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Introduction

La pathologie cancéreuse est au coeur des préoccupations de santé publique

d’aujourd’hui. Son incidence ne cesse de croitre depuis des années et s’évalue a 382 000
nouveaux cas par an en France en 2018. Cette tendance s’explique en partie par le
vieillissement et I'augmentation de la population ainsi que I'abonnissement des techniques
de dépistages.
Bien que I'amélioration de la précocité diagnostique et des innovations thérapeutiques aient
conduit a une légére baisse globale de la mortalité (157 000 déces en 2018 en France), elle
n‘en demeure pas moins la 1% cause de mortalité prématurée en France devant les
maladies cardiovasculaires (1).

Le cancer du sein, colorectal, du poumon et de la prostate sont au sommet du
classement des tumeurs solides les plus fréquentes et les plus meurtriéres tous sexes
confondus.
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Champ  France métropolitaine.

Sources * Base commune des registres des cancers (Francim) ; certificats de décés (CépiDc) ; exploitation partenariat Francim-HCL-Santé publique France-INCa

Figure 1 : Estimation du nombre de nouveaux cas et de déces par tumeur solide chez
I’homme et chez la femme, en 1980 et en 2012 (2)
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Bien que le pronostic de la pathologie cancéreuse soit variable selon sa localisation,
son stade et le profil du patient, I'avancée fulgurante de la compréhension des mécanismes
biomoléculaires et génétiques a permis le développement de molécules anticancéreuses de
plus en plus spécifiques et efficaces. Par I'engouement de la recherche clinique dans cette
discipline, la survie globale et sans progression des patients ont connu un net progres dans la
plupart des cancers ces derniéres décennies. La fréquence des remaniements des stratégies

thérapeutiques fait de I'oncologie une discipline dynamique.

Pourtant, bien que les tumeurs du systeme nerveux central (SNC) ne soient que tres
rares, I'espérance de vie associée aux patients atteints de glioblastome multiforme (GBM)
est atrocement bréve. Depuis I'avenement du protocole de Stupp en 2005 et malgré la
multiplicité des études, le pronostic des patients atteints de GBM n’a pas connu
d’amélioration et reste critique a ce jour.

Les particularités biomoléculaires du GBM, les voies de signalisation altérées et la
problématique du passage de la barriere hémato-encéphalique, bien qu’en partie connues,
aucune nouvelle thérapie ne semble pouvoir encore supplanter ce protocole quand elles
triomphent dans d’autres pathologies. Actuellement, il est admis que I'épigénétique et la
présence de cellules souches tumorales soient responsables de I'échec des thérapies
conduisant a la récurrence et a la récidive des GBM, mais encore trop peu d’études ne

semblent y préter attention.

Par le peu de cas annuels de GBM, les essais cliniques testant de nouvelles molécules
sont relégués a de petites études non randomisées empéchant la fiabilité et la
reproductibilité de leur efficacité. Pourtant de nouvelles stratégies thérapeutiques sont plus
gue nécessaires.

La découverte de propriétés anticancéreuses de certains médicaments utilisés dans d’autres
pathologies plus ou moins bénignes pousse les chercheurs a développer des essais les

repositionnant dans de nombreux cancers.

Cette conjoncture actuelle a motivé la réalisation d’un travail de réflexion dans cette
pathologie. Par la compréhension des principaux mécanismes de résistances et par I'appui

de la littérature existante, I'objectif de cette thése est d’'imaginer un concept proposant de
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cibler des voies de maniéres originales par le repositionnement de trois molécules
(Metformine, Acide Valproique et Simvastatine) associées au protocole de Stupp actuel dans

le GBM nouvellement diagnostiqué (GBMn).

Aprés avoir énumérer dans un premier temps les généralités et les recommandations
actuelles des GBM, les nouvelles stratégies de prises en charges et les perspectives seront
détaillées. Enfin, par la compréhension du potentiel rationnel d’action antinéoplasiques de
nos trois molécules dans le GBM, ce travail aboutira a la proposition d’un essai clinique
innovant basé sur le repositionnement thérapeutique, cherchant a évaluer l'intérét de
I'association de la Metformine, de I’Acide Valproique et de la Simvastatine au protocole de

Stupp dans le GBMn.
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Partie 1. Les Glioblastomes multiformes : Généralités et
Recommandations actuelles de leur prise en charge

1 Généralités
1.1 Définition

Le Glioblastome multiforme (GBM) représente la tumeur cérébrale gliale primitive
maligne la plus fréquente et la plus agressive de I'adulte (3).

La glie est un ensemble de cellules du systéme nerveux accompagnant les neurones.
Elle représente plus de la moitié des cellules du systéme nerveux. Elles assurent cohésion,
apport nutritionnel, élimination des déchets et facilitent la conduction de I'influx nerveux
par la production de la gaine de myéline. Elles contribuent ainsi a 'homéostasie cérébrale
par un contrdle de I’environnement chimique et électrique (4).

On distingue les cellules de la macroglie, constituées principalement d’astrocytes,
d’oligodendrocytes dans le SNC et des cellules de Schwann dans le systéme nerveux
périphérique (SNP). Les cellules de la microglie quant a elles sont composées de
macrophages assurant la phagocytose physiologique des débris ou des neurones entiers lors

de leur mort. Ces deux structures forment la névroglie.

Oligodendrocyte

Microglie

sanguin

\1?&!\ \ p ! O A Capillaire

Figure 2 : Représentation schématique de la névroglie

Les Ependymocytes assurent I'interface entre le systéeme nerveux et le liquide cérébrospinale

gu’elles produisent.
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Dans le cas du GBM (également nommé astrocytome de grade IV selon la
classification OMS), ces cellules gliales se reproduisent de maniére anarchique, anormale
suite a diverses altérations génétiques et/ou épigénétiques. L’appellation multiforme
provient de I'hétérogénéité cellulaire de ces tumeurs et de leurs localités. lls se développent
dans le parenchyme cérébral, principalement dans les hémisphéres cérébraux (localisation
sus-tentorielle) et plus particulierement dans le lobe frontal (30%) ou temporal (30%) mais

peut également se déclarer dans d’autres localisations cérébrales (5).

1.2 Epidémiologie

Le GBM est la plus fréquente des tumeurs cérébrales gliales représentant plus de
50% de tous les gliomes confondus (80% des gliomes de haut grade stade Ill ou IV selon la
classification OMS). L’incidence annuelle est d’environ 4/100 000 soit 2600 nouveaux cas par
an confirmés histologiguement en France. Si le GBM est une tumeur rare, il représente
toutefois la 3°™ cause de déces par cancer chez les 15-35 ans et provoque 2,5% des déces
dus au cancer dans le monde. S'il touche peu les enfants, son incidence augmente
linéairement jusqu’a 75 ans pour diminuer par la suite (pic d’incidence entre 55 et 60 ans)
(Figure 3). L’age médian au diagnostic est de 64 ans. |l est prédominant chez les hommes
avec un sexe ratio de 1.5 a 1.8 pour 1. L'ethnie semble également prédisposer au GBM
(risque relatif de 1.7 pour les caucasiens vs les africains). L'incidence est en augmentation

ces dernieres décennies et serait en partie due au vieillissement de la population et aux

progrés des techniques d’imagerie.
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Figure 3 : Taux d’incidence du GBM par tranche d’dge et par sexe

On distingue les GBM se formant de novo (80% des GBM) qui se manifestent
préférentiellement chez le sujet agé (age moyen 62 ans) tandis que les GBM résultant de la
transformation d’un gliome infiltrant de bas grade de stade Il ou anaplasique de grade llI
(astrocytome) concernent davantage le sujet plus jeune (age moyen 45 ans) (6).

Malgré les thérapeutiques actuelles, le pronostic reste trés sombre avec une survie

médiane de I'ordre de 14 mois et un taux de survie globale moyen a 5 ans de 5% (7).

1.3 Facteurs de risques

Méme si, comme vu précédemment, I'age, le sexe masculin et I’ethnie semblent étre

des facteurs contributifs, il n’existe aujourd’hui que peu de facteurs de risques avérés.

1.3.1 Facteurs génétiques et cas familiaux

1 a 5% des tumeurs cérébrales sont dues a des syndromes génétiques conférant une
prédisposition a développer des tumeurs du systéme nerveux dont le GBM. Parmi eux nous
pouvons distinguer la neurofibromatose de type 1 et 2 (mutation du gene suppresseur de
tumeur NF1 ou NF2), le syndrome de Li-Fraumeni (mutation du gene suppresseur de tumeur
TP53), la sclérose tubéreuse de Bourneville (mutation du géne suppresseur de tumeur TSC1

ou TSC2), le syndrome de Lynch (8) ou le syndrome de Turcot (déficience de la réparation
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des mésappariements) ainsi que certains polymorphismes génétiques (amplification EGFR...)
(9).

Des cas familiaux ont également été rapportés mais ne concernent qu’une faible
proportion de gliomes. Des expositions environnementales partagées pourraient également

contribuer au risque dans certaines familles (10).

1.3.2 Rayonnements ionisants

Les rayonnements ionisants sont a I’"heure actuelle le seul facteur de risque diiment
documenté. En effet, des études ont montré un accroissement du risque de gliomes
secondaires a une irradiation thérapeutique cérébrale chez les enfants ayant été
préalablement atteints d’'un premier cancer cérébral ou d’une leucémie aigliie (11). De
méme, I'exposition aux rayonnements ionisants chez les survivants de bombes atomiques a
révélé un lien causal dans I'apparition des tumeurs cérébrales. La latence entre l'irradiation
et I'apparition du cancer est variable et peut aller de 5 ans comme plusieurs décennies post
exposition (12). Une augmentation de la dose recue accélére le processus de cancérisation

ainsi que son incidence.

1.3.3 Rayonnements non ionisants

L’exposition aux champs électromagnétiques émis entre autres par les smartphones
a été discutée comme potentiel facteur de risque. Les nombreuses études réalisées n’ont
pas permis de conclure sur I'implication de ces rayonnements dans la survenue des tumeurs
cérébrales (13). Par manque de données concluantes et, di au manque de recul, le centre
international de recherche contre le cancer classe tout de méme les radiofréquences comme

cancérogenes possibles chez I’homme (2B) (14).

1.3.4 Facteurs débattus

D’autres facteurs sont suspectés mais les études apportent des données

contradictoires ou non concluantes. Parmi eux, on peut noter les pesticides, les dérivés
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nitrés, les métaux lourds ou encore les traumatismes craniens (tableau 1) ... Dans certaines
études, il a été suggéré une corrélation entre exposition virale in utéro et développement
des tumeurs cérébrales car il a été constaté que les enfants nés en hiver disposeraient d’un

risque plus élevé de GBM a I’dge adulte (15).

Il existerait une corrélation inverse entre gliome et terrain allergique (asthme,
rhume des foins, eczéma) ou maladie auto-immune. En effet, une méta-analyse indique une
diminution significative de l'incidence des gliomes chez les patients ayant des antécédents
d’allergies (risque relatif 0,61) (16).

Des études prospectives ont montré un lien entre le taux d’IgE (Immunoglobulines E) totales
et le risque de gliomes. Des IgE totales élevées seraient associées a une diminution de 25%
(17) de risque de certains gliomes par rapport a un faible niveau d'immunoglobulines

confortant I'hypothése d’une protection des sujets atopiques dans la genése du GBM (18).

Augmentation du risque Pas d’influence démontrée Diminution probable du risque
Agd Composés nitrosés Allergies

Ethnie Tabac Maladies auto-immunes

Sexe Alcool Consommation d’antioxydants
Syndromes de prédisposition Aspartame Infections par certains virus
Polymorphisme génétique Acrylamide Anti-inflammatoires
Radiothérapie encéphalique Traitement hormonal substitutif

Champs electromagnétiques

Pesticides

Tableau | : Résumé des facteurs de risques du GBM retrouvés dans la littérature (19)

1.4 Approche Diagnostique

1.4.1 Présentation clinique

Les patients atteints d’un GBM peuvent présenter un tableau clinique hétérogéne. lls

déclarent généralement des signes et symptomes neurologiques subaigus qui évoluent sur
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plusieurs jours ou semaines et varient en fonction de la localisation ainsi que de la taille de la
tumeur dans le cerveau.

Nous pouvons regrouper les symptomes les plus fréquents en 3 grands groupes (20,21) :

o Les signes irritatifs : Fréguemment inaugurale, la crise comitiale se révele
chez 20 a 50% des patients. Souvent focales au début (crise partielle), les
crises d’épilepsie peuvent se généraliser par la suite (dans 65% des cas). La
proximité de la tumeur avec une zone épileptogene favorise la précocité de la
crise ainsi que son intensité. Ses circonstances de déclenchement supposent

la localisation du foyer.

o Signes d’hypertension intracranienne : Les céphalées sont présentes dans 50
a 60% des cas et peuvent étre accompagnées de vomissements (en jet) ou de
simples nausées. Ces symptomes sont ceux du syndrome de I'"hypertension
intracranienne (HTIC) consécutive a I'augmentation du volume tumoral et de
I’oedeme cérébral secondaire. Elles prédominent notamment la nuit pouvant
altérer le sommeil et au petit matin. La position couchée, la diminution du
retour veineux cérébral et la possible augmentation transitoire de la pression

partielle en CO2 (vasodilatateur) durant la nuit favorise I’'HTIC.

L'HTIC peut également générer des troubles visuels (diplopie par compression du nerf
cranien abducens VI ou cedéme papillaire), de la vigilance, du comportement ainsi que

certains signes végétatifs (bradycardie, HTA, constipation...).

o Les signes déficitaires: En fonction de la localisation tumorale, des déficits
neurologiques focaux vont s’installer plus ou moins progressivement et s’étendre
en « tache d’huile » aux régions voisines (10 a 40% des patients). Pour évaluer le
degrés d’autonomie et de dépendance du patient, il est utilisé lindice de
Karnofsky ou KPS (Karnofsky Performance Status)(21) (Tableau 2), ou bien
I'indice du performance status selon 'OMS. Le KPS est exprimé en pourcentage

(de 0a100).
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100 % |normal, pas de signe de maladie

Capable de mener une activité normale peut mener une activité normale, symptémes mineurs de la maladie, totalement
90 %
autonome

peut mener une activité normale, mais avec effort, symptémes ou signes
80 % |mineurs,

totalement autonome
peut se prendre en charge, incapable de mener une activité normale, autonome

Incapable de travailler, capable de vivre 70 %
mais a

4

une aide occasi lle mais peut prendre en charge la plupart des

chez lui et d’assumer ses besoins personnels, | 60 %
besoins, semi-autonome

une assistance variable est nécessaire 50 % |nécessite une aide suivie et des soins médicaux fréquents, semi-

40 % | handicapé, nécessite une aide et des soins particuliers

I ble de s’

P

de lui-mé 30 % |sévérement handicapé, dépendant

14

20 % |trés malade soutien actif, ab totale d’

nécessite des soins hospitaliers ou

10 % |moribond, processus fatal progressant rapidement
I’équivalent

Tableau Il : Indice de Karnofsky

o |l existe aussi des troubles des fonctions supérieures : troubles mnésiques,

cognitifs et de la personnalité (20).

LOBE PARIETAL | NTAL

ool . kS e % .
gm’eret?mer droite et gauche - Résolution des problémes
L:::’ffr eon - Traits émotionnels

- Orientation spatio-corporelle 6l

- Conversation
- Activité motrice volontaire

LOBE OCCIPITAL ¥—___
- Vision
- Perception des couleurs

CERVELET
- Equilibre
- Coordination

- Controle moteur

LOBE TEMPORAL

- Comportement

- Mémoire

- Audition

TRONC CEREBRAL - Compréhension de la langue
- Respiration

- Tempeérature corporelle

- Digestion

- Vigilance

- Ingestion/Déglutition

Figure 4 : Anatomie cérébrale et fonctions cognitives et motrices associées

Dans de trés rare cas (0.4%), le patient peut étre asymptomatique et la découverte
du GBM peut alors étre fortuite suite a la réalisation d’'une imagerie cérébrale pour une

autre raison (21).
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1.4.2 Examen paraclinique : Imagerie

I'lmage par Résonnance Magnétique (IRM) est I'examen de référence au diagnostic (20).

Le GBM se présente comme une masse tumorale, le plus souvent hémisphérique de
signal hétérogene lié a la présence d’un centre nécrotique et d’éventuelles lésions kystiques,
avec une prise de contraste en anneau (22). En I'absence d’agent de contraste, le signal est
hypo-intense en T1, hyper intense en T2/FLAIR (Fluid Attenuated Inversion Recovery) et se
rehausse apres injection de Gadolinium (marquant la rupture de la barriere hémato-
encéphalique (BHE)). Au niveau de la périphérie de la tumeur, le signal apparait hypo intense
en T1, et hyper intense en T2/FLAIR relatant I'infiltration tumorale et I'cedéme vasogénique

péri lésionnel dit en « doigt de gant » (23).

D’autres séquences peuvent étre réalisées comme des IRM de perfusion ou des analyses en

spectroscopie pour compléter les informations.

Figure 5 : Aspect d’une IRM multimodale d’un patient porteur d’un GBM (24)

a. Coupe axiale T1 aprées rehaussement par produit de contraste : montre une prise de contraste en
anneau avec un centre nécrotique hypo intense

b. Coupe axiale T2

c. Coupe axiale T2/FLAIR : Témoigne I'cedéme vasogénique péri-lésionnel en doigt de gant

d. Spectroscopie IRM : Témoigne de la modification de la composition moléculaire de la tumeur et du
parenchyme cérébrale avoisinant.

e. Courbe de spectroscopie : Montre le pic de Choline et I'effondrement de la N-Acétyl Aspartate
caractérisant le haut grade de la tumeur

f. IRM de perfusion : montre les foyers hyper perfusés en périphérie tumorale soulignant les foyers de
néoangiogénése hyper vascularisés.
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1.4.3 Anatomopathologie

Pour établir le diagnostic de certitude, des examens anatomo-pathologiques sont
effectués. La qualité du prélevement est essentielle. L'imagerie pré-opératoire conditionne
la chirurgie ou le prélevement. En condition optimale, la résection chirurgicale maximale
tout en préservant les fonctions neurologiques du patient est recommandée. Si I'exérese
totale de la tumeur est préférable, elle n’est en pratique que rarement réalisable a cause du
profil infiltrant et diffus de la tumeur et de sa localisation anatomique. L'étendue de la
résection contribue au pronostic du patient.

