global regulation of intracellu-

lar metabolites, showed that the metabolism of double LDHA/B KO

cells switched after 48 h at 0.1% O2 when compared to control or

single KO tumors (Fig 4A). Exometabolome of double LDHA/B KO

cells strongly differed from other cells by a decrease in glucose con-

sumption and an absence of lactate production (Fig 4B). In addition,

pyruvate and its incompletely catabolized derivatives (acetate and

formate) were only secreted in double LDHA/B KO cells (Fig 4B).

RNA sequencing was then performed on the same cells under

21% or 0.1% O2 and confronted with metabolomics data. Metabolo-

grams were used to integrate transcriptomics and metabolomics

data as previously described (Hakimi et al, 2016). The changes of

each metabolite/transcript pair were determined, and average

metabolome/transcriptome variations of metabolic pathways were

visualized by comparing two conditions (Fig 4C). Based on global

results shown above (Fig 4A), metabolograms were built by analyz-

ing total metabolite abundances in P3 control cells at 21% or 0.1%

O2 (Fig 4C, left panels; Appendix Fig S4), and compared to P3

◀
Figure 2. Hypoxia-driven lactate fuels the TCA cycle and drives cell invasion.

A Western blot analysis of LDHA and LDHB from P3 cells upon exposure to 21% or 0.1% O2 for 6, 24, 48, and 72 h. The graphs represent densitometry quantification of

immunoblots normalized to tubulin (n = 4 independent experiments). Data are represented as mean " s.d. and analyzed using one-Way ANOVA following Dunnett’s

multiple comparisons tests. LDHA: O2 21% vs. O2 0.1% 6 h, P > 0.99; O2 21% vs. O2 0.1% 24 h, P = 0.15; O2 21% vs. O2 0.1% 48 h, P = 0.0009; O2 21% vs. O2 0.1% 72 h,

P < 0.0001. LDHB: O2 21% vs. O2 0.1% 6 h, P > 0.99; O2 21% vs. O2 0.1% 24 h, P > 0.99; O2 21% vs. O2 0.1% 48 h, P = 0.97; O2 21% vs. O2 0.1% 72 h, P = 0.88.

B Lactate secretion of P3 cells exposed to 21 or 0.1% O2 was measured with a bioluminescent assay using a pro-luciferin reductase substrate converted to luciferin in

the presence of NADH (n = 3 independent experiments). Data are represented as mean " s.d. and analyzed using unpaired t-test: P < 0.0001.

C Enzymatic assays for the activity of LDHA in P3 cells (n = 3 independent experiments). Data are represented as mean " s.d. and analyzed using unpaired t-test:

P = 0.03.

D Enzymatic assays for the activity of immune-captured LDHB in P3 cells (n = 3 independent experiments). Data are represented as mean " s.d. and analyzed using

unpaired t-test: P = 0.54.

E P3 spheroid growth was recorded over 72 h during incubation with or without 20 mM lactate. Area of spheroids was measured at 0, 24, 48, and 72 h, and growth is

represented as a percentage of spheroid area compared to time 0 (n = 3 independent experiments, one experiment including 9–10 spheroids per condition). Data are

represented as mean " s.d., and growth at 72 h is analyzed using unpaired t-test: P < 0.0001.

F P3 spheroid invasion in collagen I gel incubated 24 h at 21% O2 and incubated with 10 or 20 mM lactate (LA). Invasion rate is expressed as a fold change to the

control (n = 4 independent experiments, one experiment including 6–8 spheroids per condition). Data are represented as mean and analyzed using Kruskal–Wallis

test followed by Dunn’s multiple comparisons test: Control vs. LA 10 mM, P < 0.0001; Control vs. LA 20 mM, P < 0.0001; LA 10 mM vs. LA 20 mM, P = 0.0009. Images

of representative invasive spheroids in each condition. Scale bar: 100 lm.

G P3 spheroid invasion in collagen I gel incubated 24 h at 0.1% O2 and incubated with 20 mM lactate, 20 lM rotenone, and 1.5 mM HCl. Invasion rate is expressed as

a fold change of the control (n = 4 independent experiments, one experiment including 6–8 spheroids per condition). Data are represented as mean and analyzed

using Kruskal–Wallis test followed by Dunn’s multiple comparisons tests: Control vs. Control + Glucose, P < 0.0001; Control vs. LA, P < 0.0001; Control vs. HCL,

P = 0.11; Control vs. Rotenone, P = 0.01; Control vs. Rotenone + LA, P > 0.99; Control + Glucose vs. LA, P > 0.99; LA vs. HCL, P = 0.02; LA vs. Rotenone, P < 0.0001; LA

vs. Rotenone + LA, P < 0.0001. Images of representative invasive spheroids in each condition. Scale bar: 100 lm.

H P3 cell mass-specific respiration obtained by oxygraphy analysis. Cells were cultured in (i) complete medium or in medium without glucose and pyruvate sup-

plemented with either (ii) 10 mM glucose or (iii) 20 mM lactate (n = at least four independent experiments). Data are represented as mean " s.e.m. and ana-

lyzed using two-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparisons test (no statistical difference between conditions, P2[0.6; 0.9999]). JO2 Basal: baseline

mitochondrial respiration (oxygen consumption rate), JO2 non-phosphorylating (non-phos): minimal respiratory capacity, and JO2 uncoupled: maximal respiratory

capacity.

I Metabolic changes of central carbon metabolism on P3 cells infused with [13C3] lactate for 24 h. Metabolites are labeled with a colored oval whose color corresponds

to log2 fold changes between 24 h and 0 h (red, increase in 24 h) (n = 3 independent cell dishes). AKG, alpha-ketoglutarate; ALA, alanine; ASN, asparagine; ASP, aspar-

tate; CIT, citrate; GLN, glutamine; GLU, glutamate; LAC, lactate; MAL, malate; MAS, Malate–Aspartate Shuttle; PYR, pyruvate; SUC, succinate; TCA, TriCarboxylic Acid

cycle. See also Appendix Figs S4 and S5.

Source data are available online for this figure.
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double LDHA/B KO cells at 21% (Fig 4C, middle panels;

Appendix Fig S4) or 0.1% O2 (Fig 4C, right panels, and

Appendix Fig S4). When changes in consensus gene expression

were analyzed, differences in glycolysis or TCA cycle for all compar-

isons were seen, but only negligible variations for amino acid syn-

thesis (Fig 4C). Significant variations in the metabolites were

observed for most of the comparisons (Fig 4C). For P3 control cells,

the majority of transcripts related to glycolysis increased in expres-

sion at 0.1% O2 when compared to 21% O2 (18 up, 12 down). In

contrast, the majority of metabolites significantly decreased at 0.1%

O2 (0 up, 4 down; Fig 4C, left panels). Metabolograms were hetero-

geneous when comparing changes between P3 control and double

LDHA/B KO cells at (1) 21% and (2) at 0.1% O2 (Fig 4C, middle

and right panels). P3 double LDHA/B KO cells had a strongly modi-

fied metabolism, as seen by the increase in all metabolites and tran-

scripts related to glycolysis and oxidative phosphorylation,

particularly under 0.1% O2 (Fig 4C).

Since metabolograms are based on the total metabolite abun-

dances, metabolite abundance was calculated after [13C6] glucose

labeling using the fractional contribution and was incorporated into

the central pathway of the carbon metabolic network map obtained

from previous comparisons (Fig 4C). To explore the relationship

between transcriptomic and metabolomic data, transcript levels of

metabolism-related genes were incorporated into the central carbon

metabolic network pathway map (Figs 4D and EV4A and B). P3 con-

trol cells incubated 48 h under 0.1% O2 showed a global increase in

glycolytic enzyme expression with a concomitant reduction of

related metabolites (Fig EV4A). At 21% O2, the difference between

P3 double LDHA/B KO versus control cells was non-significant

(Fig EV4B). Under 0.1% O2, most [13C6] metabolites from the gly-

colytic and oxidative phosphorylation pathways accumulated in

double KO LDHA/B cells compared to control cells (Fig 4D). Four-

teen transcripts from the glycolytic pathway (HK1, HK2, GPI,

PFKB3, PFKB4, ALDOC, TPI1, PGK1, ENO1, ENO2, and PKM) and

the Krebs cycle (ACO2, SUCLG1, and SDHB) were upregulated,

while six were downregulated (GAPDHS, LDHA, LDHB, DLAT,

SDHD, CS; Fig 4D). These findings indicate that, under hypoxia,

double LDHA/B KO deregulates cell metabolism at multiple levels.

