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Chapitre 1 : Les gliomes

I. Deéfinition et classification des gliomes

Les gliomes sont les tumeurs du systeme nerveux central (SNC) les plus fréquentes. Ces
tumeurs récidivent tres fréquemment et sont, pour la plupart, de mauvais pronostic.
La classification de référence des tumeurs du SNC est celle de I’Organisation Mondiale de la
Santé (OMS) révisée en 2007 (1) qui distingue entre autres, deux grandes classes de tumeurs
neuroépithéliales : les tumeurs gliales et les tumeurs glioneuronales (Tableau 1). La
classification des gliomes est basée sur le type cellulaire prédominant (astrocytaire,
oligodendrocytaire ou mixte) et classe les gliomes selon leur potentiel d’agressivité, du grade
I, pour les tumeurs bénignes, au grade IV pour les tumeurs agressives, en fonction des criteres
suivants : densité cellulaire, atypies nucléaires, mitoses, prolifération endothélio-capillaire et
nécrose. Elle distingue également les gliomes circonscrits, habituellement bénins et de grade
I, des gliomes infiltrants (envahissant le parenchyme adjacent sain). Ces derniers peuvent étre
lentement évolutifs (grades II et III) ou d’emblée malins (grade IV) (2). Les manifestations
cliniques sont variables d’un patient a I’autre mais les principaux signes et symptomes
associés a la présence d’un gliome sont une hypertension intracranienne, des crises d’épilepsie
et des déficits neurologiques. Les symptémes peuvent varier selon la localisation de la
tumeur. Les tumeurs glioneuronales regroupent des tumeurs assez hétérogenes listées dans le
Tableau 1.

Il. Epidémiologie
Les gliomes représentent 70% des tumeurs du SNC et affectent 1 personne sur 100 000 en
France. Trois a quatre mille nouveaux cas sont diagnostiqués chaque année avec un pic de
fréquence chez les personnes agées de 50 a 60 ans (3). Les gliomes sont également les
tumeurs solides les plus fréquentes chez I’enfant, et représentent 30% des cancers pédiatriques
(4). Les tumeurs cérébrales chez I’enfant ont une fréquence assez semblable dans le monde
avec une estimation de 29.9 cas par million d’enfants agés de 0-15 ans enregistrés dans une

étude européenne, 36.1 au Japon et 47.1 aux Etats-Unis (4).
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1- Gliomes astrocytaires

Astrocytome pilocytique
Astrocytome pilocytique, variant pilomyxoide
Astrocytome a cellules géantes sous-épendymaire
Xanthoastrocytome pléiomorphe
Astrocytome diffus (fibrillaire, protoplasmique, gémistocytique)
Astrocytome anaplasique
Glioblastome
Variant : glioblastome a cellules géantes
Gliosarcome
Gliomatose cerébrale

2-Gliomes oligodendrogliaux

Oligodendrogliome
Oligodendrogliome anaplasique

3-Gliomes mixtes

Oligoastrocytome
Oligoastrocytome anaplasique

Si nécrose (GBMO : glioblastome & composante oligodendrogliale)

4-Tumeurs glioneuronales

Gangliogliome

Gangliogliome anaplasique
Astrocytome/gangliogliome desmoplasique infantile
Tumeur neuroépithéliale dysembryoplasique
Tumeur glioneuronale papillaire

Tumeur glioneuronale a rosettes du Ve ventricule

Grade |
Grade Il
Grade |
Grade Il
Grade Il
Grade 11l
Grade IV
Grade IV
Grade IV
Grade 11l

Grade 11
Grade 11

Grade 11
Grade 11
Grade IV

Grade |
Grade 11l
Grade |
Grade |
Grade |
Grade |

Tableau 1 : Classification des gliomes et des tumeurs glioneuronales selon I'OMS
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II1. Histologie et imagerie des tumeurs gliales et

glioneuronales de I’adulte

A. Les tumeurs gliales de grade 11 et 111

1. L’astrocytome de grade II et III

L’astrocytome diffus de grade II est défini par une densité cellulaire modérée, des atypies
cytonucléaires occasionnelles, une activité mitotique trés faible et une absence de nécrose et
de prolifération endothélio-capillaire. Il est souvent microkystique, composé d’astrocytes
néoplasiques bien différenciés d’aspect fibrillaire organisés en une structure lache et exprime
fortement la protéine GFAP (Figure 1A) (2). L’astrocytome diffus de grade II peut progresser
en astrocytome anaplasique (grade 111) et en glioblastome (GB, grade 1V).

L’astrocytome anaplasique de grade Ill se démarque de l'astrocytome de grade Il, par une
densité cellulaire plus importante et la présence de plus d'une mitose (Figure 1B) (2). Il ne
doit pas étre confondu avec une périphérie de GB. Ces tumeurs sont le plus fréquemment

situées dans les zones corticales et subcorticales (5).

La chirurgie lorsqu'elle est possible et lorsqu'elle peut étre complete est le traitement a
privilégier. La radiothérapie et la chimiothérapie ont peu d'effet sur ces tumeurs peu
proliférantes.

2. L’oligodendrogliome de grade II et I1I

L’OMS divise les oligodendrogliomes en 2 grades: 1’oligodendrogliome (grade II) et
I’oligodendrogliome anaplasique (grade III). Ils sont caractérisés par la présence de cellules
rondes entourées d’un halo périnuclaire en aspect de «nid d’abeille» (Figure 1C). Les
vaisseaux ont une forme rectiligne mais leur prolifération reste faible. L’oligodendrogliome
de grade Il, souvent de localisation frontale, apparait hypodense au scanner. Il présente une
densité cellulaire moderée, quelques atypies cytonucléaires, une activité mitotique
occasionnelle et une absence de nécrose et de prolifération endothélio-capillaire. La prise de
contraste est souvent absente dans les bas grades et traduit le passage a 1’anaplasie (grade III).
Selon I'OMS, I’oligodendrogliome anaplasique différe du grade Il par une densité cellulaire

augmentée, une activité mitotique "significative”, une nécrose "possible” et une prolifération
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microvasculaire "marquée” (Figure 1D) (1, 2). Les oligodendrogliomes expriment fortement
le marqueur OLIG2 et occasionnellement la GFAP (minigémistocytes). La chirurgie,
lorsqu'elle est possible, continue d'étre le traitement classique.

3. L’oligoastrocytome de grade II et 11

L’oligoastrocytome, ou gliome mixte, est constitué des deux composantes, astrocytaire et
oligodendrogliale. Il n'existe pas de régle sur la proportion minimale de chacune des deux
populations cellulaires pour établir un diagnostic de gliome mixte. Comme pour les
oligodendrogliomes, ’OMS classe ces tumeurs selon 2 grades : 1’oligoastrocytome de grade II
et I’oligoastrocytome anaplasique (grade III). Les oligoastrocytomes de grade Il sont définis
par une densité cellulaire modérée, une activité mitotique rare et une absence de nécrose et de
prolifération endothélio-capillaire (Figure 1E). Les grades Il se caractérisent par une densité
cellulaire plus élevée, des atypies cytonucléaires "possibles”, une activité mitotique
"possiblement forte" et une prolifération endothélio-capillaire "possible™ (Figure 1F). La
présence de nécrose classe la tumeur en oligoastrocytome de grade V. Le marqueur OLIG2
est tres abondant.

B. Le glioblastome : grade IV
Le GB est la tumeur gliale de plus haut grade et la plus fréquente chez I'adulte de plus de 45
ans. Selon I'OMS, la présence de nécrose et d'une prolifération endothélio-capillaire
distinguent les GB des autres grades. La nécrose est entourée de cellules proliférantes
organisées en pseudo-palissades appelées "palissades périnécrotiques” (Figure 1G). La
vascularisation est anormale avec une prolifération endothélio-capillaire qui peut é&tre
exubérante dans certains territoires (Figure 1H) (6). Ces gliomes sont trés infiltrants et on
retrouve a leur périphérie des cellules tumorales isolées infiltrant le parenchyme adjacent sain
caractérisées par des noyaux atypiques allongés. 1l existe deux types de GB : le GB "primaire"
qui survient de novo, et le GB "secondaire” qui provient de I'évolution d'un grade inférieur (7,
8). A I’imagerie, le tissu tumoral est identifié¢ par une prise de contraste en anneau. Le
parenchyme normal est fréqguemment infiltré par des cellules tumorales isolées. La présence
de ces cellules est déterminée par I’existence d’un cedéme péritumoral présentant un aspect

typique dit en « doigt de gant » (Figure 2) (6).
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Si la tumeur n'est pas trop profonde, le traitement est chirurgical. L’exérése doit étre la plus
large possible en sachant qu’il est en général impossible d’enlever toute la tumeur qui

s’infiltre dans le parenchyme cérébral normal.

D'apres Figarella et al., 2008 (2) et Figarella et al., 2010 (6)

Figure 1: Aspect histologique de gliomes de I'adulte

Aspect histologique d’un astrocytome diffus de grade II (A), d’un astrocytome diffus de grade
Il (B), d’un oligodendrogliome de grade Il (C), d’un oligodendrogliome de grade III (D),
d’un oligoastrocytome de grade Il (E), d’un oligoastrocytome de grade III (F), d’'un GB
montrant des cellules proliférantes organisees en pseudo-palissades périnécrotiques (G), d’un
GB présentant des vaisseaux anormaux (H).
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Nécrose

(Edéme
péritumoral en
doigt de gant

Figure 2 : Aspect en IRM d’un GB

Gauche : prise de contraste en T1 rehaussée par le gadolinium. Tumeur a centre hypodense
(nécrotique) avec prise de contraste en « anneau » ;

Droite : prise de contraste en T2. Le GB apparait en hypersignal et montre un cedéme
péritumoral d’aspect typique en « doigt de gant ». Le centre de la tumeur est constitué d’une
zone nécrotique.

IV. Histologie, imagerie et thérapeutique des tumeurs gliales

et glioneuronales de I’enfant et du jeune adulte

Les tumeurs cérébrales de 1’enfant sont les tumeurs solides les plus fréquentes en pédiatrie et
la premiére cause de morbidité et de décés lié au cancer chez 1’enfant (4). Leur classification
histologique reste complexe mais on distingue tout de méme 2 types de gliomes : les gliomes

infiltrants et les gliomes circonscrits (rares chez 1’adulte).

A. Tumeurs circonscrites

1. L’astrocytome pilocytique (AP) classique

L'AP classique est une tumeur astrocytaire circonscrite, bénigne, de grade I, qui survient
principalement chez l'enfant et le jeune adulte. L'AP représente 5.1% de I’ensemble des
gliomes (Figure 3A) et 12.5% des tumeurs gliales de I’enfant et du jeune adulte de 0 a 19 ans
avec un pic de fréquence de 5 a 9 ans (Figure 3B) (9, 10). La fréquence de cette tumeur

diminue avec I'age (0.8% aprées 20 ans) (Figure 3B). 1l s'agit d'une tumeur de bon pronostic et
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qui survient dans différentes localisations du SNC comme le cervelet, le tronc cérébral, la
moelle épiniére et de fagon plus exceptionnelle, au niveau supra-tentoriel comme dans la
région hypothalamo-chiasmatique. Les AP du nerf optique sont fréeqguemment associés a une
neurofibromatose de type I (NF1) (11). Les symptdbmes apparaissent progressivement et sont
le plus souvent des crises convulsives ou encore des signes neurologiques spécifiques en
rapport avec la localisation tumorale comme des anomalies visuelles, des troubles
endocriniens ou de I'équilibre. A I’imagerie, il s’agit le plus souvent d'une tumeur bien
circonscrite, présentant une portion kystique avec un nodule mural charnu rehaussé par le

produit de contraste, hypointense en T1 et hyperintense en T2 (Figure 4A) (10, 12).

Autres
Gliomes malins NOS gliomes Astrocytomes et
7.2% 1.9% glioblastomes représentent

76% de tous les gliomes

Tumeurs épendymaires.
6.7%

Oligodendrogliomes
6.2%

Astrocytomes pilocytiques Glioblastomes

5.1% 54.0%
Astrocytomes diffus
9.5%
Astrocytomes
anaplasiques
5.9%
Oligoastrocytomes
3.3%
B)
Age 0-19 (n=1.058) Age 20+ (n=13.826)
Lymphomes
Autres tumeurs Autres Autres 2.7%
Neuroépithéliales 8.6% 1:u1:neurs des 0.6%
19.0% méninges 40.7%
Astrocytomes
pilocytiques Tumeurs des
12.5% gaines nerveuses
23.7%
Autres
astrocytomes/ Astrocytomes
Tumeurs des Glioblastomes pilocytiques
gaines nerveuses 11.9% 0.8%
15.3%
3 Autres
Neopla'sr.n~e’s non astrocytomes/
specifles Glioblastomes 2.5%
Tumeurs 2.6%

Tumeurs des épendymaires Hémangiomes Autres tumeurs
méninges 23.0% 5 88% Tumeurs Neuroépithéliales
9.4% ’ épendymaires 2.2%

21.6%

D’apres le CBTRUS 2012 (9)

Figure 3 : Distribution des tumeurs cérébrales selon I'histologie (A) et I'age (B) selon les
données de CBTRUS de 2012
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Histologiquement, I’AP se caractérise typiquement par un aspect biphasique, associant dans
des proportions variables des territoires fibrillaires a cellules bipolaires riches en fibres de
Rosenthal exprimant la GFAP (Figure 5A). Il existe également des territoires laches,
microkystiques, a cellules multipolaires oligo-like et exprimant le facteur de transcription
OLIG2 et présentant des corps granuleux éosinophiles. (Figure 5B). La vascularisation est
souvent anormale, les mitoses sont exceptionnelles et la nécrose quand elle existe est de type
ischémique (2, 13, 14).

Le traitement de base de I'AP est principalement la chirurgie. L'exérese chirurgicale doit étre
la plus compléte possible (90% des cas) pour permettre une guérison. Par contre, elle est
parfois difficile voire impossible a cause de sa localisation notamment au niveau des voies
optiques (12, 15). Si I'exérese est incompléte, une progression tumorale peut avoir lieu et dans
ce cas, la radiothérapie ou la chimiothérapie peuvent étre utilisées. La radiothérapie cause un
fort taux de morbidité et des effets néfastes surtout chez le nourrisson et le jeune enfant (10,
15). La chimiothérapie est plutdt utilisée aprés la chirurgie afin d'éviter ou de reporter la
radiothérapie chez le jeune enfant jusqu'a qu'il soit plus &gé. Notamment, la combinaison
carboplatine/vincristine est devenue la principale thérapie des gliomes hypothalamo-

chiasmatiques (10).
2. L’astrocytome pilomyxoide

L'astrocytome pilomyxoide, tumeur gliale de grade Il, est un variant plus agressif de I'AP
classique mis en évidence par Tihan et collaborateurs en 1999 (16). La fréquence de ces
tumeurs peut atteindre 23% et est retrouvée le plus souvent dans la petite enfance (17). Cette
tumeur cause des symptdmes neurologiques comme des crises d'épilepsie, un retard de
développement, des vomissements, des difficultés d'alimentation et une faiblesse généralisée
(18). L'AP pilomyxoide s'‘observe essentiellement dans la région hypothalamo-chiasmatique et
les voies optiques. En imagerie, il est moins kystique et moins delimité que I'AP classique et
peut montrer un cedéme péritumoral et de la nécrose (Figure 4D) (17). Histologiquement, il
se distingue de la forme classique par des cellules bipolaires se disposant le plus souvent en
pseudorosettes périvasculaires dans une matrice myxoide dépourvue de fibre de Rosenthal ou
de corps granuleux (Figure 5G). Les mitoses sont rares mais la prolifération est plus élevee
que dans I'AP classique et il existe des atypies nucléaires. Les cellules expriment également
les marqueurs GFAP et OLIG2 (2, 16). De par sa localisation, l'exérese compléte reste

difficile nécessitant la mise en place d'une thérapie supplémentaire de type chimiothérapie ou
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radiothérapie. Comme pour I’AP classique, la chimiothérapie est tout de méme préférable

pour les trés jeunes enfants pour retarder ou éviter la radiothérapie (18).
3. Le gangliogliome (GG)

Le GG est une tumeur glioneuronale, il représente environ 1% des tumeurs cérébrales et est
retrouvé le plus fréeguemment chez les enfants et les jeunes adultes. Le GG est une tumeur
bénigne, de grade | et de bon pronostic. Les symptémes les plus fréquents sont des crises
d’épilepsie (15, 19, 20). Il existe également le GG anaplasique de grade Il qui résulte de la
transformation maligne du GG bénin mais il reste exceptionnel (19, 21). Le GG est
préférentiellement localisé dans la région supra-tentorielle et habituellement dans le lobe
temporal. Il se développe plus rarement dans le cervelet, le thalamus, I’hypothalamus, le tronc
cerébral et la moelle épiniere. En IRM, il s’agit d’une tumeur corticale, bien circonscrite et
entierement charnue ou en partie kystique prenant le contraste, hypointense en T1 et
hyperintense en T2 (Figure 4B) (22). L’histologie des GG est caractérisée par la présence de
neurones matures de types ganglionnaires présentant des aspects anormaux (bi-nucléation,
prolongements multiples) et de cellules gliales néoplasiques qui sont des astrocytes (Figure
5C). Ainsi, si les deux composants cellulaires sont présents le diagnostic est simple a
déterminer. Par contre, quand la population neuronale est concentrée a un endroit spécifique

de la tumeur, le diagnostic erroné d’astrocytome peut étre posé.

Le traitement le plus bénéfique est I’exérése totale de la tumeur (22). La radiothérapie est

réservée aux patients ayant un GG anaplasique et en cas de récidive.

4. Les tumeurs neuroépithéliales dysembryoplasiques (DNT)

Les DNT sont des tumeurs glioneuronales de grade I, décrites pour la premiére fois par
Catherine Daumas-Duport en 1988 (23). Les DNT représentent 1.2% des tumeurs chez les
patients de moins de 20 ans et se caractérisent par des crises d'épilepsie partielles, réfractaires
aux traitements et sans déficit neurologique. Les DNT sont considérées comme la deuxiéme
cause la plus fréquente d'épilepsie réfractaire chez les enfants et les adolescents (l'incidence
varie de 0.5 a 15%) (24). Comme pour les GG, elles se déeveloppent le plus souvent au niveau
cortical et essentiellement dans le cortex supra-tentoriel, le plus frequemment dans le lobe

temporal.
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Histologiquement, les DNT sont caractérisées par la présence d’une composante
glioneuronale spécifique associee & des nodules gliaux. Il existe la forme simple contenant
seulement une composante glioneuronale spécifique correspondant a des faisceaux d'axones
bordés par de petits oligodendrocytes et neurones flottant dans le liquide interstitiel et
expliquant l'aspect kystique en imagerie (Figure 5D). La forme complexe associe la
composante glioneuronale spécifique a des nodules gliaux multiples de taille variée et de
composition hétérogene imitant des oligodendrogliomes, astrocytomes ou oligoastrocytomes
et présente des foyers de dysplasie corticale (Figure 5E). La troisieme forme, trés
controversée, dite « non-spécifique » ne contient pas de composante glioneuronale spécifique

et peut simuler a I’histologie un gliome diffus cortical de grade Il (Figure 5F) (25, 26).