A contrario, si le patient présente des déficits neurologiques avancés et/ou si la
localisation tumorale ne permet pas I'exérése, une simple biopsie en condition stéréotaxique

sera réalisée. La qualité du prélevement reste inférieure a celui de I'exérese (25,26).

1.4.4 Examens anatomo-pathologiques

La triade histologique caractéristique des glioblastomes se définie par une cellularité
importante avec un polymorphisme cellulaire, des cellules d’aspect pseudo-palissadique
autour de la zone nécrotique, ainsi qu’une modification/prolifération vasculaire avec

hyperplasie et thrombose.

2 = -

eudo-palissadiques

STE e e R %

Figure 6 : Aspect histologique typique d’un GBM
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Des caractéristiques immunohistochimiques pour le typage tumoral ainsi qu’un profil

biomoléculaire sont recherchés pour un diagnostic intégré des GBM.

1.5 Classification des GBM : Vers un diagnostic intégré

1.5.1 Classification histologique

La classification des gliomes a évolué au cours du temps et dérive du systéme originel
de 1926 congu par Bailey et Cushing (27). Elle a par la suite été révisée et mise a jour a
guatre reprises par I'OMS a partir de 1979. Basée sur des critéeres histologiques purs, la
classification a progressivement intégré |'immunohistochimie puis inclus les profils

génétiques dans la définition des tumeurs cérébrales.

1.5.2 Classification biomoléculaire (28)

Devant [|’hétérogénéité des tumeurs gliales, aux pronostics et altérations
biomoléculaires distincts, est arrivée en 2016 une nouvelle classification OMS intégrant des
données moléculaires permettant une meilleure catégorisation des gliomes et une
évaluation plus précise du pronostic ainsi que le caractére prédictif de réponse aux
différentes thérapeutiques :

- Cette nouvelle classification oppose distinctement les gliomes circonscrits des

gliomes diffus et ne repose plus sur le type cellulaire prédominant.
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Grades | Tumeurs diffuses astrocytaires et oligodendrogliales

I Astrocytome diffus, IDH-muté
Astrocytome gémistocytique, IDH-muté

] Astrocytome diffus, IDH-non muté
I Astrocytome diffus, NCS
|| Astrocytome anaplasique, IDH-mu té

] Astrocytome anaplasique, |DH-non muté

Il Astrocytome anaplasique, NOS

v Glioblastome, IDH-non muté
Glioblastome & cellules géantes
Gliosarcome

Glioblastome épithélioide

v CGlioblastome, IDH-muté

v Glioblastome, NOS

] Gliome diffus de la ligne médiane, H3 K27M-muté

[ Oligocendrogliome, /DH-muté et codélétion 1p-19g

Il Oligocendrogliome, NOS
n Oligocendrogliome anaplasique, /DH-muté et codélétion 1p-19g

il Oligedendrogliome anaplasique, NOS

] Oligoastrocytome, NOS
1l Oligoastrocytome anaplasigue, NOS
Autres tumeurs astrocytaires

I Astrocytome pilecytique
Astrocytome pilomyxoice

I Astrocytome subépendymaire 2 cellules géantes
] Xanthoastrocytome pléomorphe

I Xanthoastrocytome pléomorphe anaplasicue
Tumeurs épendymaires

I Subépendymome

[ Ependymome myxopapillaire

I Ependymome

Epencymome papillzire
Epencymome i cellules claires
Epencymome tanacyticue

lloulll | Ependymome, RELA fusion-positif
[l Ependymome anaplasigue

Autres gliomes

I Gliome chordoide du 3¢ ventricule

I Gliome angiocentrique
- Astroblastome

Tableau llI: Classification OMS 2016 des tumeurs gliales (29)

- En plus de leurs caractéristiques histologiques, les gliomes diffus sont désormais
différenciés en fonction de leur statut mutationnel du gene codant I'lsocitrate
Déshydrogénase IDH1, et plus rarement IDH2, ainsi que la présence ou non de la

codélétion 1p19q.

- La nouvelle classification introduit également une nouvelle notion: NOS (« Not
Otherwise Specified »). Elle signifie que le diagnostic intégré n’est pas disponible car
les tests génétiques n‘ont pas pu étre effectués ou n‘ont pas été concluants. La
tumeur peut alors nécessiter un bilan diagnostic supplémentaire.
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Ainsi, le diagnostic histologique est dorénavant combiné a la biologie moléculaire
permettant le diagnostic intégré des gliomes diffus. Les GBM sont désormais répertoriés en
3 catégories :

- Les glioblastomes IDH sauvage
- Les glioblastomes IDH mutée

- Les glioblastomes NOS

Particularités biomoléculaires retrouvées :

o Mutation IDH :

L'lsocitrate Déshydrogénase est une enzyme catalysant la décarboxylation de
I'lsocitrate en Alpha-Cétoglutarate et a un rbéle majeur dans le métabolisme et la
différenciation cellulaire. La mutation de son site catalytique conduit a la surproduction d’un
métabolite : le D-2-hydroxyglutarate favorisant |‘oncogenese par déreglement du
métabolisme cellulaire. Ce phénomeéne abouti a un phénotype d’hyper méthylation
conduisant a I'inhibition des anti-oncogénes suppresseurs de tumeurs (29,30).

Dans les tumeurs gliales, la mutation R132H de I'IDH1 est la plus commune et peut

s’identifier par immunohistochimie.

Il est acté que la grande majorité des astrocytomes diffus présentent des mutations

de I'IDH (31).

La mutation de I'IDH n’est retrouvée que dans seulement 10% de tous les GBM
confondus et serait le marqueur génétique préférentiel des GBM secondaires (95%).
Outre l'intérét diagnostic, la connaissance du statut IDH présente également un intérét
pronostic. En effet, cette mutation est corrélée a un pronostic plus favorable. Les GBM IDH
mutée concerneraient davantage les sujets plus jeunes (age moyen 45 ans) et présenteraient

une survie médiane deux fois supérieure aux profils IDH sauvage (32).
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o Codélétion 1p19q:

Il s’agit d’'une perte compléte par translocation du bras court du chromosome 1 et du
bras long du chromosome 19. Cette codélétion est caractéristigue du phénotype
histologique oligodendrogliale et ne se retrouve donc pas dans les astrocytomes et GBM
sauf ceux présentant une composante oligodendrogliale. Elle se cherche par technique
d’Hybridation In Situ en Fluorescence (FISH).

La perte combinée des bras entiers 1p et 199 est invariablement associée a la mutation de

I'IDH (33).

Elle est également associée a un pronostic favorable et une meilleure chimio sensibilité

notamment aux agents alkylants (34).

o Meéthylation MGMT :

Il existe aussi des altérations d’ordre épigénétiques, marqueurs pronostics des GBM.
La O%-méthylguanine transférase (MGMT) est une enzyme impliquée dans la réparation des
cassures double brins de I’ADN (Acide désoxyribonucléique). La méthylation de son
promoteur conduit a [linactivation de I'enzyme ce qui favorise Iefficacité des
chimiothérapies alkylantes comme par exemple le Témozolomide. Cette méthylation est
présente dans 40% des GBM (29).

La méthylation du promoteur MGMT est un facteur prédictif de réponse au

traitement combiné de radiochimiothérapie dans les GBM.

D’autres altérations peuvent également étre recherchées et conditionnent le diagnostic

et/ou le pronostic.

- Mutation p53 : Fréguemment retrouvé dans les astrocytomes IDH mutée, elle n’est
pas associée a un facteur pronostic. 30% des GBM primaires retrouveraient la

mutation p53 contre 65 a 90% des GBM secondaires (35).
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Perte d’expression ATRX (Alpha-Thalassemia/mental Retardation syndrome X-

linked) : Sa perte d’expression, mutuellement exclusive avec la codélétion 1p19q,
caractérise le phénotype astrocytaire. Ses mutations sont étroitement corrélées aux

mutations p53 et IDH1/2.

Mutation du promoteur TERT (Télomérase Reverse Transcriptase) : L’augmentation
de I'expression de TERT conduit a un maintien anormal des télomeéres. Elle est
retrouvée fréqguemment dans les GBM IDH sauvage (69%) et les oligodendrogliomes
(72%). Inversement, cette mutation est moins présente dans les astrocytomes ou
GBM IDH mutée (36). Cette mutation est mutuellement exclusive de la perte

d’expression d’ATRX.

Amplification EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), gain 7p et perte 10q: Le

GBM IDH sauvage présente des altérations plus caractéristiques. L'association d’un
gain du 7p et une perte du 10q est retrouvée dans 80% des GBM IDH sauvage. La
perte du 10q serait corrélée a la perte d’expression du géne suppresseur de tumeur
PTEN (Phosphatase and Tensin homolog) tandis que le gain du 7p favoriserait
I’expression d’oncogenes comme EGFR ou PDGFA. Une amplification de I'EGFR se
déclare dans plus de 40% des GBM IDH sauvage (37). 30 a 50% des GBM EGFR
amplifié présentent une mutation de la variante Il du récepteur de I'EGF (EGFRvIII)
activé alors de maniére constitutive et favorisant la surexpression d’une
oncoprotéine tronquée activée constitutivement. Le pronostic des patients atteints
de cette délétion reste controversé suivant les études (38). Concernant la mutation
PTEN, elle est retrouvée dans 35% des GBM et est associée a un pronostic
défavorable (39).

Mutation du géne H3F3A codant I’histone H3: Présente dans les gliomes diffus

notamment de I'enfant, elle est cependant plus rare dans les GBM de I'adulte (3%) et
concernerait les adultes jeunes de moins de 50 ans. De plus, elle n’est retrouvée dans

aucun gliome de bas grade (40).

28



l His'ologla:ioﬁgodendrogliome, astrocytome, glioblastome |
n - — |
Clinique, histologie — " wcion Rz | .
on ou Non| Age > 55 ans et
M l histologie : GMB
Biologie moléculaire __++ séquengage IDH1/2 ] oul
| —
Maintenu [ oy ATRX mgra:: ligne | Oui
| Pérdu Non [ IHEH3-K27M
Codélétion | — J I —{Séquengage histone 13
1p/19q | +
> [ ﬁ | Hiso.v | | leto |
Histo. II-l1l || Histo. IV +
SGHN m(:lﬂ
' ! ¢
GBM
Astrocytome, i Iomv GBM,
’ iDHmuté | 1OH, odtnduguomo, NOS
GBM : glioblastome.

Figure 7 : Principales catégories histo-moléculaires des gliomes diffus de I'adulte

Enfin, la nouvelle classification OMS 2016 apporte deux variants supplémentaires aux GBM

joints de leurs profils biomoléculaires :

o Glioblastome épithélioide : Il est caractérisé notamment par une mutation

du géne BRAF au niveau du codon V600E (50%)(37) ainsi qu’une mutation
fréquente de pTERT (70%).

o Glioblastome a petites cellules « pnétoide » : Retrouvé chez le sujet de plus

jeune age ou chez I’enfant, il est caractérisé par des petites cellules rondes au
microscope et une perte des marqueurs gliaux GFAP (Protéine acide fibrillaire

gliale) et OLIG2 (Oligodendrocyte transcription factor 2).

Ces deux nouveaux variants viennent se compléter a ceux de la classification de 2007 :

o Glioblastome a cellules géantes : Au niveau moléculaire, il est caractérisé par

la présence d’'une mutation PTEN, |'absence d’amplification EGFR, perte

d’ATRX et p53+ (41).
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o Gliosarcome : Au niveau génétique, le gliosarcome se rapproche d’avantage
des GBM secondaires, avec une mutation de p53 retrouvée dans 23% des

cas, PTEN dans 38% et plus rarement une amplification EGFR (<8%) (42).

2 Recommandations actuelles de la prise en charge des GBM

Suite aux examens cliniques et d’imageries pratiqués devant la suspicion d’une
tumeur d’origine gliale, la discussion du cas ainsi que la décision de prise en charge du
patient doivent s’effectuer dans le cadre d’une réunion de concertation pluridisciplinaire
(RCP). Cette RCP réunie différents spécialistes médicaux/chirurgicaux et assure la pertinence
de la prise en charge thérapeutique globale du patient concerné. Cette RCP doit réunir un
neuro-oncologue, neurochirurgien, un oncologue radiothérapeute a minima et si possible un

anatomopathologiste et radiologue.

2.1 Traitement de premiére ligne

Les patients agés de 18 a 70 ans avec un score OMS <2 (équivalent d’'un KPS > 60%) et
disposant de fonctions hématologiques, hépatiques et rénales normales peuvent prétendre
au standard thérapeutique actuel défini selon le protocole de Stupp.

Depuis 2005, ce protocole repose sur une chirurgie d’exérése optimale de la tumeur

des lors gu’elle est envisageable, suivie d’une association radiothérapie - chimiothérapie

concomitante poursuivi par du Témozolomide en adjuvant.

Le gain en survie globale a été conséquent puisque les patients ayant suivi ce
protocole présentaient une survie globale médiane (OS) améliorée (0S= 14,6 mois)
comparée a ceux ayant recu la radiothérapie seule (OS = 12,1 mois) (43).

5 ans apres son instauration, cette tendance a été confortée par diverses équipes de
chercheurs. Ce protocole apporte une contribution majeure dans I'amélioration de la survie

globale et sans progression des patients atteints d’'un gliome de haut grade (44).
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2.1.1 Traitement chirurgical

+* Résection tumorale

Le traitement chirurgical demeure le pilier de la prise en charge du patient présentant un
GBM et conditionne aussi bien sa survie 3 moyen terme que I'amélioration de son état
neurologique (par diminution de I'HTIC notamment). Il est également indispensable pour
I’examen anatomopathologique assurant le diagnostic de certitude.

Les recommandations actuelles préconisent une résection chirurgicale optimale (la plus
étendue possible) tout en assurant la préservation des fonctions neurologiques du patient.
La dégradation des fonctions cognitives du patient attribuée a I'exérése impacterait
négativement sa qualité de vie post-opératoire (45).

L’étendue de la résection tumorale ainsi que le volume tumoral résiduel prenant le contraste
pourraient étre des facteurs prédictifs de survie des patients (46). En effet, une résection
supérieure a 90% (définie comme une résection subtotale) contribuerait a améliorer le
pronostic du patient en comparaison a une exérése partielle (<90%) quelle que soit la
technique chirurgicale employée (47). Ainsi, un seuil pronostic d’étendue de la résection
contribuant au bénéfice oncologique a été proposé mais differe cependant selon les équipes
de chercheurs. Il est par exemple de 78% pour une équipe de San Francisco (48) contre 70%
pour I'équipe de Chaichana et al (49). Le lien entre résection et survie reste ainsi encore

discutable.

Si I'exérése totale de la tumeur gliale reste I'objectif principal, elle n’est en pratique
gue peu réalisable a I’échelon cellulaire compte tenu du caractére infiltrant et diffus de la
tumeur. La localisation tumorale dans des régions difficilement accessibles contribue
également a cette difficulté. L'exérése complete se définie par I'absence de prise de
contraste résiduelle en IRM post opératoire dans les 48 a 72h en post chirurgie.

La chirurgie a fait de nombreux progrés ces derniéres années et la morbi-mortalité post-
opératoire qui lui est associée a considérablement diminué grace a la mise en ceuvre de
diverses aides techniques peropératoire. En effet, elles permettent I'optimisation de la
résection chirurgicale grace aux repérages des zones fonctionnelles a préserver minimisant

ainsi les dommages collatéraux des régions voisines non tumorales.
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Si 'IRM multimodale préopératoire collabore a cette visualisation, d’autres techniques se

sont popularisées ces derniéres années.

= Techniques permettant de circonscrire les limites tumorales :

* Neuronavigation : C'est une technique de repérage se basant sur I'IRM préopératoire

transférée dans un ordinateur au bloc opératoire permettant de se guider en temps
« réel » le jour de I'opération. Pouvant étre comparée a un systeme GPS, elle permet au
neurochirurgien de connaitre a chaque instant la position de ses dispositifs dans les
images préopératoires. Une seule étude prospective a été effectuée et ne démontre pas
un véritable intérét dans I'amélioration de I'étendue de la résection chirurgicale et ne
préconise donc pas son utilisation systématique (50). En effet, au cours de I'exérése, se
crée un « shift cérébral » (déformation intra-opératoire) limitant la précision de la
neuronavigation pouvant étre compensée par |'utilisation concomitante de I'échographie

per opératoire.

* |RM peropératoire : Certaines salles d’opérations sont équipées d’'IRM permettant de

guider en temps réel la résection. Elle permet de s’appuyer sur une estimation réelle du
volume tumorale ainsi que sa position anatomique plus actuelle que I'image rendue par
I'IRM préopératoire et s’affranchit du « shift cérébral ». Elle permet d’identifier la
tumeur résiduelle post résection et sert de guide pour une éventuelle reprise
chirurgicale. Une étude randomisée prospective sur 58 patients a démontré I'intérét de
cette technique dans l'accroissement du nombre de résection totale macroscopique

comparée aux patients n’ayant pas eu d’'IRM peropératoire (96% vs 68%)(51).