Global transcripts were increased in P3 control cells incubated at

0.1% O2 when compared to 21% O2 (Appendix Fig S5, upper pan-

els; Fig EV5), impacting metabolism and, in particular, glycolysis

(HK2, ENO1, ENO2, GAPDH, PKM, LDHA). At 21% O2, major bio-

logical pathways are related to membrane and organelle dynamics

during cell division and cell cycle regulation; on the contrary, in

more unfavorable conditions at 0.1% O2, pathways are involved in

low oxygen adaptation and maintenance of energy production
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(Appendix Fig S5, upper panels; Fig EV5). Hypoxic stress has

decreased the nucleotide pool (Hisanaga et al, 1986). Indeed, the

abundance of nucleotides was lower while isotopologue contribu-

tion was enriched, suggesting a continuous but limited nucleotide

synthesis (Appendix Fig S6). Under 0.1% O2, the transcription pro-

files were more enriched in double LDHA/B KO cells when com-

pared to P3 sgControl cells (Appendix Fig S5, lower panels;

Fig EV5). This was also seen at 21% O2 (Appendix Fig S5, middle

panels, Fig EV5). The differences in the amount and isotopologue

contribution between control and double KO LDHA/B cells were

less pronounced at 21% O2. In hypoxia, the abundance of nucleo-

tide monophosphates (AMP, GMP, and UMP) was also higher in

double KO LDHA/B cells (Appendix Fig S6). The fractional contribu-

tion of purines and pyrimidines mainly consisted of m + 5 labeling

in double KO LDHA/B cells, whereas m + 5, m + 7, and m + 8

labeling were seen in control cells (Appendix Fig S6).

Double LDHA/B KO cells reorganize their mitochondrial

respiratory chain to support growth under 0.1% O2

concentration

To corroborate the RNA sequencing results (Figs 4C and D and

EV4A), we exposed P3 cells to 21% or 0.1% O2 and analyzed the

mitochondrial respiratory chain subunit expressions by Western

◀
Figure 3. Double knockout of LDHA and LDHB impairs GB lactate metabolism, cell viability, and invasion.

A Western blot analysis of LDHA and LDHB expression in P3 cells transduced with CRISPR-Cas9 lentiviral vectors with scramble sequence (sgControl) or against LDHA

(sgLDHA), LDHB (sgLDHB) or both (sgLDHA/B). Knockout (KO) cells were exposed to 21% or 1% O2 for 48 h.

B Lactate secretion of P3 cells KO for LDHA, LDHB, or both, exposed to 21% or 1% (n = 4 independent experiments). Data are represented as mean " s.d. and

analyzed using two-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparisons test: sgCont 21% vs. sgCont 1%, P = 0.002; sgLDHA 21% vs. sgLDHA 1%, P < 0.0001;

sgLDHB 21% vs. sgLDHB 1%, P = 0.004; sgLDHA/B 21% vs. sgLDHA/B 1%, P > 0.99; sgCont/sgLDHA/sgLDHB vs. sgLDHA/B, P < 0.0001.

C Intracellular lactate level analyzed with a fluorescent biosensor in P3 cells (control, KO for LDHA, LDHB, or both). Left, lactate level monitored in basal condition,

followed by sequential exposure to OXPHOS block (5 mM sodium azide), 6 mM oxamate, and MCTs blockers (1 lM AR-C1558585 + 1 mM diclofenac). The response

to oxamate and MCTs blockers was used to determine, Middle, the basal lactate level (expressed as biosensor occupancy) and, Right, the lactate production rate

(n = 4, 33–44 cells analyzed per condition). Data are represented as mean " s.e.m. (Left) or as mean (Middle and Right) and analyzed using one-way ANOVA follow-

ing Tukey’s multiple comparisons test. Occupancy: sgCont vs. sgLDHA, P = 0.001; sgCont vs. sgLDHB, P = 0.005; sgCont vs. sgLDHA/B, P < 0.0001. Lactate production:

sgCont vs. sgLDHA, P = 0.32; sgCont vs. sgLDHB, P = 0.01; sgCont vs. sgLDHA/B, P < 0.0001. See Materials and Methods for analysis details and see also Fig EV3D.

D Left: P3 spheroid growth recorded over 1 week at 1% O2 (n = 3 independent experiments, one experiment including 16 spheroids per condition). Data are

represented as mean and analyzed using Kruskal–Wallis test followed by Dunn’s multiple comparisons test. Spheroid growth: sgCont vs. sgLDHA, P = 0.0003; sgCont

vs. sgLDHB, P = 0.78; sgCont vs. sgLDHA/B, P < 0.0001. Dead area: sgCont vs. sgLDHA, P = 0.19; sgCont vs. sgLDHB, P < 0.0001; sgCont vs. sgLDHA/B, P < 0.0001.

Right: Viability of spheroids at 1 week, incubated with calcein (green) or ethidium homodimer-1 (red). Scale bar: 200 lm.

E P3 spheroid invasion in collagen I gel, incubated 24 h at 21% or 0.1% O2. Invasion rate is expressed as fold change from controls (n = 4 independent experiments,

one experiment including 6–8 spheroids per condition). Data are represented as mean and analyzed using two-way ANOVA followed by Tukey’s multiple compar-

isons test: sgCont 21% vs. sgLDHA 21%, P = 0.003; sgCont 0.1% vs. sgLDHA 0.1%, P < 0.0001; sgCont 21% vs. sgLDHB 21%, P < 0.0001; sgCont 0.1% vs. sgLDHB

0.1%, P < 0.0001; sgCont 21% vs. sgLDHA/B 21%, P < 0.0001; sgCont 0.1% vs. sgLDHA/B 0.1%, P < 0.0001. Images of representative of control or LDHA/B KO spher-

oids. Scale bar: 100 lm.

F, G A first cohort of mice was sacrificed when one mouse reached a limit point, brains were extracted, snap-frozen in liquid nitrogen, sliced, and stained. For the second

cohort, each mouse was sacrificed when it reached a limit point allowing the draw of survival curves. Left: Immunofluorescence staining of Nestin (top and middle)

and CD31 (bottom) of control and LDHA/B KO P3 tumor section. Scale bars: 2 mm (top), 250 lm (middle) and 100 lm (bottom). Right: Graphs represent tumor core

and invasion area of control and LDHA/B KO P3 tumors in mm2 (n = 5 mice per group, average of 5–6 sections per tumor). Data are represented as mean. For (F),

data are analyzed using one-way ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparisons test. Core: sgCont vs. sgLDHA, P = 0.48; sgCont vs. sgLDHB, P = 0.99. Invasion:

sgCont vs. sgLDHA, P = 0.40; sgCont vs. sgLDHB, P = 0.81. For G, data are analyzed using unpaired t-test. Core: sgCont vs. sgLDHA/B, P = 0.005. Invasion: sgCont vs.

sgLDHA/B, P = 0.01.

H Kaplan–Meier survival curves of xenotransplanted mice with P3 cells KO for LDHA (yellow), LDHB (green), LDHA/B (red), or control (blue) (n = 8 mice per group).

Data are analyzed using Log-rank (Mantel-Cox) test: sgCont vs. sgLDHA, P = 0.06; sgCont vs. sgLDHB, P = 0.001; sgCont vs. sgLDHA/B, P = 0.0007.

Source data are available online for this figure.

▸
Figure 4. Correlation between transcriptomic and metabolomic analysis reveals dysregulated metabolic pathways in double LDHA/B knockout.

Control or LDH KO P3 cells were infused 0, 24, and 48 h with [13C] glucose at 0.1% O2 (n = 3 independent cell dishes).

A Principal component analysis of metabolomic data from cell extracts.

B Metabolites from cell medium. Top, concentration of metabolite consumed ([13C] glucose) or secreted (pyruvate, lactate, acetate, formate) by cells. Data are

represented as mean " s.d. and analyzed using two-way ANOVA followed by Sidak’s multiple comparisons test: for all metabolites, sgCont/sgLDHA/sgLDHB vs.

sgLDHA/B, P < 0.0001. Bottom, amount of labeled isotopes relative to the total amount of this element, expressed as a percentage (fractional contribution) Data are

represented as mean " s.d.

C Circular metabologram illustrating metabolic and transcriptomic differences in metabolite pathways between LDH KO P3 cells. The metabologram is divided in two

parts, the left corresponds to metabolomic analysis and the right to the transcriptomic analysis. The outer circle corresponds to the log2 fold change for each

metabolite (left) and transcripts (right). The central circle displays the average fold change of all analytes.