L'imagerie est alors une aide diagnostique précieuse : elle fait partie intégrante des éléments
du diagnostic et permet d'éviter des erreurs de classification. A I''RM, ces tumeurs sont bien
délimitées et ne prennent classiqguement pas le contraste. La composante glioneuronale est
localisée dans le cortex et apparait sous la forme de multiples pseudokystes de tailles

variables hypointenses en séquence TI et hyperintenses en séquence T2 (Figure 4C) (25).

A ce jour, le seul traitement possible reste la chirurgie qui permet la guérison du patient. Le

pronostic a long terme reste excellent méme si I'exérese est parfois incomplete.

5. Le xanthoastrocytome pleiomorphe (PXA)

Le PXA est une tumeur classée dans le groupe des gliomes astrocytaires représentant 1% des
tumeurs gliales de grade II de ’OMS et affectant le plus souvent les enfants et les jeunes
adultes. Il existe des PXA dits anaplasiques, qui se caractérisent par des mitoses nombreuses,
de la nécrose et un comportement plus malin. Les PXA ont une localisation supra-tentorielle,
corticale superficielle, le plus souvent temporale (27). A I’imagerie, les PXA se présentent le
plus souvent sous forme d’une masse superficielle kystique avec un nodule mural et la
chirurgie représente le traitement de choix (Figure 4H). Histologiquement, les PXA sont
définis par la présence de cellules tumorales trés pléiomorphes, avec souvent des cellules
géantes a plusieurs noyaux et des cellules xanthomateuses. Il existe fréquemment un réseau de
réticuline intercellulaire dense et des infiltrats lymphocytaires en foyers. Les PXA expriment
fortement la GFAP, peu ou pas OLIG2, le CD34 et ils peuvent exprimer des marqueurs
neuronaux. Les atypies cellulaires et nucléaires trés marquees ne sont pas des signes

d’anaplasie et peuvent faire poser a tort un diagnostic de gliome de haut grade (Figure 5H)
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(27). Le PXA est considéré comme une tumeur bénigne avec un pronostic assez favorable
apres résection totale et une survie globale de 81% a 5 ans (hors PXA anaplasiques) mais une
surveillance clinique a long terme reste indispensable (28).

B. Tumeurs infiltrantes

1. Le gliome diffus du tronc cérébral

Les gliomes diffus du tronc cérébral représentent 10% a 20% des tumeurs primaires du SNC
chez I’enfant et 20% a 25% des tumeurs infra-tentorielles (29, 30). Chez I’enfant, le pic
d’incidence est entre 6 et 8 ans. Ils sont le plus souvent de phénotype astrocytaire et peuvent-
étre de grade I, 111 mais rarement de grade 1V. lls sont essentiellement localisés au niveau de
la protubérance et entrainent une augmentation diffuse de la taille du tronc cérébral avec peu
ou pas de prise de contraste a I’imagerie (Figure 4E). Le gliome du tronc cérébral est de trés
mauvais pronostic quel que soit le grade. L’exérése maximale est toujours tentée car le degré
de résection chirurgicale est le principal facteur pronostique pour ces patients. Elle est ensuite

complétée par de la radiothérapie et/ou chimiothérapie (4).
2. Le gliome du thalamus

Les gliomes du thalamus sont plus fréquents chez les enfants que chez les adultes, et
représentent environ 12% des gliomes pédiatriques de bas grade (29, 31). Contrairement au
gliome diffus du tronc cérébral, il est le plus souvent de phénotype oligodendroglial et peut
atre de grade Il, 111 mais rarement de grade IV. A I'imagerie, il entraine un gonflement du
thalamus, généralement aucun cedéme n'est visible et peu ou pas de prise de contraste (Figure
4F). Toutefois, comme pour le gliome diffus du tronc, le gliome du thalamus est de trés
mauvais pronostic quel que soit le grade, notamment car 1’exérése totale de cette tumeur est
difficile (32). Cependant, aprés une importante exérese, les enfants atteints de gliomes de bas
grade du thalamus peuvent avoir un taux de survie globale a 5 ans de 80% apres radiothérapie

et/ou chimiothérapie (31).
3. Le glioblastome

Le GB est rare en pédiatrie avec une incidence de ’ordre de 0,6/100 000 chez les enfants et
adolescents ages de 0 a 19 ans. Le taux de mortalité a 5 ans des GB est tres élevé (proche de

90%) en pédiatrie comme chez 1’adulte (33). Les GB se localisent essentiellement dans les
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hémispheres cérébraux et les caractéristiques histologiques sont identiques selon I’dge du

patient (enfant ou adulte) ou la localisation de la tumeur (Figure 4G).

Figure 4 : Aspect en IRM de gliomes pédiatriques

Aspect en IRM d’un AP de la fosse postérieure (cervelet) (A) (12), d’un GG localisé dans le
lobe temporal gauche rehaussée par le gadolinium en T1 (B) (21), d’'une DNT localisée dans
le lobe temporal hyperintense en séquence T2 (C) (25), d’un AP pilomyxoide rehaussé par le
gadolinium (D) (17), d’un gliome diffus du tronc en T2 (E) (4), d’un gliome diffus du
thalamus hyperintense en T2 (F) (10), d’un GB hyperintense en T1 et rehaussé par le
gadolinium (G) (32) et d’un PXA dans le lobe temporal gauche (H) (27)
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Figure 5 : Aspect histologique de gliomes pédiatriques

AP classique contenant des territoires fibrillaires a cellules bipolaires riches en fibres de
Rosenthal (fleche) (A) (14), AP classique contenant des territoires laches, microkystiques
(astérisque) et des corps granuleux éosinophiles (fleche) (B) (14), GG contenant des neurones
matures de type ganglionnaires (fleche noire) et des cellules gliales de type astrocytes (fleche
blanche) (C) (21), Aspect histologique de la composante glioneuronale spécifique d’'une DNT
correspondant a des faisceaux d’axones entourés d’oligodendrocytes de petite taille et des
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neurones baignant dans du liquide interstitiel (D) (34), Aspect histologique d’une DNT de
forme complexe associant la composante glioneuronale spécifique a des nodules gliaux
multiples de taille variée de composition hétérogéne imitant des oligodendrogliomes,
astrocytomes ou oligoastrocytomes et présentant des foyers de dysplasie corticale (E) (34),
Aspect histologique d’une DNT non-spécifique ne contenant pas de composante
glioneuronale spécifique (F) (34), AP pilomyxoide composé de cellules bipolaires se
disposant en pseudorosettes périvasculaires dans une matrice myxoide dépourvue de fibre de
Rosenthal ou de corps granuleux (G) (14), PXA composé de cellules xanthomateuses ayant
un réseau de réticuline intercellulaire dense et des infiltrats lymphocytaires en foyers (H)(14)
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Chapitre 2. Principales altérations moléculaires des
tumeurs gliales et glioneuronales de I’enfant

I. Les astrocytomes pilocytiques (AP)

De récentes études ont permis de mettre en lumiere des anomalies génétiques récurrentes dans

les AP et d’autres gliomes pédiatriques, impliquant notamment la voie des MAPKinases.

A. La voie de signalisation des MAPKinases : fonctions et mécanismes
La voie de signalisation des MAPKinases est présentée ici car plusieurs études ont désormais
révelé son importance capitale dans le développement des tumeurs gliales pédiatriques de bas
grade. Plusieurs altérations genétiques activant cette voie de signalisation ont été mises en
évidence et jouent un réle fondamental dans la tumorigenése des gliomes et en particulier des
AP.

1. Fonctions de la voie MAPKinase

La voie MAPKinase est impliquée physiologiquement dans différentes fonctions cérébrales et
dans divers processus de neurocognition dont la mémorisation (35, 36). Elle intervient
également dans le phénomene de la douleur, l'induction de la neurogénése et le
développement du diencéphale et du cervelet au cours de I'embryogeénese (37, 38). C’est une
voie de signalisation intracellulaire jouant un réle important dans la régulation de la
prolifération, de la survie, de la différenciation, de la migration cellulaire, et de I’angiogenése.
Il existe six groupes de MAPKinases : ERK1/2, ERK3/4, ERK5, ERK7/8, JNK et P38. La
voie ERK1/2 implique la protéine Ras et est la plus étudiée dans les gliomes. Nous allons en

détailler son mécanisme ci-apres.

2. Mécanismes de la voie RAS/RAF/MEK/ERK

Les protéines kinases sont des enzymes qui catalysent le transfert d'un groupe phosphate sur
des acides aminés ayant une fonction alcool : sérine, thréonine et tyrosine. L’addition de ce
groupe phosphate permet a la protéine d’étre activée et d’interagir avec les autres protéines.
Les voies de signalisation des MAPKinases impliquent une série de kinases qui s’activent en
cascade permettant la transduction du signal de la membrane plasmique de la cellule au

noyau.
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Lorsqu’un ligand extracellulaire, comme un facteur de croissance ou une cytokine, se fixe
specifiquement & un récepteur membranaire a activité tyrosine kinase, ce complexe s’active en
se dimérisant et en s’autophosphorylant, recrutant alors des facteurs d’échanges GEF
(Guanine Nucleotide Exchange Factors), comme les protéines SOS. Ces dernieres permettent
I’échange du GDP (Guanosine DiPhosphate) par le GTP (Guanosine TriPhosphate) sur des
protéines de la famille RAS, alors activées. Ce processus peut étre inhibé par 1’action de
protéines GAP (GTPase Activating Proteins), comme la protéine neurofibromine (NF1), qui

catalysent I'nydrolyse du GTP en GDP rendant alors les protéines RAS inactives (Figure 6).

Les protéines RAS ont donc une activité GTPase et il existe 4 isoformes : HRAS, NRAS,
KRAS4A, KRAS4B. La protéine RAS activée induit de multiples interactions avec des

protéines dont 1’activation des protéines RAF et de la phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)
(39).

GDP GTP

GTP exchange factors (GEF)

Forme active / \ Formeinactive

- Activité GTPasique intrinseque de RAS

- GTPase activating proteins (GAP)

D'apreés Liévre et al., 2010 (40)

Figure 6 : Formes active et inactive de la protéine RAS
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La voie RAS/ERK est activée par I’interaction avec les protéines kinases RAF. Les protéines
RAF sont constituées de 4 formes (BRAF, RAF-1, ARAF, CRAF), BRAF étant la plus
connue (41). L'activation des protéines RAF induit alors 1’activation des protéines MEK1 et
MEK2 qui activent a leur tour ERK1 et ERK2. Ces derniéres induisent I’activation de
differents facteurs de transcription comme ETS-1, C-JUN, et C-MYC permettant la
prolifération cellulaire. En paralléle, la protéine PI3K activee catalyse la phosphorylation du
phosphatidylinositol-2-biphosphate (PIP2) générant le phosphatidylinositol-3.4.5-triphosphate
(PIP3). Ce processus peut étre inhibé par 1’action de la protéine PTEN qui déphosphoryle la
protéine PIP3 en PIP2. L’accumulation de PIP3 permet le recrutement de PDK1 a la
membrane ou il phosphoryle la protéine AKT. La proteéine AKT activée peut, tout comme
ERK, phosphoryler un grand nombre de protéines impliquées dans la survie cellulaire comme
la protéine BIM et BAD.

Enfin, la protéine RAS peut activer une autre protéine, appelée RASSF1A, entrainant la mort

de la cellule par apoptose (Figure 7).

B. Mutation du gene NF1

Le géne NF1 est situé sur le chromosome 17. La mutation de ce géne est une mutation
autosomique dominante qui induit une neurofibromatose de type 1 dans 1/3500 naissances. Le
géne NF1 est un géne suppresseur de tumeur et code pour une protéine appelée
neurofibromine exprimée dans différentes cellules notamment les cellules gliales, les
neurones et les cellules de Schwann. Cette protéine appartient a la famille des protéines GAP
possédant un domaine GRD (GAP-related domain), homologue au domaine catalytique des
protéines RAS-GTPase. Sa fonction est de réguler négativement RAS en induisant la
diminution de la prolifération de cellules astrocytaires et de la différenciation neuronale. Une
perte d'expression de la neurofibromine conduit donc a une activité anormale de RAS et ainsi
a une forte prolifération des astrocytes via la voie MAPK/ERK. Par ailleurs, des travaux ont
rapporté que, paradoxalement, la mutation du géne NF1 induisait également un phénomeéne de
sénescence cellulaire en inhibant la voie RAS/PI3K (42).
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Figure 7 : Représentation schématique de la voie RAS/RAF/MEK/ERK
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Cette mutation est associée a une prédisposition a développer un astrocytome et plus
particulierement un AP des voies optiques (39, 44-46). Dans I'étude de Chateil et
collaborateurs, les IRMs de 14 enfants présentant une mutation de NF1 et 13 autres ne I’ayant
pas, ont eté comparées (47). lls ont constaté que 10/14 patients ayant la mutation de NF1
avaient une tumeur localisée au niveau du nerf optique alors que pour 11/13 patients sans
mutation de NF1, la tumeur était localisée plutdt au niveau du chiasma. De plus, 71% des
patients (10/14) portant la mutation de NF1 présentaient moins de symptdmes. La tumeur était

également plus petite et le pronostic meilleur pour les patients avec une mutation (44, 47).

C. Altérations de la protéine BRAF

Comme nous venons de le voir, BRAF est un membre de la famille des protéines kinases RAF

(41) et un des effecteurs des protéines RAS participant a la voie de signalisation ERK/MAPK.

BRAF, comme les autres protéines RAF, contient 3 régions conservees : CR1, 2 et 3 (Figure
8). CR1 et CR2 sont des domaines de régulation. Le domaine de liaison a RAS, RDB (RAS-
Binding-Domain) et le domaine riche en cystéine, CRD (Cystein Rich Domain) sont localisés
dans CR1. CR3 est un domaine kinase permettant l'activation de RAF par phosphorylation de
2 résidus (T599 et S602 pour BRAF). Il contient également un domaine amino-terminal
contenant un motif SSDD, S*°S*/D*D*° pour BRAF, dont le résidu sérine S446 est

constitutivement phosphorylé.

EGEO

1.

T599\/600KK6015602

P
s4dﬁs‘47D~ldBDAAQ
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_ X\ \\\\
N N R
7 :1§':‘:§ X
RBD CRD N- Glycine- Activation
region rich loop segment
CR1 CR2 CR3

D aprés Michaloglou et al., 2008 (48)

Figure 8 : Représentation schématique de la protéine BRAF

38



1. Fusion KIAA1549:BRAF

La fusion du géne BRAF avec d’autres génes impliquant l'activation constitutive de la voie
MAPKinase a été décrite initialement en 2005 dans les cancers de la thyroide avec la fusion
AKAP9:BRAF et en 2007 dans les mélanomes avec la fusion FCHSD1:BRAF (49, 50). En
2008, 2 équipes ont mis en évidence un gain fréquent en 7934 correspondant a une
duplication en tandem de l'oncogéne BRAF dans 2/3 des AP (45, 51). En 2008 et 2009,
d’autres équipes ont confirmé ces résultats et démontré que cette duplication en tandem dans
la région de BRAF résultait d'une fusion KIAA1549:BRAF (10, 52, 53) (Figure 9).

7934 ~2 MB duplicated segment 7q34 ~2 MB duplicated segment

50| KIAA BRAF || KiAA BRAF |,
15<-11<-9 || 15<-13<-11<-5

Chromosome 7

D'apreés Sievert et al., 2009 (10, 53)
Figure 9 : La fusion KIAA1549:BRAF

Son mécanisme se résume par le remplacement de I'extrémité amino-terminale du gene BRAF
par le gene KIAA1549 (Figure 10). Il existe cing principales combinaisons de fusion
KIAA1549:BRAF décrites impliquant différents exons. Les 3 plus fréquentes sont :
KIAA1549° 1 /BRAF®" - KIAA1549%°"°/BRAF"™® - KIAA1549%°"/BRAF®"™, Les
deux autres variants plus rares sont : KIAA1549%°"18/BRAF®"10 + K| AA1549%°"19/BRAF®"°
(Figure 11) (52, 54). Dans tous les cas, la fusion produit la perte du domaine d'autorégulation

en amino-terminal de BRAF et I'activation du domaine kinase (55).
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D'apres Chen et al., 2013 (39)

Figure 10 : Représentation schématique du géne de fusion KIAA1549:BRAF

KIAA1549

BRAF

D'aprés Forshew et al., 2009 (54)

Figure 11 : Représentation des cing variants du gene de fusion KIAA1549:BRAF
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Korshunov et son équipe ont démontré 1’intérét diagnostique de la fusion KIAA1549:BRAF
permettant de distinguer les AP, qui I'expriment fortement (70%), des astrocytomes diffus et
des gliomes de I'adulte (56). L'équipe de Jacob a montré également dans une étude sur 84
gliomes pédiatriques de bas grades que 66% des AP présentaient la fusion KIAA1549:BRAF
contre aucun des 27 astrocytomes diffus (57). Enfin, une autre équipe a constaté que 97%
(31/32) des AP avaient la fusion KIAA1549:BRAF qui les différenciaient ainsi des autres
gliomes de bas grade et des AP pilomyxoides (0/18) (54) méme si d’autres études ont rapporté
cette fusion dans ces tumeurs (54, 58). Par ailleurs, dans une étude portant sur 124 AP,
Hasselbalt et collaborateurs ont corrélé la fréquence de la fusion avec 1’age des patients au
diagnostic : 79% de fusion pour des patients de 0 a 10 ans contre 7% pour des patients de plus
de 40 ans (59). La présence de la fusion a également été associée a une localisation
infratentorielle (45, 60). L'étude de Jacob a montré que 80% des AP cérébelleux avaient une
fusion KIAA1549:BRAF contre 62.5% des AP des voies optiques et 14% des AP
hémisphériques (57). Une étude menée en 2013 par Reis et collaborateurs confirme ces
résultats (61). Enfin, des travaux sur une population pédiatrique de 125 patients n'ayant pu
bénéficier d'une exérése complete, ont rapporté que la présence de la fusion KIAA1549:BRAF
était signe d'un phénotype clinique moins agressif et de bon pronostic et ceci
indépendamment de la localisation tumorale, du grade histologique tumoral (gliome de grade
| ou 1) et d'un traitement de chimiothérapie néoadjuvante ou non (58).