* Résection fluoroguidée par l'acide 5-aminolévulinique (5-ALA): le 5-ALA est un

précurseur de I’héme métabolisé en porphyrines fluorescentes, en particulier en
protoporphyrine IX suite a une série de réactions enzymatiques. L'administration de 5-
ALA va entrainer une surcharge du métabolisme de la porphyrine et une accumulation
préférentielle de protoporphyrine IX dans les tissus cancéreux notamment ceux du
gliome de haut grade. Aprés excitation en lumiere bleue, la protoporphyrine IX est

fluorescente (rouge violet) et photosensible permettant la visualisation du tissu
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pathologique. Le 5-ALA a été approuvé par la FDA en 2017 en peropératoire chez les
patients suspectés de gliome de haut grade (52). Une étude multicentrique de phase I,
a montré un bénéfice de I'utilisation du 5-ALA durant la chirurgie au niveau de I'étendue
de la résection (65% totalement réséqués avec le 5-ALA contre 36% a la lumiere blanche)
améliorant ainsi la survie sans progression (53). Cette technique semble cependant
encore discutable devant certains biais de |'étude notamment avec un plus grand
nombre de déficits neurologiques post-opératoire dans le groupe 5-ALA et n’est donc pas

a ce jour remboursée par la sécurité sociale en France.

D’autres méthodes moins utilisées, pouvant étre couplées avec les précédentes existent

également comme I'échographie peropératoire, microscope opératoire, bistouri a ultrasons

ou loupe binoculaire.
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Figure 8 : Exemples de techniques d’aide chirurgicale permettant de circonscrire les limites

tumorales

a. Déroulement de la technique de neuronavigation (54)
b. Meécanisme de fluorescence de la 5-ALA (52)

= Techniques permettant d’identifier les zones fonctionnelles :

¢ Cartographie fonctionnelle peropératoire par stimulations électriques directe : décrite

comme le « gold standard » dans les gliomes de bas grade, elle pourrait étre utilisée
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dans les GBM situés dans les zones fonctionnelles et permettrait de diminuer le risque
de séquelles neurologiques. Hormis les tumeurs situées dans les aires motrices, la
cartographie est réalisée en condition éveillée. Le principe étant de faire une
résection chirurgicale selon des limites fonctionnelles et non tumorales en utilisant
I’électrostimulation comme une Iésion virtuelle et transitoire pour tester si une région

impliquée par la tumeur est encore essentielle pour la fonction (55).

Les critéres d’opérabilité vont dépendre de plusieurs facteurs et s’assure de I'éligibilité du
patient a la chirurgie pour tirer profit de son bénéfice attendu. Si le patient ne présente pas
I'un ou plusieurs de ces critéres, la résection chirurgicale ne pourra étre envisagée et une
simple biopsie en condition stéréotaxique devra alors étre effectuée pour analyser la piéce

tumorale afin d’en établir le diagnostic.

Parmi les facteurs nous retrouvons:
- L’age du patient ainsi que son état général et clinique
- Les antécédents médicaux et chirurgicaux

- La caractéristique de la tumeur ainsi que sa localisation

+* Biopsie stéréotaxique :

La biopsie doit étre envisagée qu’en cas de non opérabilité de la tumeur selon les motifs
suivants : déficit neurologique focaux du patient présentant un score KPS <60%, age >70 ans,
inaccessibilité de la tumeur a la chirurgie liée a sa localisation et/ou son caractere trop
diffus : gliomatose, localisation bi-hémisphérique dit GBM « papillon », thalamus...
Contrairement a la chirurgie, la biopsie n’est pas un traitement curatif et ne présente donc
aucun enjeu pronostic. Elle ne contribuera qu’au diagnostic tumoral de certitude par
I'analyse de la piece tumorale biopsiée. L’échantillon devra étre étagée et représentatif de la

tumeur (prise de contraste, nécrose et interfaces)

Elle est réalisée majoritairement en condition stéréotaxique avec ou sans cadre, sous

anesthésie générale ou locale, et permet au neurochirurgien de connaitre la position
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tridimensionnelle de la tumeur délimitée par les images IRM explorées en préopératoire. Il
va ainsi, a l'aide de fins outils chirurgicaux, prélever en plusieurs exemplaires de petits

fragments de lésions cérébrales afin de les analyser.

Elle reste une technique précise et slre pour le diagnostic des GBM. Le rendement
diagnostic est d'environ 90% avec un taux de morbidité de 6% (hémorragies cérébrales++) et

un taux de mortalité de I'ordre de 1% (56).

Des biopsies a ciel ouvert ou sous neuronavigation peuvent également étre des alternatives.

2.1.2 Radiothérapie

Jusque dans les années 60-70, |'exérése chirurgicale demeurait la seule stratégie de
prise en charge des patients atteints de GBM et permettait une survie globale moyenne
dérisoire de I'ordre de 3 a 6 mois. Cette faible survie est liée a la présence de résidu tumoral
macroscopique ou a I'échelon cellulaire caractérisée par le profil infiltrant et diffus de la
tumeur.

A partir des années 80, I'adjonction de la radiothérapie (RT) devient I'élément standard du
traitement du GBM puisqu’elle a démontré son intérét dans le controle local et la survie
apres I'exérese. L'OS a connu une progression importante avec une médiane estimée a 12,1

mois (57).
La préparation, la technique, les volumes cibles, la dose d’irradiation et I'intervalle de
temps entre l'exérése et le début de la radiothérapie ont su évoluer pour devenir

aujourd’hui les plus efficients possibles.

Intervalle de temps :

L'intervalle de temps optimal entre la chirurgie et l'initiation de la radiothérapie reste
encore débattu et fait I'objet de contradiction. En effet, les avis divergent selon les études.

Pour Irwin and al, un retard de plus d’'un mois dans le commencement de la radiothérapie
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entraine une réduction significative de la survie des patients (8.9% de risque de déces en
plus par semaine de retard)(58). Inversement d’autres études ne semble pas montrer
d’influence ou méme montre un bénéfice d’un délai d’attente supérieur (59). Inversement,
un délai trop court pourrait également étre préjudiciable sur la survie globale du patient.
Idéalement, il est recommandé de la débuter dans les 4 a 6 semaines suivant I’exérese sous
réserve d’'une bonne cicatrisation du scalp (60). En cas de simple biopsie, la radiothérapie
pourra étre débutée plus précocement deés la 2°™¢ semaine.

Quoi gu’il en soit, elle devra étre précédée d'un scanner et d’'une IRM de centrage au
maximum 10 a 14 jours avant son initiation afin de cibler les zones a traiter et de préserver

les organes non concernés.

Les volumes cibles :

Historiqguement, l'irradiation totale du cerveau était effectuée. Il a par la suite été
observé que la récurrence des GBM se développait majoritairement dans les 2cm du site de
la tumeur originale et ne justifiait plus l'irradiation totale du cerveau, d’ol la nécessité de
délimiter les volumes tumoraux a irradier, limitant ainsi les effets indésirables potentiels de
la radiothérapie. En effet, dans 78 a 90% des cas, la rechute tumorale des GBM se déclare

dans les 2 cm du site de la tumeur originale (61,62).

Préparation et technique : (63)

Un scanner et IRM de recalage (centrage) en séquence T1 avec prise de contraste et
T2/Flair sont préconisés dans les 10 a 14 jours précédant I'acte de radiothérapie. lls

permettent de contourer les volumes cibles ainsi que les organes sains.

Pour s’assurer du positionnement précis, un systeme individuel de contention
thermoformée sera apposé au patient au cours du scanner dont les images de ce dernier
seront fusionnées a I'IRM de centrage. Le scanner doit étre réalisé avec une épaisseur de
coupe de 1 a 3 mm. La position en décubitus dorsal avec la téte en position neutre sont les

pratiques les plus acceptables et confortables pour le patient.
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En partant du postulat précédent, mentionnant la haute probabilité de rechute
tumorale des GBM dans les 2cm du site d’exérese, le contour du volume tumoral a irradier
repose sur I'évaluation anatomopathologique des risques d’extension macroscopique
(volume tumoral macroscopique GTV) et infra clinique (volume cible anatomopathologique
CTV). Il est également pris en compte les contraintes techniques de traitement (volume cible
prévisionnel PTV), la mobilité des organes (internal margin IM) et les incertitudes de
positionnement (set-up margin SM)(64).

Ainsi, il est utilisé une expansion volumétrique d’environ 2cm du GTV pour générer le CTV.
Pour délimiter le PTV, on prend le CTV auquel on ajoute 3 a 5mm pour prendre en compte

les incertitudes de repositionnement du patient durant le traitement.

PTV i

B GTV : volume tumoral macroscopique

B CTV : volume-cible anatomoclinique

B ™M : marge inteme

1 SM : incertitude de mise en place
PTV : volume-cible prévisionnel

Figure 9 : Contours des volumes cibles en radiothérapie

Dose et fractionnement :

Une analyse de la relation dose-effet dans la radiothérapie du GBM a été évaluée et a
conclu que les patients ayant recu des doses de RT de 50 a 60 Gray (Gy) avaient une survie

médiane plus longue que ceux ayant recu des doses de RT postopératoires plus faibles (65).
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Une dose plus élevée est associée a un risque de radionécrose supérieur et ne présente donc
pas de bénéfice.

Ainsi, le protocole de Stupp préconise une irradiation focale fractionnée en fractions
qguotidiennes de 2Gy administrées en 5 séances par semaine pendant 6 semaines pour une
dose totale de 60 Gy en association avec une chimiothérapie par Témozolomide

guotidienne.

Les principaux effets indésirables aigus de la radiothérapie restent avant tout légers
et se résolvent a l'aide de traitements symptomatiques. La fatigue, la perte d’appétit, la
dermatite radique et l'alopécie étant les effets indésirables les plus fréguemment
rencontrés.

En fonction de I'dge, de la dose et de la zone irradiée, des complications a long terme
peuvent se manifester telles que des toxicités neurocognitives, la leuco encéphalopathie et

les endocrinopathies.

2.1.3 Chimiothérapie (43)

Bien que I'amélioration des connaissances du profil moléculaire des GBM puisse
conduire a une sélection des traitements systémiques utilisés, I'association concomitante
d’une chimiothérapie a la radiothérapie suivie d’'une chimiothérapie adjuvante décrite selon
le protocole de Stupp demeure le standard de prise en charge des patients agés de moins de

70 ans en bon état général atteints d’un GBM.

La chimiothérapie communément utilisée est le Témozolomide. C'est un agent alkylant pris
par voie orale dont le dosage est basé sur la surface corporelle. Ce traitement a supplanté les
nitroso-urées par son profil de tolérance plus avantageux et sa capacité de pénétration de la

BHE équivalente. Sa prise obéit a un schéma bien spécifique :

- Phase de radio-chimiothérapie concomitante : Le Témozolomide est initié le jour du

début de la radiothérapie. Il doit étre pris a jeun (1h avant ou aprés un repas) et une

heure avant la séance de radiothérapie pour maximiser théoriquement la synergie
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d’action avec les radiations. Il sera pris par voie orale aux doses de 75 mg/m?

guotidiennement sans interruption (y compris le weekend) jusqu’au dernier jour de

la radiothérapie (durée totale de 42 jours sans dépasser un maximum de 49 jours).

- Phase adjuvante : Elle est débutée 4 semaines apres la fin de la radio-chimiothérapie

suite a la réalisation d’une IRM faisait office de référence. Les patients recoivent en
monothérapie du Témozolomide en adjuvant a la dose de 150-200 mg/m? pendant 5
jours en discontinu. Les cures sont répétées tous les 28 jours pour une durée totale
de 6 cycles. Initialement débutée a 150 mg/m? le premier cycle, la posologie du
Témozolomide pourra étre par la suite augmentée a 200mg/m? les cures suivantes en

fonctions du profil de tolérance hématologique.

200 mg/m?/j
75mg/m?/d 7d/7 oot
‘ |

0 |
RT 60 Gy S6 S10 S30

Figure 10 : Résumé du schéma STUPP

Les nausées, vomissements, troubles digestifs ainsi que les céphalées sont les effets
indésirables les plus fréquents du Témozolomide. Les nausées pourront étre controlées par
I’'administration d’un antiémétique antagoniste des récepteurs sérotoninergique 5-HT3
comme |I'Ondansétron 8mg dans les 15 a 30 minutes avant chaque administration du

Témozolomide.

Plus rarement, des infections a Pneumocystis jirovecii, des perturbations
hématologiques et hépatiques peuvent se déclarer.
Pour prévenir ces infections, une prophylaxie par Cotrimoxazole 800mg trois fois par
semaine ou 400mg une fois par jour devra étre systématiguement proposée. En cas de
toxicité cutanée ou de contre-indication au Bactrim®, un aérosol par mois de Pentamidine

pourra étre conseillé.
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Une surveillance hebdomadaire de la lignée sanguine est effectuée durant la radio-
chimiothérapie et le traitement par Témozolomide devra étre suspendu en cas de
thrombopénie <100 G/L et neutropénie <1,5 G/L et sera repris a posologie adaptée par
pallier de 25mg/m2 (66).

En cas de neutropénie <0,5 G/L et thrombopénie <25 G/L, le traitement par Témozolomide
sera définitivement arrété.

L'ajout du Témozolomide a la radiothérapie a permis d’apporter un bénéfice dans la survie
statistiquement significatif chez les patients présentant un GBM aussi bien au niveau de la

survie globale gu’au niveau de la survie sans progression (SSP).

s 88

Radiotherapy plus temozolomide

Radiotherapy plus temozclomide

Probability of Progression-free
Survival (%)
3

Radiotherapy

Probability of Overall Survival (%)

0 6 12 18 24 30 36 42 0 6 12 18 24 30 36 42
Months Months

Figure 11 : Estimations de Kaplan-Meier de la survie sans progression et de la survie globale

en fonction du groupe de traitement

a. La cohorte ayant regu de la radiothérapie seule présentait une SSP médiane de 5 mois
contre 6,9 mois pour le groupe radio-chimiothérapie (Hazard ratio (HR)=0,54) (intervalle de confiance
de 95 %, 0,45 a 0,64 ; P<0,001).

b. La cohorte ayant regu de la radiothérapie seule présentait une OS médiane de 12,1 mois
contre 14,6 mois pour le groupe radio-chimiothérapie (HR= 0,63) (intervalle de confiance de 95 %, 0,52

a0,75; P<0,001)

Comme vu dans les parties précédentes, le profil mutationnel du GBM peut dans
certaines situations conditionner le pronostic du patient. Bien que les GMB IDH1/2 mutées
n’aient pas encore d’'implication thérapeutique dans le traitement initial, ils sont cependant

associés a un pronostic plus favorable.
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De méme, le profil de méthylation du promoteur MGMT va étre étroitement corrélé a

I’efficacité de la chimiothérapie et donc a I'amélioration de la survie des patients.

=  Chez les patients <70 ans MGMT méthylé, le protocole de Stupp associant la

radio-chimiothérapie suivi du Témozolomide en adjuvant est recommandé et

montre le bénéfice le plus spectaculaire.

= Chez les patients <70 ans MGMT non méthylé, I'efficacité de la chimiothérapie

ainsi que le pronostic s’en retrouve réduits et doit encourager la participation du
patient dans un essai clinique. L'efficacité de |'étude EORTC (European
Organisation for Research and Treatment of Cancer) d’ou découle le protocole
actuel de Stupp a tout de méme démontré une efficacité statistiqguement

significative méme chez ce profil de patients.

= De méme, en cas de non connaissance du profil de méthylation MGMT liée a
I'insuffisance de tissus prélevés lors du diagnostic (notamment chez les patients
ayant bénéficié d’une biopsie stéréotaxique), la prise de décision en post-
opératoire doit tout de méme s’orienter vers |'utilisation du Témozolomide en
association a la radiothérapie, I'amélioration clinique significative de la survie

étant attendue.
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Figure 12 : Estimations de Kaplan-Meier de la survie globale et de la survie sans progression,
en fonction du statut de méthylation du promoteur MGMT et de l'assignation aléatoire au

Témozolomide plus radiothérapie ou a la radiothérapie seule (67)

a. 0S MGMT méthylé avec radio-chimiothérapie = 21,7mois vs 15,3 mois si radiothérapie seule
0S MGMT non méthylé avec radio-chimiothérapie = 12,7 mois vs 11,8 mois si radiothérapie seule
b. SSP MGMT méthylé avec radio-chimiothérapie = 10,3 mois vs 5,9 mois si radiothérapie seule

SSP MGMT non méthylé avec radio-chimiothérapie = 5,3 mois vs 4,4 mois si radiothérapie seule

Des alternatives au traitement standard ainsi que I'apport de certaines modifications
ont fait I'objet d’essais.
Par exemple, I'utilisation du Témozolomide post exérése en situation néoadjuvante (avant la
radiothérapie) n’a pas démontré de bénéfice chez les patients atteints de GBM, tandis qu’un

gain en survie a été constaté chez les patients présentant un astrocytome anaplasique (68).

De méme, la poursuite du Témozolomide en situation adjuvante au-dela des 6 cycles
préconisés initialement n’a pas apporté de bénéfice en survie globale des patients. Une

méta-analyse présentée au congrés de la société de neuro oncologie en 2015 a permis
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d’infirmer cette hypothése. Cependant en pratique, le Témozolomide peut étre poursuivi au-

dela de 6 mois si la réponse est favorable.

En outre, 'annexion du Bévacizumab (anticorps monoclonal qui se lie au facteur de
croissance de I'endothélium vasculaire VEGF) au protocole standard de premiéere ligne des
GBM, pourtant initialement prometteur (augmentation de la SSP de 4 mois), n’a pas
démontré d’intérét dans I'amélioration de la survie globale et ne doit pas étre de ce fait
considéré comme un traitement systématique de premiere ligne du fait de sa toxicité non
négligeable (69).

Cependant, grace a ses propriétés anti-oedémateuses, il peut étre envisagé comme une
thérapeutique de soutien chez les patients présentant une tumeur volumineuse et non
résécable pour contréler I'effet de masse ainsi que I'oedeme cérébrale survenant au décours

de la radiothérapie.

Enfin, une nouvelle technologie innovante basée sur I"administration transcutanée
de champs électriques alternatifs de faible intensité (1-3 V/cm) et de fréquence
intermédiaire (100 a 300 kHz) a montré un progres dans la survie globale et sans progression
en association au Témozolomide adjuvant. Usuellement appelée les Tumor Treating Fields
(TTF) (délivrés par le dispositif NOVO-TTF 100A), cette technologie dispose de propriétés
antimitotiques agissant sur les cellules cancéreuses tout en préservant les cellules saines. Ce
dispositif composé de 4 transducteurs et placé sur le scalp doit étre appliqué 18 a 20h par
jour.