D Metabolic changes of central 13-labeled-carbon metabolism in LDH KO P3 cells infused with [13C6] glucose at 1% O2 for 48 h. Metabolites are labeled with a colored

oval and enzyme transcripts with a colored square, colors correspond to the log2 fold changes between sgControl and sgLDHA/B (blue, increase in sgControl; red,

increase in sgLDHA/B; gray, not measured or not computable). For legend, see also Fig 2I; 2,3-PG: 2,3-Phosphoglycerate; 2HG: 2-Hydroxyglutarate; 6PG: 6-

Phosphogluconate; DHAP: Dihydroxyacetone Phosphate; F1P: Fructose-1-Phosphate; F6P: Fructose-6-Phosphate; FbP: Fructose-bisPhosphate; G3P: Glyceraldehyde-3-

Phosphate; G6P: Glucose-6-Phosphate; GLY: Glycine, SER: Serine; Gly3P: Glycerol-3-Phosphate; P5P: Pyridoxal-5-Phosphate; PEP: Phosphoenolpyruvate; PPP: Pentose

Phosphate Pathway; PRPP: Phosphoribosylpyrophosphate.

Source data are available online for this figure.
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blot. NDUFB8, SDHA, UQCRC2, and COXII protein levels increased

at 0.1% O2 in double LDHA/B KO cells, but only NDUFB8 and

COXII at 21% O2 (Fig 5A). Expression of the subunit V ATP5A com-

plex did not change in high or low oxygen conditions (Fig 5A). Only

minor changes were observed for single LDHB or LDHA KO cells

(Fig 5A). Immunostaining of mitochondria networks revealed an

increase in the mitochondrial mass and modifications in network

shape, defined as aspect ratio, only in double LDHA/B KO cells
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(Fig 5B). Under uncoupling conditions, double LDHA/B KO cells

possessed higher respiratory capacity than the other cells (Fig 5C).

Next, we evaluated cell viability by using 2-deoxyglucose (2-DG)

and Atpenin A5 (AtpA5) to respectively inhibit glycolysis and

OXPHOS via the respiratory complex II (Appendix Fig S7A). At 21%

O2, 2-DG induced toxicity in control and LDHA/B KO cells.

However, under hypoxia, control cells were more sensitive to 2-DG

than LDHA/B KO cells (Appendix Fig S7B, higher panels). Interest-

ingly, AptA5 induced a higher death rate in double LDHA/B KO cells

than in control cells in both oxygen conditions, but these effects

appeared moderate (Appendix Fig S7A and B, lower panels). To

inhibit redox balance, we chose to use phenformin as an in vivo
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Figure 5. LDHA/B knockout remodels mitochondrial functions and sensitizes tumors to radiation.

A Western blot analysis of mitochondrial respiratory chain subunits from LDH KO P3 cells upon exposure to 21% or 0.1% O2. Roman numbers indicate the respiratory

complex number. The diagram below represents densitometry quantification of the immunoblots normalized to vinculin and expressed as log2 foldchange to control

cells in 21% and 0.1% O2 (n = 3 independent experiments).

B Epifluorescence (top) and quantitative image analysis (bottom) of immune-stained mitochondria (TOM20, green) from LDH KO P3 cells (Phalloidin, red; DAPI, blue)

upon exposure to 0.1% O2 (n = 2 independent experiments, 28–32 cells per group). Data are represented as mean and analyzed using one-way ANOVA followed by

Tukey’s multiple comparisons test. Mitochondrial mass: sgCont vs. sgLDHA/B, P = 0.005; sgLDHA/sgLDHB vs. sgLDHA/B, P = 0.006. Network aspect ratio: sgCont vs.

sgLDHA/B, P = 0.03; sgLDHA vs. sgLDHA/B, P = 0.02; sgLDHB vs. sgLDHA/B, P = 0.04. Mitochondrial mass corresponds to the area covered by the mitochondria relative

to the entire cell area. Network aspect ratio is the ratio of the major axis to minor axis of the mitochondrial network. Scale bar: 10 lm.

C LDH KO P3 cell mass-specific respiration obtained by oxygraphy analysis (n = 4 independent experiments). Data are represented as mean " s.e.m. and analyzed using

two-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparisons test: sgCont vs. sgLDHA/B, P = 0.015; sgLDHA/sgLDHB vs. sgLDHA/B, P = 0.005. For details, see Fig 2H.

D Schematic representation of phenformin or irradiation effects on tumor cells.

E Kaplan–Meier survival curves of xenotransplanted mice with LDHA/B KO (red) or control (blue) P3 cells, treated with phenformin or irradiated with 10 Gy (n = 6–8

mice per group). Data are analyzed using Log-rank (Mantel-Cox) test: sgCont Vehicle vs. sgCont Phenformin, P = 0.019; sgCont Vehicle vs. sgCont Irradiation,

P = 0.0002; sgCont Irradiation vs. sgLDHA/B Irradiation, P = 0.024.

Source data are available online for this figure.
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respiratory complex I inhibitor and irradiation to interfere with

metabolic adaptations of double LDHA/B KO tumor cells (Fig 5D).

Phenformin treatment improved the survival of control tumor-

bearing mice but not of LDHA/B KO tumor-bearing mice (Fig 5E),

but cranial irradiation massively increased global mouse survival,

with higher efficiency for mice bearing double LDHA/B KO tumors

(Fig 5E).

The use of anti-epileptic drug targeting LDH activity efficiently

reduces GB development

By carefully analyzing the literature, we found that the anti-epileptic

drug stiripentol (Fig 6A) was characterized to cross the blood–brain

barrier for inhibiting cerebral LDHA/B activity in preclinical therapy

studies in mice (Sada et al, 2015). We first validated LDH inhibition

in vitro in P3 cells by intracellular lactate recording with the FRET

biosensor Laconic. We found that lactate level decreased, and its

production was inhibited by 50% after 24 h treatment with 500 lM

of stiripentol (Fig 6B). Interestingly, a decrease of lactate production

was correlated with a drastic inhibition of basal and uncoupled res-

piration in stiripentol-treated P3 cells (Fig 6C). Furthermore,

stiripentol significantly reduced P3 spheroid proliferation by 50% at

72 h (Fig 6D) and invasion (Fig 6E). To evaluate stiripentol in vivo

antitumoral properties, P3 tumor-bearing mice were intraperi-

toneally injected with 150 mg/kg of stiripentol. Stiripentol treatment

significantly increased survival compared to the control group (me-

dian survival was 80 days for control mice and 97 days for

stiripentol-treated mice) (Fig 6F). To conclude, the antiepileptic
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Figure 6. An antiepileptic drug reduces GB growth and invasion.

A Stiripentol, an aromatic allylic alcohol drug that inhibits LDH.

B Intracellular lactate level was analyzed with a fluorescent biosensor in P3 cells treated with vehicle or 500 lM stiripentol. Left, lactate level monitored in basal

condition, followed by sequential exposure to 6 mM oxamate and MCTs block (1 lM AR-C1558585 + 1 mM diclofenac). The response to oxamate and MCTs block was

used to determine, Middle, the basal lactate level (expressed as biosensor occupancy) and, Right, the lactate production rate (n = 4, 33–45 cells analyzed per condition).

Data are represented as mean " s.e.m. (Left) or as mean (Middle and Right) and analyzed using unpaired t-test (Occupancy) and Mann–Whitney test (Lactate produc-

tion). For both analyses, P < 0.0001.

C P3 cell mass-specific respiration in cells treated with 500 lM stiripentol, obtained by high-resolution oxygraphy analysis (n = 5 independent experiment). Data are

represented as mean " s.d. and analyzed using two-way ANOVA followed by Sidak’s multiple comparisons test: Basal, P = 0.013; Non-Phos, P > 0.99; Uncoupled,

P = 0.003 For details, see Fig 2H.

D Left: P3 spheroid growth recorded over 72 h during incubation with stiripentol at 0.1% O2 (n = 3 independent experiments, one experiment including eight spheroids

per condition). Data are represented as mean " s.d., and growth at 72 h is analyzed using unpaired t-test: P < 0.0001. Right: Viability of spheroids at 72 h, incubated

with calcein (green) or ethidium homodimer-1 (red). Scale bar: 100 lm.