D’autres fusions plus rares ont été identifiées. Il existe une fusion impliquant une autre
protéine RAF: RAF1. Elle produit une protéine SRGAP3-RAF1, retrouvée a ce jour
seulement dans 4 cas d'AP (54, 62). FAM131B-BRAF est une autre fusion encore plus rare et
également retrouvée dans 1 seul cas d’AP (63). Ces deux fusions induisent elles aussi une

activation constitutive de la voie MAPKinase.

2. Mutation BRAF 6%

La mutation V600E est la plus fréguemment rapportée (15174 sur 15682 mutations de BRAF
soit environ 97% de mutation V600E d'apres le "Catalogue of Somatic Mutations in Cancer").
C'est une mutation de transversion d'une thymine en adénine au 1799°™ nucléotide conduisant
au remplacement d'une valine (V) par un glutamate (E) au niveau du codon 600. La mutation
est située entre les résidus T599 et S602 de la région CR3, ou se produit la phosphorylation
responsable de I'activité de BRAF. Ainsi, la mutation V600E induit une activation constitutive

de la protéine conduisant ainsi a la phosphorylation des protéines de la cascade sous-jacente.
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BRAF est la seule protéine RAF a étre frequemment mutée. Des mutations de BRAF ont déja
pu étre identifiées dans différents cancers comme le mélanome et moins fréqguemment dans le
carcinome papillaire de la thyroide, le carcinome colorectal, le carcinome des voies biliaires et

le cancer de l'ovaire (48, 64-66).

Elle a été récemment décrite dans les tumeurs gliales notamment dans les AP, plus
fréguemment dans les AP extra-cérébelleux (65, 66), mais comme nous le verrons dans les
paragraphes suivants, elle est beaucoup plus fréquente dans les tumeurs glioneuronales de
type GG et PXA (65, 67, 68). En effet, dans I'é¢tude de Pfister et collaborateurs, comprenant
66 astrocytomes pédiatriques dont 53 AP, seulement 3 (6%) portaient la mutation BRAF V¢0%%F
(45).

D’un point de vue pronostique, une étude portant sur une cohorte de 66 AP a montré que la
mutation BRAFY®"F associée a I’expression du marqueur pl6/CDKN2A était liée a une
meilleure survie (69). Les auteurs ont proposé que la présence de la mutation BRAF'®%F
induisant 1’arrét de la croissance cellulaire via pl6 pouvait expliquer 1’absence de

transformation maligne voire la régression spontanée et le bon pronostic de ces tumeurs.

Enfin, notons que la présence de la mutation BRAF*°F

KI1AA1549:BRAF. En effet, dans I'étude d'Hawkins et collaborateurs, sur 70 AP, 3 avaient la
mutation BRAF Y dont 2 avaient également la fusion KIAA1549:BRAF (58).

peut étre associée ou non a la fusion

D. Autres aberrations génomiques
KRAS est une des protéines RAS la plus mutée dans différents cancers comme les cancers du
pancréas (> 60%), les cancers colorectaux (35-40%), ceux des voies biliaires (33%), les
cancers broncho-pulmonaires (18%) et les adénocarcinomes de I’endométre et des ovaires
(14%). La mutation de KRAS a été également décrite dans les AP mais cette mutation est plus
rare (2% des AP) et résulte aussi dans l'activation de la voie MAPK (45). Forshew et
collaborateurs ont sequencé les génes de HRAS, KRAS, and NRAS dans une cohorte
d'astrocytomes de bas grade pédiatriques et ont trouvé une mutation du gene KRAS dans un
AP cérébelleux qui ne présentait pas de fusion de BRAF ni de RAF1 (54). De plus, Cin et
collaborateurs ont examiné 125 astrocytomes et ont identifié 2 tumeurs portant la mutation
KRAS (63). Les genes NRAS et HRAS sont beaucoup moins souvent mutés et peuvent induire
le cancer de la peau et de la thyroide (40). Les mutations de ces génes ne sont pas retrouvees

dans les gliomes de bas grade et il na pas encore été décelé de mutation de RAF1 (70).
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D’autres altérations génétiques ont été retrouvées pour quelques cas exceptionnels. Une étude
portant sur 331 gliomes et tumeurs glioneuronales a mis en évidence un AP portant une
mutation de PTEN généralement retrouvée dans les GB (71). Une méthylation anormale de
I'ADN peut aussi étre retrouvée dans les AP. Une étude récente a décrit une méthylation
differentielle de certains génes du développement, comme NR2E1 et EN2, selon la

localisation de la tumeur (supra-tentorielle vs infra-tentorielle) (72).

Il. Les xanthoastrocytomes pleimorphes (PXA)

A ce jour, peu de données sont disponibles sur les altérations génétiques des PXA mais

FV6OOE

l'altération majeure et caractéristiqgue de ces tumeurs est la mutation BRA souvent

associee a une délétion de p16/CDKN2A.

A. Mutation BRAF %% et délétion de p16/CDKN2A

FY%% est une altération connue dans les PXA avec une

La présence de la mutation BRA
fréquence de l'ordre de 65% (65, 73, 74). L'étude de Dias-Santagata a démontré que la
mutation BRAF %% serait présente de préférence dans les PXA moins agressifs : 60% dans

les PXA de grade Il contre 17% dans les PXA anaplasiques (73).

Une autre altération génétique retrouvée fréquemment dans les PXA (60%) est la délétion du

chromosome 9p21.3 portant le géne suppresseur de tumeur p16™<*/CDKN2A (75).

Forshew et collaborateurs ont rapporté le cas d'1 PXA présentant cette double altération (54).
Une autre étude a décrit 6 PXA ayant la mutation BRAFY*%E et également la délétion du

chromosome 9p21.3 (74).

D’un point de vue mécanistique, la mutation BRAFY®F a déja été décrite dans les cellules
humaines de mélanocytes comme induisant I'activation de CDKN2A (p16'"<*%) et provoquant
ainsi la sénescence des cellules (76). Par ailleurs, la mutation de BRAF seule n'est pas
suffisante pour déclencher la tumorigénése dans un modele murin, mais la combinaison de la
mutation de BRAF associée a la délétion de CDKN2A permet la formation d'une tumeur (65,
77). Ainsi, il semble possible que les PXA contournent I'induction de la sénescence par la
mutation BRAFY®F [orsque celle-ci est associée & la délétion de CDKN2A (65). Cette
association d’altérations moléculaires est fréquemment retrouvée dans les astrocytomes diffus
de grade Il a IV qui constituent un sous-groupe d'astrocytomes pédiatriques plus agressifs (68,
70).
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B. Autres aberrations génomiques
D'autres altérations moléculaires des PXA ont été décrites comme la mutation de TP53 avec
une fréquence d'environ 5% (73, 78), la perte des chromosomes 17, 8, 18 et 22 ou le gain du
chromosome X, 7, 9q, 20, 4, 5 et 19 (75). Aucune amplification du REGF, de MDM2, ou
CDK4 n'a été retrouvée (78). La fusion KIAA1549:BRAF n'a pas été détectée dans les PXA
(45, 67, 73).

I11. Les gangliogliomes (GG)
Les altérations génétiques des GG sont assez peu connues mais une des altérations majeures

est la mutation BRAF 6%,

A. Mutation BRAF Y% et délétion de CDKN2A

La mutation BRAF®%F est une des altérations génétiques les plus fréquentes dans le GG avec
une fréquence de 13 a 57% (67, 74, 79). Dans I’étude de Schindler, cette mutation est plus
fréquemment retrouvée dans les GG localisés au niveau temporal. De plus, les GG de grade
Il présentent beaucoup plus la mutation que les GG de grade | (50% grade Il vs 18% grade
1) (65, 68). Certains auteurs proposent l'existence d'un sous-groupe de GG ayant la mutation
BRAFY®%E qui ressemblerait aux PXA (65, 79). Plus récemment, une étude comportant la
plus grande cohorte de GG pédiatriques de grade | (53 tumeurs), a montré que 38,3% de
tumeurs avaient la mutation BRAFY®E. La présence de cette mutation serait associée a une

survie plus courte (80).

Comme pour les PXA, la mutation BRAFV®"E est souvent retrouvée avec la délétion du
chromosome 9p21 incluant CDKN2A. Dans I’étude de Schindler et collaborateurs, 10% des
GG présentent une délétion 9p21 (65). De méme, Dougherty et son équipe ont retrouvé deux
tumeurs ayant la délétion 9p21 dont une des tumeurs avait la mutation BRAF*°°F (67).

B. Autres aberrations moléculaires
A ce jour, aucune altération de PTEN ou du REGF n'a été retrouvée dans les GG (71, 81). Par
ailleurs, la mutation du géne suppresseur de tumeur TP53, retrouvé principalement dans les
astrocytomes diffus, a été retrouvée dans quelques GG au niveau de la composante gliale (82,
83). Un cas a présenté la mutation de TP53 principalement au niveau de la composante
neuronale (84). Un autre cas isolé de GG bénin ayant une mutation du gene TP53 a rechuté et
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progresseé en GB suggérant que I'inactivation du géne TP53 a un potentiel de transformation

maligne (82).
La fusion KIAA1549:BRAF est trés rare dans les GG (10, 45, 57, 74, 85).

D'autres altérations connues dans les GG sont un gain du chromosome 5, 7, 8 et 12 et la perte
des chromosomes 9, 10 et 22. On constate également une amplification de I'oncogéne CDK4
et une perte du géne suppresseur de tumeur DMBT1 trouvée seulement dans la composante

gliale des GG anaplasiques (67, 86).

IV. Les tumeurs neuroepithéliales dysembryoplasiques
(DNT)

Peu d’altérations génétiques des DNT ont été décrites a ce jour. Les principaux travaux

incluant des DNT sont présentés ci-dessous.

A. Altérations de BRAF

Avant nos travaux, présentés dans cette thése, deux études rapportaient respectivement
seulement 4 et 5 cas de DNT pour lesquels une recherche de la mutation BRAF°%°F avait été
réalisée et les résultats se sont avérés négatifs (65, 67). En revanche, dans une série de 20
DNT que nous présenterons dans la deuxiéme partie de ce manuscrit (cf. Deuxiéme partie,
[1LA), nous avons retrouvé cette mutation dans 6 cas. Aucune publication n'a rapporté de
fusion KIAA1549:BRAF dans les DNT.

B. Autres altérations moléculaires

1. Mutation IDH1

Les mutations de l'isoforme 1 ou 2 de I'enzyme isocitrate déshydrogénase (IDH1 et IDH2)
sont fréguemment retrouvées dans les gliomes de l'adulte. La mutation d'IDH1 la plus
fréquente affecte I'acide aminé R132. Elle concerne plus de 80% des gliomes diffus de
I’adulte de grade II ou III et les GB secondaires (67, 87, 88). La mutation la plus fréquente
d'IDH2 affecte I'acide aminé R172 (89). Ces mutations chez I'adulte sont associees a un bon
pronostic. La littérature rapporte peu de données concernant les DNT et les mutations d'IDH.
L'étude de Capper et collaborateurs comprenant 274 échantillons de tumeurs cérébrales

adultes et pediatriques n'a pas détecté de mutation d'IDH parmi 21 DNT (90).
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2. TP53 et 1p19q

La mutation de TP53 et la codélétion des chromosomes 1p et 19q permettent depuis plusieurs
années de distinguer les astrocytomes des oligodendrogliomes de l'adulte. En effet, les
mutations de TP53 sont plus particuliérement retrouvées dans les astrocytomes alors que la

codelétion 1p19q est caractéristique des oligodendrogliomes (91, 92).

La codélétion 1p19g semble exceptionnelle dans les oligodendrogliomes de I’enfant. Les deux
études pédiatriques principales de la littérature concernent toutes les deux un tres faibles
nombre de gliomes de grade 1l (93, 94). Elles ne retrouvent que trés peu ou pas de codélétion
1p19qg. Deux études ont recherché la délétion du 1p ou la codélétion 1p19q dans les DNT

mais aucune n’a retrouvé cette anomalie (95, 96).

La mutation de TP53 est également rare dans les gliomes pédiatriques mais fréquente dans les
haut grade pédiatriques (97). Tres peu de recherches existent concernant cette mutation dans
les DNT. L'étude de Dougherthy et son équipe comprenant 3 DNT ne retrouve pas d'altération
de TP53 (67).

Il'y a quelques mois, 3 études de grande envergure ont rapporté des données primordiales
concernant la caractérisation des gliomes pediatriques de bas grade en décrivant de nouvelles
altérations dont la duplication du géne FGFR1 (fibroblast growth factor receptor 1) ou un
réarrangement des génes MYB (v-myb avian myeloblastosis viral oncogen homolog) et
MYBLL1 dans les séries analysées (85, 98, 99). Ces travaux, publiés aprés ceux présentés dans

cette these, seront exposés et discutés dans la deuxiéme partie de ce manuscrit.
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Chapitre 3. Nouvelle approche thérapeutique dans la
prise en charge de I'astrocytome pilocytique
réfractaire aux traitements conventionnels

Comme nous l'avons vu dans le chapitre 1, les AP hypothalamo-chiasmatiques sont des
tumeurs d’évolution lente, mais trés invalidantes, s’accompagnant d’une cécité progressive et
de troubles endocriniens majeurs, contrairement aux AP de la fosse postérieure. L'exérése
totale n'est pas possible de par la localisation de la tumeur et la chimiothérapie
conventionnelle est peu efficace et comporte des effets secondaires notoires comme des
altérations cognitives. Il est donc urgent de développer une stratégie pour le traitement de ces
tumeurs qui soit efficace et bien tolérée d’autant plus qu’il s’agit d’une population

pédiatrique.

I.  Mise en évidence de nouvelles cibles thérapeutiques dans

I'AP hypothalamo-chiasmatique

A. Une signature moléculaire spécifique
En 2009, notre équipe a comparé le transcriptome de 6 AP de la fosse postérieure a celui de 5
AP hypothalamo-chiasmatiques afin de déterminer si les différences de pronostic de ces deux
tumeurs étaient liées a des signatures moléculaires distinctes (100). En effet, les résultats des
analyses transcriptomiques ont permis de décrire une signature moléculaire spécifique a
chaque localisation tumorale. Parmi les 349 génes surexprimés dans les AP hypothalamo-
chiasmatiques, 36 codaient pour des protéines impliquées dans 1’adhésion, la migration et
I’angiogenese, 38 dans le cycle cellulaire et 11 dans ’apoptose et 27 geénes jouaient un role
majeur au cours du développement cérébral. Cette étude a permis de mettre en évidence des
génes codant pour des molécules constituant des cibles thérapeutiques potentielles dans le
traitement des AP hypothalamo-chiasmatiques : CRK, IQGAP1/Cdc42, ICAM1 et CD36. Ces
genes sont impliqués dans les processus de migration, d’adhésion et de prolifération cellulaire
et sont les cibles de deux molécules thérapeutiques déja employées mais avec une autorisation
de mise sur le marché (AMM) délivrée pour le traitement d’autres pathologies, le celecoxib et
la fluvastatine. Nous allons présenter ces deux molécules au début de ce chapitre ainsi que

leurs cibles d’action et les voies de signalisation activées en aval. Nous nous intéresserons

47



ensuite a leur utilisation dans le traitement de certains cancers selon une stratégie

thérapeutique relativement nouvelle appelée thérapie métronomique.
B. Le celecoxib et ses cibles

1. Présentation du celecoxib

Le celecoxib est un médicament anti-inflammatoire non stéroidien (AINS) appartenant a la
famille des COXIBs et inhibant la cyclooxygénase 2 (COX-2). Depuis quelques années, des
études ont montré que le celecoxib avait un effet anti-cancéreux en inhibant la survie des
cellules tumorales de maniere COX-2-dépendante mais également avec des mécanismes
COX-2-indépendants.

» Voie COX-2 dépendante
L'action des enzymes COXs (isoformes COX-1 et COX-2) permet la conversion de I'acide
arachidonique en prostaglandines H2 (PGH,) (Figure 12). Les prostaglandines régulent un
grand nombre de processus physiologiques comme les réactions inflammatoires, les

ulcérations et la thrombose.
COX-1 est constitutivement exprimé et contrdle les processus non tumoraux.

En revanche, l'expression de COX-2 est induite par des agents inflammatoires (TNF,
cytokines, facteurs de croissance, hormones) et sa surexpression est souvent observée dans les
processus cancéreux. En effet, elle a été retrouvée, associée a un mauvais pronostic, dans le
cancer des ovaires, le cancer colorectal, du poumon, du sein, de la prostate, et du cerveau
(101). Elle induit plusieurs mécanismes pro-tumoraux, notamment une activation de la
molécule anti-apoptotique BCL2 aboutissant a la survie de la cellule tumorale. De plus, la
synthese des prostaglandines induite par COX-2 favorise l'angiogénése tumorale notamment
en augmentant I'expression de I'EGF et de son récepteur (REGF). Enfin, l'invasion tumorale et
la formation de métastases sont également augmentées par la surexpression de
métalloprotéases (MMP) induites par COX-2 (Figure 12) (101). Le celecoxib, en inhibant
COX-2, permet donc de bloquer cette tumorigénese.
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Figure 12 : Régulation de la voie de la PGH, par COX-2 et ses fonctions cellulaires

» Voie COX-2-indépendante
Le celecoxib peut interagir avec d'autres protéines, indépendamment de COX-2, pour inhiber

la survie des cellules tumorales en interagissant avec les voies de signalisation de I'apoptose
(Figure 13) (102):

Il peut bloquer I'expression de protéines anti-apoptotiques comme BCL2 et MCL1
induisant une augmentation des protéines pro-apoptotiques BAX et BAK.

Il diminue également I'expression de la survivine qui est un membre de la famille des
protéines inhibitrices de I'apoptose en bloquant I'activation des caspases. En blogquant
la survivine, le celecoxib inhibe la croissance des cellules tumorales. COX-2 peut
également induire une resistance de l'apoptose en activant la survivine.
Ainsi, la diminution d'expression de cette protéine pourrait partiellement étre COX-2-
dépendante.