L’essai EF-14 est marquant puisqu’il est I'un des rares a avoir montré une augmentation de la
survie globale chez les patients atteints de GBM. La survie globale a été augmentée de 4,9
mois (20,9 mois avec l'association TTF-Témozolomide vs 16 mois pour le Témozolomide
seul), sans pour autant augmenter significativement le taux d’événements indésirables (70).
Les effets indésirables les plus fréqguemment rencontrés sont I'alopécie nécessaire pour
I'application du dispositif et des réactions locales cutanées n’impactant pas la qualité de vie
du patient.

Ce dispositif est désormais approuvé par la Food and Drug Administration (FDA) depuis 2015

et commercialisé par Novocure sous le nom d’Optune®.
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2.1.4 Traitement symptomatique

= Prise en charge de I’hypertension intracranienne et de I’cedéme péri lésionnel :

La prescription de glucocorticoides doit étre envisagée chez tous les patients présentant

une manifestation symptomatique conséquente. En effet, ils permettent de réduire
efficacement et rapidement les céphalées dues a I'HTIC ainsi que I'cedéme péri-lésionnel
responsable des déficits neurologiques.

La Dexaméthasone (voie orale ou intra veineuse) est la plus fréquemment prescrite de par
ses propriétés anti-oedémateuses importantes et tout en disposant d’'une activité
minéralocorticoide négligeable. Ses effets étant dose dépendante, la posologie de
Dexaméthasone devra étre individualisée et dépendra de la gravité des symptomes du

patient.

Chez les patients présentant une symptomatologie modérée a sévere, il est
consensuellement recommandé d’administrer un bolus de 10mg de Dexaméthasone par
voie intraveineuse suivi de 4mg toutes les 6 h ou 8mg deux fois par jour par voie orale (ou
intraveineuse si voie orale impossible). Lorsque les symptomes se seront stabilisés (le
bénéfice optimal étant généralement atteint en 24 a 72h), la posologie minimale efficace
sera recherchée pour limiter les complications (71).

Des posologies plus faibles pourront étre administrées chez les patients présentant une
symptomatologie minime et les glucocorticoides ne seront pas recommandés chez les
patients asymptomatiques ou dont les tumeurs ne sont pas associées a un ocedéme

vasogénique.

Apres la chirurgie d’exérése, un rapide sevrage en corticoides est préconisé pour
limiter leurs effets indésirables potentiels (infection, thrombose, myopathie,
hyperglycémie...). De plus, Il a été démontré un lien de causalité entre prise de corticoides et

réduction de la survie chez les patients atteints de gliome malin (72).
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Les glucocorticoides doivent étre évités si possible en cas de forte suspicion de
lymphome, car les stéroides provoquent une lyse aigué des lymphocytes et diminuent le

rendement diagnostique de la biopsie.

= Prise en charge de I'épilepsie :

La crise comitiale est le symptome initiateur et évocateur le plus couramment retrouvé
chez les patients atteints d’une tumeur cérébrale. Sa fréquence dépend du type de tumeur

ainsi que de sa localisation. En cas d’activité convulsive, un traitement antiépileptique (AED)

sera instauré. Le Lévétiracétam est I'option de premiere ligne la plus couramment utilisée en

raison de sa facilité de titration et du peu d'interactions significatives entre les médicaments
(comparé aux AED de premiére génération). Une monothérapie sera préférée en premiere
intention facilitant I'observance du patient.

Le profil de tolérance du Lévétiracétam est bon mais serait associé a une prévalence
d’effets indésirables neuropsychiatriques (irritabilité, agitation, agressivité...) plus
importante que d’autres AED notamment chez les patients atteints de GBM frontaux (73).
Méme s'il reste I'option de premier choix, d’autres AED comme la Lamotrigine, Prégabaline,

Lacosamide ou le Topiramate peuvent étre des alternatives.

En cas de crises récurrentes ou réfractaires, un ajustement posologique de I’AED
initialement instauré devra étre privilégié avant de songer a changer d’AED ou d’ajouter un
second médicament.

D’aprés une étude observationnelle, le Lacosamide ajouté a n’importe quel AED initial,
semble étre le médicament le plus efficace pour obtenir une réduction voir une absence des

crises (74).

Chez les patients sans antécédents de crise, les médicaments anticonvulsivants ne sont
pas nécessaires et devront étre instaurés uniquement en prophylaxie peropératoire chez
ceux subissant une craniotomie.

Enfin, pour les patients présentant une période prolongée sans crise, la posologie de I’AED

pourra progressivement étre diminuée mais une réévaluation fréquente sera essentielle.
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2.2 Suivi

Le suivi des patients traités est régulier et se fait par contrble biologique et
radiologique.
Une IRM de référence pour évaluer I'état de la maladie pourra étre effectuée dans le mois
suivant la fin de la radiothérapie puis tous les 2 a 4 mois durant la phase adjuvante par
Témozolomide puis pendant 2 a 3 ans. La surveillance par IRM sera plus espacée par la suite

mais ne devra jamais étre interrompue apres la premiére ligne de traitement.

L’évaluation de la réponse aux thérapeutiques de premiere ligne se fait par
I'intermédiaire des criteres RANO (Response Assessment in Neuro-Oncology) (voir tableau
IV) et représente le meilleur outil pour faciliter la distinction entre la progression tumorale

avérée de la « pseudo-progression (Psdp)».

En effet, 'IRM de référence montre dans 20 a 30% des cas un rehaussement de contraste
accru qui finit par disparaitre sans changement de traitement. Ce phénoméne de Psdp
s’explique par I'augmentation de la perméabilité de la vascularisation tumorale causée par
I'irradiation (perturbation de la BHE) et survient généralement dans les trois mois suivant la
radiothérapie (75). Cette tendance est retrouvée plus fréguemment chez les patients
atteints de GBM MGMT méthylé avec une probabilité d’incidence de 91%. La connaissance
de ce profil est cruciale car il existe un risque d’arrét prématuré du traitement et d’inclusion
de certains patients dans des essais cliniques pour maladie récurrente qui n’en est
finalement pas vraiment une (76).

Le diagnostic de Psdp est généralement posé rétrospectivement sur la base d’'une
amélioration ou une stabilisation spontanée de I'imagerie dans le cadre de la poursuite de la
chimiothérapie adjuvante pendant 6 mois. La progression vraie ne peut étre déterminée que

si la majorité du nouveau rehaussement se trouve a I'extérieur du champ d'irradiation (75).

Si I'IRM n’aide guere a distinguer les deux formes de maniére fiable, la présence de
symptoémes avec détérioration clinique (baisse du KPS ou augmentation de la posologie en
corticoides nécessaire) peuvent alerter sur une véritable progression, la Psdp étant plus

communément asymptomatique (77).
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Enfin, 'IRM multimodale bien qu’insuffisante, peut présenter certaines caractéristiques

orientant vers une Psdp avec notamment un pic de lactate et une diminution du volume

sanguin cérébral.

REPONSE

CRITERES
CLINIQUES

CRITERES
IRM

Réponse
Compléte
(RC)

Demande tous les critéres
suivants :

* amélioration ou
stabilité clinique

* sevrage complet des
corticoides (sauf
posologie de
substitution)

* Disparition compléte des lésions
mesurables et non mesurables
prenant le contraste (T 1 gadolinium)
pendant au moins 4 semaines
* Diminution ou stabilité du signal
T2/FLAIR
* Pas de nouvelles lésions

Réponse
Partielle
(RP)

Demande tous les criteres
suivants :

* amélioration ou
stabilité clinique
* dose stable ou
diminuée des
corticoides

* Diminution de 50 % ou plus de la
somme des produits des diamétres
perpendiculaires des lésions prenant
le contraste par rapport a ’examen
de référence

* Pas de nouvelles lésions mesurables
ou non mesurables

* Diminution ou stabilité du signal
T2/FLAIR sous une dose stable ou
diminuée de corticoides

Stabilité

Demande tous les critéres
suivants :

* absence de réponse
complete, partielle
ou de progression

* dose stable ou
diminuée des
corticoides

* Diminution ou stabilité du signal
T2/FLAIR sous une dose stable ou
diminuée de corticoides

Progression

* Détérioration
clinique non
attribuable a une
autre cause que la
tumeur (épilepsie,
effets adverses de
médicaments,
complication des
traitements, accident
vasculaire, infection)

* augmentation de la
dose des corticoides
rendue nécessaire par
la détérioration
clinique

* Augmentation de 25 % ou plus de la
somme des produits des diametres
perpendiculaires des lésions prenant
le contraste par rapport a l’examen
ayant mesuré les dimensions
tumorales les plus faibles (soit avant
le traitement, soit au moment de la
meilleure réponse)

* augmentation du signal T2/FLAIR
non lié a une comorbidité :
irradiation, démyélinisation, accident
ischémique, infection, épilepsie,
modifications post-opératoires, autres
effets des traitements.

* Toutes nouvelles lésions mesurables
ou non mesurables
* Absence de nouvelle évaluation IRM
liée au déces ou a la détérioration
clinique

Tableau IV : Criteres RANO (75)

2.3 Quid de la prise en charge du GBM du sujet agé

Le standard de prise en charge énoncé par le protocole de Stupp n’inclut que des
patients agés de 18 a 70 ans et en bon état général. Or, I'incidence des GBM augmente avec
I’age et la moitié des personnes atteintes ont plus de 64 ans (6).

Il est établi que I'age ainsi qu’un indice de performance abaissés sont associés a un
pronostic plus sombre et le manque de données d’essais cliniques relatifs a la prise en
charge de ces personnes agées favorisent I'incertitude dans la prise en charge optimale de
leur pathologie.

47



Les comorbidités, la polymédication et la vulnérabilité des personnes &agées vont
conditionnées la décision thérapeutique finale, et, devant I'hétérogénéité de cette catégorie
de patients, une évaluation oncogériatrique sera recommandée.

De plus, les altérations moléculaires du GBM dispose également d’une valeur
pronostique chez le sujet agé. Chez les patients de plus de 70 ans, la connaissance du profil
de méthylation MGMT est précieuse puisqu’elle est présente dans plus de la moitié des
GBM du sujet 4gé et également associée a un meilleur pronostic (78). Ce groupe de patients
pourra ainsi bénéficier plus aisément de la chimiothérapie devant ce facteur de sensibilité
accrue.

La recommandation de prise en charge initiale chirurgicale va étre similaire a celle
des sujets jeunes remplissant les criteres d’opérabilité. Une chirurgie d’exérése optimale
avec préservation des fonctions neurologiques est suggérée et reste I'option permettant la

meilleure survie comparée a une biopsie ou I'absence de résection (79).

Contrairement aux patients plus jeunes, La sélection du traitement faisant suite a la
chirurgie sera individualisée chez le patient de plus de 70 ans et dépendra principalement de
son état fonctionnel global post-opératoire ainsi que de la connaissance du profil de
méthylation MGMT. 3 options pourront ainsi étre discutées :

- Chimiothérapie seule

- Radiothérapie seule

- Radiochimiothérapie concomitante

Un algorithme décisionnel peut alors étre proposé :
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Exérése optimale ou simple biopsie

l

Détermination de I'état fonctionnel post

opératoire
1
I 1
KPS <70 KPS 270
Statut MGMT Age
I 1
I 1 1
Inconnu Connu 65a70ans 270 ans
1
Non Méthylé Méthylé
Témozolomide seul Radiothérapie standard ou Radiothérapie hypofractionnée en
Radiothérapie hypofractionnée Ou hypofractionnée en association association au témozolomide suivie
Ou Radiothérapie hypofractionnée au Témozolomide suivie du du témozolomide adjuvant
Soins de support Ou Témozolomide adjuvant Ou
Soins de support Radiothérapie hypofractionnée

seule
Ou
Témozolomide seul

Figure 13 : Algorithme décisionnel de prise en charge du patient dgé atteint d’'un GBM

La radiothérapie hypofractionnée (40 Gy en 15 fractions) est une alternative

préférable a l'irradiation standard (60 Gy pendant 6 semaines) chez la personne agée. En
effet, des études ont montré un meilleur profil de tolérance associé a une survie comparable
chez les patients ayant bénéficié d’une radiothérapie hypofractionnée associée au
Témozolomide (12,5 mois vs 12 mois)(80).

De méme, chez les patients atteints d’'un GBM non méthylé, cette alternative de
radiothérapie pourra étre utilisée seule sans le traitement de chimiothérapie jugé non

significativement efficace.

Inversement, en cas de méthylation du promoteur MGMT, le Témozolomide sera
utilisé en association avec la radiothérapie hypofractionnée chez les patients ayant I'état
fonctionnel apte pour recevoir ces thérapies. Sinon, en cas de comorbidité ou de KPS

abaissé, le Témozolomide seul sera préféré.
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2.4 Prise en charge des récidives

La récidive (ou progression tumorale vraie) est quasi inévitable chez les patients
atteints d’'un GBM. Le caractéere diffus et infiltrant de la tumeur ainsi que I'acquisition de
résistances a la radiothérapie et/ou a la chimiothérapie va aboutir a l'inefficacité des
thérapeutigues en cours ou a une rechute conduisant a la réflexion d’'une nouvelle prise en
charge.

Malheureusement, il n’existe a I’heure actuelle aucun consensus validé dans la prise en
charge des récidives des GBM. L'approche sera individualisée en fonction des
caractéristiques de la tumeur et de I’état fonctionnel du patient. La reprise chirurgicale et/ou
la réirradiation peuvent étre des possibilités si I'état du patient le permet mais tous les
traitements proposés seront palliatifs, non dénués de toxicités, et les fonctions

neurologiques du patient déja perdues ne pourront étre restaurées.

2.4.1 Reprise neurochirurgicale

Devant toute récurrence d’'un GBM, la réflexion d’une reprise neurochirurgicale doit
étre envisagée au décours d’une nouvelle RCP. Cette nouvelle exéréese a démontré un intérét
dans I'amélioration de la survie chez des patients préalablement sélectionnés (81).

Il n’existe pas de consensus précis sur les critéres d’éligibilités pour une réopération mais
certains critéres seraient plus favorables et une étude a permis de déterminer une échelle
préopératoire de prédiction de la survie apres opération pour GBM récurrent. Les facteurs

favorables sont : KPS >70, volume tumoral <50cm3, présence de la tumeur dans une région

non critique ou éloquente, absence de localisation multifocale/bilatérale, non

envahissement de I'épendyme (82,83). Un long délai entre la premiére intervention et la

récidive est également facteur de meilleur pronostic.
Cette échelle graduée de 0 a 3, en fonction de la susceptibilité d’avoir de bons ou mauvais

résultats, peut étre un outil intéressant pour conseiller ou non la reprise neurochirurgicale.

De méme, une nouvelle biopsie stéréotaxique peut étre discutée en cas de doute sur

la récidive (nécrose due aux radiations).
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2.4.2 Place des implants de Carmustine

L'insertion d’'implants de Carmustine (GLIADEL®) dispose d’une Autorisation de Mise
sur le Marché (AMM) en premiere ligne et récidive des GBM. Il s’agit de pastilles en
polymére biodégradable imprégnées en nitrosourée placées dans la cavité d’exérese
tumorale a la suite de la résection totale ou subtotale de la tumeur. Cela permet une
exposition locale prolongée (21 jours) avec une exposition systémique minimale. Certaines
études ont montré un bénéfice dans la survie sans progression et globale aussi bien en
premiere ligne que dans la récidive (84,85) sans augmenter par ailleurs le taux de
complications post-opératoires. Cependant, leur place dans l'arsenal thérapeutique est
limitée devant les difficultés de résection des GBM. De plus, ces implants créeraient des

artefacts perturbant les différentes interprétations lors des analyses de I'IRM.

2.4.3 Place de la réirradiation

La place de la réirradiation tumorale est controversée face aux manques de données
prospectives randomisées affirmant son bénéfice. La réirradiation conventionnelle telle
gu’elle est pratiquée dans le GBM nouvellement diagnostiqué n’est pas recommandée. Il
doit étre tenu compte de la dose antérieurement administrée et du risque de toxicité
pouvant lui étre imputable.

Cependant, les patients présentant un KPS >70 avec un volume tumoral limité, pourraient
bénéficier d’une radiothérapie fractionnée stéréotaxique. L'étude de Combs et al en 2005, a
montré gu’une dose médiane de 36 Gy répartie en 5 fractions de 2 Gy par semaine (en
moyenne) était bien tolérée par les patients et permettait un meilleur contréle tumoral local

(86).

2.4.4 Traitements de 2™ ligne et plus

Suite a la progression d’'un GBM, toute nouvelle stratégie thérapeutique systémique
sera palliative. Devant I'absence de standard de prise en charge, l'inclusion du patient dans

des essais thérapeutiques devra étre encouragée s'il est éligible.
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En dehors des essais et en fonction de I'historique du patient, son état neurologique, la taille
de la tumeur, I'étendue de I',edeme environnant et le profil de toxicité des molécules, le
choix des thérapies sera individualisé devant I'absence de leur supériorité les unes par
rapport aux autres.

Les agents les plus fréqguemment utilisés sont le Bévacizumab, les nitrosourées (notamment
la Lomustine) ou la reprise du Témozolomide si la récidive se déclare aprés une période
d’observation chez les patients MGMT méthylé. Le Témozolomide pourra étre repris soit a
dose standard soit sous forme métronomique dans I'optique de saturer la MGMT afin de

limiter les potentielles résistances.

Le Bévacizumab et la Lomustine quant a eux, peuvent étre utilisés en monothérapie
ou en association. Si l'association permet d’augmenter légérement la survie sans
progression, elle ne confére cependant pas d’avantage en terme de survie globale par
rapport a une monothérapie (87). En effet, quelle que soit la thérapeutique utilisée, la survie

médiane est estimée a 8-9 mois.