E Left: P3 spheroid invasion in collagen I gel, incubated 24 h with 500 lM stiripentol at 0.1% O2. Invasion rate is expressed as fold change from control (n = 3

independent experiments, one experiment including eight spheroids per condition). Data are represented as mean and analyzed using unpaired t-test: P < 0.0001.

Right: Representative images of invasive spheroids for each condition. Scale bar: 100 lm.

F Kaplan–Meier survival curves of xenotransplanted mice with P3 cells. Mice were treated either with vehicle (blue) or stiripentol at 150 mg/kg (red) (n = 15–16 mice

per group). Data are analyzed using Log-rank (Mantel-Cox) test: P = 0.002.

Source data are available online for this figure.

! 2022 The Authors EMBO Molecular Medicine 14: e15343 | 2022 11 of 20

Joris Guyon et al EMBO Molecular Medicine



drug stiripentol is an excellent candidate to reduce GB growth and

invasion.

Discussion

A joint property of many solid cancers, including GBs, is the upregu-

lation of glycolysis, and it has been postulated that blocking glycoly-

sis could be a good strategy to treat GBs. However, by using

adapted cell models such as GB stem-like cells, metabolic plasticity

has been described (Garnier et al, 2019). A metabolic symbiosis

between glycolytic and oxidative areas has also been suggested as

one of the main resistance drivers, mainly through a different

regional expression of MCT1 and MCT4 (Allen et al, 2016). Our

study pinpoints lactate as one of the main metabolic drivers,

through both LDHA and LDHB activities, supporting tumor develop-

ment and invasion in GB. Histological analysis of LDHA and LDHB

expression demonstrated a clear pattern with LDHA predominantly

expressed in the central hypoxic area, in agreement with our previ-

ous data (Talasila et al, 2017). In contrast, LDHB was expressed in

peripheral and invasive tumor areas. Only a few cells were found

positive for LDHA in peripheral and invasive regions of the tumor,

such as in the corpus callosum. This pattern was confirmed by using

spatial transcriptomics data from a recent publication (Ravi et al,

2022), in which the hypoxic area is characterized by high LDHA and

CA9 expression and the invasive regions by high LDHB expression.

These results strongly suggest that GBs are specifically organized to

sustain tumor growth and invasion via a metabolic symbiosis based

on LDH regional expression and, consequently, on lactate itself.

This pattern was also confirmed in the collagen-embedded invasive

spheroid model, where LDHA was mainly found in the hypoxic core

of spheroid (Guyon et al, 2020) and a few invasive cells. LDHB is

exclusively localized at spheroid borders and in invasive cells. This

observed differential spatial distribution was reinforced by analyz-

ing a single-cell database which includes RNAseq data from central

and invasive GB regions (Darmanis et al, 2017). These results

demonstrate that the spatial distribution of LDHA or LDHB echoes

the expression of the lactate transporters MCT1 and MCT4 (Allen

et al, 2016), supporting the hypothesis of a lactate shuttle between

tumor cells, as described in the astrocyte-neuron lactate shuttle

(ANLS) (Pellerin et al, 1998). We evidenced that lactate—as a single

carbon source being retroconverted into pyruvate—can fuel the

TCA cycle via stimulation of oxidative phosphorylation, an observa-

tion that becomes evident when inhibiting the respiratory chain

complex I with rotenone. Our findings also show that lactate alone

can regulate tumor invasion over proliferation in cells starved for

most carbon sources by quickly fueling the TCA cycle. When glu-

cose is present, lactate and acidification (by HCl) regulate GB inva-

sion (Seliger et al, 2013). Acidification of the microenvironment

participates in cell invasion by upregulating many factors, such as

TGFb (Seliger et al, 2013). Tracing of metabolites with [13C3] lactate

in starved GB stem-like cells quickly generated labeled pyruvate,

which fuels the TCA cycle or is converted into alanine, which was

found secreted into the extracellular space. The TCA cycle plays a

central role in energy metabolism through acetyl-CoA oxidation but

also in biosynthetic pathways (e.g., non-essential amino acids or

fatty acids; Owen et al, 2002). We showed that the TCA cycle and

the coupled respiratory chain are essential in GB invasion as specific

inhibition with rotenone impairs this process. Moreover, exogenous

lactate provides an essential and rapid carbon pool for citrate-

mediated fatty acid biosynthesis (Chen et al, 2016; Minami et al,

2021). Consistent with a previous study (Chen et al, 2016), we

observed a more minor m + 2 isotopologue contribution of a-

ketoglutarate and succinate than citrate.

Single KO of LDHA does not significantly impact the stem-like

GB cell models used in this study, which is different from LDHA KO

neuroblastoma cells previously described (Dorneburg et al, 2018).

When LDHA is absent, compensatory mechanisms are observed in

our study, even under low oxygen conditions. KO LDHB cells were

more aggressive in in vitro and in vivo experiments. Since LDHB

preferentially mediates the retroconversion of lactate into pyruvate,

its deletion led to an accumulation of extracellular lactate and pro-

tons, consequently higher invasive potential and a higher produc-

tion of VEGF, inducing a strong vascular response and lower

survival of implanted animals. Indeed, VEGF is one of the strongest

inducer of neoangiogenesis and was shown to be activated via lac-

tate and tumor acidosis, thus increasing endothelial cell prolifera-

tion (Vegran et al, 2011; Sonveaux et al, 2012). LDHB KO was

previously characterized to be linked to autophagy, and reduction of

cell proliferation (Brisson et al, 2016), which was not investigated in

our study. Double LDHA/B KO decreased both proliferation and

invasion and was also linked to the increase in apoptosis, thus

improving mouse survival via reduction of the tumor mass. While

complementary roles of LDHA and LDHB in brain tumor develop-

ment have been reported in a neuroblastoma model (Dorneburg

et al, 2018), double LDHA/B KO in GB stem-like cells induced a sub-

stantial decrease in tumor development via lactate production and

consumption impairment. In an elegant publication, Zdralevic and

colleagues showed that LDHA or double LDHA/B ablation impaired

melanoma and colon adenocarcinoma growth (#Zdralevi!c et al,

2018). Cerebral tumors rely on low oxygen concentrations, which

can partially explain these differences between the models. As lac-

tate is immunosuppressive (Fischer et al, 2007), we are currently

investigating macrophages/microglia activation in our in vivo mod-

els, as they represent the main immune cells in GB (M€uller et al,

2017). Glioblastoma cells, among them GB stem-like cells, evolve in

a different microenvironment than melanoma cells or adenocarci-

noma cells, and thus, metabolic regulations during tumor growth

may be different.

Accumulation and secretion of incompletely catabolized interme-

diates could reflect hyperactive metabolism (Meiser et al, 2018) or a

blockade of essential pathways. The best example is the Warburg

effect, where a high glycolytic rate leads to pyruvate excess that can-

not be consumed by mitochondria, resulting in significant lactate

production and secretion. In addition, GB LDHA/B KO cells lost the

ability to maintain the redox balance under anaerobic conditions.

Therefore, the double KO globally impacts cellular metabolism. This

is associated with a decrease in glucose consumption, accumulation

of the majority of intermediates from glycolysis and TCA, and secre-

tion of formate or acetate. One possible explanation for fermentative

by-product overflow is that the pyruvate-derived acetate is produced

to maintain a lower redox potential to compensate for LDH KO (Liu

et al, 2018). We also observed an increase in the expression of the

mitochondrial respiratory complexes in LDHA/B KO cells in hypoxia

to counteract the metabolic stress in these extreme conditions. To

increase apoptosis in double LDHA/B KO tumors, phenformin was
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used as an inhibitor of respiratory complex I. However, this treat-

ment failed to increase apoptosis in double LDHA/B KO tumors

which is possibly due to the compensation by other respiratory com-

plexes or alternative metabolic pathways such as fatty acid oxida-

tion. Of note, control tumors were found sensitive to phenformin

treatment, as suggested by others (Jiang et al, 2016). After cranial

irradiation, on the contrary, a strong increase in mouse survival was

globally observed with a higher efficiency for double LDHA/B KO

tumors, validating a combinatory strategy for inhibiting GB growth.

In a recent study, the use of anti-epileptics as anticancer drugs

has been proposed, which could be beneficial for treating GB

patients (Jung et al, 2019). Therefore, we took advantage of the use

of stiripentol, an antiepileptic drug approved by the FDA for the

treatment of Dravet Syndrome, because it also potently inhibits both

LDHA and LDHB activity (Sada et al, 2015). Our results demonstrate

that stiripentol inhibits lactate production, but we are the first to

describe an inhibitory activity of cell respiration. Both inhibitory

activities led to redox imbalance, thus reducing cell proliferation

and invasion, and consequently increasing the survival of GB-

bearing mice treated with stiripentol.