Enfin, le celecoxib inhibe la survie cellulaire tumorale en bloquant d'autres protéines
impliquées dans le contréle de la survie et de la mort cellulaire : la protéine kinase B
(AKT), la phosphatidylinositol-3-kinase (voie PI3K/PDK1/AKT), la protéine SERCA
(101, 102).
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Figure 13 : Interaction du celecoxib avec les voies de signalisation de I'apoptose
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Le celecoxib agit également au niveau d'autres processus permettant d'inhiber la survie des
cellules tumorales. 1l peut notamment :

- réguler le cycle cellulaire pour induire un arrét du cycle (augmentation de I'expression des
inhibiteurs du cycle cellulaire, p27 et p21, de I'expression de la cycline D1 et de la kinase
CDK4)

- réguler négativement la transcription de différents facteurs, d'enzymes, et de Kinases
permettant la prolifération cellulaire, I'angiogéneése et la formation de métastases.

Ces processus sont resumes dans la Figure 14.
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Figure 14 : Mécanisme d'action du celecoxib influengant la survie cellulaire tumorale
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Des études in vitro sur des lignées cellulaires cancéreuses du colon et du poumon ont montré
que l'utilisation d’AINS pouvait augmenter les effets des traitements de la chimiothérapie ou
de la radiothérapie sur la croissance et le développement tumoral (104, 105). Mann et
collaborateurs ont également décrit que le celecoxib réduisait la croissance tumorale in vitro
et in vivo sur une lignée de cancer colorectal (HCA-7) et sa combinaison avec I'herceptine a

montré une inhibition compléte de la croissance tumorale (106).

Egalement, une étude de phase Il portant sur 29 patients souffrant de cancer du poumon et
testant 1’administration quotidienne du celecoxib combinée a deux cycles de paclitaxel, de
carboplatine, et suivie d'une résection chirurgicale, a montré que 48% des patients avait une
réponse partielle et 17% une réponse complete. L'ajout du celecoxib a permis d’inhiber
I’expression de PGE, responsable de la formation de métastase, de la stimulation de
I’angiogeneése et de I’inhibition de 1’apoptose (107).

2. CRK

CRK est une protéine kinase contenant des domaines SH2/SH3 permettant la phosphorylation
et donc l'interaction de différentes protéines dont une protéine de 130 kDa, p130Cas (Crk-
associated substrate 130 kDa) (108). La protéine p130 joue un r6le important dans la
transduction du signal médiée par le motif SH2 de CRK dans la transformation maligne de la
cellule (108). La protéine CRK est surexprimée dans certains cancers incluant les tumeurs
cérébrales. Une étude a montré que I’inhibition de la protéine CRK dans la lignée KMG4 de
GB par siRNA, diminue la motilité de ces cellules et la croissance tumorale in vivo (109).

On retrouve CRK et la protéine p130Cas, au niveau des complexes d'adhérence focale qui
sont particulierement importants dans la transmission du signal relayé par les intégrines.
D'autres protéines forment ces complexes : la protéine FAK (focal adhésion kinase), les
protéines du cytosquelette dont 1’actine, la paxilline, la taline et des protéines participant au
remaniement du cytosquelette comme la PI3K. L’ensemble de ces protéines forme ainsi de

larges structures sous-membranaires (Figure 15) (110).

Les intégrines, les facteurs de croissance et des hormones activent la protéine FAK qui subit
une phosphorylation en cascade de résidus tyrosine. Aprés son activation, la protéine FAK
phosphorylée libere plusieurs sites de fixation pour des protéines contenant des domaines
SH2/SH3 qui vont permettre le recrutement successif de protéines du complexe dont la

p130Cas, qui forment un complexe avec CRK. Ce complexe active ensuite les protéines
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MEK/ERK de la voie MAPKinase (Figure 16). Ainsi, CRK contréle les processus de
prolifération, de migration et de survie cellulaire (110).
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D'aprés Cornillon et al., 2003 (110)

Figure 15 : Représentation schématique du complexe d'adhérence focale incluant la
protéine CRK
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Figure 16 : Représentation schématique des différentes voies de signalisation induites
par le complexe d'adhérence focale
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En 2006, Casanova et collaborateurs ont montré que la mort de cellules de cancer du c6lon
par anoikis (mort cellulaire par la dérégulation du complexe d'adhésion focal induisant la
perte de l'attachement de la cellule a la matrice extracellulaire) peut étre induite par le
celecoxib en dérégulant la protéine p130Cas associee a CRK (111). En 2008, la méme équipe
a montré que le celecoxib peut également induire I'apoptose induite par la caspase 8 dans des
cellules cancéreuses de leucémies myéloides aigués, en inhibant la signalisation du complexe
d'adhésion focal a travers p130Cas, FAK et c-Src (112).

3. ICAM-1 (intercellular adhésion molecule-1)

ICAM-1 (intercellular adhésion molecule-1) et VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1)
sont des glycoprotéines de la superfamille des immunoglobulines et sont impliquées dans le
trafic des leucocytes a travers les barrieres endothéliales et épithéliales mais aussi dans la
formation des métastases et dans la réponse immunitaire. Les cellules épithéliales humaines
n'expriment pas ICAM-1 et VCAM-1 mais leur expression est induite lors d'une sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires comme IFNY, IL-1p ou IL-6 (113, 114). Les ligands de ICAM-
1 et VCAM-1 sont respectivement LFA-1 et VLA-4 exprimés a la surface des cellules
sanguines et endothéliales (115). Leur interaction permet lI'adhésion de cellules cancéreuses a

I'endothélium et la formation de métastases.

Certaines cellules cancéreuses expriment anormalement ICAM-1 et/ou VCAM-1, comme les
cellules HT29 (lignée de cancer du c6lon). Gallicchio et collaborateurs ont démontré que le
celecoxib induit une forte diminution de I'expression des protéines ICAM-1 et VCAM-1 par
les cellules HT29, affectant I'adhérence de ces cellules. Cette inhibition active également une
voie pro-apoptotique en activant deux protéines de la famille BCL2, BAX et BID et inhibe les
protéines p38 et p55 de la voie MAPKinase (116). Plus récemment, une autre étude a
confirmé ces résultats (117).

C. La fluvastatine et ses cibles

1. Présentation de la fluvastatine

Les statines sont des drogues administrées pour le traitement de I'hypercholestérolémie car
elles inhibent le taux du cholestérol LDL (low-density lipoprotein) en inhibant la synthése de

la 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA) réductase qui catalyse la conversion
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de I'HMG-CoA en mévalonate. Le mévalonate conduit a la synthese de meétabolites

isoprénoides servant a la synthése finale du cholestérol (Figure 17) (118, 119).
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D'aprés Roy et al., 2011 (119)

Figure 17 : Représentation schématique de la synthése du cholestérol a partir de
I'HMG-CoA et I’activation des différentes voies

Depuis quelques années, des études mettent en évidence que les statines pourraient avoir un
réle dans la prévention et le traitement contre le cancer grace a leur implication dans
differentes fonctions cellulaires comme la prolifération et la différenciation. Par exemple, des
études in vitro et in vivo ont démontré que les statines inhibent la croissance tumorale et
induisent I'apoptose dans différents cancers incluant les mélanomes, les gliomes et les
neuroblastomes (120-122). De méme, des études cliniques ont démontré le potentiel anti-
tumoral des statines aboutissant a une meilleure survie des patients souffrant de carcinome

hépatocellulaire, de GB et d'astrocytome anaplasique (123, 124).
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> Inhibition de la croissance tumorale par les statines
Le cholestérol est un composant majeur de la membrane cellulaire et sa synthése est fortement
reliée aux processus de croissance cellulaire. En effet, la synthése du mévalonate induit la
synthese du cholestérol mais est aussi un précurseur de différentes protéines incluant le
farnesylpyrophosphate (FPP) et le geranylpyrophosphate (GGPP) régulant le cycle cellulaire.
Le FPP et le GGPP stimulent les protéines RAS GTPases (RHO, RAC, RAS) impliquées dans
la prolifération, le cycle cellulaire, la motilité et I'adhésion cellulaire (Figure 17). Ces voies

sont donc inhibées lorsque les statines inhibent la synthese du mévalonate (118, 125).

> Induction de I'apoptose par les statines
Les statines activent également I'apoptose en activant des protéines pro-apoptotiques (BAX, et
BIM) et en inhibant des protéines anti-apoptotiques (BCL2) (118). Par exemple, la lovastatine
peut augmenter I'expression de la protéine BIM et induire la mort cellulaire de plusieurs
lignées cellulaires de GB (126).

> Inhibition de I'angiogenése et des métastases par les statines
Les statines ont une double action sur lI'angiogénése : elles peuvent inhiber ou activer la
formation de vaisseaux selon le type cellulaire. Weis et collaborateurs, ont montré qu'a faibles
doses, la cerivastatine et I'atorvastatine augmentent la prolifération des cellules endothéliales

mais inhibent significativement I'angiogénése a hautes doses (127).

Les statines inhibent également le potentiel métastatique des cellules tumorales en inhibant la

migration et I'attachement a la matrice extracellulaire (118).

2. CD36

CD36 est une glycoprotéine membranaire présente a la surface de différents types cellulaires
comme les plaquettes, les phagocytes mononucléaires, les adipocytes, les hépatocytes, les
myocytes et les cellules endothéliales. CD36 appartient a une famille de protéines comprenant
deux autres membres : LIMP-2 (lysosomal integral membrane protein-2) et CLA-1 (CD36
and LIMP-2 analogous), aussi appellé SRB-1 (scavenger receptor B-1). CD36 est situé au
niveau de la membrane et peut donc interagir avec d'autres récepteurs membranaires lui

permettant d'avoir plusieurs fonctions (128) :

v' Sur les cellules endothéliales, CD36 est un récepteur de la thrombospondine et

fonctionne comme un régulateur négatif de I'angiogénése (Figure 18a).
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v' Sur les phagocytes, CD36 peut se lier avec des phospholipides et lipoprotéines
participant ainsi a l'internalisation des cellules apoptotiques ou d'autres pathogenes.
CD36 intervient dans la réponse inflammatoire (Figure 18b).

v 1l peut également se lier aux longues chaines d'acide gras favorisant ainsi I'absorption
des lipides et conduisant a l'activation du récepteur nucléaire PPARY (peroxisome
proliferator—activated receptor) contrélant la transcription de nombreux génes
impliqués dans la différenciation, la prolifération et I’apoptose de divers types
cellulaires.

La transduction du signal de CD36 active plusieurs protéines de la voie MAPKinase (p38,

INK, MAPK) (Figure 18).
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Figure 18 : Mécanismes d'action du CD36 induisant la voie MAPKinase

a) Dans les cellules endothéliales, CD36 inhibe I'angiogénése. b) Dans les macrophages et
les monocytes, CD36 induit la réponse inflammatoire et la phagocytose.
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Une ¢tude a démontré que le traitement d’une lignée murine de macrophages par la
pivastatine diminuait I'expression de I'ARNm CD36 mais également I'expression de cette
protéine a la surface des macrophages (129). Une étude clinique a également montré que
I'expression de CD36 par les monocytes de patients souffrant de syndrome coronarien aigu,

était fortement diminuée apres un traitement d'atorvastatine (130).

3. IQGAP1

La proteéine IQGAPL est une protéine appartenant a une famille de proteines 1Q-GAP. Cette
famille comporte 2 autres protéines : IQGAP2 et IQGAP3. IQGAPL est la protéine de cette
famille la plus étudiée et la mieux caractérisée car, en plus d’étre la premiére découverte, elle
est retrouvée dans de nombreux tissus et sa localisation dans la cellule dépend du type
cellulaire. Elle posséde un grand nombre de domaines qui vont permettre 1’interaction avec

plusieurs protéines. Elle contient notamment (Figure 19) (131) :

» Un domaine ayant une activit¢ d’hydrolyse du GTP, RAS-GAP (RAS-GTPase
Activating Protein) appelé domaine "GRD" permettant I'activation de petites RHO
GTPases, CDC42 et RAC impliquées dans la dynamique du cytosquelette d’actine
(132).

» Le domaine RGCT permettant d'établir des contacts cellule-cellule en se liant avec la
B-caténine et la E-cadhérine permettant ainsi la régulation des jonctions adhérentes
aux contacts intercellulaires.

> Le motif « 1Q » permettant de moduler la voie de signalisation des MAPKinases, en
fixant les protéines MEK1 et MEK2. IQGAP1 peut donc participer a la prolifération et
a la différenciation cellulaire.

» Le domaine WW présentant toutes les fonctionnalités des domaines « SH3 » en
recrutant des protéines comportant des régions riches en résidus proline. Cette
propriété lui permet d’interagir avec certaines protéines de la signalisation cellulaire,

notamment la protéine ERK-2.
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Figure 19 : Représentation schématique des domaines de IQGAP1 montrant les sites
d'interaction avec ses différents partenaires

IQGAP1 est une cible des statines par l'intermédiaire de CDC42 (119). En effet, les statines
inhibent les protéines CDC42 et RACL, deux cibles de IQGAP1, impliquées dans la
prolifération, la survie, I'inflammation, I'angiogénese, et la formation des métastases (119).

Lin et collaborateurs ont montré dans une étude in vitro que la pravastatine induit la
surexpression de la thrombomoduline dans les cellules endothéliales humaines de l'aorte
(HAEC) en inhibant l'activation des protéines CDC42 et RAC1 (133). Une autre équipe a
montré que la lovastatine induisait la biosynthése de farnesyl produisant le blocage de la
signalisation de RAS et diminuant ainsi l'activité de la voie MAPK et donc la prolifération
cellulaire. Ils ont également constaté que la lovastatine entrainait une augmentation de

I'apoptose (125).

Il. Stratégie de la thérapie metronomique et applications

La chimiothérapie conventionnelle et la thérapie ciblée sont les thérapies les plus utilisées
actuellement. Cependant, elles induisent de nombreux effets secondaires ne permettant pas
d'administrer de fortes doses de traitement, surtout chez I'enfant, et diminuant l'efficacité de
ces traitements anticancéreux. Ainsi, de nouvelles stratégies sont essentielles pour ameliorer
le traitement des cancers notamment des gliomes pédiatriques. La thérapie métronomique

incluant la chimiothérapie métronomique et le "drug repositioning " serait une stratégie
intéressante pour traiter, entre autres, les AP hypothalamo-chiasmatiques réfractaires aux

traitements conventionnels.
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A. La chimiothérapie métronomique

1. Principe de la chimiothérapie métronomique

Depuis un demi-siecle, la thérapie systématique pour soigner le cancer est l'utilisation de la
chimiothérapie. Elle est administrée en simple dose ou durant plusieurs cycles a des doses les
plus élevees possible, appelée dose maximale tolérée (DMT). Malgré de nombreux progres
accomplis dans ce domaine, ces thérapies induisent de nombreux effets secondaires toxiques
comme une neurotoxicité et I'altération des cellules des tissus sains (134, 135). De plus, des
résistances aux chimiothérapies ont été observées impliquant plusieurs mécanismes comme
I'invasion et les métastases des cellules cancéreuses (136-138). Il est donc indispensable de

mettre en place une nouvelle stratégie de traitement anti-tumoral.

Browder et collaborateurs ont montré qu'une résistance a la chimiothérapie conventionnelle
pouvait étre supprimée en administrant I'agent chimiothérapeutique a plus faible dose, plus
fréguemment et sur une longue durée. Pour le démontrer, ils ont évalué les effets anti-
angiogéniques de la cyclophosphamide, un agent alkylant, dans un modele murin sous-cutané
de cancer du poumon de Lewis et de carcinome du sein. lls ont constaté qu'en administrant la
cyclophosphamide plus fréquemment (plusieurs fois par semaine), a plus petites doses (1/3 de
la dose DMT) et sans pause, la résistance au traitement était diminuée en comparaison d'une

administration donnée de maniére conventionnelle (139).

De plus, Klement et collaborateurs ont montré que I'efficacité de cette stratégie augmentait
lorsque I'agent chimiothérapeutique était administré en association avec d'autres medicaments
comme des anti-angiogéniques. Pour cela, ils ont testé deux drogues sur des modeles murins
sous-cutanés de neuroblastomes (2 lignées humaines différentes). La premiére drogue était la
vinblastine, un agent anti-mitotique et la deuxieme le DCI01, bloguant les fonctions d'un des
récepteurs du VEGF. lls ont constaté que I'administration de ces drogues seules et a faibles
doses permettait une régression de la tumeur. En revanche, I'administration de la combinaison
de ces deux drogues de maniére réguliere, a faibles doses a permis une meilleure régression
de la tumeur et une apoptose des cellules endotheliales beaucoup plus élevée (140). D'autres
résultats in vitro ont confirmé ces données (141, 142).

Ainsi, Hanahan et collaborateurs ont nommé chimiothérapie métronomique I'administration
d'agents chimiothérapeutiques a des doses relativement faibles, d'une facon ininterrompue

pendant une période prolongée et pouvant étre associée a d'autres drogues (Figure 20).
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L'administration de doses plus faibles et régulieres permet ainsi d'augmenter I'efficacité, en

diminuant la résistance au traitement tout en diminuant la toxicité (134).
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Figure 20 : Nouvelle stratégie de chimiothérapie : la chimiothérapie métronomique a
faibles doses et en combinaison avec d'autres drogues

2. Chimiothérapie métronomique et réponse immunitaire anti-

tumorale

De nouveaux mécanismes consécutifs a une chimiothérapie ont été identifiés, notamment, la

restauration et la stimulation de la réponse immunitaire anti-tumorale (Figure 21).

Le systéme immunitaire inné et adaptatif joue un role clé dans le développement tumoral,
mais les cellules cancéreuses peuvent échapper a la surveillance immunitaire. La
chimiothérapie conventionnelle peut aussi induire des effets secondaires sur le systéme
immunitaire comme une neutropénie, une lymphopénie et une stimulation des cellules

immunitaires pro-tumorales dont les cellules Treg (143). Les cellules Treg sont les
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lymphocytes CD4'/CD25" qui inhibent les cellules du systéme immunitaire anti-tumoral
(cellules T cytotoxiques (CD8 et CD4) et cellules NK). Une étude a montré qu'un traitement
métronomique au témozolomide permettait I'inhibition de I'activité des cellules Treg dans des
xenogreffes de gliome chez le rat (144). Une autre étude a montré que la chimiothérapie
métronomique (comprenant 54 drogues testées dont la vinblastine, le paclitaxel et I'etoposide)
induisait la maturation des cellules dendritiques a des doses non toxiques activant alors le
systeme immunitaire anti-tumoral (145). Les rechutes tardives chez certains patients et dans
les modéles murins immuno-déficients pourraient donc étre reliées a un systéme immunitaire
non efficace (146).