L'Irinotécan est la molécule la plus couramment associée au Bévacizumab en
seconde ligne. Cette association, bien tolérée dans I'’ensemble, donne des taux de réponses
radiographiques supérieurs a l'utilisation du Bévacizumab seul sans impacter pour autant la
survie globale (88).

D’autres molécules associées au Bévacizumab peuvent étre proposées et seront
réservées pour les lignes ultérieures. Ainsi, la Fotémustine associée au Bévacizumab
présente des résultats comparables a la Lomustine mais avec un profil de toxicité pouvant

engendrer des discontinuités de traitement (89).

Enfin, la Carboplatine peut également étre prescrite et favorise une amélioration des

réponses et de la survie lorsqu’elle est associée au Bévacizumab (90).

Au vue des données actuelles, le Bévacizumab semble la molécule attribuant le plus
haut taux de réponses objectives dans les GBM en récidive qu’elle soit utilisée en
monothérapie ou associée a une chimiothérapie. Elle n"apporte cependant pas de bénéfice

sur la survie globale et du fait du manque d’études prospectives, ne devrait pas étre
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prescrite de maniere systématique. C'est pourquoi, elle ne dispose pas d’AMM dans cette
indication en France. Elle permet cependant un bon contréle local de I'cedéme et malgré la
progression, le Bévacizumab est souvent maintenu dans la pratique clinique par peur d’un
effet rebond a I'arrét de la thérapie.

Seule l'association a la Lomustine a fait 'objet d’'une étude prospective de phase Il et
pourrait étre considérée comme une référence bien que des recherches complémentaires

soient encore nécessaires (91).

Molécule Dose Fréquence
5 ou 10mg/kg Toutes les 2 semaines
Bévacizumab
7,5 ou 15mg/kg Toutes les 3 semaines

En association :

2

90mg/m? (max 160mg) a C1 puis 110mg/m Toutes les 6 semaines

Lomustine (max 200mg) a C2 si bonne tolérance

En monothérapie :

110mg/m? (max 200mg) Toutes les 6 semaines

En absence d’AED inducteur enzymatique :

Irinotécan 125mg/m? Toutes les 2 semaines

En présence d’AED inducteur enzymatique :

340mg/m?
Fotémustine 75mg/m? J1J8 puis maintenance
toutes les 3 semaines
Carboplatine AUC 5 Toutes les 4 semaines

Tableau V : Résumé des différentes molécules de 2™ ligne et plus ainsi que leurs doses et

leurs fréquences
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Partie 2. Nouvelles stratégies de prise en charge et
perspectives

1 Stratégies basées sur le ciblage thérapeutique

1.1 Récepteurs a activité tyrosine kinase

Les récepteurs a activité tyrosine kinase (RTK) représentent un groupe de molécules a
la structure et aux mécanismes d’activations semblables. Pas moins de 58 récepteurs
classées en 20 familles distinctes de RTK sont répertoriés et impliqués dans de nombreuses
fonctions biologiques comme la croissance, la motilité, la différenciation et le métabolisme

des cellules (92). lls se caractérisent par une région extracellulaire permettant la fixation du

ligand spécifique au récepteur, un domaine transmembranaire et une partie intra

cytoplasmique cruciale dans I'activation et la transduction du signal cellulaire par

autophosphorylation des résidus tyrosines.

VEGFR KLG/CCK  ROS
PDGFR LLs MUSK
EGFR  |neuiine R NGFR RET | sen
AXL ROR
FGFR EPHR i
= «H 5 DOR b

\ L2 2 ; D

5 =2 L l = [ R
N N ! | 0

EE:S}:? TRKA  TIE RET ygr DDR! ax. ROS LTK ROR1 MUSK | oo
PoGFRy FOFRIA  VEGFRIZ e T RON CCks MER ALK ROR2
EGFRERBET NSR — pocepe TYROS
ERBB2MER2 IGF-IR oo
ERBB¥HER3 RR KIT/SCFR prih
ERBB4/HER4 FLK2/FLT3 D'aprés Blume-Jensen et al., 2001 ﬁp{f’g

i . . . EGFR: epidemnal growth factor receptor. INSR: Insulin receptar.

PDGFR: platelet-derived growth factor receptor. FGFR: Fihbroblast growth factor receptor. VEGFR: Vascular endothelial growth receptor. EPHR: Ephrin
receptor. NGFR: Nerve growth factor receptor. TIER: Tyrosine kinase receptor in endothelial cells. RET: Rearranged during transfection.

HGFR: Hepatocyte growth factor receptor. DDR: Discoidin domain receptaor. KLGICCK: Colon carcinoma kinase. AXL: Tyro3 PTK. ROS:RTK exprimé
dans certaines cellules épithéliales. LTK Leukacyte tyrosine kinase. ROR:receptor orphan. MUSK: Muscle-specific kinase LMR: Lermur

I Domaine a activité tyrosine kinase D Daormaine riche en cystéine D Domaine de type immunoglobuline mem Boite acide "y Domaine riche en leucine

<z Domaine type EGF . Domaine de type cadhérine Damaine de type dicoidine Q Domaine Kringle [l Domaine de type fibronectine 11|

Figure 14 : Classification des récepteurs a activité tyrosine kinase
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Un processus de régulation d’activité de ces récepteurs par modulation
conformationelle du site est présent en condition normale et permet l'activation ou
I'inhibition du signal cellulaire. Cependant, dans le GBM, la signalisation de certains RTK est
dérégulée et conduit a une activité tyrosine kinase augmentée ou constitutive. L’activation
de ces protéines va induire la prolifération et la survie des cellules tumorales, I'angiogenese
et I'annihilation des processus naturels d’apoptose.

Cette transformation oncogénique résulte de plusieurs mécanismes : présence de mutations
ponctuelles, délétions dans le récepteur, amplification génique ou réarrangements

chromosomiques (93).

Face a la dérégulation de ces RTK dans le GBM, des nouvelles thérapies ciblées ou déja
utilisées dans d’autres pathologies ont naturellement fait I'objet d’essais clinique afin d’en

examiner leur efficacité.

< EGFR:

La famille des protéines Erb comprend 4 types de RTK dont les cibles les plus
pertinentes dans le GBM sont Erbbl (EGFR) et Erbb2 (HER2) (Human Epidermal Growth
Factor Receptor-2).

L’amplification de I'oncogéne EGFR est la plus fréguemment retrouvée dans les GBM
IDH sauvage (40%). Il a donc été légitime d’essayer de cibler ce récepteur ainsi que son
mutant EGFRvIII par des thérapies spécifiques appropriées.

Il existe actuellement trois principales méthodes thérapeutiques pour cibler la suractivité de
I'EGFR : les inhibiteurs de tyrosine kinase de I'EGFR (ITK), les anticorps monoclonaux anti-
EGFR et les vaccins anti-EGFR. Des essais cliniques de phase | a 3 ont été réalisés aussi bien
dans le traitement du GBM nouvellement diagnostiqué (GBMn) que dans le GBM récurrent

(GBMTr)

o ITKanti EGFR:
Les ITK agissent au niveau intra cytoplasmique par fixation compétitive au niveau du
site de liaison de I'adénosine triphosphate (ATP) bloquant ainsi I'activation des sites tyrosine

kinase entrainant l'inhibition de la signalisation cellulaire en avale (94). Ce sont des
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molécules présentées sous formes de comprimés ou gélules permettant la prise orale

guotidienne.

Récepteur tyrosine kinase
v Fixation du ligand

e “ Membrane cellulaire

- T N
Activation du domaine
_~7 tyrosine kinase w.__

e . .
. 3 . - - ' -
Tyrosine kinase  Activation des voies

cytosolique de sifnalisation
X

v
Prolifération
Survie
Angiogenése
Invasion

Figure 15 : Mécanisme d’action des ITK

Les premiers ITK anti EGFR étudiés dans le GBM sont I’Erlotinib et le Géfitinib. (ITK de
1% génération).
Plusieurs essais de phase Il ont été effectués. Dans 'étude de M.Prados et al en 2009,
I'association de IErlotinib au traitement standard de 1°® ligne a permis de légérement
améliorer la survie globale en comparaison au groupe historique (OS 19,3 mois vs 14,1
mois). Il n’a cependant pas été déterminé de lien de causalité entre la réponse du groupe
expérimental et I'amplification de I'EGFR (95). Dans I'étude de JL.Clarke et al en 2014,
I’adjonction d’Erlotinib et du Bévacizumab (permettant d’obtenir un double blocage EGFR et
VEGFR) au traitement standard de premiére ligne a amélioré la SSP (13,5 vs 8,6 mois) sans
contribuer pour autant a I'amélioration de la 0S. (19,8 mois vs 18 mois)(96). De méme

I’Erlotinib n’a pas démontré d’activité cliniguement significative dans la prise en charge du

GBMr (97).
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Concernant le Géfitinif, I'étude d’Uhm et al en 2011 a comparé son usage en adjuvant

a la radiothérapie seule au groupe historique standard. Aucun bénéfice sur la survie n’a été
établi (98).

Malgré le développement de la 28me génération d’'ITK comme I’Afatinib ou le Dacomitinib,

les résultats des essais préliminaires de phase Il ne permettent toujours pas de démontrer

I'intérét de ces molécules dans la prise en charge des GMB EGFR amplifié avec ou sans la

emes

présence du mutant EGFRvIII (99,100). Avec I'avenement des 3 générations d’'ITK comme
I’Osimertinib, d’autres études devront étre réalisées malgré les limites d’efficacité que

semblent montrer les molécules prédécesseurs de la méme classe.

o Les anticorps monoclonaux (ACM) anti EGFR :

Les ACM, contrairement aux ITK, vont cibler le domaine extracellulaire de liaison au ligand
de I'EGFR empéchant les molécules de signalisation de se lier au récepteur et de propager le
signal en aval. Les ACM sont administrés par perfusion intraveineuse selon une fréquence

d’injections définie.

Le Cétuximab, ACM chimérique 1gG1 anti EGFR, est utilisé historiguement dans
certains cancers colo rectaux K-RAS sauvage et dans les carcinomes épidermoides de la téte
et du cou.

Bien que des études précliniques aient montrés la bonne affinité du Cétuximab pour inhiber
le mutant EGFRvIII, des études de phase Il dans le GBMr n’ont pas permis de démontrer son

efficacité clinique (101).

Le Nimotuzumab, autre ACM ciblant EGFR a été comparé en étude de phase lll dans
le GBMn en association au traitement standard de premiére ligne. Que cela soit sur la SSP ou
la OS, aucune efficacité cliniquement significative n’a été percue. L'amplification de I'EGFR

n’a pas été corrélée a I'efficacité du Nimotuzumab (102).
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o Vaccin anti EGFR :

Les vaccins anti-EGFR ont été congus pour cibler la nouvelle séquence d'acides aminés
spécifique issue de la mutation par délétion de I'EGFRvIII afin de générer une réponse

immunologique contre ce variant.

Le Rindopepimut est un vaccin peptidique conjugué ciblant spécifiguement la
séquence d’acides aminés du mutant EGFRvIll permettant de déclencher une réponse
immunitaire anti-tumorale dirigée contre 'EGFRvIII par les lymphocytes T cytotoxiques. Il est
administré une fois par mois par voie sous cutanée.

2 grandes études multicentriques « ACT » et « ReACT » respectivement mise en ceuvre dans

le GBMn et dans le GBMr ont tenté de mesurer I'intérét de cette nouvelle thérapie.

L’étude internationale de phase Il « ACTIV » basée sur les résultats encourageant de I'étude
de phase Il précédente a comparé l'efficacité de I'ajout du Rindopepimut au traitement
standard de 1°° ligne par Témozolomide adjuvant aprés radio chimiothérapie chez les
patients présentant une mutation EGFRVIII. Au final, le Rindopepimut n’a pas augmenté la
survie des patients atteints de GBMn (OS 20,1 mois vs 20 mois dans le groupe
contréle)(103).

De méme, l'étude randomisée de phase Il « ReACT » comparant |'association du
Rindopepimut et Bévacizumab vs Bévacizumab seul chez les patients atteints de GBM
exprimant I'EGFRvIIl en rechute bien que potentiellement intéressant n’a pas a ce jour

démontré de véritable intérét clinique (104).

o Anticorps conjugué

De nouveaux médicaments comme le Depatuximab mafodotin (ABT-414) ont été
développés.
C'est un anticorps chimérique 1gG1l anti EGFR conjugué a l'inhibiteur de tubuline
monométhyl auristatin F relié par un linker. Il peut cibler aussi bien 'EGFR que I'EGFRuvIII
dans les GBM permettant de libérer la molécule cytotoxique a l'intérieur de la cellule

cancéreuse.
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L'essai de phase Il INTELLANCE 2 a comparé l'efficacité de I'ABT-414 seul et avec le
Témozolomide par rapport au Témozolomide ou a la Lomustine dans les GBMr EGFR
amplifiés. Les données ont suggéré un bénéfice clinique de I'association ABT-
414/Témozolomide par rapport au bras contréle notamment chez les patients rechutant
aprés 16 semaines. ABT-414 n’a cependant pas montré d’intérét en monothérapie quel que
soit le statut MGMT (105).

L’essai de phase Il INTELLANCE 1 rajoutant 'ABT-414 aux traitements standard de 1% ligne
chez les patients EGFR amplifiés a été arrété prématurément. L'agent expérimental n’a pas
atteint les critéres de survie lors de I'analyse intermédiaire et a été de plus associé a un

risque non négligeable de toxicité oculaire (106).

En résumé, la revue Cochrane « Anti-epidermal growth factor receptor therapy for
glioblastoma in adults » retrace par le bais de méta-analyse toutes les études ayant pour
cible thérapeutique I'EGFR et conclue sur I'insuffisance de résultats pour toutes les thérapies

actuelles anti EGFR (107).

L’échec clinique de ces thérapies anti EGFR pourrait s’expliquer par une résistance
acquise des cellules du GBM selon plusieurs mécanismes. L’hétérogénéité intra tumorale et
la perte d’expression des cellules de la protéine EGFR entrainent I'absence d’impact du
ciblage de I'EGFR et I'indépendance de la cible. Un deuxieme mécanisme de résistance a été
décrit et concerne un systéme de compensation de la cible rendant indépendante la
signalisation EGFR. Les voies PDGFRp, IGFR1 et c-Met ainsi que certaines cibles en aval vont
s’activer pour compenser la signalisation EGFR inhibée (108).

Devant ces phénomeénes de résistance, la stratégie de développement de molécules
multicibles est devenue majeure.
A I'exception des inhibiteurs d’EGFR, les ITK sont majoritairement multicibles. lls vont agir

sur plusieurs récepteurs avec un degré d’affinité différent selon les molécules.

Le Lapatinib est un double inhibiteur EGFR et HER2 déja employé dans le cancer du
sein HER2 positif. Dans le GBM, la molécule n’a pas apporté de bénéfice dans une étude de
phase Il chez les patients atteints de GBMr (109). Une étude de phase Il dans le GBMn est en

cours de réalisation (110).
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+* PDGFR: (Platelet-derived Growth Factor)

Le récepteur du facteur de croissance aux plaquettes est un récepteur tyrosine kinase
gui, comme son homologue EGFR, se retrouve fréquemment surexprimé dans les anomalies
moléculaires du GBM (15%). Il existe 2 types de PDGFR notés a et B. L'activation des
récepteurs engage plusieurs voies de signalisation intracellulaires et aboutit a l'initiation du
cycle cellulaire, a la synthése de I'ADN et a la mitose (prolifération cellulaire)(94).

L’Imatinib, ITK possédant des propriétés d’inhibition du PDGFR, n’a pas montré d’activité

mesurable dans les essais de phase Il en monothérapie dans le GBMn et GBMr (111).

L’expression d’autres récepteurs de la famille du PDGFR a l'instar de c-KIT et FLT3 est
également impliquée dans le GBM. L'implication du FLT3 dans la survenue ou la progression
du GBM reste toutefois encore inconnue. Une étude de phase Il associant le Tandutinib au
Bévacizumab dans le GBMr a été réalisée. Outre ses propriétés anti FLT3, Le Tandutinib
inhibe également PDGFRpB et c-KIT. Son efficacité en association avec le Bévacizumab était
comparable a I'administration du Bévacizumab seul avec un profil d’effets indésirables

supérieur avec notamment des pathologies de la jonction neuromusculaire (112).

¢ VEGFR:

Les récepteurs du VEGF sont de 3 types: VEGFR1, VEGFR2 et VEGFR3. lls sont
impliqués dans la modulation de la vasculogenése, |'angiogenese ainsi que la
lymphangiogenese dans le cas du VEGFR3. Dans la pathologie cancéreuse et notamment
dans le GBM, la signalisation aberrante du VEGFR2 favorise la perméabilité vasculaire
responsable de I’expansion du réseau tumoral et des rechutes plus fréquentes. Les

conditions hypoxiques dans lesquelles se trouve la tumeur induisent le « switch

angiogénique ». La surexpression consécutive du VEGF ainsi que le remodelage vasculaire
sont responsables de la surexpression du VEGFR2. Pour limiter cette prolifération cellulaire
engendrée par l'angiogenése, des molécules anti angiogéniques (anti-VEGF) se sont

développées.
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Actuellement, le Bévacizumab est I'anticorps anti-VEGF le plus communément utilisé
dans le GBMr. La FDA a approuvé son utilisation depuis 2015. Bien qu’aucune étude de
phase Il n’ait confirmé son efficacité et que les études de phase Il n’aient pas démontré un
réel bénéfice clinique en terme d’amélioration de I'OS, le Bévacizumab est a I’heure actuelle
la thérapie la plus exploitée en pratique courante dans le GBMr et permet un bon controle
local de I'cedéme.