Altogether, we conducted a detailed analysis of the metabolic

consequences of the deletion or inhibition of LDH enzymes in GB

cells and demonstrated that targeting both LDHA and LDHB is

required for efficient inhibition of tumor growth by destabilizing

metabolic symbiosis between hypoxic and oxygenated areas. These

results are of great translational significance because these enzymes

may represent attractive candidates for further therapeutic develop-

ment in GB.

Materials and Methods

Ethical issues

All mice were housed under specifically pathogen-free conditions at

the Animalerie Mutualisee de Talence (University of Bordeaux,

France) on a 12-h dark/light cycle with unlimited access to food and

water. All experiments were performed with 8- to 11-week-old male

mice and were randomly allocated to the treatment groups. Male

RAGc2C!/! mice were born, housed, and treated in the same ani-

mal facility. All animal procedures have been done according to the

institutional guidelines and approved by the local ethics committee

(agreement number: A5522). The regional ethical committee

approved the collection of biopsy tissue at Haukeland University

Hospital, Bergen, Norway (REK 013.09), and by Humanitas Hospital

(Milan, Italy).

Antibodies and reagents

The detailed information on primary and secondary antibodies used

in this study is listed in Dataset EV1. For immunofluorescence, DAPI

was used to stain DNA in blue, and Phalloidin-Rhodamine was used

to stain the cytoskeleton in red. Calcein-AM and ethidium

homodimer-1 were directly added to cultures in their usual media.

Calcein-AM is converted into green fluorescent calcein by intracellu-

lar esterase and is an indicator of cell viability. Injured or dead cells

uptake ethidium homodimer-1 which stained the DNA in red. Spher-

oids are incubated in these reagents for 45 min at 37°C, and then

images were directly taken. Reagents, products, and their corre-

sponding references are listed in Dataset EV1.

Cell culture

Patient-derived GB P3 and BL13 cells were generated from patient

samples as explained in a previous article (Daubon et al, 2019b).

Cells were cultured in Neurobasal medium (NBM) supplemented

with B27, heparin (100 U/ll), 20 ng/ml basic FGF, and Penicillin–

Streptomycin (1,000 U/ml) at 37°C in a 5% CO2 incubator. These

cell lines underwent mycoplasma testing before their use. Negative

mycoplasma contamination status was verified using specific PCR

primers. All cell lines were used between passages 10 and 30 in cul-

ture to perform experimental procedures. Stable cell lines were gen-

erated by infecting lentiviral particles. For the generation of

lentiviral particles, HEK293T cells were transfected with the lenti-

CRISPR v2 vector with single guide RNA (sgRNA), psPAX2 (packag-

ing construct), and pMD2.G (viral envelope). The culture medium

was replaced by Opti-MEM with 20 mM HEPES 6 h after transfec-

tion. After 2–3 days of culture, the supernatant was collected and

passed through a 0.22 lm syringe filter. The virus-containing media

supplemented with 8 lg/ml polybrene was used to infect P3 and

BL13 cells. The infected cells were selected in media with puro-

mycin (0.75 lg/ml) or blasticidin (10 lg/ml) and the LDHA or/and

LDHB deletion was assessed by Western blot.

sgRNA constructs

LDHA and LDHB sgRNAs were designed online (http://crispr.mit.

edu/). The target sequences were 50-TGCGAATACGCCCACGCG

ATGGG-30 for Control, 50-CCGATTCCGTTACCTAATGGGGG-30 for

LDHA, and 50-AAGATCACTGTAGTGGGTGT-30 for LDHB. The sgRNAs

were then cloned into the lentiCRISPR v2 vector by BsmBI digestion.

Spheroid experimental assays

Protocols are described in detail in a previous article (Guyon et al,

2020). Briefly, P3 and BL13 spheroids of uniform size were prepared

from 104 dissociated cells in NBM with 0.4% methylcellulose in a

96-well round-bottom plate. The spheroids were used after 3 days

of formation. For spheroid growth, each spheroid was washed with

PBS and individually replaced in fresh complete neurobasal medium

with 0.4% methylcellulose supplemented with different treatments

in a 96-well round bottom plate. For spheroid invasion, spheroids

were washed in PBS and individually included in a 96-well flat-

bottom plate in 100 ll of type I collagen matrix prepared on ice with

1 mg/ml collagen type I and NaOH (initial concentration: 1 M, vol-

ume added correspond to 0.023 volume of collagen type I). The

matrix was incubated at 37°C for 30 min and then, a complete neu-

robasal medium with different treatments was added on the matrix.

Intracranial implantation

For in vivo experiments, 5 spheroids of P3 or BL13 knock-out for

LDHA, LDHB, or LDHA/B (only LDHA/B for BL13) and control

cell lines were stereotactically implanted into the brain of immun-

odeficient RAGc2C!/! mice (n = 8 for survival or n = 5 for stop-

ping at a given point, 7–9-week-old) housed and treated in the
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animal facility of Bordeaux University (“Animalerie Mutualis!ee

Bordeaux”). The animals were anesthetized with ketamine

(1.5 mg/kg) and xylazine (150 lg/kg), and a burr hole was drilled

2.2 mm to the left of the bregma, and the spheroids were

implanted into the cerebral cortex at 3 mm depth using a 10 ll

Hamilton syringe. An analgesic procedure was applied with the

subcutaneous injection of buprenorphine (0.1 mg/kg, once 10 min

before and once 12–24 h after implantation). After 4 days, started

the bevacizumab injections (10 mg/kg ip), and/or stiripentol

(100 mg/kg ip), or phenformin (50 mg/kg ip) injection 3 times a

week. The animals were euthanized by cervical dislocation at the

end of the experiment, and brains were removed for further histo-

logical and immunohistological analyses.

Histological samples preparation

For the frozen process, mice brains were placed in a cryotube after

extraction, directly frozen in liquid nitrogen without fixation, and

stored at !80°C. Sections (10 lm) were prepared using a cryostat

(CM1900, Microsystems) and mounted on slides. Before immuno-

labeling process (see below), cryo-sections were dried at room

temperature for 10 min. They were fixed with 4% paraformalde-

hyde (PFA) for 15 min at room temperature and then washed 3-

times in phosphate-buffered saline (PBS). For the paraffin process,

mice brains or other samples were fixed with 4% PFA for 15 min

at room temperature and then washed 3-times in PBS. Samples

were dehydrated serially in 70, 96, and 100% ethanol then

toluene, and paraffinized. Sections (10 lm) were prepared using a

microtome (Leica) and mounted on slides. Before immunolabeling

process (see below), paraffin-embedded sections were deparaf-

finized in toluene and hydrated serially in 100, 96, and 70%

ethanol and distilled water then for 1 h at 95°C in citrate buffer

before the staining procedure.

Immunolabeling process

Samples were permeabilized with 0.1% Triton X-100 in PBS for

15 min, quickly washed in PBS, and blocked with 1% bovine serum

albumin and 2% fetal donkey serum (FDS) in PBS (blocking buffer)

for 1 h. Samples were incubated with primary antibodies in blocking

buffer overnight at 4°C, followed by a 3-time PBS wash and incuba-

tion with secondary antibodies in blocking buffer for 1 h, for stain-

ing DNA or/and cytoskeleton, samples were treated with DAPI or/

and Phalloidin Rhodamine, respectively. Samples were washed 3-

times in PBS and were mounted using Prolong Gold antifade

reagent.

Western blot

Cells were washed twice in PBS and, depending on the analysis,

two procedures were used for protein lysis. (1) Cells were lysed in

RIPA buffer (10 mM Tris–HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.5% NP-

40, 1%TritonX-100, 1 mM EDTA) containing proteases and phos-

phatases inhibitors. Protein concentrations were determined using

a bicinchoninic acid assay. Cell lysates were resuspended in

Laemmli Buffer (LB - 62.5 mM Tris, 10% glycerol, 2.5% SDS, 5%

b-mercaptoethanol, pH 6.8). (2) Cells were directly lysed in LB.

All protein extracts (1 and 2) were separated on an acrylamide gel

(10% for LDHA and B, 4–12% precast gels [Invitrogen] for

OXPHOS proteins) and transferred to a nitrocellulose membrane.