Ainsi, la chimiothérapie métronomique permettrait de stimuler le systeme immunitaire anti-

tumoral et d’éviter les récidives (Figure 21).
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Figure 21 : Représentation d'une tumeur et de son microenvironnement avant (a) et
apres (b) traitement par chimiothérapie métronomique
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3. La chimiothérapie métronomique dans les essais cliniques

De nombreux essais cliniques ont testé la chimiothérapie métronomique (135, 146). Des
essais cliniques testant la chimiothérapie métronomique seule ou en combinaison avec
d'autres agents anticancéreux comme le letrozole, le trastuzumab ou le bevacizumab, ont été
effectués sur des patientes ayant un cancer du sein et ont donné de trés bons résultats (146).
Une de ces études concerne celle de Garcia et collaborateurs, portant sur 64 femmes ayant un
cancer du sein en progression, avancé ou réfractaire au traitement. Ces patientes ont recu une
faible dose journaliére de cyclophosphamide et du méthotrexate, deux fois par semaine. Les
résultats ont montré que 2 patientes répondaient compléetement, 10 répondaient partiellement,
et 12 étaient stabilisées apres 6 mois ou plus. Ces résultats étaient meilleurs que ceux obtenus
avec un traitement de chimiothérapie standard (147). Une autre étude portant sur 70 patientes
atteintes de cancer des ovaires et testant la combinaison métronomique
bevacizumab/cyclophosphamide a montré une bonne tolérance et une réponse au traitement
(148). De méme, Kong et collaborateurs ont testé l'administration du témozolomide de
maniére métronomique sur des patients atteints de GB réfractaire a cet agent
chimiothérapeutique. Ils ont montré que la chimiorésistance a ce traitement était réduite (149).
Enfin, un essai clinique de phase Il a également montré que I'administration métronomique
de l'uracil et du tegafur augmentait la survie globale de patients ayant un cancer du poumon
(150). D'autres essais cliniques sont résumes dans le Tableau 2.

B. Le « drug repositioning »

1. Principe du « drug repositioning »

Le "drug repositioning"” consiste en l'utilisation de médicaments ayant déja une AMM pour
soigner des maladies bénignes, pour traiter d’autres pathologies. Cette stratégie présente
plusieurs avantages. En effet, ces molécules ont des effets secondaires modérés et connus. Les
essais de phase | ne sont pas obligatoires et les essais cliniques peuvent directement
commencer en phase Il pour évaluer l'efficacité du médicament comme traitement anti-
cancéreux. Un autre avantage est que ces médicaments sont peu codteux, surtout depuis le

développement des génériques.

Plusieurs études de "drug repositioning "ont montré que des drogues utilisées normalement
pour d'autres pathologies que le cancer ont des propriétés anti-tumorales. Par exemple, une

premiére étude a montré que l'acide valproique, un médicament antiépileptique
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(anticonvulsivant), inhibait I'histone deacétylase, activant des facteurs de transcription
impliqués dans l'initiation et la progression tumorale (151). Une seconde étude a également
rapporté que la metformine (Glucophage®, Stagid®), utilisée dans le traitement du diabéte de
type 2, pouvait inhiber l'enzyme mTOR, la kinase AMP et la transition épithélio-
mésenchymateuse dans le cancer du sein (152, 153). Enfin, une autre étude a montré que
I'itraconazole, un antifongique de la peau, inhibait la voie de signalisation Hedgehog et la
croissance tumorale de xénogreffes de médulloblastome (154).

2. Combinaison de la chimiothérapie métronomique et du « drug

repositioning »

Plusieurs essais métronomiques combinant la chimiothérapie métronomique avec le "drug
repositioning™ ont été effectués ces derniéres années. Quelques-uns d'entre eux sont résumés
dans le Tableau 2 pour les essais cliniques de I'adulte et dans le Tableau 3 pour les essais
pédiatriques.

Dans certains cas, la thérapie métronomique n'a pas amélioré de facon significative la survie
des patients mais elle a permis tout de méme une stabilisation de la tumeur chez les patients
réfractaires au traitement conventionnel ou rechutant apres une chimiothérapie. Il faut noter
que ces cas étaient exclusivement des patients répondant mal a la chimiothérapie

conventionnelle ou de trés mauvais pronostic (155, 156).

3. Emploi du celecoxib et de la fluvastatine en thérapie

métronomique

Comme nous I'avons vu dans la premiére partie de ce chapitre, le celecoxib, médicament anti-
inflammatoire non stéroidien, et la fluvastatine, utilisée pour traiter I'nypercholestérolémie,
sont 2 médicaments ayant des propriétés anti-tumorales potentielles (cf. Le celecoxib et ses
cibles et la fluvastatine et ses cibles) et sont donc 2 molécules intéressantes pour étre utilisées

dans une stratégie de "drug repositioning".

Le celecoxib a fréquemment été testé en combinaison avec de la chimiothérapie
métronomique. En effet, des essais cliniques ont combiné la stratégie de la chimiothérapie
métronomique et celle du "drug repositioning" afin d'optimiser les effets anticancéreux. Chez

I'adulte, des résultats positifs incluant au total plus de 500 patients, ont été rapportés dans le
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cancer du poumon, de la prostate, le myélome multiple, le lymphome de Hodgkin ou encore

le GB (157-159).

Patient population Metronomic protocol RR and CB (%) Best responses
Recurrent ovarian cancer, Cyclophosphamide (oral, daily) RR: 44 CR: 2/9
previously treated with Bevacizumab (every 2 weeks) CB: 67 PR: 2/9
conventional chemotherapy?*2® SD: 2/9
Cyclophosphamide (oral, daily) RR: 24 CR: /70
Bevacizumab (every 2 weeks) CB: 56 PR: 17/70
SD: 44/70 with 22*
Hormonerefractory prostate Cyclophosphamide (oral, daily) RR: 64 CR: 22/34
cancer, previously treated by Dexamethasone (oral, daily) CB: 70 SD: 2/34
androgen deprivation?®2222 Cyclophosphamide (oral, daily) RR: 45 OR: 26/58
Cyclophosphamide (oral, daily)
Dexamethasone (oral, daily) RR: 32 OR: 9/28
Celecoxib (oral, twice daily)
Aggressive relapsed or refractory  Cyclophosphamide (oral, daily) RR: 37.5 CR: 2/32
non-Hodgkin's lymphoma®* Celecoxib (oral, twice daily) CB: 59 PR: 10/32
SD: 7/32
Progressive multiple myeloma, Cyclophosphamide (oral, daily) RR: 69 OR: 29/42
previously treated with Prednisong (oral, daily)
comventional chemotherapy©
Recurrent glioblastoma and Temozolomide (oral, daily) RR: 16 CR: 0/12
malignant glioma, previously CB: b8 PR: 2/12
treated with radiotherapy and/or SD: b/12
conventional chemotherapy™ % o 07610mide (oral, daily) RR: 14 CR: 0/49
CB: 59 PR: 7/49
SD: 22/49
Etoposide (oral, daily, 3 weeks) RR: 22 CR: 3/59
Bevacizumab (every 2 weeks) CB: 90 PR: 10/59
SD: 40/59
Etoposide (oral, daily, 3 weeks) alternating with RR: 10 CR: 0/47
Cyclophosphamide (oral, daily, 3 weeks) PR: 1/47
Thalidomide (oral, daily) MR: 4/47
Celecoxib (oral, twice daily) SD: 26/47
Progressive, locally advanced Cyclophosphamide (oral, daily) RR: 3 CR: 0/32
or metastatic renalcell Celecoxib (oral, twice daily) CB: 1256 PR: 1/32
carcinoma®= SD: 3/32 all*
Capecitabine (oral, twice daily) RR: 50 PR: 20/40
Gemgcitabine (i.v., weekly) CB: 93 SD: 17/40
Sorafenib (oral, twice daily)
Metastatic or locally advanced S5-Fluorouracil (i.v., daily) RR: 24 CR: 0/29
neurcendocrine carcinoma® Long-acting release octreotide (monthly) CB: 93 PR: 7/29
SD: 20/29
Metastatic melanoma, previously  Paclitaxel (i.v. Tor 3 days, weekly) RR: & CR: 0/20
treated with conventional Celecoxib (oral, twice daily) CB: 35 PR: 1/20
chemaotherapy™ SD: 7/20 with 3*
Advanced solid tumors of various  Cyclophosphamide (oral, daily) RR: 13 CR: 2/47
types, previously treated with Rofecoxib (oral, twice daily) CB: 30 PR: 4/47
conventional chemotherapy?s374¢  Vinblastine (i.v., weekly)xminocycling SD: 8/47 all*
Capecitabine (oral, twice daily) CB: 34 SD: 11/35 all*
Celecoxib (oral, twice daily) RR: 13 OR: 8/62
Vinorelbine (oral, 3 times per week) CB: 45 SD: 20/62 all*

*For more than 6 months. Abbreviations: CB, clinical benefit; CR, complete response; i.v., intravenous; MR, minor response; OR, objective response; PR, partial
response; RR, response rate; SO, stable disease.

D'aprés Pasquier et al., 2010 (146)

Tableau 2 : Essais cliniques chez I'adulte utilisant la thérapie métronomique

66


http://fr.wikipedia.org/wiki/Lymphome_de_Hodgkin

Patient Metronomic protocol RRand Bestresponses
population CB (%)
Refractory or Vinblastine (i.v., 3 times RR: O CR: 0/17
relapsing tumors  per week) CB: 17 PR: O/17
of various types® Celecoxib (oral, daily) SD: 9717 with 3%
PD: 8/17
Cyclophosphamide (oral, daily) RR: O CR: 0/16
Celecoxib (oral, daily) CB: 8 PR: 0/16
SD: 7/16 with 1%
PD: 9/16
Refractory or Etoposide (oral, daily, 3 weeks) RR: 15 CR: 0/20
relapsing tumors  alternating with cyclophosphamide CB: 50 PR: 3/20
of various types®  (oral, daily, 3 weeks) SD: 10/20 with 7*
Thalidomide {oral, daily) PD: 8/20
Celecoxib (oral, daily)
Refractory, Etoposide (oral, daily, 3 weeks) RR: 32 CR: 3/22
relapsing or “high  alternating with temozolomide CB: 77 PR: 4/22
risk of relapse” (oral, daily, & weeks) SD: 11/22
tumors of various  Celecoxib (oral, daily) with 10*
types® Retinoic acid (oral, daily, 2 weeks) PD: 4722
Refractory, Alternating combination every RR: 20 CR: 0/10
relapsing or “high 2 weeks: celecoxib (oral, daily) CB: 80 PR: 2/10
risk of relapse” and retinoic acid (oral, daily) and SD: 6/10 all*
brain tumors either temozolomide (oral, daily), PD: 2/10
(age =5 years)?™  etoposide (oral, daily) or
cyclophosphamide (oral, daily)
Refractory, Celecoxib (oral, daily)+etoposide RR: O CR: 0/17
relapsing or “high  {oral, daily, 2 weeks) alternating CB: 35 PR: O/17

risk of relapse”
tumors®

with cyclophosphamide (oral,

daily, 2 weeks)

SD: 12/17 with 6*
PD: 5/17

*For more than & months. Abbreviations: CE, clinical benefit; CR: complete response; OR: objective
response; PD, progressive disease; PR: partial response; RR, response rate; S0, stable disease.

D'aprés Pasquier et al., 2010 (146)

Tableau 3 : Essais cliniques pédiatriques utilisant la thérapie métronomique
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Dans le traitement des tumeurs pédiatriques, la combinaison des deux stratégies, utilisant
d’ailleurs souvent le celecoxib, a également été employée afin d'améliorer la qualité de vie
des enfants et réduire les effets secondaires induits par la chimiothérapie conventionnelle. Les
essais cliniques pédiatriques sont assez limités mais la plupart d'entre eux ont donné des
résultats encourageants. Sterba et collaborateurs rapportent un essai clinique sur des enfants
atteints de tumeurs solides et réfractaires au traitement. lls ont utilisé la combinaison de 4
drogues de maniere métronomique appelée COMBAT (Combined oral maintenance
Biodifferentiating and anti-angiogenic therapy) ou le celecoxib était administré avec de
I'acide rétinoique de I'étoposide et du témozolomide. L'administration de ces drogues de
maniere métronomique a été bien tolérée et 9/14 patients ont montré une stabilisation de la
maladie avec trés peu d'effets secondaires (160). En 2012, une seconde étude utilisant cette
méme combinaison comprenant 74 enfants a confirmé ces résultats (161). Choi et
collaborateurs ont effectué un essai clinique sur 10 enfants ayant des tumeurs cérébrales et
ayant recu une forte dose de chimiothérapie. La combinaison de ces mémes drogues, plus de
la cyclophosphamide, administrées de maniére métronomique, a montré une tres faible
toxicité permettant une bonne qualité de vie et 6/10 patients ont montré une stabilisation de la
tumeur (162).

Deux études d'André et collaborateurs ont testé les combinaisons métronomiques Etoposide,
Cyclophosphamide, Celecoxib et Vinblastine, Cyclophosphamide, Methotrexate, Celecoxib,
sur des enfants et des adolescents souffrant de cancers réfractaires aux traitements
conventionnels. Ces études ont montré que les deux traitements étaient bien tolérés, avec une

toxicité minime et permettant une stabilisation de la tumeur (163, 164).

Peu d’études rapportent a ce jour I’emploi de la fluvastatine selon la méthode métronomique
mais on peut citer une étude clinique de phase Il incluant des enfants souffrant de tumeur
cérébrale (comprenant des astrocytomes de bas et haut grade) traités avec une combinaison
métronomique incluant médicaments : Thalidomide, Carboplatine, Vincristine, Fluvastatine.
Les auteurs ont décrit une augmentation de la survie des patients, une diminution du volume

tumoral, et une amélioration de leur qualité de vie (165).
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Figure 22 : Mécanisme d'action de la chimiothérapie métronomique et du "drug
repositioning™

La chimiothérapie métronomique et le "drug repositioning" font ainsi apparaitre une nouvelle
génération de traitements novateurs ciblant a la fois la tumeur elle-méme et son
microenvironnement, tout en garantissant une toxicité minimale et en maintenant un faible
colt (Figure 22). Cette nouvelle stratégie de traitement semble donc étre intéressante pour
traiter les gliomes pédiatriques réfractaires aux traitements conventionnels tels que les

astrocytomes hypothalamo-chiasmatiques.
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PARTIE II

PRESENTATION, DISCUSSION ET

PERSPECTIVES DES TRAVAUX
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Présentation des travaux

Mon travail de these a essentiellement porté sur I'étude des gliomes pédiatriques circonscrits

selon les deux volets suivants:

Le premier volet, qui a constitué la majeure partie de mon travail de thése, a été de rechercher
de nouvelles cibles thérapeutiques pour les AP hypothalamo-chiasmatiques, qui sont des
tumeurs de mauvais pronostic contrairement aux AP de la fosse postérieure. Ce mauvais
pronostic s'explique par des contraintes cliniques notamment par une localisation de la tumeur
ne permettant pas une bonne résection chirurgicale et par une mauvaise réponse a la
chimiothérapie, mais aussi par des particularités moléculaires. Le projet que nous avons donc

développé avait pour but d’¢laborer une nouvelle stratégie thérapeutique pour ces tumeurs.

Pour ce faire, ’analyse du transcriptome d’AP hypothalamo-chiasmatiques et d’AP de la
fosse postérieure par puce a ADNc puis par RT-Q-PCR, nous a permis d'identifier
I’expression de 4 génes, cibles de deux drogues : le celecoxib et la fluvastatine. Connaissant
les effets anti-tumoraux rapportés dans la littérature de ces deux drogues, nous avons trouvé
intéressant de les tester in vitro, séparément et en combinaison sur des explants d'AP et sur
deux lignées de GB (faute de lignée d’AP). Nous avons constaté que cette combinaison
présente un fort potentiel synergique capable d'arréter le cycle cellulaire, de diminuer la
prolifération et d'induire l'apoptose des cellules tumorales. La collaboration avec le Dr
Nicolas André a I'Hépital de la Timone a permis également de proposer avec succes cette
combinaison dans le cadre d'une thérapie métronomique a une patiente souffrant d'un AP
multifocal et réfractaire aux traitements conventionnels. Ces résultats ont été publiés cette

année dans le journal Acta Neuropathologica Communications.

Dans le deuxiéme volet de ma thése, j’ai collaboré a la caractérisation clinico-pathologique et
moléculaire de plusieurs types de gliomes pédiatriques de bas grade. En effet, des problémes
de reproductibilité rencontrés dans la classification de 'OMS, la diversité des comportements
cliniques et la variabilité histo-morphologique au sein d'une méme entité conduisent a des
difficultés de diagnostic et donc de stratégies thérapeutiques. De plus, comme nous l'avons vu
dans le chapitre 2 de l'introduction, les connaissances sur les altérations génétiques dans les
gliomes pédiatriques sont tout a fait nouvelles. Ainsi, nous avons recherché des facteurs

clinico-pathologiques et tenté de mettre en évidence des profils biomoléculaires spécifiques
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dans 4 types de gliomes pediatriques (AP, PXA, GG et DNT) pour améliorer leur diagnostic
et caractériser d'éventuels sous-groupes de tumeurs qui auraient un comportement différent.
Ces travaux ont abouti a la publication de 3 articles dans les journaux Current Topics in
Medicinal Chemistry en 2012, Neuropathology and Applied Neurobiology et Brain Pathology
en 2013. Dans ce contexte, j’ai également été associée a la revue parue cette année dans le
Bulletin du Cancer intitulée « Les tumeurs gliales et glioneuronales de 1’adulte et de ’enfant :
principales altérations génétiques et classification histomoléculaire », ajoutée en annexe de ce

manuscrit.
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PUBLICATION I

""Evidence for new targets and synergistic effect of metronomic
celecoxib/fluvastatin combination in pilocytic astrocytoma'

Sandy Mercurio, Laétitia Padovani, Carole Colin, Manon Carré, Aurélie Tchoghandjian,
Didier Scavarda, Sally Lambert, Nathalie Baeza-Kallee, Carla Fernandez, Céline Chappé,
Nicolas André et Dominique Figarella-Branger

Acta Neuropathologica Communications 2013, 1:17
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I. Caractérisation de nouvelles cibles thérapeutiques et effet
synergique de la combinaison du celecoxib et de la

fluvastatine dans les AP

A. Présentation des travaux

Publication 1 : "Evidence for new targets and synergistic effect of

metronomic celecoxib/fluvastatin combination in pilocytic astrocytoma'

Sandy Mercurio, Laétitia Padovani, Carole Colin, Manon Carré, Aurélie Tchoghandjian,
Didier Scavarda, Sally Lambert, Nathalie Baeza-Kallee, Carla Fernandez, Céline Chappé,
Nicolas André et Dominique Figarella-Branger

Acta Neuropathologica Communications 2013, 1:17

Les AP sont préférentiellement des tumeurs pédiatriques. Contrairement aux AP de la fosse
postérieure, les AP hypothalamo-chiasmatiques sont trés invalidants et de mauvais pronostic
de par la localisation de la tumeur et I'inefficacité de la chimiothérapie conventionnelle. Il est
donc indispensable de définir une nouvelle stratégie de traitement mieux tolérée et plus

efficace contre ces tumeurs.