D’autres anti-VEGFR, (voir Tableau VI) ont été expérimentés et seuls les résultats
préliminaires de I'étude de phase Il comparant I'efficacité de I’Axitinib au Bévacizumab ou
Lomustine dans le GBMr a montré les prémices d’activité intéressante. L’activité de I’ Axitinib
encourage la réalisation d’'une étude de phase lll pour confirmer son intérét dans la stratégie
thérapeutique. Les autres anti-VEGFR n’ont quant a eux pas réussi a démontrer une
efficacité viable dans le GBMr. Sur la base d’études précliniques suggérant une synergie
d’action entre anti-VEGFR et radiothérapie, une étude de phase Il s’est intéressée a
I'association du Cédiranib a la radiochimiothérapie dans le GBMn et dont les résultats

préliminaires sont en cours de publication (113).
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Pazopanib VEGFR Etude de phase Il PFS : 12 semaines Le Pazopanib n'améliore pas
PDGFR évaluant/|'efficacité le PFS comparé aux études
c-Kit et la sécurité du 0OS : 35 semaines de Phase Il du Bévacizumab
Pazopanib dans le
GBM récurrent

Cédiranib VEGFR  Essai randomisé de PFS Cédiranib Le Cédiranib ne prolonge
PDGFR phaselll comparant monothérapie : 92 jours pas la SSP avec le que ce
c-Kit I'efficacité du 0OS : 8 mois soit en monothérapie ou en
Cédiranib en association avec la
monothérapie, et PFS Lomustine Lomustine par rapportala
en association avec monothérapie : 82 jours Lomustine dans le GBM
la Lomustine, par 0S: 9,8 mois récurrent, bien que le
rapportala Cédiranib ait montré des
Lomustine seule PFS Cédiranib + preuves d'activité clinique
chez les patients Lomustine : 125 jours sur certains critéres
atteints de GBM 0S : 9,4 mois secondaires, notamment le
récurrent. délai de détérioration de

|'état neurologique et les
effets d'épargne des
corticostéroides.

Ramucirumab VEGFR Etude de phase Il Groupe Ramucirumab :
comparant le PFSa6 mois:12,5%
Ramucirumab ou 0S : 49,5 semaines
I'anticorps
monoclonal anti- Groupe Olaratumab :
PDGFR Olaratumab PFS 3 6 mois 7,5%
dans le traitement 0S : 34,3 semaines
des patients
atteints de GBM
récurrent.
Axitinib VEGFR  Etude randomisée PFS 3 6 mois groupe L'Axitinib disposerait d'une
de phase Il portant Axitinib : 34% activité clinique
sur I'Axitinib par 0S : 29 semaines intéressante chez les
rapportau meilleur patients atteints de GBM
choix de traitement PFS 3 6 mois groupe récurrent.
alternatif des contréle (Bévacizumab ou
médecins chez les Lomustine) : 28%
patients atteints de 0S: 17 semaines
GBM récurrent.
Tivozanib VEGFR Etude de phase II PFS : 2,3 mois Le Tivozanib a une activité
évaluantl'efficacité anti VEGFR limité en
du Tivozanib en 0S: 8,1 mois monothérapie

monothérapie dans
le GBM récurrent

Tableau VI : Exemples d’études cliniques ayant examiné l’efficacité d’une thérapie anti-

VEGFR autre que le Bévacizumab dans le GBM (114-118)

1.2 Angiogeneése

L'angiogenese est un processus physiologique de production de nouveaux vaisseaux
a partir de vaisseaux préexistants. Elle a un role primordial durant I'embryogénése. Elle est
physiologiguement controlée par divers facteurs activateurs ou inhibiteurs dont les deux
principaux sont le VEGF et le FGF (Fibroblast Growth Factor).
L'angiogenese tumorale est un processus complexe multi étapes aboutissant a la
prolifération, la dissémination tumorale et 'augmentation de la perméabilité vasculaire par

sécrétion de facteurs pro-angiogéniques par le tissu pathologique.
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2 phases sont distinctes dans le processus angiogénique :

Phase de dormance cellulaire asymptomatique: Les cellules tumorales ne peuvent

proliférer au-dela de 2-3 cm sans la mise en place d’un systéme vasculaire adéquat
pour I'apport en nutriments et oxygeéne. Les facteurs angiogéniques secrétés sont
compensés par des systémes inhibiteurs empéchant la prolifération massive de la

cellule tumorale. Les processus apoptotiques sont supérieurs a la prolifération.

Phase de «switch » angiogénique: L'échappement a la phase de dormance

correspond a la rupture de la balance entre les facteurs angiogéniques secrétés par la
tumeur (VEGF, FGF, PDGF...) et les défenses anti-angiogéniques de la cellule hote
(thrombine 1, endostatine, angiostatine...)(119). Cette réversion vers le phénotype
angiogénique est favorisée entre autre par I’"hypoxie. Le facteur de transcription HIF-
1 (Hypoxia-Inducible Factor-1) joue un rdle primordial en condition hypoxique et

entraine la production de facteurs angiogéniques.

Tout ce processus conduit a I'activation des cellules endothéliales, a la dégradation de la

membrane basale, a 'augmentation de la perméabilité vasculaire et a la formation de néo

vaisseaux aboutissant a la croissance tumorale ainsi que sa dissémination métastatique

(120).

<«— active

-<+——jnactive

© Activateurs @ Inhibiteurs

VEGF-A thrombonspondine-1,-2
VEGF-B,-C interféron o/

FGF1 (aFGF) angiostatine

FGF2 (bFGF) endostatine

autres FGFs collagéne IV (fragments)
etc. etc.

Figure 16 : Balance de différentes molécules pro-angiogéniques et antiangiogéniques

régulant le « switch » angiogénique (121)
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Le VEGF, facteur clé de ce phénomeéne et surexprimé dans les tumeurs du GBM a
conduit a développer des thérapeutiques le ciblant préférentiellement. Cependant, d’autres
facteurs de signalisation pouvant étre dépendants de I'activation du VEGFR entretiennent
ces processus d’angiogenese. L'angiogenese induite par le VEGF est notamment médiée par

la protéine kinase C (PKC), enzyme impliquée dans la cascade de signalisation.

Les études précliniques ont montré que I’'Enzastaurine, inhibiteur oral ciblant a la fois

la PKC et la voie PI3K/AKT, permet d’induire I'apoptose et d’empécher la prolifération

cellulaire tout en inhibant I'angiogenése. PTEN est un géne suppresseur de tumeur régulant
négativement la voie de signalisation de la phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/AKT/mTOR.
Cette voie joue un rbéle majeur dans la croissance, la prolifération et la survie cellulaire. La
mutation de PTEN (retrouvée dans 35% des GBM) entraine I'activation constitutive de la
boucle de signalisation PI3K/AKT/mTOR. L’étude de phase Ill comparant I'efficacité de
I’Enzastaurine a la Lomustine dans le GBMr n’a pas permis de montrer de supériorité a la
Lomustine (SSP 1,5 vs 1,6 mois et OS 6,6 vs 7,1 mois)(122). L'essai de phase |ll ENGAGE
évaluant le bénéfice de I'association de I'Enzastaurine a la radiochimiothérapie de premiére
ligne est actuellement en cours (123).

Des thérapeutiques se sont développées venant cibler d’autres molécules pro-

angiogéniques. Le Prinomastat est un inhibiteur de métalloprotéinases ayant fait I'objet

d’une étude de phase de 2 en association au Témozolomide vs Témozolomide seul dans le

GBMn. Le Trebananib est, quant a lui, un inhibiteur de I'angiopoétine 1 et 2 dont I'efficacité

a été analysée avec ou sans Bévacizumab dans le GBMr. Aucune de ces deux molécules n’ont

apporté de bénéfice clinique (124,125).

Outre les facteurs de croissance angiogéniques, la cellule endothéliale dispose
également de récepteurs aux intégrines intervenant dans I'adhésion cellulaire. L’activation
de ces intégrines va déclencher I'activation de nombreuses voies de signalisation
intracellulaires participant a I'angiogenese. Parmi le plus influent et le plus abondant sur la
cellule endothéliale, le récepteur intégrine avB3 présente une relation synergique avec le

VEGFR-2 (126).

Le Cilengitide est un inhibiteur sélectif des intégrines avp3 et avp5. L’étude de phase

[l CENTRIC coordonnée par le Pr Stupp a analysé |'association du Cilengitide au traitement
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standard de 1°" ligne des patients atteints de GBM basé sur des études préliminaires ayant
rapporté une activité anti-tumorale de la molécule chez les patients MGMT méthylé. Aucune

amélioration n’a été constatée par cet ajout (127).

L'antigene membranaire spécifique de la prostate (PSMA) est une peptidase
transmembranaire située sur les cellules endothéliales disposant de propriétés
enzymatiques et dont la dérégulation dans le GBM a été mise en évidence et corrélée au
phénoméne d’angiogénése. Une étude de phase Il a évalué un anticorps conjugué au
cytotoxique monométhyl auristatin E (PSMA-ADC) dans le GBMr apres premiere ligne par
Bévacizumab. Aucune conclusion d’efficacité notable n’a été mise en évidence. Cet échec

pourrait s’expliquer par une faible expression de PSMA dans le GBM (128).

< MET (mesenchymal-epithelial transition factor)

MET est un récepteur membranaire a activité tyrosine kinase dont le ligand est le
facteur de croissance hépatocytaire (HGF ou c-MET). Disposant d’un réle dans I’'homéostasie
cellulaire notamment aux niveaux des organes épithéliaux et cellules endothéliales, la
surexpression de HGF ou I'amplification de MET peuvent étre retrouvées dans les GBM (4%
d’amplification mais exprimé en pourcentage élevé). Elles vont induire la survie, la motilité
cellulaire, 'angiogenése et peuvent peser dans la résistance et la récurrence du GBM.

En effet, MET joue un réle dans le microenvironnement tumoral nécessaire au
maintien des propriétés des cellules souches de GBM.

Les rayonnements utilisés durant les séances de radiothérapie induisent une régulation
transcriptionnelle positive de MET pouvant entrainer sa surexpression. Son activation
indépendamment du ligand confére une protection des cellules tumorales contre I'apoptose
radio-induite. L'utilisation d’ITK anti MET permettrait ainsi de lever ce verrou protecteur et
de radio sensibiliser ces cellules tumorales.

De méme, les résultats de certaines études tendent a prédire I'impact qu’a MET dans
la résistance au Bévacizumab par reformation de vaisseaux sanguins. La réduction de I'afflux
sanguin engendrée par l'anti VEGF conduit a une diminution de la concentration

intracellulaire en oxygeéne et a une régulation transcriptionnelle de MET. La réversion de la

65



résistance au Bévacizumab par l'inhibition de MET serait donc également une piste

intéressante (129).

Des stratégies thérapeutiques basées sur I'utilisation de molécules (anticorps ou ITK)
disposant de propriétés inhibitrices ciblant HGF ou MET ont fait I'objet d’essais précliniques
et cliniques ces derniéres années. Cependant aucune étude de phase lll n’a été menée a ce

jour.

Le Crizotinib et le Cabozantinib sont deux ITK disposant entre autres de propriétés
anti MET. Si le Crizotinib n’a bénéficié que d’un essai de phase | dans le GBM, le Cabozantinib
a été étudié lors d’essais de phase Il dans le GBMr naif et aprés traitement anti-
angiogénique. Dans ces deux essais, le Cabozantinib n’a présenté qu’une activité tres

modeste (130,131).

Le Rilotumumab et 'Onartuzumab sont deux ACM respectivement anti HGF et anti
MET développés dans le GBMr en association au Bévacizumab. Des études de phase Il n’ont
pas permis de démontrer de bénéfice clinique pour ces deux molécules en association au

Bévacizumab comparé au Bévacizumab en monothérapie (132,133).

1.3 Voies de signalisation

% Voie PI3K/AKT/ mTOR

La voie de signalisation PI3K/AKT/mTOR est I'une des principales voies altérées dans le
GBM (88% avec la voie MAPK) et associée a un pronostic défavorable. C'est une voie pivot
contrélant plusieurs effecteurs oncogéniques en aval impliqués dans la survie cellulaire, la
prolifération, la traduction des protéines et la motilité. La perte de fonction de PTEN ainsi
que la dérégulation de la signalisation en amont de certains RTK (notamment EGFR)
conduisent a I'affectation de la voie PI3K et son activation continue. L'échec des thérapies
anti EGFR pouvant étre en partie d( a I'activation de cette voie et en devient donc une cible

intéressante dans le traitement des tumeurs cérébrales (134).
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Des inhibiteurs de PI3K ont été testés dans de nombreux essais cliniques en
monothérapie ou en association. Récemment le Buparlisib (BK 120) a été analysé en
monothérapie dans le GBMr chez les patients présentant une altération de la voie
PI3K/AKT/mTOR et le résultat ne montre qu’une trés faible action de cette molécule.
D’autres études sont en cours en évaluant I'association a la radiothérapie dans le GBMn ou
en association au Bévacizumab dans le GBMr (135).

Le Sonolisib (PX-866) en phase Il dans le GBMr a montré une faible efficacité tandis que les
résultats intermédiaires de la phase Il examinant I'efficacité du Paxalisib dans le GBMn

semblent encourageants (136,137).

AKT joue un role dans la prolifération et la radiorésistance. L'étude de phase Il
étudiant la Périfosine, inhibiteur oral de I’AKT, en monothérapie dans le GBMr n’a pas

montré d’efficacité (138).

mTOR (Mammalian Target Of Rapamycin) jouant un réle dans la croissance et la
synthése protéique des cellules cancéreuses, son inhibition est également une approche
pharmacologique intéressante pour contrecarrer |'activation constitutive de PI3K et AKT.
MTOR est constitué de 2 complexes a activités fonctionnelles distinctes mMTORC1 et mTORC2
définis par leurs sous unités spécifiques et leur processus de régulation. Les principaux
inhibiteurs de mTOR développés sont spécifiques du complexe mTORC1 : I’Everolimus, le
Temsirolimus, le Sirolimus et le Ridaforolimus. Aucun résultat prometteur n’a été trouvé
par l'utilisation de ces thérapies dans le GBM.
Actuellement, des recherches se concentrent sur la combinaison d’inhibiteurs de mTOR avec
d’autres thérapies ciblant soit I'AKT (la Périfosine), I'EGFR (I’Erlotinib) ou le VEGFR (le

Bévacizumab).

L'inhibition de mTORC1 empéche le rétrocontréle négatif de I'activation de PI3K et
illustrerait en partie la faible activité de ces molécules. Ainsi des médicaments ciblant
simultanément PI3K et mTOR sont en cours d’études (134).

Enfin, le ciblage préférentiel de mTORC2 permettrait de bloquer directement Ia

phosphorylation de I’AKT et pourrait s’avérer étre une stratégie plus efficiente.
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+»* Voie de signalisation RAS/MAPK (mitogen-activated protein kinase)

Tout comme la voie PI3K/AKT/mTOR, MAPK (RAS/RAF/ERK) est une seconde voie de
signalisation intracellulaire fréquemment retrouvée anormalement activée dans le GBM. Ses
mécanismes d’activation résultent de I'altération de RTK (EGFR notamment) ou de la
survenue de mutations somatiques des génes codant pour la protéine RAS ou RAF. Ces deux
voies sont en interconnexion l'une et I'autre. En effet des mutations au niveau des proto-
oncogenes codant le géne RAS peuvent également étre responsables de I'activation de la
voie PI3K. NF1 est un gene suppresseur de tumeur régulant négativement en condition
normale I"activation de RAS.

Dans la boucle de signalisation, la famille du proto-oncogene RAS composé de 3
isoformes génétiques (RAS, NRAS et KRAS) est une GTPase jouant le réle « d’interrupteur »
dans la signalisation cellulaire. Son activation engendre la phosphorylation de la cascade de
signalisation impliquant chronologiguement RAF (dont BRAF), MEK puis ERK
(Extracellularsignal-Regulated Kinase). Une fois transloquée dans le noyau, ERK active des
génes codant pour des facteurs de transcriptions (dont c-MYC) qui a leur tour stimuleront
I’expression notamment de la cycline D1 et CDK4/6 (Cyclin-Dependent Kinase 4/6) ayant un
role dans le cycle cellulaire (139).

Cibler différentes protéines de cette voie pourrait donc s’avérer étre une stratégie

intéressante dans le GBM.

Molécules Cibles
Sorafenib RAF, VEGFR, c-KIT...
Ralimetinib MAPK kinase
Diazepinomicin RAS
Dabrafénib et BRAF et MEK
Tramétinib
Binimétinib et MEK et BRAF
Encorafénib

Tableau VI : Exemples de molécules ciblant la voie RAS/MAPK utilisées dans le GBM
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Les différentes études de phase Il ayant utilisé le Sorafénib en association n’ont pas
permis de démontrer une efficacité clinique concréte de la molécule que cela soit dans le
GBMn ou le GBMr de méme que le Diazepinomicin utilisé dans le GBMr en monothérapie.
L’association du Dabrafénib/Tramétinib ou Binimétinib/Encorafénib est en cours d’étude
dans les GBM présentant une mutation BRAFV600E notamment retrouvée dans les GBM
épithélioide.

Enfin, les résultats de I'utilisation du Ralimétinib en association au protocole de Stupp n’ont

pas encore été publiés (140).