After blocking in blocking buffer for 1 h at room temperature,

membranes were incubated with different primary antibodies over-

night at 4°C. After 3 washes in TBST (20 mM Tris, 0.5 N NaCl,

0.1% Tween!20, pH = 8) and 1 in TBS (20 mM Tris, 0.5 N NaCl,

pH = 8), membranes were incubated with IR-Dye 680 or 800

labeled secondary antibodies, or secondary antibodies coupled

with HRP.

Image acquisition and analysis

For Western blot analysis, membranes were imaged using Odyssey

infra-red scanner (LI-COR). The densitometry of proteins was quan-

tified using Image Studio Lite Software with normalization against

tubulin or vinculin. Uncropped immunoblot are depicted in

Appendix Figs S8–S10. For cell or spheroid experiment assays,

images were acquired with an Eclipse Ti Nikon microscope

equipped with NIS (Nikon imaging element) software based on ×4,

×10, or ×20 objective lens (Nikon), a Hamamatsu Digital CCD

C10600-10B camera. Images were acquired in brightfield or/and

color filters (red/green) at the plane level where the contrast is the

most pronounced. Fiji software with different open-access macros

was used for image analysis (Github). Images of the spheroid

growth were acquired at 0 h, and every 24 h (total duration depen-

dent on the experiments), growth was quantified as the percent of

change of the spheroid area relative to 0 h. Images of the spheroid

invasion were acquired at 24 h, and invasion was quantified as the

invasive area (total area—core area) normalized to the core area

and expressed as a fold change relative to the control group for each

independent experiment. For samples from the immunolabeling pro-

cess, images were acquired with a confocal microscope (Nikon

Elipse Ti) or epifluorescence microscope (Nikon). The pipeline anal-

ysis of mitochondrial morphology and mass was adapted in Fiji soft-

ware (Koopman et al, 2006). The slide scanner was a Nanozoomer

2.0HT with a fluorescence imaging module (Hamamatsu Photonics

France) using objective UPS APO 20X NA 0.75 combined with an

additional lens 1.75×, leading to a final magnification of 35×. Virtual

slides were acquired with a TDI-3CCD camera. Fluorescent acquisi-

tions were done with a mercury lamp (LX2000 200W - Hamamatsu

Photonics, Massy, France) and the set of filters adapted for DAPI,

and/or green fluorescent protein (GFP)/Alexa 488, and/or Alexa

568 and or Alexa 647/Cy5 fluorescence. Images from

Appendix Fig S1 were analyzed as previously described analysis

(Daubon et al, 2019b).

TCGA glioblastoma cohort

The TCGA Glioblastoma (GBM) RNAseqV2 normalized data (level

3, log2(x + 1) transformed RSEM normalized count, version 2017-

10-13), the associated clinical data and complementary clinical data

from GDC pancan were downloaded from the xenabrowser website

datapages (https://xenabrowser.net/datapages/).

For the genes LDHA and LDHB, primary tumor samples from the

GBM cohort were split into three groups of equivalent size defined

by the level of their expression. Overall survival (in months) was

used to estimate survival distributions using the Kaplan–Meier

method, and the three distributions were compared using the log-

rank test.
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Ivy-GAP cohort

The expression of HIF1A, LDHA, and LDHB was downloaded

from the Ivy Glioblastoma Atlas Project (Ivy-GAP) website (https://

glioblastoma.alleninstitute.org/rnaseq/search/index.html) with associ-

ated clinical data. Spearman’s correlation was computed between

HIF1A and LDHA and between HIF1A and LDHA for all samples and

for each anatomic structure separately.

Spatial transcriptomics analysis

LDHA, LDHB, and CAIX/CA9 expression was analyzed as previ-

ously described (Ravi et al, 2022) in three different patient samples.

Sample preparation and transcriptomic profiling

P3 sgControl, sgLDHA, sgLDHB, and sgLDHA/B were cultivated

under 0.1% or 21% oxygen for 48 h. Total RNA was extracted from

fresh frozen cells with the Qiagen RNeasy Mini Kit according to the

manufacturer’s protocol. Quality and quantity of RNA was checked

using a Fragment Analyzer (Agilent) with the company’s Standard

Sensitivity RNA Kit (DNF-471). Libraries were prepared using the

TruSeq stranded mRNA Kit (Illumina). All barcoded samples were

pooled and sequenced together in 75 nt paired-end mode with an

Illumina NextSeq500 in 2 runs to reach sufficient coverage. Runs

were demultiplexed with bcl2fastq (v2.20.0.422, Illumina).

Transcriptomic sequencing was performed in collaboration with

Core Unit for Molecular Tumor Diagnostics (CMTD), National Cen-

ter for Tumor Diseases (NCT), Dresden-Germany. The R package

DESeq2 was used to identify differentially expressed genes using a

stringent threshold: absolute value of Log2 Fold Change (LFC) > 1

and P-value adjusted for multiple testing (P-adjust) < 0.01. KEGG

pathways enrichment analysis was done with the R package Clus-

terProfiler (Yu et al, 2012). Gene Ontology (GO) terms enrichment

analysis was done with the R package BACA with the EASE score

set at 0.01. Only GO terms from Biological Pathways level 5 were

used for this analysis. GO terms were clustered to get annotation

clusters with a similarity of genes > 0.85. Finally, read counts were

transformed using variance stabilizing transformations (VST).

Bioinformatics analysis

Quality of obtained fastq files was initially checked by FastQC

v0.11.4 (Wingett & Andrews, 2018) followed by adapter removal

and quality trimming using Trim Galore v0.4.2. Mapping of reads to

the human reference genome (GRCh38 Ensembl release 95) was

done using STAR v2.5.3a with standard settings (Dobin et al, 2013)

and duplicates were marked using Picard tools v1.141.

Quality analysis of mapped reads was done using RSeQC v3.0.0

(Wang et al, 2012) to analyze read distributions across gene bodies.

Raw read counts per gene were determined by counting gene-specific

reads in exons of protein-coding genes using FeatureCounts v1.5.3

(Liao et al, 2014). Finally, a gene expression data matrix was created

by removing genes without any reads and lowly expressed genes (< 1

read per million in more than 50% of samples) followed by cyclic

loess normalization resulting in normalized log2-counts per million

for 14,111 protein-coding genes that were measured in each sample.

The R package DESeq2 (Love et al, 2014) v1.22.2 was used to

identify differentially expressed genes. Enrichment analysis was per-

formed using the ClusterProfiler (Yu et al, 2012) R package v3.10.1.

Gene Ontology (GO) terms enrichment analysis was visualized

using Bubble Chart to Compare Annotations (BACA) using the P-

value threshold at 0.01. Only GO terms from Biological Pathways

level 5 were used for this analysis. GO terms were clustered to get

annotation clusters with a similarity of genes > 0.85. PathView R

package v.1.22.3 was used to visualize KEGG metabolic pathways.

Sample preparation and metabolic profiling

Metabolite extraction was performed using 80% methanol and

0.2% of myristic acid d27 (internal standard). After 5 min of incuba-

tion, cells were scraped and collected in a new tube. Following a

centrifugation at 20,000 g for 10 min at 4°C, the supernatant was

transferred to a new vial for MS analysis. Pellet was used for protein

quantification.

10 ll of each sample was loaded into a Dionex UltiMate 3000 LC

System (Thermo Scientific Bremen, Germany) equipped with a C-18

column (Acquity UPLC-HSS T3 1. 8 lm; 2.1 × 150 mm, Waters)

coupled to a Q Exactive Orbitrap mass spectrometer (Thermo Scien-

tific) operating in negative ion mode. A step gradient was carried

out using solvent A (10 mM TBA and 15 mM acetic acid) and sol-

vent B (100% methanol). The gradient started with 0% of solvent B

and 100% of solvent A and remained at 0% B until 2 min post-

injection. A linear gradient to 37% B was carried out until 7 min

and increased to 41% until 14 min. Between 14 and 26 min the gra-

dient increased to 100% of B and remained at 100% B for 4 min. At

30 min the gradient returned to 0% B. The chromatography was

stopped at 40 min. The flow was kept constant at 250 ll/min at the

column and was placed at 25°C throughout the analysis. The MS

operated in full scan mode (m/z range: [70–1,050]) using a spray

voltage of 3.2 kV, capillary temperature of 320°C, sheath gas at

10.0, auxiliary gas at 5.0. The AGC target was set at 3e6 using a res-

olution of 140,000, with a maximum IT fill time of 512 ms. Data col-

lection was performed using the Xcalibur software (Thermo

Scientific). The data analyses were performed by integrating the

peak areas (El-Maven—Polly—Elucidata).