Récemment, afin de déterminer si les différences de pronostic de ces deux tumeurs étaient en
rapport avec des signatures moléculaires distinctes, nous avons analysé et comparé les profils
transcriptomiques de 6 AP de la fosse postérieure et 5 AP hypothalamo-chiasmatiques (100).
Nous avons obtenu une signature moléculaire spécifique a chaque topographie, comprenant
notamment des genes surexprimés dans les AP hypothalamo-chiasmatiques comme ICAML1,
CRK, CD36, et IQGAP1 qui sont des cibles de deux médicaments disposant déja d’'une AMM

pour d’autres pathologies : la fluvastatine et le celecoxib.

Dans la présente étude, l'expression de ces genes a été quantifiée par RT-Q-PCR dans une
plus grosse cohorte de 51 AP (27 AP de la fosse postérieure et 17 AP hypothalamo-
chiasmatiques) ainsi que 10 GB. Une surexpression significative a été retrouvée pour les
transcrits ICAM1, CRK, CD36, et IQGAPL1 dans les AP hypothalamo-chiasmatiques en

comparaison avec les AP de la fosse postérieure. De méme, une surexpression significative

74



des transcrits CRK et ICAM1 a été mise en évidence dans les AP quelle que soit leur

localisation par rapport aux GB.

Les protéines codées par ces 4 genes sont impliquées dans le mode d'action du celecoxib et de
la fluvastatine, c'est pourquoi nous avons testé le pouvoir cytotoxique de ces molécules in
vitro et in vivo, seules puis en combinaison. En I'absence de lignées cellulaires provenant de
patients atteints d'AP, nous avons, dans un premier temps, utilisé deux lignées cellulaires
commerciales de GB (U87-MG et U118) exprimant les génes cibles des deux drogues pour
évaluer I'effet cytotoxique de la combinaison. Nous avons pu démontrer que les lignées
cellulaires de GB étaient sensibles aux deux drogues et que la combinaison de celles-ci
conduisait a une action synergique ; 100uM de celecoxib associés a 240uM de fluvastatine
étant la combinaison la plus synergique. Cette combinaison induisait également I'arrét du
cycle cellulaire et activait I'apoptose. L'association synergique du celecoxib et de la
fluvastatine a également été utilisée sur des cultures d'explants d’AP et a conduit a une mort

cellulaire massive des cellules.

Enfin, en appliquant la stratégie du «drug repositioning » nous avons pu tester la
combinaison de ces deux drogues durant 18 mois sur une patiente souffrant d'un AP
multifocal réfractaire a la chimiothérapie conventionnelle. Les deux drogues ont été
administreées oralement et de maniére métronomique selon les conditions suivantes : 200mg
de celecoxib 2 fois par jour et 2 mg/kg/jour de fluvastatine pendant 2 semaines toutes les 4
semaines avec une augmentation de la dose jusqu’a 8 mg/kg/jour. Ce traitement s’est avéré

bénéfique : il a été bien toléré et a conduit a une régression significative de la tumeur.

Ce travail de thése a permis de mettre en évidence des cibles du celecoxib et de la fluvastatine
dans les AP, et de démontrer I'effet synergique de ces deux molécules in vitro sur les GB et
les AP. Comme attendu, les effets anti-tumoraux connus de ces deux drogues, comme l'arrét
du cycle cellulaire et I'induction de I'apoptose, ont été mis en évidence. Ainsi, l'utilisation de
cette combinaison non-toxique et peu colteuse, utilisant la stratégie du "drug repositioning",
utilisee en clinigue de maniere metronomique, pourrait étre une nouvelle stratégie

thérapeutique prometteuse pour les AP réfractaires.
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B. Discussion des travaux et perspectives

Ces travaux de thése ont permis de proposer une nouvelle stratégie thérapeutique utilisant le
celecoxib et la fluvastatine dans la prise en charge d'AP réfractaires grace a des données
moléculaires, in vitro et précliniques.

La toxicité de la chimiothérapie conventionnelle est un probleme majeur car elle induit de
nombreux effets secondaires comme des altérations neurocognitives des patients. Depuis
quelques années, la chimiothérapie métronomique et le "drug repositioning” ont permis
d'améliorer le traitement de certains cancers et de diminuer la toxicité de la chimiothérapie
conventionnelle (146). Cette stratégie nous a semblé intéressante a mettre en ceuvre dans la

prise en charge des AP réfractaires aux traitements conventionnels.

» Mécanisme de I'action synergique du celecoxib et de la fluvastatine

Parmi les genes surexprimés dans les AP hypothalamo-chiasmatiques, nous avons identifié les
génes CRK, CD36, IQGAP1 et ICAM1 déja décrits dans la littérature comme étant des cibles
du celecoxib et de la fluvastatine (111, 112, 116, 117, 125, 129, 130, 133). Ces deux
médicaments peu toxiques, le celecoxib, AINS et la fluvastatine, administrée pour le
traitement de I'nypercholestérolémie, ne sont pas utilisés initialement contre le cancer mais de
nombreuses études de "drug repositioning” ont montré qu'ils avaient un effet anti-tumoral
lorsqu'ils étaient utilisés de maniére métronomique, seuls ou en combinaison.

Nos résultats in vitro vont dans le méme sens puisqu'ils confirment que le celecoxib et la
fluvastatine, administrés seuls, induisent une activité anti-tumorale sur les deux lignées de GB
(U87-MG et U118). En effet, apres 48h de traitement, les IC50 obtenus étaient de 90uM et
110uM pour le celecoxib et de 470uM et 880uM pour la fluvastatine dans les lignées U118 et
U87 respectivement. Ces donnees sont en accord avec d'autres études in vitro de la littérature
(167-169).

Gréce a l'utilisation de la méthode Chou et Talalay, notre étude a révélé que l'association de
ces deux drogues montrait une forte synergie, l'association la plus synergique étant la
combinaison qui associait une dose proche de I'C50 pour le celecoxib obtenu dans les deux
lignées (100uM) avec une dose de fluvastatine qui n'avait pas d'effet sur la croissance
cellulaire lorsqu'elle était administrée seule (240uM). Cette combinaison a inhibé la
croissance cellulaire de 99%, montrant que la fluvastatine potentialisait I'effet cytotoxique du

celecoxib. Nous avons pu voir également que cette association diminuait la prolifération en
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arrétant le cycle cellulaire en phase G1 et induisait I'apoptose des cellules. Nos résultats sont
en accord avec les données de la littérature décrivant I'action de ces deux drogues sur le cycle
cellulaire, la prolifération et la mort cellulaire. De plus, une étude testant I'association de
I'atorvastatine et du celecoxib sur des cellules de cancer du c6lon a également rapporté cet
effet synergique. L'atorvastatine et le celecoxib ont entrainé I'arrét du cycle cellulaire et
I'apoptose des cellules de deux lignées de cancer du colon et ces effets étaient plus amplifiés
lors de la combinaison (170, 171).

Pour aller plus loin, il nous faut maintenant comprendre comment la fluvastatine et le
celecoxib collaborent de maniere synergique pour produire ces effets anti-tumoraux. Xiao et
collaborateurs suggerent que la synergie de l'action anti-tumorale de la combinaison du
celecoxib et des statines pourrait étre expliquée par le fait que ces deux drogues ciblent les
mémes voies de signalisation et qu'elles sont complémentaires (Figure 23).
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Figure 23 : Mécanisme moléculaire anti-tumoral de la combinaison synergique de
I’atorvastatine et du celecoxib ciblant des voies communes
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Les auteurs proposent deux mecanismes qui pourraient expliquer I'effet anti-tumoral de
I'atorvastatine et du celecoxib par l'arrét du cycle cellulaire et I'induction de I'apoptose, que

nous retrouvons également dans notre étude (171) :

- L'atorvastatine diminue l'expression de la protéine RhoA & la membrane en inhibant
I'isoprénylation. RhoA ne peut donc plus inhiber les protéines p27 et p21 qui sont deux
protéines inhibitrices du cycle cellulaire. Les effets pro-tumoraux de RhoA sur la progression
du cycle cellulaire et l'augmentation des métastases sont donc réduits. En paralléle, le
celecoxib va amplifier cet effet en activant les protéines p27 et p21. Les deux drogues sont

donc complémentaires au niveau de I'arrét du cycle cellulaire (171).

- Un des mécanismes majeurs du celecoxib pour induire I'apoptose est l'inhibition de la
protéine AKT. En parallele, les statines sont capables de bloquer la protéine AKT en inhibant
PDK1 et la PI3K et en activant PTEN. La protéine AKT est inhibée par les deux drogues et

I'apoptose est donc déclenchée (171).

Ainsi, en se basant sur les mécanismes proposés par Xiao et collaborateurs, nous pouvons
supposer que la fluvastatine et le celecoxib collaborent au niveau des mémes voies de
signalisation impliquant notamment CRK, ICAM1, CD36 et IQGAPL pour induire l'arrét du
cycle cellulaire et l'apoptose. Comme nous I’avons vu dans I’introduction de cette thése
(Chapitre 2), la voie MAPKinase est trés importante dans la tumorigénése des AP, or cette

voie de signalisation est commune a ces 4 génes.

Plus précisément, comme décrit dans I'introduction, CRK, protéine du complexe d'adhérence
focale, active la voie ERK1/2 par l'intermédiaire de RAF1 (Figure 16) (110). De plus, la
transduction du signal de CD36 active les voies p38, JINK (Figure 18) et ERK1/2 (172).

Par ailleurs, deux études citées précédemment ont également montré que le celecoxib et les
statines peuvent inhiber la voie MAPKinase par l'intermédiaire de ces cibles. Galicchio et
collaborateurs ont montré que le traitement du celecoxib induisait une diminution de ICAM1
et VCAM1 mais également de p38 et p55 de la voie MAPKinase dans une lignée de cancer du
cblon et ils ont proposé une relation entre ces protéines (116). D'autres études ont confirmé
que la molécule ICAM1 pouvait activer la voie p38 mais également la voie ERK1/2 (173,
174). Bouterfa et collaborateurs ont egalement montré que la lovastatine induisait le blocage
de la signalisation de RAS diminuant ainsi l'activité de la voie MAPKinase (125).
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Ainsi, pour comprendre les mécanismes qui sous-tendent 1’action cytotoxique et anti-tumorale
du celecoxib et de la fluvastatine dans les AP, il serait intéressant d'étudier I'expression des
protéines des voies MAPKinase en aval des 4 génes cibles, notamment ERK1/2, JNK et p38,
(Figure 24). Dans un premier temps, nous nous proposons de mener ces analyses sur les
lignées UB7-MG et U118, cultivees ou non en présence de la combinaison synergique
celecoxib/fluvastatine, de réaliser 1’extraction des protéines de ces cellules traitées vs contrdle
et de doser dans ces extraits les protéines ERK1/2, JNK, p38 ainsi que leurs formes
phosphorylées pour tester 1’état d’activation des voies MAPkinases en présence ou en absence

du traitement. Ces mémes analyses seront ensuite envisagées sur des cultures primaires d’AP.
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Figure 24 : Représentation hypothétique du mécanisme moléculaire anti-tumoral de la
combinaison synergique de la fluvastatine et du celecoxib ciblant une voie commune : la

voie des MAPKinases
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» Modéles in vitro et in vivo

Dans notre étude, nous avons analysé 1’effet synergique de nos deux molécules sur des lignées
de GB. Cependant, il reste essentiel d’établir une lignée primaire d’AP a partir de reliquats
d’exéréses chirurgicales. Nos essais réalisés au laboratoire montrent la difficulté d’une telle
réalisation car nous nous sommes réguliérement heurtés a des problémes majeurs : d’une part
ces tumeurs restent rares, et les préléevements, notamment pour les AP hypothalamo-
chiasmatiques, sont de trés petite taille, et d’autre part parce que, les cellules tumorales d’AP
proliférent peu.

A ce jour, dans notre laboratoire, nous avons établi une quinzaine de lignées cellulaires
primaires dérivant des tissus prélevés directement chez le patient. Ces lignées cellulaires sont
résumées dans le Tableau 4. Lors des mises en culture, nous avons testé 3 milieux de culture :
1/ le milieu défini complémenté des facteurs bFGF (Basic Fibroblast Growth Factor), PDGF
(Platelet-Derived Growth Factor) et NT3 (neurotrophin-3) permettant de stimuler des
cellules précurseurs gliaux d’oligodendrocytes et d’astrocytes de type O-2A/OPC
(Oligodendrocyte type-2 Astrocyte/ Oligodendrocyte Precursor Cell), 2/ le milieu DMEM
10% FCS (Fetal Calf Serum) stimulant plut6t la population astrocytaire et 3/ le milieu défini
complémenté en EGF (Epidermal Growth Factor), bFGF et le supplément B27 (supplément
riche en facteur de croissance) stimulant les cellules souches. Nos essais ont permis de
conclure que le milieu qui semblait le mieux convenir aux cellules d’AP en monocouche était
le milieu DMEM 10% FCS car il permettait une meilleure adhésion et prolifération des
cellules d’AP (Figure 25). Cependant, la mise en culture dans le milieu DMEM 10% FCS n’a
permis a aucune des 15 lignées d’étre maintenue apres 7 passages (Tableau 4). Le taux de
prolifération de ces cellules restait faible et le délai entre chaque passage était de 3 semaines a
2 mois.

C’est pourquoi nous avons opté pour la technique de culture d’explants qui a ’avantage de
maintenir 1’architecture du tissu, de permettre I’analyse de l'expression des marqueurs des
cellules souches (A2B5, Nestine) et des cellules matures (GFAP, O4, R3TUB) et qui est

relativement reproductible (Figure 26).
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- ) . . Nombre de passages en
Age Histologie Topographie milieu DMEM 10% ECS

AP1 13,5ans Biphasique Bordure ventricule 1

AP2 4 ans Pseudo-oligodendrogliale Fosse postérieure 7

AP3 6,5 ans Fibrillaire Voies optiques 2

AP4 9,5 ans Biphasique Voies optiques 2

AP5 11lans Biphasique Voies optiques 2

APG6 4 ans Biphasique Fosse postérieure 3

AP7 10 ans Biphasique Supra-tentorielle 1

AP8 12 ans Biphasique Fosse postérieure 2

AP9 13 ans pilomyxoide 3éme ventricule 3

AP10 4 ans pilomyxoide Thalamo pédonculaire 0

AP11 19 mois Biphasique Fosse postérieure 3

AP12 14 ans Pseudo-oligodendrogliale Fosse postérieure 2]

AP13 3 ans Biphasique Fosse postérieure 0

AP14 5ans Biphasique Fosse postérieure 2

Tableau 4 : Cultures cellulaires primaires d’AP réalisées dans notre laboratoire

1- Milieu défini + bFGF + PDGF + NT3
2- DMEM 10% FCS
3- Milieu défini + EGF + bFGF + B27

Figure 25 : Test de trois milieux de culture sur des cellules d'AP en monocouche

81



Figure 26 : Aspect d'un explant d'AP en contraste de phase (A) et expression en
immunofluorescence de marqueurs de cellules souches (B et C) et de cellules
différenciées (D, E, F)

Il serait également intéressant de confirmer les résultats de nos travaux in vivo afin d’étudier
I’impact thérapeutique du celecoxib et de la fluvastatine dans des modéles murins. Nous
projetons d’utiliser des xénogreffes sous-cutanées et orthotopiques de GB (U87-MG et U118)
chez la souris. Toutefois, le modéle murin le plus pertinent serait un modele d’AP. Tres
récemment, un modele murin conditionnel d’AP exprimant la fusion KIAA1549 : BRAF a été
élaboré (175). Ce modéle pourrait nous permettre de confirmer in vivo I’impact de la
combinaison du celecoxib et de la fluvastatine sur la voie MAPKinase en évaluant par
exemple, par western blot, la phosphorylation de ERK dans les cellules tumorales de 1I’AP

formé.

» Nouveaux essais cliniques

Dautres études ont montré que la combinaison des AINS avec des statines était intéressante
dans la prévention du cancer. En effet, I'association du celecoxib et de la fluvastatine a été
testée in vivo dans d’autres mod¢les tumoraux. Une étude de Gao et collaborateurs a
recherché I'effet de la combinaison de ces deux drogues sur la croissance de xénogreffes de
carcinomes hépatocellulaires dans un modele murin. Les souris ont recu 15mg/kg/jour de

fluvastatine et 25mg/kg/jour de celecoxib seul ou en combinaison pendant 6 semaines. Les
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auteurs ont montré sur les tissus tumoraux collectés que la combinaison du celecoxib et de la
fluvastatine était plus efficace que le traitement seul par une des deux molécules, entrainant
une inhibition significative de la croissance de la tumeur, une augmentation de I'apoptose, et

I’inhibition de l'angiogénese et de la prolifération des cellules tumorales (176).

Etant donné que ces deux drogues ont déja éte utilisées indépendamment chez I'enfant sans
toxicité (cf. Emploi du celecoxib et de la fluvastatine en thérapie métronomique), nous avons
proposé cette combinaison dans la prise en charge thérapeutique d’une adolescente souffrant
d'un AP multifocal réfractaire. Aprés 18 mois de traitement, la combinaison a été efficace sur
la lIésion hypothalamo-chiasmatique en diminuant progressivement la taille de la tumeur.
Cependant, cet effet n'a pas été retrouvé au niveau des métastases vertébrales ceci pouvant
étre expliqué par I'nétérogénéité des cellules tumorales entre la tumeur primaire et les

métastases ou encore par des phénomenes d'échappement.