¢ Voie du contrdle du cycle cellulaire

L'une des principales voies du point de controle du cycle cellulaire fait intervenir les
protéines p16, la kinase cycline dépendante (CDK)-4, cycline D et pRB (protéine du
rétinoblastome). Comme vu précédemment, l'altération de la voie RAS/MAPK promeut
I’augmentation de I'expression de la Cycline D et CDK 4/6. pRB est un suppresseur de tumeur
jouant un role majeur dans l'inhibition de la progression du cycle cellulaire. En phase G1,
pRB est hypophosphorylée et couplée a son facteur de transcription E2F réprimant son
activité. La phosphorylation de pRB par Cycline D/CDK4/6 va libérer E2F et induire la
transcription d’autres cyclines engendrant la transcription de I’ARN (Acide ribonucléique)
messager des genes essentiels au passage de la phase G1 a S. Des protéines vont réguler la
progression du cycle cellulaire. Les protéines p16INK4A et p15INK4B sont codées par les
génes suppresseurs de tumeurs CDKN2A (Kinase cycline-dépendante) et CDKN2B permettant
de réguler négativement I'activité des CDK4/6. Des altérations génétiques dans les protéines
CDK4/6 et RB1 seraient impliquées dans plus de 78% des GBM. L’amplification des CDK4/6 et
la perte d’expression de CDKN2A et CDKN2B étant les aberrations les plus fréquemment
retrouvées dans le GBM de novo. Ainsi une stratégie thérapeutique reposant sur l'inhibition
des CDK4/6 pourrait s’avérer intéressante chez les patients atteints de GBM uniquement
chez ceux présentant une expression aberrante de pRB. En effet, la perte d’expression de
pRB retrouvée dans environ 11% des GBM sera un marqueur de résistance au traitement par

inhibiteur CDK4/6 (141).
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Deux molécules déja utilisées dans le cancer du sein hormonodépendant ont été
étudiées dans le GBM. Une étude de phase Il utilisant le Palbociclib chez des patients
adultes atteints de GBMr RB1-positif a été menée mais n’a pas démontré d’efficacité (142).
L'essai INSIGHT de phase Il a comparé l'efficacité de I’Abémaciclib en adjuvant apres
radiochimiothérapie standard vs le protocole de Stupp dans le traitement de 1% ligne du
GBM MGMT non méthylé. L’Abémaciclib a prolongé le PFS (6,54 mois vs 5,88 mois) mais n’a

pas permis d’amélioration de I'OS par rapport au protocole standard de Stupp (143).

+»* Voie de signalisation P53/MDM2/CDKN2A

TP53 est un géne codant la protéine p53 ayant un réle central dans I'homéostasie
cellulaire. Face aux signaux de stress elle permet par le biais d’activations de genes, |'arrét
du cycle cellulaire, la sénescence et I'apoptose des cellules endommagées pour éviter leur
propagation. Elle active entre autre la p21 (inhibiteur de CDK) permettant I'inhibition des
CDK4/6 et donc l'arrét du cycle cellulaire. L’activité transcriptionnelle de la p53 est
rétrocontrolée négativement par une ubiquitine ligase « murine double minute 2 » (MDM2).
30% des GBM primaires retrouveraient une mutation TP53 contre 65 a 90% des GBM
secondaires. L'altération de la fonction de TP53 peut résulter non seulement de mutation
mais également d’une amplification MDM2 ou une délétion CDKN2A. Au total 87 % des GBM

pourraient présenter une altération de cette voie de signalisation (35).

Afin de limiter la résistance au Témozolomide, un nanocomplexe ciblant la p53 a été
développé (SGT-53). C'est une thérapie composée du géne sauvage p53 encapsulé dans un
liposome. Des essais pré cliniques ont permis de montrer une activité pour limiter la
chimiorésistance du Témozolomide. Une étude de phase Il a été effectuée dont les résultats
ne sont pas encore publiés (144).

Une autre stratégie consiste a administrer un inhibiteur MDM2 comme I'ldasanutlin
permettant la réactivation de la p53 chez les patients ne présentant pas de mutation p53.
Des essais dans la leucémie aigiie myéloide ont montré une efficacité et des essais de phase

| et Il sont en cours dans le GBM (145).
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* Voie de signalisation Notch

La voie Notch est une cascade de signalisation impliquée dans I’homéostasie
tissulaire ainsi que dans de nombreux mécanismes cellulaires dont le controle, la
différenciation, le choix d’un destin cellulaire ainsi que le maintien des cellules souches. La
voie de signalisation Notch s’étend sur 2 cellules adjacentes permettant une communication
et la régulation du développement cellulaire.

Elle se compose principalement de 3 parties :

- 4 récepteurs Notch différents (1-4)

- 5ligands Notch (Delta-like 1, 3, 4 et Jagged 1,2)

- Molécule effectrice CSL protéine de liaison a I’ADN.

La fixation d’un des ligands au récepteur Notch de la cellule voisine (configuration trans)
va entrainer le clivage et la libération du domaine intracellulaire de Notch (NICD). En gagnant
le noyau, il régule ainsi les complexes transcriptionnels contenant la protéine nucléaire de
liaison a I’ADN (CSL) interagissant elle-méme avec de nombreuses protéines construisant des
complexes répresseurs ou activateurs. A contrario la cascade de signalisation est inhibée
lorsque le ligand et récepteur sont présents sur une méme cellule (configuration cis).

Une mutation de la voie Notch contribue au développement de tumeurs cérébrales. Il a été
mis en évidence une activité accrue de Notch dans les cellules souches de GBM annihilant la
différenciation et maintenant leurs propriétés associées a un phénotype agressif. La
tumorigéneése ainsi que la résistance aux thérapeutiques en sont les conséquences.

La signalisation Notch induit également I'expression de voies AKT, NF-kB et ERK et serait
impliquée dans la résistance aux agents anti VEGFR. Enfin, I'infection par le cytomégalovirus

induit a la hausse I’expression de Notch1 (146).

Les y-secrétases sont responsables du clivage du NICD et 'activation de la voie

Notch. De nouvelles stratégies thérapeutiques basées sur I'inhibition de ces y-secrétases se

sont développées. Dans le GBM une étude de phase Il a étudié I'efficacité de la molécule
orale RO04929097 dans le GBM mais s’est montrée infructueuse (147). D’autres molécules

sont actuellement en phase de développement préclinique.
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* Voie JAK/STAT-3

La voie Janus Kinase/STAT (Signal Transducers and Activators of Transcription)
est un réseau de protéines kinases et de facteurs de transcription ayant le role de médiateur.
Elle relaie les informations de la membrane jusqu’au noyau cellulaire lors de I'activation des
récepteurs aux cytokines (ex : Interleukine 6) et facteurs de croissance (ex : EGF).

Parmi les protéines STAT, STAT-3 joue un rble majeur dans le développement des cellules
souches neurales et des astrocytes.

Elle présenterait une dualité fonctionnelle, suppresseur de tumeur ou oncogéne selon le
profil mutationnel du GBM. En effet, des études ont montré que STAT-3 était suppresseur de
tumeur dans les cellules de GBM présentant une délétion PTEN tandis qu’elle devenait
oncogene dans les cellules présentant une mutation EGFRvIIl. Cette mutation active STAT-3
et la fait passer de protéine suppressive de tumeur a oncogéne. STAT-3 est impliquée dans
des processus tels que I’"hypoxie, I'angiogenese, 'immunosuppression et dans I'influence du
microenvironnement tumoral du GBM. Il a également été annoncé son implication dans la

résistance a la radiochimiothérapie et au Bévacizumab (148,149).

La Napabucasine est une molécule bloquant I'activité des cellules souches de
GBM en ciblant STAT-3. Une étude de phase Ib/Il a étudié I'association de cette molécule
avec le Témozolomide dans le GBMr. Des effets anti-tumoraux ont été observés

encourageant des études de phase lll approfondies (150).

* NF-KB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) :

NF-KB est une famille de facteurs de transcription cytoplasmiques intervenant
dans les processus de réponses immunitaires et inflammatoires. En condition normale NF-KB
est inactive et séquestrée par les protéines inhibitrices (IKB a) (nuclear factor of kappa light
polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor a) empéchant NF-KB de se lier a I’ADN. Suite a
divers stimuli, IKB est phosphorylée par un complexe kinase entrainant sa dégradation par le
protéasome. Tout cela libérant NF-KB pouvant ainsi se déplacer dans le noyau et se fixer a

I’ADN.
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Dans le GBM est constaté une activation constitutive de NF-KB. Le TNF-a (Facteur de
nécrose tumorale), molécule pro-inflammatoire, étant I’activateur le plus puissant du NF-KB.
Certains facteurs de croissance et voies de signalisation altérés dans le GBM peuvent
également participer a I'activation du NF-KB et contribuer a la progression, a la résistance a
la radiothérapie et chimiothérapie liées a un pronostic défavorable. La signalisation NF-KB a
également été mise en évidence dans les cellules souches et est interconnectée avec STAT-3.
NF-KB étant au coeur des divers processus de gliomatogénése. Elle en est devenue une cible
potentiellement intéressante dans le traitement du GBM.

Plusieurs stratégies visant a bloquer cette voie se sont développées devant le manque actuel
de molécules spécifiques. L'utilisation d’inhibiteur du protéasome visant a bloquer la
dégradation de I'IKBa, des molécules inhibant le TNF- a ou des inhibiteurs IKK sont

actuellement en cours d’études précliniques et cliniques (148,151).
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Molécule Cible Titre de I'essai Résultats

Essai de phase lll du Marizomib I'ajout de Marizomib a la
en association avec une radio- radio-chimiothérapie
chimiothérapie a base de standard n'a pas amélioré
Témozolomide par rapport a une la OS ou la SSP chez les
radio-chimiothérapie a base de patients atteints de
Témozolomide seule chez des GBMn.
Marizomib patients atteints de GBMn.
Protéasome
Essais de phase I/1l comparant le L'efficacité préliminaire
Marizomib seul ou en association n'a pas démontré un
avec le Bévacizumab chez les avantage significatif de
patients atteints de GBMr I'ajout du Marizomib au
Bévacizumab pour le
traitement des GBMr
Etude de phase Ib/Il associant le L’association est s(re et
Bortézomib au Témozolomide faisable et peut présenter
Bortézomib dans le traitement du GBMr avec une nouvelle option
promoteur MGMT non méthylé thérapeutique
Protéasome Etude de phase Il évaluant Les taux de SSP et OS sont

I’association du Bortézomib au apparus prometteurs avec

Témozolomide et la radiothérapie un bénéfice plus
régionale dans le traitement du important chez les
GBMn patients avec promoteur
MGMT méthylé

Tableau VIl : Exemple d’essai évaluant I'efficacité d’un inhibiteur du protéasome dans le

traitement du GBM

Le Thalidomide dispose de propriété anti TNF- a. Tous les essais menés a I'heure actuelle

n’ont pas permis de démontrer d’intérét quant a son utilisation dans le GBM.
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BAY11-7082 est un inhibiteur NF-KB en cours d’analyse préclinique en association au

Témozolomide (152).

* Voie Sonic Hedgehog

La voie Hedgehog est impliquée dans |'embryogénése, la prolifération, la
différenciation cellulaire, I'organogénése ainsi que dans le maintien et la réparation des
tissus chez I'adulte. En condition physiologique, la signalisation Hedgehog est initiée par la
liaison d’un de ses trois ligands : Sonic Hedgehog, Indian Hedgehog et Dessert Hedgehog au
récepteur Patched. Sonic Hedgehog dispose d’un réle marqué dans la spécification des types
cellulaires du systéme nerveux. En réponse a cette liaison, I'inhibition de Smoothened
(SMO) (parent éloigné des récepteurs couplés aux protéines G) est levée. Elle s’accumule et
initie la cascade de signalisation en aval conduisant in fine a I'activation du facteur de
transcription Gli (Glioma Associated Oncogéne Homolog). Une fois activé, Gli est transloqué
dans le noyau et engendre I'activation de genes cibles.

L’activation aberrante de cette signalisation Hedgehog est corrélée au développement de
tumeurs cérébrales et associées dans le GBM a la résistance a la radiothérapie et a la
chimiothérapie. La résistance au Témozolomide pourrait s’expliquer par le lien entre
I’'expression de MGMT et le facteur de transcription Glil. En effet, la surexpression de Glil
dans le GBM conduit a I'augmentation de l'activité du promoteur MGMT facilitant la
réparation de ’ADN chimio-induite.

Dans le GBM, la voie Sonic Hedhegog peut interagir avec d’autres composants de
signalisation tels que EGFR, WNT et TGFB, et affecte la prolifération et |'auto-

renouvellement des cellules souches tumorales (153).

SMO et Gli sont les deux effecteurs principaux de cette voie et ont conduit a développer des
molécules les ciblant.

L'inhibition de SMO est réalisable par 3 inhibiteurs principaux : Vismodegib, Sonidegib et
Glasdegib.

Le Vismodegib fait actuellement I'objet d’essais clinique de phase Il dans le GBMr et phase
I/Il dans le GBMn avec promoteur MGMT non méthylé. De méme, le Glasdegib fait I'objet

d’une étude de phase Ib/Il en association au Témozolomide dans le GBMn.
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Glil peut étre inhibé par la Cyclopamine. C'est un alcaloide stéroidien naturel initialement
utilisé comme agent topique dans le carcinome basocellulaire. Aucun essai clinique n’a pour

le moment évalué cette molécule dans le GBM.

* Voie WNT

La signalisation WNT a un réle dans l'autorenouvellement et le développement du
SNC, notamment des cellules souches neurales. C'est un régulateur de l'interaction entre
cellules, la décision du destin cellulaire et la migration. La protéine WNT se lie au récepteur
Frizzed (FZD) a la surface cellulaire.
Le signal est transmis a la B-caténine qui, lorsqu’elle n’est pas phosphorylée par GSK3p, est
transportée dans le noyau et entraine I'activation transcriptionnelle de genes cibles de la

signalisation WNT comme c-Myc ou la cycline D.

Il a été démontré une activité aberrante dans le GBM avec pour conséquence la
croissance et l'invasion de la tumeur par le maintien des propriétés des cellules souches
contribuant a la résistance au traitement de radiothérapie et chimiothérapie. Une étude a
montré que la protéine PLAG2 pouvait se retrouver amplifiée dans le GBM régulant a la
hausse la signalisation WNT. Cette protéine semble donc importante dans la capacité
d’autorenouvellement des cellules de GBM et dans le maintien des propriétés des cellules

souches (154).

La voie WNT devient une nouvelle cible avec pour enjeux principal I'inhibition de la
B-caténine ou de GSK3B. Une étude de phase Il évaluant le Célécoxib (Anti inflammatoire
non stéroidien qui inhibe la B-caténine) en association au Témozolomide dans le GBMn n’a
pas apporté de bénéfice sur la survie (155).

De nouvelles molécules inhibitrices de GSK3B sont en cours d’études pré cliniques mais n’ont

pas encore été testées in vivo.
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1.4 Mécanisme épigénétique

Les altérations génétiques telles que les délétions, amplifications ou mutations
décrites dans le cancer ne sont pas les seules responsables de son développement. En effet,
des modifications d’ordre épigénétique sont également impliquées dans le développement
et la progression néoplasique. L’épigénétique correspond a la modification de I'expression
des genes sans modifier la séquence primaire d’ADN. Ce phénomeéne est transmissible au
cours des divisions cellulaires et réversible. Elle agit via 3 mécanismes : méthylation de
I’ADN, modifications post-traductionnelles des histones et présence d’ARN non codant
(dont les micro ARN).

Dans le GBM, la méthylation du promoteur MGMT est le phénomeéne épigénétique le plus

décrit.

Cependant, I'acétylation des histones a une responsabilité dans le remodelage et le
degré de compaction de la chromatine influencant la régulation de la transcription des
génes. Le processus d’acétylation résulte de I'équilibre entre I'activité de [I'histone
acétyltransférase et celle de I'histone décacétylase (HDAC). L'acétylation est associée a un
état décondensé de la chromatine et favorise |'expression des génes tandis que la
décacétylation réprime I'expression transcriptionnelle des genes par condensation de la
chromatine.

Des études ont montré que les HDAC régulaient |'expression de certains génes par

interaction avec certains facteurs de transcription tels qu’E2F, STAT-3, p53, pRB, NF-KB...

Des modifications des histones avec notamment une diminution de I'acétylation et
une augmentation de I'expression de certaines classes d’'HDAC ont été décrites dans le

cancer réprimant notamment I'expression de genes suppresseurs de tumeurs (156).

Ainsi les HDAC peuvent étre essentielles pour la survie et la croissance des cellules
cancéreuses. De par la réversibilité du phénomene, les HDAC constituent donc des cibles
intéressantes. Dans le GBM, trois molécules inhibitrices des HDAC ont été testées: Le

Vorinostat, Panobinostat et Romidepsin.
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Aucune de ces 3 molécules n’a démontré d’efficacité significative dans les différents essais
de phase Il menés dans le GBM (157-160).
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Figure 17 : Résumé des principales voies de signalisation altérées dans le GBM (161)

1.5 Principe de la létalité synthétique

Pour faire face aux diverses altérations de I’ADN, les cellules disposent de systemes
de réparation dont les deux principales protéines impliquées sont BRCA (Breast Cancer) et
PARP (poly-ADP-ribose-polymérase). Elles agissent de facon complémentaire I'une et I'autre
Dans certains cancers, notamment gynécologiques, des mutations BRCA sont observées
entrainant I'activation du mécanisme compensateur PARP permettant la réparation de I’ADN

et la persistance de la tumeur.
Les inhibiteurs de PARP sont des thérapies ciblées utilisées dans le cancer du sein et ovarien

dont le gene BRCA1 ou BRCA2 est muté (déficit de la voie de la recombinaison homologue)

La cellule cancéreuse ne peut alors pas utilisée son mécanisme de réparation compensateur

entrainant ainsi sa mort. C’'est le principe de la |étalité synthétique
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Figure 18 : Principe de la Iétalité synthétique (162)

Bien que les mutations BRCA soient peu fréquentes dans le GBM, d’autres altérations
génétiques liées a I'IDH, EGFR, PTEN ou encore Myc, peuvent conduire a un phénotype
semblable aux cellules BRCA mutées par perturbation de la voie de la recombinaison
homologue. De plus, il a été montré que PARP est suractivé dans les CSG et donc corrélé au
pronostic défavorable. Ainsi, la thérapie par inhibiteurs de PARP pourrait se justifier dans
certains GBM favorisant la resensibilisation a la radiochimiothérapie (163).

L’Olaparib, le Pamiparib, I'Iniparib, le Niraparib et le Veliparib sont des exemples
d’inhibiteurs de PARP actuellement a I’essai dans le GBM. Seuls les résultats de I’étude de
phase Il du Véliparib en combinaison du Témozolomide sont accessibles. La molécule n’a pas

démontré d’efficacité significative (164).