Metabolomic profiling was performed in collaboration with

MetaboHUB-MetaToul ([13C]6 Glucose) and VIB Metabolomics

([13C]6 Lactate). The Principal Component Analysis (PCA) was done

on the total geometric mean abundance of each metabolite in each

condition. PCA is realized with the dudi.pca function from the R

package « ade4 » and visualized with ggplot. Metabolite abundance

between two conditions was analyzed using the non-parametric

Mann–Whitney test with a Benjamini-Hochberg correction for multi-

ple comparisons. For visualization purposes, comparisons between

two conditions may be Log2-transformed.

Metabolomics supplemental method: [13C]6 glucose—
13C Isotopic

profiling

Sample preparations

For cells in suspension (fast filtration method), 1 ml of cell culture

is dropped on a filter (Sartolon Polyamide 0.2 lm) in order to elimi-

nate cultivation medium. The filter is then rinsed with washing

solution, quickly removed from the filtration unit, put on an alu-

minum foil, and frozen in liquid nitrogen. Every filter is then

extracted into a centrifuge tube containing the 5 ml of cold sampling

solution (see table below). The centrifuge tubes are then vortexed

and placed 1 h at !20°C. After 1 h, the tubes are centrifuged 5 min

at 2,000 g and the supernatant is put in a new tube for evaporation.
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Types of

metabolites

Sampling solution

composition

Temperature of

extraction

Duration of

extraction Evaporation Solution of resuspension

Central

metabolites

ACN(4)/MeOH(4)/ H2Omq (2)

125 mM formic acid

!20°C 1 h minimum SpeedVac Water

Intracellular

amino acids

ACN(4)/MeOH(4)/ H2Omq (2)

125 mM formic acid

!20°C 1 h minimum SpeedVac Water

Coenzyme A ACN(4)/MeOH(4)/ H2Omq (2)

125 mM formic acid

-20°C 1 h minimum SpeedVac 2% methanol, 98% water, 25 mM formic

acid, pH adjusted at 3.5

For cell supernatants, the sampling procedure is based on the

separation of the cells from the medium thanks to the combination

of filtration and centrifugation. This gives access only to the exome-

tabolome content for metabolomics or fluxomics studies. The super-

natant can be stored at !80°C before shipment and analysis

evaporated. Then samples are prepared either for NMR or MS analy-

sis manually or automatically using a robotic station.

To control the quality of the analysis, blank samples are done for

each type of sample (culture medium, conditions, treatment. . .).

These blank samples are obtained from a “cell-free” culture made in

parallel and sampled in the same way and time as the culture with

cells.

Nuclear Magnetic Resonance (NMR) profiling

The acquisition of 1D 1H NMRAvance II 800 MHz equipped with a

5 mm CQPCI Z-Gradient cryoprobe. Following parameters were used

for the acquisition: Pulse program: zgpr30; Pulse angle 30°; Time

Domaine (TD) 64 k; Number of dummy scan: 4; Number of scan: 32;

Acquisition time: 2.04 s; Pulse P1 length: 7.70 ls; Pulse P1 power:

!12.39 dB; Pulse P9 power: 43.79 dB; Acquisition temperature:

280°K. Raw data obtained after acquisition are FID. A Fourier trans-

form was applied for each spectrum with a specific smoothing (efp

with LB = 0.3 and SI = 128 K). Phase and baseline correction was also

performed using automatic tools from TopSpin 3.5 software before the

automatic integration of specific signals belonging to exo-metabolites

present in the samples. Absolute quantification of metabolites of inter-

est was performed using the internal standard TSP-d4 as reference.

The quality of the analysis is based on the good resolution of the spec-

trum: width at half height for TSP-d4 signal < 2.5 Hz.

Liquid chromatography/Mass Spectrometry analysis

Central metabolites were separated on an ionic chromatography

column IonPac AS11 (250 × 2 mm i.d.; Dionex, CA, USA). Solvent

used was KOH at a flow rate of 350 ll/min. Solvent was varied as

follows: 0 min: 2%, 2 min: 2%, 10 min: 5%, 16 min: 35%, 20 min:

100% and 24 min: 100%. The column was then equilibrated for

6 min at the initial conditions before the next sample was analyzed.

The volume of injection was 15 ll. High-resolution experiments

were performed with an ICS5000+, ion chromatography system

(Dionex, CA, USA) coupled to an LTQ Orbitrap Velos mass spec-

trometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) equipped

with a heated electrospray ionization probe. MS analyses were per-

formed in negative FTMS mode at a resolution of 60,000 (at 400 m/

z) in full-scan mode, with the following source parameters: the cap-

illary temperature was 350°C, the source heater temperature, 300°C,

the sheath gas flow rate, 50 a.u. (arbitrary unit), the auxiliary gas

flow rate, 5 a.u., the S-Lens RF level, 60%, and the source voltage,

3.5 kV.

Amino acids were separated on a PFP column (150 × 2.1 mm i.d.,

particle size 5 lm; Supelco Bellefonte, PEN, USA). Solvent A was 0.1%

formic acid in H20 and solvent B was 0.1% formic acid in acetonitrile

at a flow rate of 250 ll/min. Solvent B was varied as follows: 0 min:

2%, 2 min: 2%, 10 min: 5%, 16 min: 35%, 20 min: 100% and

24 min: 100%. The column was then equilibrated for 6 min at the ini-

tial conditions before the next sample was analyzed. The volume of

injection was 5 ll. High-resolution experiments were performed with a

Vanquish HPLC system coupled to an Orbitrap Qexactive+ mass spec-

trometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) equipped with

a heated electrospray ionization probe. MS analyses were performed in

positive FTMS mode at a resolution of 70,000 (at 400 m/z) in full-scan

mode, with the following source parameters: the capillary temperature

was 320°C, the source heater temperature, 300°C, the sheath gas flow

rate, 40 a.u. (arbitrary unit), the auxiliary gas flow rate, 10 a.u., the S-

Lens RF level, 40%, and the source voltage, 5 kV.

All the metabolites were determined by extracting the exact mass

with a tolerance of 5 ppm. For central metabolites isotopic profile

analysis and amino acids isotopic profile analysis, their concentra-

tions have to be included in the dynamic range of the method,

respectively. This range was determined during the method valida-

tion with the PA-PT sample and corresponds to the total area of the

cluster/number of isotopologues with a bias of < 5%.

Data quality

Filters and supernatants were received on 03.04.19 and analyzed on

10.04.19 (MS) and 11.04.19 (NMR). All the acceptability criteria

were satisfied, and values meet MetaToul’s acceptance as shown in

the table below.

Acceptability

criteria

MS calibration ≤ 7 days Day of injection

(11.04.19)

Passed

Bias on Pascal Triangle

sample ≤ 5%

PEP: !1.4% max Passed

FruBP: !2.5% max Passed

ATP: 2.4% max Passed

Data extraction and quality

The data extraction of the raw mass spec data files yielded informa-

tion that could be loaded into a relational database. Peaks were iden-

tified using IsoCor peak integration software (Millard et al, 2012).

Normalization

Data correction was performed to correct variation resulting from

the difference of cell number into each condition. For abundance
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interpretation, sample P3 LDHA/B at 24 and 48 h was concentrated

2 times.

Metabolomic and transcriptomic representation

Metabolome and transcriptome were independently analyzed (see

above). Due to the difficulty in examining detailed metabolic networks

using several cell lines and conditions, two representations are pro-

posed. The first one, called metabologram (Hakimi et al, 2016), has

the ability to visualize data at pathway level relative to the second

one, which is the classical detailed network map of central carbon. In

order to avoid redundancy of data, the metabologram showed all the

isotope abundances in metabolites and the network map showed only

the [13C]-labeled abundance in metabolite in order to trace the path-

way of [13C]-initial metabolite. For each pathway and after the strin-

gent threshold based on log2 FC and P-value (P < 0.05), transcripts

are selected according to the KEGG pathway database.