A la lumiére de ces résultats encourageants, un essai clinique de phase I intitulé « Fluvabrex »
a été mis en place afin d'évaluer I’innocuité de I’association de la fluvastatine et du celecoxib
chez les enfants atteints de gliomes réfractaires des voies optiques. Cet essai est actuellement
en cours. Il implique 10 départements de cancérologie pédiatrique francais, tous membres de
la SFCE (Société Francaise de lutte contre les Cancers et leucémies de I’enfant et de
I’adolescent) et les centres investigateurs principaux sont Lille (Dr P. Leblond) et Marseille
(Dr N. André). En plus d’évaluer I’innocuité de plusieurs doses de fluvastatine (2, 4, 6 et
8 mg/kg/j) en association avec le celecoxib qui lui, sera administré en continu a une dose
préalablement déterminée et déja rapportée dans la littérature, 1’essai évaluera la tolérance, la
cinétique et la biodisponibilité de cette association ainsi que ses effets sur la taille et la
progression de la tumeur (taux de réponse). Jusqu’a 24 enfants atteints d’un gliome des voies
optiques en cours de progression malgré [’'utilisation préalable de chimiothérapie seront
recrutés sur une période s’étendant de 12 & 18 mois. Les premiers résultats devraient étre

publiés durant le second semestre 2016.

Selon les résultats obtenus, un essai clinique de phase Il sera rapidement envisagé afin
d’évaluer I’efficacité pharmacologique de la combinaison celecoxib-fluvastatine aux doses
déterminées en phase |. Les propriétés thérapeutiques, la relation dose-effet, la posologie et le
rythme d’administration optimaux seront alors déterminés sur une cohorte de 30 patients

porteurs d’AP.
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Il. Contribution a la caractérisation clinico-pathologique et
a la mise en évidence d'altérations moléculaires des

gliomes pediatriques

A. Présentation des travaux

Publication Il : **Outcome analysis of childhood pilocytic astrocytomas: a

retrospective study of 148 cases at a single institution™

Carole Colin, Laétitia Padovani, Céline Chappé, Sandy Mercurio, Didier Scavarda,
Anderson Loundou, Frederic Frassineti, Nicolas André, Corinne Bouvier, Andrey Korshunov,
Gabriel Lena, et Dominique Figarella-Branger

Neuropathology and Applied Neurobiology 2013

Cette etude avait pour but de rechercher des facteurs cliniques pronostiques des AP et
d'évaluer les conséquences de la présence de la fusion KIAA1549:BRAF sur I'évolution du
patient. Elle concernait un grand nombre d'enfants avec I'ensemble des variantes histologiques
représentées et un suivi clinique particulierement long. Dans cette étude, je me suis
particuliérement consacrée a l'extraction de ’ARN des AP ainsi qu'a lI'analyse des résultats

notamment ceux des RT-PCR.

Cette étude portait sur 148 AP traités par chirurgie dans notre institution entre 1985 et 2010.
Tous ces patients ont été traités selon le protocole BBSFOP (Carboplatine, Natulan,
Etoposide, Cisplatine, Vincristine, Endoxan) avant 2004 et selon le protocole LGG
(Carboplatine,Vincristine) en cours en France aprés 2004. Les enfants n‘ont jamais recu de
radiothérapie avant I'age de 5 ans.

A la date du dernier suivi, 83 patients étaient en rémission compléte, 47 présentaient une
maladie résiduelle stable, 7 une maladie en rechute, 11 étaient décédes. Au total, 44 patients
ont fait une rechute. La survie globale était de 96% a 5 ans et de 84% a 15 ans avec une survie
sans récidive passant de 71% a 5 ans a 58% a 10 ans. Dans cette série, I'exérese partielle de la
tumeur ainsi qu'un &ge a la chirurgie de moins de 36 mois étaient des facteurs de mauvais

pronostic. En accord avec nos travaux antérieurs et les données de la littérature, nous avons
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observé que les PMA et une localisation hypothalamo-chiasmatique des AP étaient également
associés a un mauvais pronostic.

La fusion KIAA1549:BRAF a été recherchée par deux techniques : par RT-PCR et par
méthode FISH. Les amorces utilisées pour la méthode de RT-PCR ont permis de détecter 3
types de fusion : KIAA1549-2"5/BRAF-2"9 KIAA1549-2"16/BRAF-2"1! ot KIAA1549-
exon-16/BRAF-*°"°. La méthode de RT-PCR a détecté 37/47 tumeurs porteuses de la fusion
KIAA1549:BRAF. La méthode de FISH a détecté 11/23 fusions KIAA1549:BRAF. La fusion a
été recherchée par les deux méthodes pour 7 patients et 3 cas ont été discordants. Ceci peut
s'expliquer par le fait que la méthode de RT-PCR est plus sensible que la méthode de FISH et
qu'elle ne permet pas de détecter tous les types de fusion dans notre série. Cependant, la
présence de la fusion KIAA1549:BRAF n'est pas significativement associée a la topographie
tumorale et n'a pas de valeur pronostique.

Ainsi, cette étude montre que la chirurgie incompléete, un age inférieur a 36 mois, la
localisation hypothalamo-chiasmatique et un diagnostic de PMA sont des facteurs de mauvais
pronostic.
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Publication 11l : "Search for Distinctive Markers in DNT and Cortical
Grade Il Glioma in children: Same Clinicopathological and Molecular

Entities?""

Laétitia Padovani, Carole Colin, Carla Fernandez, André Maues de Paula, Sandy Mercurio,
Didier Scavarda, Fréderic Frassineti, José Adélaide, Anderson Loundou, Dominique
Intagliata, Corinne Bouvier, Gabriel Lena, Daniel Birnbaum, Nadine Girard et Dominique
Figarella-Branger

Current Topics in Medicinal Chemistry, 2012, 12, 1683-1692

Cette étude a porte sur la caractérisation clinico-pathologique et biomoléculaire des DNT. Les
DNT sont des tumeurs bénignes, avec un excellent pronostic. Leur diagnostic ne pose pas de
difficulté si la composante glioneuronale est présente (forme simple). Par contre, en I'absence
de cette composante glioneuronale ou s'il y a présence d'un nodule glial on peut confondre la
DNT avec un gliome diffus de grade 1I. Ainsi, notre étude a porté sur une série de 24 tumeurs
comprenant 13 DNT et 11 gliomes diffus de grade Il qui présentaient les mémes
caractéristiques neuroradiologiques que les DNT. Dans cette étude, je suis intervenue dans les
extractions d'ADN génomique et dans la réalisation et I’analyse de la CGH array. L’analyse
des profils génomiques obtenus par cette technique pour 6 des 24 tumeurs de cette série n’a
pas montré d’altération génomique. Par contre, 1’analyse a posteriori d’un septiéme cas
porteur d’une DNT a permis de mettre en évidence une altération non rapportée dans cet

article. Ce résultat non publié sera détaillé dans la discussion de ces travaux.

Les DNT et les gliomes diffus de grade Il ont un excellent pronostic : le taux de survie
globale a 10 ans est de 100% et le taux de survie sans récidive a 10 ans de 68.6%. Au niveau
moléculaire, la recherche des marqueurs cibles dans notre étude n'a pas permis d'identifier un
profil particulier. En effet, aucune altération chromosomique, délétion 1p19q ni de mutation
de p53 n'a été mise en évidence. Seul un patient ayant un oligoastrocytome de grade Il
présentait une mutation du géne IDH1. De méme, aucune différence significative n'a été
retrouvée en termes d'age au diagnostic, de sexe, de qualité de I'exérese chirurgicale et de

progression entre les deux groupes de tumeurs analyses.

Ainsi, nous avons montré dans cette étude que les DNT ne présentent aucune altération

génetique spécifique. Aucun des marqueurs génetiques caractéristiques des gliomes de bas
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grade de I'adulte comme les mutations des génes IDH1, IDH2, p53 ou la codélétion 1p19q ne
peuvent les distinguer des gliomes diffus de grade Il lorsque la composante glioneuronale est
absente. Ces 11 tumeurs ont été reclassées en DNT non spécifiques dans I'article suivant.
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Publication 1V : ""Dysembryoplastic Neuroepithelial Tumors Share with
Pleomorphic Xanthoastrocytomas and Gangliogliomas BRAF Y% Mutation

and Expression"'

Céline Chappé, Laétitia Padovani, Didier Scavarda, Fabien Forest, Isabelle Nanni-Metellus,
Anderson Loundou, Sandy Mercurio, Frédéric Fina, Gabriel Lena, Carole Colin,
Dominique Figarella-Branger

Brain Pathology , 2013, 574-583

Dans cette derniére étude, nous avons recherché la valeur diagnostique et pronostique de la
mutation BRAF*°F dans une cohorte de tumeurs corticales gliales et glioneuronales de type
GG (31), PXA (5), DNT (11 formes spécifiques et 9 non-spécifiques) et d'AP (34 AP et 6
PMA). Dans cette étude, qui se placait dans la continuité des deux autres précédemment

décrites, j’ai participé a l'analyse des résultats.

La mutation BRAFY®%F 3 été mise en évidence par immunohistochimie dans 6/20 DNT (3/11
DNT spécifiques et 3/9 DNT non spécifiques), 3/5 PXA, 14/31 GG et aucune mutation n’a été
retrouvée dans les AP et les PMA. Les techniques de séquencage direct et
d'immunohistochimie étaient trés concordantes dans cette série (k= +0.93). En effet, seuls
2/69 cas ont été discordants pour des GG positifs en immunohistochimie mais négatifs en
séquencage.

L'expression du biomarqueur CD34 a la surface des cellules tumorales a été recherchée par
immunohistochimie. CD34 est une glycoprotéine transmembranaire de type |, exprimée a la
surface des cellules souches hématopoiétiques mais aussi transitoirement a la surface des
cellules souches neurales pendant la phase précoce de la neurulation. A I'exception de ces
cellules, I'immunoréactivité de CD34 n'a jamais été retrouvée dans les cellules neurales du
cerveau adulte normal ou du cerveau normal en développement (177). Cependant,
I'expression de CD34 a été retrouvée dans 5/20 DNT (1 DNT spécifique et 4 non spécifiques),
3/5 PXA, 18/31 GG, et 5 AP des voies optiques.

Ainsi, notre étude a permis de rapporter pour la premiére fois la mutation BRAF*°F dans
30% des DNT. La recherche de cette mutation dans les DNT semble donc étre importante
pour mieux caractériser ces tumeurs. Les DNT ont également montré une expression de CD34

principalement dans leur forme non-spécifique. Ces résultats sont similaires a une autre étude
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ou 100% des gliomes de grade Il assimilables en tous points aux DNT non spécifiques
exprimaient CD34 (178).
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B. Discussion des travaux et perspectives
Les tumeurs gliales et glioneuronales pédiatriques ont récemment commencé a faire I’objet
d’analyses moléculaires afin de déterminer, comme pour les gliomes adultes, une
classification histo-moléculaire plus pertinente que la classification purement histologique
initialement décrite par I’OMS. Ces tumeurs ont un excellent pronostic et une survie a long
terme avoisinant les 90%. La résection chirurgicale est le traitement de choix de ces Iésions et
suffit dans la grande majorité des cas a obtenir la guérison ou le contréle de la maladie. En
revanche, au sein d'un méme groupe, certaines tumeurs ont un potentiel évolutif plus agressif
et sont amenees a progresser ou récidiver voire a se transformer vers une tumeur anaplasique.

Ces différences peuvent-elles s’expliquer par un profil moléculaire différent ?

C’est dans ce contexte que ce sont inscrits nos travaux sur 1’analyse clinico-pathologique et

biomoléculaire d’une série rétrospective de plus de 200 tumeurs circonscrites cérébrales de

I’enfant : les AP, les GG, les PXA et les DNT.
Nous souhaitions répondre ainsi a plusieurs questions :

- La présence du géne de fusion KIAA1549:BRAF a-t-elle un impact pronostique chez
les patients souffrant d’un AP ?

- Sur la base d’altérations moléculaires peut-on rapprocher les DNT des gliomes
cortico-circonscrits de grade I de ’enfant liés a 1’épilepsie chronique?

- Quelle est la fréquence de la mutation BRAF®™E dans les AP, les PXA, les DNT
(spécifiques et non spécifiques) et les GG ? A-t-elle un impact diagnostique et/ou

pronostique ?

Les résultats de notre étude portant sur une série de 148 AP (Neuropathology and Applied
Neurobiology) sont en accord avec les études récentes qui ont caractérisé ces tumeurs gliales
par la présence du géne de fusion KIAA1549:BRAF (77.8% des cas avec fusion dans notre
étude) (54, 57, 62). Notre travail a confirmé le caractére pejoratif de la topographie
hypothalamo-chiasmatique, du variant histologique pilomyxoide et de I'dge au diagnostic
inférieur a 36 mois ainsi que la meilleure survie (OS et PFS) des patients ayant bénéficié
d’une exérése compléte (16, 17, 59, 63). En revanche, la fusion KIAA1549:BRAF n’a pas
montré de valeur pronostique dans notre série de méme que sa présence est restée
indépendante de la topographie tumorale (supra-tentorielle versus infra-tentorielle). Toutefois,

certains éléments qui auraient pu biaiser ces résultats méritent d'étre soulignés : les AP extra-
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cérébraux etaient peu représentés dans notre population (8.7%) et la technique RT-PCR que
nous avons employée pour I'étude de la fusion permettait de ne détecter que les trois types de
fusion principaux mis en évidence jusqu’alors. Les données de suivi clinique ont néanmoins
confirmé que les AP supra-tentoriels sont différents des AP cérébelleux. Par ailleurs, les
données de la littérature permettent d’affirmer que les AP supra-tentoriels expriment de

maniére préférentielle la mutation BRAFY®%F

alors que les AP infra-tentoriels sont
caractérisés par la fusion KIAA1549:BRAF. Ces résultats sont en accord avec 1’étude dans
laguelle nous avions démontré que les AP hypothalamo-chiasmatiques avaient une signature
génétique différente des AP cérébelleux (100) et a partir de laquelle nous avons développé la
thérapie ciblée proposée dans la publication présentée au début de ce chapitre (Mercurio et al.,

2013).

Outre les AP qui restent les tumeurs circonscrites pédiatriques les plus fréquentes, nous nous
sommes intéressés a d’autres tumeurs circonscrites gliales et glioneuronales, plus rares et au
diagnostic parfois problématique : les DNT (spécifiques et non-spécifiques), les GG et les
PXA.

Les DNT sont définies histologiquement par la présence d'une composante glioneuronale. En
I’absence de cette composante glioneuronale, le diagnostic histologique de DNT versus un
gliome diffus cortical de grade Il est difficile malgré une topographie corticale, la méme

histoire clinique, un aspect radiologique et des symptdmes similaires a une DNT classique.

Dans une premiére étude (Current Topics in Medicinal Chemistry, 2012), 24 patients ont pu
étre identifiés et comparés d’un point de vue moléculaire. Aucun des marqueurs recherchés
connus dans les tumeurs gliales adultes (mutation d’IDH-1, IDH-2, P53, codélétion 1p19q)
n’a permis de différencier les gliomes corticaux de grade II liés a I’épilepsie chronique du
groupe des DNT. Sachant que 1’aspect radiologique et le suivi clinique de pronostic excellent
sont identiques, ces résultats ont permis de supporter I’élargissement du concept des DNT

spécifiques au sous-groupe des DNT non-spécifiques.

De plus, nous avons également confirmé que les altérations moléculaires récurrentes dans les
gliomes de bas grade adultes (mutation d’IDH-1, IDH-2, P53, codélétion 1p19q) ne sont pas
retrouvées dans leurs homologues pédiatriques, malgré une histologie souvent similaire. Ceci
est un argument supplémentaire en faveur d’une modification de la classification actuelle pour

distinguer tumeurs adultes et tumeurs pédiatriques.
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Enfin, I’analyse de 6/24 de ces tumeurs en CGH array n’a pas montré d’altération génomique.
En revanche, I’analyse a posteriori d’un septiéme cas (une DNT), nous a permis de mettre en
évidence une altération non rapportée dans la littérature : une délétion en 13g21 contenant le
géne de la protocadhérine 9 (PCDH?9), décrit comme étant un gene suppresseur de tumeur
sous-exprimé notamment dans les GB (179). De plus, une étude récente a rapporté la valeur
pronostique de la sous-expression de la protéine PCDH9 dans une série de 116 gliomes, tous
types histologiques, &ge au diagnostic et grades confondus, mais ne comportant pas de DNT
(180). Nous n’avons pas publié¢ ce résultat pour 1’instant car nous projetons d’étudier plus en

avant cette altération dans un plus grand nombre de cas.

Les travaux suivants (Brain Pathology, 2013) ont été menés sur 20/24 de cette méme série de
DNT (spécifiques et non-spécifiques), complétés de cas d’AP (40), GG (31) et PXA (5). Les
résultats obtenus sur cette série de 96 cas ont montré que la mutation BRAFY®%F était aussi
bien retrouvée dans les DNT spécifiques que dans les DNT non-spécifiques (30% des cas),
dans les GG (40%) et les PXA (60%). En revanche, seulement 2 des 40 AP analysés portaient
cette mutation. Dans notre série, notons que la présence de la mutation n’a pas montré de

valeur pronostique.

Ces travaux, en accord avec les données de la littérature, sont les premiers a rapporter cette
mutation dans les DNT et ils confirment les résultats de notre précédente étude révélant
I’absence de différence moléculaire entre les DNT spécifiques et les DNT non-
spécifiques/pseudo-gliomes corticaux de grade Il. Nous avons aussi démontré que ces
tumeurs partagent les mémes marqueurs moléculaires (mutation BRAF®%F et expression de
CD34) avec les GG et les PXA, suggérant une communauté nosologique entre ces tumeurs.
En effet, les PXA sont actuellement classés dans le groupe des gliomes astrocytaires de grade
Il. L'ensemble des données pour le moment disponibles sur le plan moléculaire permet

d'affirmer que la mutation BRAF %%

est la caracteristique la plus robuste de ces tumeurs, et
par |a, les rapproche fortement de I'entité des GG. De plus, ces deux tumeurs peuvent partager
aussi la délétion du gene CDKN2A qui lorsqu'elle est présente dans le compartiment glial des
GG est prédictive d’une future transformation maligne (86). D’autre part, les gliomes diffus
corticaux de grade Il de I’enfant partagent clairement avec les DNT, outre leur histoire
clinique, un profil moléculaire de type p53 négatif, une absence de codélétion 1p19q, une
absence de mutation des génes IDH et la présence de la mutation BRAFY®®E. Ces gliomes
corticaux se rapprochent donc du groupe DNT, PXA et GG et sont en accord avec le concept

de DNT non-spécifique.
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Ces constats moléculaires, cliniques et anatomopathologiques soulignent le besoin d’établir

une nouvelle classification intégrant des données cliniques et moléculaires.