Intracellular lactate recording

Cultured P3 spheroids were gently dissociated and seeded on

18 mm glass coverslips treated with Matrigel. Constructs coding for

the lactate-sensitive FRET biosensor Laconic (San Mart!ın et al,

2013) have been described previously and are available through

Addgene (Plasmid #44238). Adenoviral vectors encoding the FRET

biosensor were custom-made by Vector Biolabs. The lactate-

sensitive biosensor Laconic was expressed by exposing cells to

1 × 106 PFU of adenoviral particles (serotype 5) overnight. After 48–

72 h post-infection, cells were imaged on wide-field mode with an

inverted LEICA DMI6000B microscope (Leica Microsystems, Ger-

many) equipped with a motorized stage Scan IM (M€arzh€auser, Ger-

many), a 40× oil-immersion objective (NA 1.25), a excitation system

Lumencor spectra 7 (Lumencor, US) and a Coolsnap HQ2 CDD cam-

era (Photometrics, US). Cells were superfused with an imaging solu-

tion consisting of (in mM): 10 HEPES, 112 NaCl, 24 NaHCO3, 3 KCl,

1.25 MgCl2, 1.25 CaCl2, 10 glucose and bubbled with air/5% CO2 at

37°C with a constant flow of 3 ml/min. For fluorescent ratio mea-

surements, cells expressing Laconic were excited at 430 nm for

0.05–0.1 s, and emission was collected with band-pass filters

mounted on a motorized filter wheel, at 465–485 nm for mTFP and

542–556 nm for Venus, with image acquisition every 10 s. The ratio

between mTFP and Venus was computed and is proportional to the

intracellular lactate level. To quantify differences in lactate level,

biosensor occupancy was computed as a proxy of intracellular lac-

tate level with the following equation: Occupancy = (R-Rmin)/

(Rmax-Rmin), in which R: basal mTFP/Venus ratio (before any drug

treatment), Rmin: steady-state mTFP/Venus ratio induced by oxam-

ate (6 mM), Rmax: steady-state mTFP/Venus ratio induced by

MCTs block (1 lM AR-C155858 and 1 mM diclofenac). Lactate pro-

duction rate was computed by fitting a linear rate to the first min-

utes of lactate accumulation during MCTs block. Fluorescence ratios

were normalized to Rmin before quantifications.

LDHA immunoprecipitation and enzymatic activity assay

LDHA was immunoprecipitated, and the enzymatic activity was

measured as previously described (Ji et al, 2017) with some modifi-

cations.

Immunoprecipitation

In brief, cells were incubated for 4 h in a buffer containing 0.3%

Nonidet P-40, 150 mM NaCl, 50 mM Tris–HCl (pH 7.5), and inhibi-

tors of proteases and phosphatases. Lysates, obtained by centrifuga-

tion at 13,000 g for 10 min, were pre-cleared with protein A/G

agarose beads (16% of sample volume) for 1 h. After a short cen-

trifugation, pellets were discarded and the protein content of the

supernatants was measured by Bradford assay. Samples, diluted to

obtain equal protein concentration, were incubated overnight with

anti-LDHA antibodies (LDHA sc-137,243, Santa Cruz Biotechnology)

at the final concentration of 9 ng of Ab/lg of proteins. Then, protein

A/G agarose beads (16% of sample volume) were added to the

lysates, which were incubated for further 4 h. After a short centrifu-

gation, the pellets containing LDHA proteins coupled to the agarose

beads were washed once and resuspended in Tris–HCl 0.2 M pH

7.3. All the centrifugation steps were performed at 4°C, incubations

were carried out at 4°C with gentle shaking. When indicated, cells

were incubated at 0.1% O2 for 48 h.

Enzymatic assay

LDHA-immunoprecipitated proteins were added to the reaction

buffer (0.2 M Tris–HCl pH 7.3, 0.05% BSA, 10 mM MgCl2, 2 mM

pyruvate, 0.5 mM NADH) and the enzymatic activity was deter-

mined by measuring NADH oxidation (reduction in absorbance) at

340 nm at 25°C using a CLARIOstar (BMG Labtech).

LDH and LDHB activities

In the LDH assay (ab102526), LDH reduces NAD to NADH, which

then interacts with a specific probe to produce a color (OD

max = 450 nm) based on whole lysates (LDHA + LDHB isozymes)

while LDHB activity is measured on LDHB enzyme which was

immune-captured within the wells of the microplate (ab140361) and

determined by following the production of NADH catalyzed by the

enzyme (LDHB isozymes, alone). Recommendations from the man-

ufacturer were followed for the optimal procedure.

Elisa VEGF

Supernatants were collected from all cell lines and a VEGF Human

ELISA Kit (Thermo Fisher), and procedure was followed based on

manufacturer instructions.

Statistical analysis

No statistical methods were used to predetermine the sample size.

The experiments were not randomized, and investigators were not

blinded to allocation during experiments and outcome assessment.

GraphPad Prism software and RStudio were used for analyses.

Equality of variances was made with a F-test for two groups and a

Brown-Forsythe test for at least three groups. According to

homoscedasticity, comparisons of two groups were made by an

unpaired two-tailed t-test or a Mann–Whitney test. Comparisons of

at least three groups were performed using a one-way ANOVA fol-

lowed by a Dunnett’s or Tukey’s multiple comparisons test or

Kruskal–Wallis test followed by a Dunn’s multiple comparisons test.

A two-way ANOVA test was used to compare two or more two

groups with two variables or more than two variables (e.g., 21%
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and 0.1% O2) or repeated measures at different times followed by a

Tukey’s multiple comparisons test. Survival analyses were made

using log-rank Mantel-Cox test. All the tests used were indicated in

the figure legends. P values < 0.05 were considered statistically sig-

nificant.

Data availability

Transcriptomics data for this study have been deposited in the Euro-

pean Nucleotide Archive (ENA): accession number PRJEB45718.

Expanded View for this article is available online.
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Metabolic adaptations sustaining glioblastoma development and relapse - study 

of the role of lactate metabolism 

Glioblastoma (GB) is the most frequent and most aggressive brain cancer in adult. 
Additionally to strong proliferative and infiltrative capacities responsible for bad prognosis and 
frequent relapse, GB cells also exhibit high metabolic plasticity.  
Depending on their location, their microenvironment or their energetic needs, GB cells are 
able to switch from a glycolytic metabolism, producing pyruvate and lactate, to an oxidative 
one. In fact, glycolytic and oxidative cells live side by side in the tumor and form a metabolic 
symbiosis supporting survival, progression and resistance to treatment of these malignant 
cells. 
 

Our work first confirms the establishment of this metabolic symbiosis in GB. It is based 
on a precise metabolic architecture between a glycolytic hypoxic tumor mass, expressing 
markers such as LDHA, and an invasive population expressing in contrast oxidative driven 
markers. On the model of the “Astrocyte-Neuron lactate shuttle” identified in physiological 
condition, our work shed light on lactate exchanges between tumor central and invasive cell 
population, actively promoting aggressiveness of GB.� 
Disturbing this intratumoral lactate symbiosis, by blocking directly (LDHs) or indirectly 
(PDHKs) the actors of this pathway, has shown encouraging results. Indeed, genetic or 
pharmacological disruption of the lactate pathway in a GB stem-like cell model derived from 
patients altered tumor progression in vitro and in vivo.  
 

Diagnosis of GB patients is often made in late stages, when neurological manifestation 
appears, due to an already massive and invasive tumor. Therapy initiation is then urgent and 
surgical resection, when it is possible, is usually the first step of therapeutic protocol in GB 
patients. Yet, invasive cells that escape resection invariably switch towards a proliferative 
phenotype and grow new tumors.  
Traumatic and invasive act for the patient, tumor surgical excision is also a huge disturbance 
for the tumor itself by completely disorganizing tumor metabolic symbiosis. Indeed, tumor 
resection, i.e. removal of a huge lactate-producing hub, induces lactate concentration 
fluctuation in the brain and, more importantly, in the remaining post-resection cells. By using in 

vitro cellular models, we show that tumor growth is tightly regulated by redox metabolism and 
ROS production stimulated by lactate fluctuations. We also developed an in vivo mouse 
resection model to study these metabolic dysregulations with a preserved postoperative tumor 
microenvironment. RNA-Seq analysis of laser capture microdissected areas from brain of 
mice implanted with GB revealed a reshaping of metabolism in relapse-initiating cells. These 
modulations, further confirmed at protein level by immunohistochemistry, suggest the central 
role of lactate metabolism in the relapse process. Based on the previous results, we are 
currently testing antioxidant therapy as pre- and post-surgical treatment to prevent GB tumor 
recurrence. 
Thus, lactate metabolism and exchange play a pivotal role in the development and relapse of 
GB. Targeting this pathway represents an intriguing approach in GB therapy. 
 

Key words : Glioblastoma, Metabolism, Lactate, GB recurrence, Tumor resection  
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