» Proposition d’une classification moléculaire des tumeurs gliales et glioneuronales
de I’enfant et d’outils diagnostiques utilisés en routine

Ces dernicres années, la mise en évidence d’altérations moléculaires récurrentes et de profils
transcriptomiques spécifiques dans les gliomes de I’adulte a permis de proposer une nouvelle
classification histo-moléculaire de ces tumeurs, affinée régulierement par des marqueurs
diagnostiques de plus en plus spécifiques tels que la mutation des génes IDH1/IDH2 (181,
182). De méme, de récents travaux menés sur des gliomes infiltrants de haut grade de I’enfant
(gliome diffus du tronc cérébral et GB) ont permis la caractérisation de mutations somatiques
faux-sens récurrentes dans les génes H3F3A et HIST1IH3B codant respectivement pour
I’histone H3.3 et I’histone H3.1. La mutation K27M dans 1’histone H3.3 a été retrouvée dans
60% a 70% de ces tumeurs (183-186) et la mutation G34V/R dans I’histone H3.3 a été mise
en évidence dans les GB de I’enfant et de 1’adulte jeune (183, 187). Sturm et collaborateurs
(188) ont ainsi distingué 6 grands sous-groupes de GB en fonction de leurs marqueurs

moléculaires, du statut de méthylation de leur ADN, et de leur devenir clinique (Figure 27).

En revanche, les tumeurs gliales circonscrites de I’enfant ont été jusqu’ici beaucoup moins
étudiées et nos travaux apportent quelques éléments de réponse quant a leur caractérisation

moléculaire.

A la lumiére des données de la littérature et de nos résultats, nous pouvons proposer de

différencier :

- les gliomes pédiatriques infiltrants de haut grade présentant des altérations moléculaires au

niveau des histones.

- les tumeurs pédiatriques circonscrites gliales et glioneuronales de bas grade présentant des
altérations de la voie MAPKinase : d’une part celles qui présentent des altérations de BRAF
de type fusion (principalement la fusion KIAA1549:BRAF) et d’autre part celles qui portent
la mutation BRAF %%,
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Classification épigénétique et biologique des glioblastomes
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D'aprés Sturm et al., 2012 (188)
Figure 27 : Classification des GB selon les caractéristiques biomoléculaires.

Dans nos travaux publiés dans Brain Pathology, nous avons employé [’anticorps
nouvellement développé par A. Von Deimling et collaborateurs (90, 189) permettant de
détecter facilement et spécifiquement la mutation V600E de BRAF sur fragments de tissus
fixés en formol et inclus en paraffine avec une excellente corrélation entre la technique
d’immunohistochimie et celle de séquengage direct de I’ADN (k= +0.93). Cet outil diagnostic
se révéle tres important pour une utilisation en routine, car au vu de nos résultats et du large
spectre de tumeurs qui portent la mutation BRAFY®%F il parait aujourd’hui indispensable de
rechercher systématiquement cette altération dans les tumeurs corticales glioneuronales.
Cependant, les anticorps commercialisés aujourd’hui semblent nettement moins sensibles et

specifiques.
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C’est pourquoi, aujourd’hui, au laboratoire d’anatomie pathologique, I’analyse histologique
des tumeurs gliales et glioneuronales pédiatriques est complétée en routine de 1’analyse des
mutations des génes IDH1/2, BRAF et H3F3A, de I’expression de p53 et CD34 et si possible
de I’analyse de la fusion KIAA1549:BRAF (I'analyse en FISH reste cependant tres difficile).

> Le role primordial de la voie MAPKinase dans la genese des tumeurs gliales et
glioneuronales pédiatriques : analyse exhaustive de ces altérations dans 2 séries

rétrospectives

Tres récemment, et parallelement a nos publications, plusieurs travaux de grande envergure
ont rapporté des données essentielles concernant la caractérisation des gliomes pédiatriques de

bas grade.

Les travaux du Washington University Pediatric Cancer Genome Project (98) ont révélé, par
séquencage complet du genome de 39 jeunes patients porteurs de gliomes de bas grade, que
plus de 50% de ces tumeurs présentaient une duplication du géne FGFR1 ou un
réarrangement des génes MYB ou MYBL1, ces deux altérations étant mutuellement exclusives
et préférentiellement retrouvées dans les gliomes diffus de grade II. D’autre part, 1’analyse
fine du séquencage complet du génome de ces tumeurs a permis de mettre en évidence de
nouveaux genes de fusion impliquant les génes RAF1 et BRAF tels que FXR1:BRAF,
BRAF:MACF1 et QKI:RAF1, des mutations du géne FGFR1 et la fusion FGFR1:TACC1.

Dans le méme temps, Ramkissoon et collaborateurs ont aussi procédé a 1’analyse par
CGHarray d’une série de 44 gliomes pédiatriques de bas grade, en excluant les AP. Ils ont
retrouvé une amplification récurrente du géne MYBL1 dans les astrocytomes diffus de grade 11
(85).

Enfin, dans le cadre de I’International Cancer Genome Consortium Pediatric Brain Tumor
Project, le séquencage complet de I’ADN de 96 AP et le séquencage de I’ARN de 73 d’entre
eux (99) ont permis une analyse exhaustive des altérations moléculaires propres a ces
tumeurs. Les auteurs ont confirmé la presence des altérations connues de la voie des
MAPKIinases dont la fusion KIAA1549:BRAF (70 cas), la fusion FAM131B:BRAF (1 cas), la
mutation BRAFY®E (4 cas), la mutation du géne NF1 (3 cas), mais ils ont aussi mis en
évidence 4 nouveaux genes de fusion impliquant BRAF : RNF130:BRAF, CLCNG6:BRAF,
MKRN1:BRAF, et GNAIL1:BRAF, deux autres mutations de ce géne: BRAF™%T et

BRAF™R et de nouvelles altérations du géne KRAS. De plus, les auteurs ont rapporté
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d’autres nouvelles altérations récurrentes telles que: les genes de fusion impliquant le géne
NTRK2 (QKI:NTRK2 et NACC2:NTRK2) dans 3 AP et la mutation du gene FGFR1 dans 5
AP qui n’étaient pas du cervelet mais intéressaient des structures de la ligne médiane et dont 2

d’entre eux portaient aussi une mutation du gene PTPN11.

Au total, tous les AP de cette série présentaient au moins 1 altération de la voie MAPKinase
(Figure 28), différentes selon notamment la localisation de la tumeur (Figure 29), confirmant
I’importance de cette voie de signalisation dans la genese des tumeurs gliales pédiatriques, ce

qui en fait une cible privilégiée pour I’¢laboration de thérapeutiques spécifiques.

KIAA1549-BRAF
Other BRAF fusion
BRAF mutation
FGFR1 mutation mn
NTRK2 fusion ]|
NF1 mutation 1]
KRAS mutation [}
PTEN71 mutation (]

D'apres Jones et al., 2013 (99)

Figure 28 : Altérations de la voie MAPK dans les astrocytomes pilocytiques

Astrocytome pilocytique

Cervelet Voies optiques Tronc cérébral/ Moelle épiniére|Tronc cérébral Cortex cérébral
Fusions RAF 85% NF130% Fusions RAF 50% Fusions RAF 50% Fusions RAF 10%
Mut BRAF 5% Non-NF1: Mut BRAF-20% Mut BRAF- 20% Mut BRAF- 20%
Mut RAS 5% Fusions RAF 60% Mut/Fusions FGFR Mut/Fusions FGFR Mut/Fusions FGFR
Mut BRAF-20% NF1
MutRAS 5%
Prévalence

D'apreés Fontebasso et al., 2013 (190)

Figure 29 : Prévalence des altérations moléculaires retrouvées dans les AP en fonction

du site de développement tumoral

97



En considérant ces données tout a fait récentes, nous nous proposons aujourd’hui d’élargir les
analyses de notre cohorte rétrospective publiée dans Brain Pathology mais en excluant les
AP, a la recherche des altérations impliquant FGFR1, MYB et MYBL1. L’avantage de notre
série est qu’elle comporte 20 DNT, tumeurs rares qui n’ont pas encore ¢té analysées pour la
recherche de ces altérations. Ce travail pourrait étre fait en collaboration avec 1’équipe
d’Heidelberg (99) dans le cadre du groupe de travail sur les gliomes pédiatriques de bas grade
(SIOP-LGG) dont nous faisons partie.

Nous envisageons également la recherche de ces altérations, en plus de celles faites en
routine, sur une deuxiéme serie rétrospective francaise revue de maniére centralisée dans le
cadre du GENOP (Groupe d'Etude en Neuropathologie et Oncologie Pédiatrique), et
comportant 8 cas de DNT, 22 GG, 3 PXA et 15 gliomes inclassables histologiquement. Nous
espérons que 1’étude simultanée de I’ensemble des altérations récurrentes décrites dans les
tumeurs gliales et glioneuronales de 1’enfant pourra entre autre aider au diagnostic difficile de
ces 15 gliomes et également apporter des éléments pronostiques dans la mesure ou le suivi de
ces deux cohortes est connu (cohorte Marseillaise) et en cours de récupération (cohorte
frangaise).

> Cibles thérapeutiques

En plus de I’aide au diagnostic, les altérations moléculaires de la voie MAPK identifiées dans
les gliomes et les tumeurs glioneuronales peédiatriques sont des cibles thérapeutiques
potentielles intéressantes. En effet, plusieurs inhibiteurs de la voie MAPkinase sont
actuellement développés et testés en essais de phase Il et Ill, essentiellement dans le
traitement du mélanome, du cancer de la thyroide, mais aussi dans celui du cancer colorectal,
du cancer du poumon, du carcinome hépatocellulaire, de 1’adénocarcinome pancréatique et
certains cancers du sein (pour revue (191). lls ciblent principalement les tumeurs mutées pour
BRAF et KRAS.

Les inhibiteurs de RAF

Le Vémurafenib et le Dabrafenib, ont été développés spécifiquement pour cibler la forme
mutée de BRAF (Figure 30). Plusieurs essais cliniques dont certains de phase Ill ont
démontré leur efficacité en terme de survie sans progression et survie globale chez des
patients souffrant de mélanomes métastatiques et portant la mutation BRAFV600E (192-194).

Ces deux inhibiteurs suppriment la phosphorylation de ERK et induisent des effets anti-
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prolifératifs et pro-apoptotiques principalement dans les cellules portant la mutation BRAF
(195).

Dans le cadre du traitement des gliomes et tumeurs glioneuronales pédiatriques mutées pour
BRAF, quelques données sont disponibles dans la littérature. L’analogue pré-clinique du
Vémurafenib (PLX4720) a été testé avec succes sur des xénogreffes intracraniennes et sous-
cutanées de gliomes pédiatriques mutés BRAFV600E, dont des AP (66, 196). L’efficacité du
PLX4720 a notamment été testée en association avec de la radiothérapie, montrant une
diminution de la prolifération tumorale et une meilleure survie des modeles animaux.
Toutefois, bien que cette drogue soit relativement bien tolérée chez 1’adulte, son innocuité
doit étre testée chez 1’enfant, et il est préférable d’éviter la radiothérapie cérébrale chez ces
jeunes patients. D’ailleurs, le seul essai clinique ayant testé le Vémurafenib dans le traitement
des PXA (qui présentent la mutation BRAFV600E dans plus de 60% des cas) a éte réalisé
chez 4 patients adultes dont 1’dge médian est de 45 ans (197) : apres chimiothérapie 2 patients
ont vu leur maladie se stabiliser, 1 était en progression, et 1 patient a répondu partiellement.
Par ailleurs, une étude récente a rapporté que les cellules d’AP portant la fusion
KIAA1549:BRAF n’étaient pas sensibles au PLX4720 (198). Les auteurs ont développé une
deuxieme génération d’inhibiteur de BRAF, tel que le PLX PB-3, ciblant spécifiqguement la
fusion KIAA1549:BRAF.

De plus, plusieurs études ont identifié des résistances a ces inhibiteurs de BRAF, reflétant
I'aptitude des cellules & contourner I’inhibition de BRAF mutée et réduisant ainsi 1’efficacité
du traitement. Plusieurs mécanismes de résistance aux inhibiteurs de RAF ont été décrits
résultant en une réactivation de la signalisation de ERK en présence de la drogue (pour revue,
199). On peut citer les altérations activant la dimérisation de RAF (mutation NRAS),
I’expression de variants d'épissage de RAF (p61), une surexpression de CRAF, une mutation
NF1, menant a la réactivation de la voie MAPK malgré I’inhibition de BRAF muté. La
résistance aux inhibiteurs de RAF peut également étre due a des mutations en aval de ERK
telle qu’une mutation de MEK ou encore étre indépendante de la voie MAPK en promouvant

la survie cellulaire de maniere ERK-indépendante.

Les inhibiteurs de MEK

Il existe d’autres inhibiteurs de la voie MAPK qui ne ciblent pas BRAF, comme les
inhibiteurs de MEK (Figure 30). Récemment, un essai clinique de phase Il sur des patients
souffrant de mélanome a démontré que le Trametinib permettait une meilleure survie sans

progression et une meilleure survie globale que les agents anti-cancéreux habituellement
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employeés (dacarbazine et paclitaxel) (200). De plus, associé au Dabrafenib, le Trametinib
offre un meilleur taux de réponse que la monothérapie (201).

En effet, comme pour les inhibiteurs de RAF, il existe des mécanismes de résistance aux
inhibiteurs de MEK, c’est pourquoi se développent des stratégies thérapeutiques employant
une combinaison d’inhibiteurs. Par exemple, Bid et collaborateurs (Bid et al., 2013) ont
montré I’efficacité anti-tumorale de la combinaison du Selumetinib (inhibiteur de MEK) avec
un inhibiteur de STAT3 (LLL12) sur des xénogreffes d’astrocytomes de bas grade
pédiatriques (modele BT40).

Cependant, les inhibiteurs de MEK ont des effets toxiques non négligeables (éruptions
cutanées importantes, toxicité oculaire..) qui sont un probléeme majeur dans le développement

de ces thérapeutiques.
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Figure 30 : Différentes thérapeutiques ciblées contre la voie MAPK
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Conclusion géneérale

Au cours de cette thése, j’ai développé et participé a deux axes d’étude: 1/ I'utilisation de la
combinaison synergique celecoxib/fluvastatine utilisée de maniére métronomique comme
nouvelle stratégie dans le traitement des AP réfractaires, et 2/ la caractérisation clinico-
pathologique et moléculaire de certaines tumeurs gliales et glioneuronales circonscrites de
I’enfant. De plus, au cours de ma thése, notre laboratoire a regu, de la part de I'INCA (Institut
National du CAncer), la labellisation SIRIC (Slte de Recherche Intégrée sur le Cancer), placant
ainsi notre équipe au sein d’un réseau pluridisciplinaire de 18 équipes marseillaises travaillant
toutes sur le gliome d’un point de vue clinique ou fondamental. J’ai pu ainsi bénéficier d’un
environnement dynamique me permettant d’établir facilement des collaborations avec les services

cliniques et d’autres équipes de recherche pour mener a bien nos travaux.

Les premiers ont permis de démontrer 1’efficacité cytotoxique et anti-tumorale de la combinaison
synergique du celecoxib et de la fluvastatine in vitro sur des modéles de culture d’AP et de GB,
mais également chez le patient porteur d’AP réfractaire aux traitements conventionnels, grace a
une administration métronomique de ces deux molécules. Cette nouvelle stratégie de traitement
est donc trés prometteuse d’autant plus qu’elle est non toxique et peu colteuse contrairement a la
chimiothérapie conventionnelle. Nous attendons avec impatience les premiers résultats de 1’essai

« Fluvabrex » de phase | actuellement en cours.

Les études clinico-moléculaires que nous avons menées sur les tumeurs de bas grade de I'enfant
incluant les AP, les GG, les PXA et les DNT ont permis de proposer de nouveaux éléments
participant a I’amélioration du diagnostic de ces tumeurs et permettant ainsi de mieux orienter les
indications therapeutiques de ces patients. Ces travaux, ainsi que les données récentes de la
littérature ont eu des répercussions immédiates dans 1’activité de routine des laboratoires
d’anatomie pathologique, dont celui du CHU Timone. En plus des analyses anatomo-
pathologiques classiques des tumeurs pédiatriques, il a été mis en place une recherche appropriée
quasi-systématique de plusieurs marqueurs moléculaires dont la mutation BRAFv=, les mutations
de I’histone H3.3, les mutations d’IDH1/2 et la recherche de I’expression de CD34. Nous pensons
qu’a terme, ces ¢léments moléculaires pourront participer a la mise en place d’une classification
plus pertinente des tumeurs gliales et glioneuronales pédiatriques, et a terme, a une prise en
charge thérapeutique plus ciblée. De maniére intéressante, I’ensemble de ces travaux confirme que
la voie MAPKinase est au cceur de la tumorigenése des gliomes pédiatriques de bas grade et

constitue une cible thérapeutique prometteuse. Des inhibiteurs de BRAF sont actuellement
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disponibles (Vémurafenib, Dabrafenib) de méme que des inhibiteurs de MEK (Trametinib) mais
les données sur leur utilisation dans le traitement des tumeurs cérébrales, notamment pédiatriques,
sont encore peu nombreuses.

Il semble prometteur de s’y intéresser, afin de définir 1’innocuité et la toxicité de ces molécules
dans la population pédiatrique et envisager ainsi un traitement a la carte en fonction des
altérations de la voie MAPK présente dans ces tumeurs: mutation de BRAF, fusion
KIAA1549 :BRAF, ou autre altération.

Pour conclure, nous espérons que ces travaux et les perspectives qui en découlent permettront de
mieux comprendre la biologie des gliomes pédiatriques de bas grade, d’établir des traitements
plus efficaces et mieux tolérés mais également d’améliorer a long terme la qualité de vie de ces

jeunes patients.
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