1.6 Immunothérapie

1.6.1 Vaccin

L’environnement immunosuppressif et I'inflammation retrouvés dans le GBM sont

propices a la réactivation de certains herpes virus comme le cytomégalovirus (CMV). Des
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études semblent montrer la présence d’antigénes du CMV (Glycoprotéine B, pp65, IE1...)
dans plus de 90% des tumeurs GBM sans étre pour autant présents dans les cellules
cérébrales saines. lls auraient un réle dans le renforcement des propriétés des cellules
souches marqueurs de radiochimiorésistance et I'expression du CMV conduirait entre autre
a la réactivation de la voie PI3K-AKT favorisant la croissance tumorale et la migration. US28
est un récepteur de chimiokine codé par le virus CMV. En cas de réactivation virale une
activité constitutive de 1'US28 est constatée et favorise I'expression du facteur de
transcription HIF-1a conduisant a la sécrétion de VEGF et augmentant l'invasivité des
cellules de GBM (165,166).

pp65 est la principale protéine tégumentaire constituant les particules virales
extracellulaires. Elle a notamment un réle dans I'échappement de la réponse immunitaire
innée et adaptative de I’hote face a l'infection par le CMV en bloquant la présentation de
I’antigene au CMH de classe | et neutralise I'activité cytotoxique des cellules Natural Killer et

des interférons. Cette protéine constitue I'antigéne cible dominant des lymphocytes T

cytotoxiques CD4+ et CD8+ (167).

Afin de restaurer la pleine fonctionnalité de ces lymphocytes T, des études basées sur le
développement de vaccins anti CMV ont alors vu le jour. Bien que la réponse immunitaire
soit spécifique de I'antigene, une augmentation d’autres médiateurs cellulaires permettrait
de contribuer a une immunité indirecte contre les autres cellules tumorales.

Une étude de phase lla est en cours et évalue |'efficacité d’un vaccin composé de particules
virales enveloppées bivalentes Gb/pp65 dont les résultats préliminaires étaient trés

encourageants (168).

D’autres stratégies reposent sur une vaccination par cellules dendritiques autologues
chargées in vitro d’antigénes tumoraux permettant ainsi de croitre I'activation des LyT
spécifiques du peptide pp65.

Dans le GBMn en association au Témozolomide adjuvant et aprés radio chimiothérapie
standard, 3 études distinctes de phase Il se sont succédées doublant la taille de I’échantillon
a chaque étude. Des survies exceptionnelles a long terme ont été observées dans pres de

30% des cas encourageant la poursuite des essais (166).
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1.6.2 Inhibiteur de point de contréle immunitaire

Les points de contrdle immunitaire appelés « checkpoints » sont des récepteurs
exprimés a la surface des lymphocytes T intervenant dans la modulation de la réponse des
cellules immunitaires. Un équilibre entre signaux activateurs ou inhibiteurs coexistent sur
une méme cellule et déterminent l'intensité et la durée de la réponse immunitaire des
lymphocytes T lors de la reconnaissance de son antigéne spécifique. Ce phénoméne,
finement contr6lé physiologiguement permet de prévenir I'auto-immunité (checkpoints
inhibiteurs) ou de déclencher une réponse immunitaire adaptée face a une infection
(checkpoints activateurs). Les cellules a proximité disposent de ligands inhibiteurs
spécifiques de ces récepteurs afin d’empécher une réponse immunitaire excessive et
incontrolée.

Par le biais de mutations ou en réponse a la libération de cytokines inflammatoires, la cellule
cancéreuse va exprimer a sa surface ces ligands inhibiteurs empéchant les lymphocytes T de
s’activer par un mécanisme de « verrouillage ». Ce phénomene d’échappement immunitaire

conduit a la survie de la cellule cancéreuse (169).
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Figure 19 : Mécanisme d’inhibition de I'activité lymphocytaire par le biais des points de

contréles immunitaires

PD-1 : Programmed cell death 1 PDL-1 : Programmed cell death-ligand 1
CTLA-4 : Cytotoxic T-Lymphocyte Associated CMH : Complexe majeure d’histocompatibilité
protein 4 TCR : Récepteur des cellules T
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Des anticorps dirigés contre ces checkpoints se sont développés. Actuellement, cette
immunothérapie cible les signaux inhibiteurs présents a la surface des lymphocytes T (CTLA-
4, PD-1) ou leur ligand (PD-1) ayant pour objectif la potentialisation du systeme immunitaire

et la reconnaissance de la cellule cancéreuse.
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Figure 20 : Mécanisme d’action des anticorps inhibiteurs des points de contréle et molécules

commercialisées

Le ciblage de ces récepteurs a considérablement amélioré la survie des patients
atteints de certaines pathologies cancéreuses rebelles. L’environnement immunosuppressif
décrit dans le GBM prive la réponse immunitaire adéquate et donc la modulation

immunitaire semble étre une piste intéressante pour sa prise en charge.

Cependant, la grande majorité des essais cliniques menés a ce jour avec des inhibiteurs de
points de contrbles immunitaires (Pembrolizumab, Atézolizumab, Nivolumab, Ipilimumab)

dans le GBMn n’ont montré qu’une activité clinique minime. Les résultats préliminaires des 3
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études Checkmate de phase Ill avec le Nivolumab n’ont pas permis d’atteindre leur critére
d’évaluation principale. Dans le GBM, l'utilisation d’inhibiteurs de points de contréle ne
semble donc pas pertinent sur la base de ces résultats (170).

Seule I'étude de phase Il associant le Durvalumab a la radiothérapie dans le GBMn MGMT

non méthylé a publié des résultats encourageants (171).

L’environnement hautement immunosuppressif, le passage de la barriere hémato
encéphalique ainsi que la faible charge mutationnelle retrouvés dans le GBM pourrait

expliquer en partie I'’échec constaté des inhibiteurs de points de controle.

1.6.3 CAR-T cells

Les CAR-T cells (cellules T porteuses d’un récepteur antigéne chimérique) sont des
lymphocytes T prélevés au patient par leucaphérese puis modifiés génétiquement ex-vivo
afin de les munir d’un récepteur artificiel CAR. lls sont par la suite réinjectés au patient pour
étre capable de reconnaitre et détruire spécifiquement les cellules cancéreuses. De plus, un
élément de co-stimulation est introduit lors de la modification génétique permettant
I’activation du CAR-T une fois fixé sur la cellule cancéreuse.

Le Kymriah® et Yescarta®, sont deux CAR-T cells anti CD-19 qui ont montré des réponses
cliniques impressionnantes chez certains patients atteints d’hémopathies malignes. Ils ont
tous deux été approuvés par la FDA en 2017 et disposent d’'une AMM en France depuis

2019.

Pour contourner le systéeme immunitaire défectueux, lutter contre la difficulté de
passage de la barriere hémato-encéphalique et le microenvironnement tumoral associés au
GBM, la stratégie CAR-T semble en théorie prometteuse.

EGFRvIIl, HER2 et IL13Ra2 sont les premiers antigeénes tumoraux identifiés dans le GBM
comme cibles potentielles aux traitements d’'immunothérapie a base de CAR-T.

Les CAR-T anti EGFRvIIl ont montré une efficacité tres limitée lors d’'une étude de
phase I. Une perte d’Ag et une résistance secondaire chez les patients atteints de GBMr

ayant bénéficié d’une injection de CAR-T ont été mises en évidence.
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IL13 est une cytokine libérée par les lymphocytes T CD4+ pour réguler inflammation et
réponse immunitaire. Lors de sa fixation a son récepteur IL13Ra2, elle active la voie
JAK/STAT. IL13Ra2 est retrouvé hautement exprimé dans les GBM. Une étude de phase |, a
montré une réponse clinique et une tolérance encourageante de I'administration de CAR-T
anti IL13Ra2.

La fréquence élevée de HER2 dans les GBM (80%) a conduit a développer des CAR-T anti
HER2 et ont également suggéré un bénéfice clinique pour les patients atteints de GBMr.

D’autres CAR-T ciblant d’autres antigénes tumoraux sont également en cours d’études (172).

1.7 Thérapie génique

1.7.1  Virus oncolytique

La thérapie virale oncolytique représente une thérapie génique innovante tres

prometteuse dans la prise en charge du cancer. Elle consiste a modifier génétiquement un
virus en modifiant son tropisme et en utilisant des stratégies de ciblages pour le rediriger
spécifiquement vers la cellule cancéreuse.
Le matériel génétique des cellules cancéreuses confére aux virus une sensibilité a les infecter
spécifiquement sans affecter les cellules saines. Le virus génétiquement modifié va ainsi se
répliquer dans la tumeur, détournant la synthése protéique tumorale en son profit induisant
in fine la lyse tumorale. Cela engendre comme principales conséquences :

- La libération d’antigénes tumoraux permettant la stimulation de la réponse

immunitaire anti-tumorale systémique.

- Lalibération de virus ayant I'aptitude d’infecter d’autres cellules tumorales.

- La modification de I'environnement tumorale par I'expression de cytokine par la

tumeur incitant le systeme immunitaire a intervenir (173).

Le premier virus oncolytiqgue approuvé par la FDA est un virus herpex simplex modifié

(Imlygic®) utilisé dans le mélanome non résécable.
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Figure 21 : Schéma du mécanisme d’action des virus oncolytiques. D’apres le schéma de «
creative biolabs »(174)

Des essais dans le GBM sont en cours d’expérimentation utilisant soit des virus
oncolytiques a ADN (Adénovirus, Herpes Simplex Virus, Parvovirus) soit des virus
oncolytiques a ARN (Rétrovirus, Poliovirus, Reovirus, virus de la rougeole). Les voies
d’administration de ce médicament de thérapie innovante sont diverses et peuvent étre
intra tumorales, intraveineuses, intra artérielles ou dans la cavité de résection chirurgicale.
Seule une étude de phase II/lll a été effectuée et dont les résultats ont été publiés
récemment. Le TOCA511 (Rétrovirus recombinant) administré a des sujets subissant une
résection pour une premiere ou deuxieme récidive (administration intra cavitaire), n’a pas

montré de bénéfice par rapport a I'administration d’une chimiothérapie (173).

L'espoir futur de la thérapie des GBM pourrait reposer sur une synergie d’action
entre les virus oncolytiques et I'immunothérapie. Nous avons vu précédemment que les
cellules cancéreuses se camouflaient du systéme immunitaire et présentaient un
microenvironnement tumoral ainsi qu’un profil mutationnel rendant peu efficace les
inhibiteurs de checkpoints en monothérapie. Le virus oncolytique cible spécifiguement la
cellule cancéreuse. La lyse et les signaux libérés par la cellule cancéreuse la rendent visible

au systéme immunitaire qui va alors s’activer favorisant ainsi I'action de I'immunothérapie.
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Une étude de phase Il associant le Tasadenoturev (adénovirus recombinant) au
Pembrolizumab dans le GBMr a montré une activité trés encourageante motivant le
développement d’un essai de phase Il (175).

Une autre étude de phase Il associant la souche PVSRIPO (Poliovirus) au Pembrolizumab

dans le GBM est en cours de recrutement.

2 Perméabilité de la barriere hémato-encéphalique

La barriere hémato-encéphalique (BHE) est un rempart séparant physiologiquement le
SNC de la circulation sanguine. De par sa composition, la BHE est difficilement franchissable
permettant la protection du cerveau et de la moelle épiniere du passage d’agents
pathogenes ou xénobiotiques potentiellement délétéres.

Toutefois, la BHE constitue également un frein au passage cérébral de médicaments. Dans le
GBM, l'inefficacité de la plupart des thérapeutiques actuelles testées s’explique en partie par

la difficulté qu’ont ces molécules a franchir cette barriére pour atteindre leur cible.

Des stratégies nouvelles consistant a augmenter transitoirement la perméabilité de la BHE

tentent de se développer dans le GBM.

2.1 Stratégies basées sur les dispositifs

Le dispositif implantable SonoCloud-9 est un dispositif innovant consistant a délivrer

des ultrasons de faible intensité pour perturber transitoirement la BHE et augmenter les

concentrations intracérébrales de médicaments.

L’étude de phase I/lla SonoCloud-9 est un essai en ouvert avec escalade de dose évaluant
I’efficacité et la sécurité de I'ouverture transitoire de la BHE par le dispositif chez les patients
atteints d’une récidive de GBM et candidats a une chimiothérapie par Carboplatine.

Le dispositif est implanté pendant la résection chirurgicale et activé toutes les 4 semaines
pendant 270 secondes avant I'administration du Carboplatine.

Pour évaluer I'efficacité et la sécurité du dispositif, une IRM avec renforcement au

Gadolinium est réalisée dans les 10 minutes suivant I’émission ultrasonore. Les résultats ont

86



montré une bonne tolérance du dispositif et un renforcement significatif du Gadolinium
suggérant une perturbation efficace de la BHE. Cette perturbation a permis une

augmentation des concentrations intracérébrales de Carboplatine (176).

De part ces résultats encourageants, I'étude randomisée de phase Il SonoFirst a débuté en
2021. Elle vise a comparer, dans le GBMn, I'efficacité de I'ajout du dispositif pendant la

phase adjuvante de chimiothérapie par Témozolomide (177).

Une étude pilote s’est consacrée a I'évaluation de la perturbation de la BHE induite
par une méthode de cytoréduction par thérapie thermique interstitielle au laser guidée par
IRM. Des résultats prometteurs ont montré une perturbation de la BHE pendant 1 a 3
semaines offrant une fenétre thérapeutique intéressante a I'administration d’anticancéreux.
Toutefois, cette stratégie pourrait entrainer une exposition inutilement prolongée du tissu

sain a 'environnement externe (178).

De méme le MRgFUS est une autre thérapie par ultrasons a haute focalisation guidée

par résonnance magnétique. C’'est un procédé d’ablation thermique non invasif utilisant les

ondes ultrasonores avec précision. Une étude interventionnelle coréenne a été effectuée

dans le GBM de novo chez les patients sous Témozolomide adjuvant. L'étude a démontré
I'innocuité et la faisabilité d’une perturbation répétée de la BHE par le dispositif et

nécessitera d’autres essais futurs approfondis (179).

2.2 Stratégies basées sur les médicaments

Pour moduler la perméabilité de la BHE, des thérapeutiques aux modes d’actions
distincts ont été étudiées pour faciliter la pénétration cérébrale des molécules

anticancéreuses. La perturbation osmotique de la BHE a démontré dans des études

précliniques le rétrécissement des cellules endothéliales, I'élargissement des jonctions
serrées et une vasodilatation. Le Mannitol est un agent hyperosmotique faisant
actuellement I'objet d’essais dans le GBM.

Pour théoriquement permettre la modification structurelle des jonctions serrées, un

analogue de la Bradykinine (le RMP-7) a été testé mais n’a eu aucun effet sur la
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pharmacocinétique du Carboplatine dans une étude de phase Il randomisée en double
aveugle chez les patients atteints de GBMr (180).
Enfin, ’Adénosine est un médiateur de la perméabilité de |la BHE. Le Régadénoson est un

agoniste de [|’Adénosine A,,. Bien qu’ayant démontré sa capacité d’augmenter les

concentrations intracérébrales de chimiothérapies chez I'animal, il n’a pas prouvé chez

I'Homme une amélioration de la libération du Témozolomide (181).

3 Nouvelles voies de signalisation et perspectives

3.1 Nouvelles voies de signalisation

* Voie de signalisation HIPPO

La voie HIPPO/YAP (Yes-associated protein)/TAZ (transcriptional coactivator with
PDZ-binding motif) est une voie de signalisation dont les mécanismes cellulaires ont été
découverts que tres récemment. C'est une voie hautement conservée au cours de
I’évolution et joue un role clé dans le controle de la taille des organes par la régulation de la
prolifération cellulaire et I'apoptose. La dérégulation de la voie Hippo est impliquée dans la
tumorigeneése, la chimiorésistance et la nature immunosuppressive des GBM.

Cette voie constitue donc une cible prometteuse pour de nouvelles thérapies

anticancéreuses contre le GBM (182).

3.2 Perspectives

* Cellules souches cancéreuses et micro-ARN

Les cellules souches cancéreuses de GBM (CSG) disposent de nombreuses
caractéristiques proches des cellules souches neurales comme la capacité
d’autorenouvellement, la pluripotence ainsi que I'expression de certaines protéines comme
CD133+. Elles sont localisées dans des régions particulieres au sein de la tumeur appelées
« niches ». Ces niches interagissent réciproquement avec le microenvironnement tumoral

conduisant a l'activation de nombreuses voies de signalisation cellulaire permettant leur
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maintien et leur conférant une résistance a la radiochimiothérapie. In fine, les CSG
contribuent a la progression et a la récidive tumorale. Cibler aussi bien le
microenvironnement tumoral que les mécanismes permettant le maintien de ces CSG sont
un enjeu majeur futur (183).

Certains agents ciblant les voies de signalisation impliquées dans I'autorenouvellement des

cellules souches ont déja débuté leurs essais (Voies Hedgehog, NOTCH, WNT, STAT-3...).

Les micro-ARN sont des ARN non codant, acteurs de |'épigénétique, régulant
I’expression de nombreux genes (environ 30% de I'intégralité du génome). Il a été démontré
dans le GBM, une diminution ou une surexpression de certains micro-ARN responsable de la
radiochimiorésistance, la malignité des cellules souches et leur capacité
d’autorenouvellement (184).

Dans le futur, cibler ces différents micro-ARN représentera donc un enjeu stratégique

majeur.

* Microbiote intestinal

Le microbiote intestinal joue un rble déterminant dans la santé d’un individu. Il
correspond a I'ensemble des microorganismes (10 milliards de bactéries) présents dans
notre systeme digestif et s'apparente a un organe a part entiére. Sa composition et ses
proportions en différentes familles bactériennes sont propres a chaque individu et son
équilibre influe sur la physiologie et I'activité biologique humaine. C'est un régulateur non
seulement de la régulation immunitaire systémique mais aussi des circuits cérébraux. Une
dysbiose microbiotique peut induire un environnement inflammatoire et une suppression
immunitaire favorable a la carcinogenése. Les effets de cette dysbiose sur le GBM restent
encore inconnus mais pourrait contribuer au microenvironnement tumoral
immunosuppressif. La compréhension des mécanismes de I'axe intestin-cerveau et son
potentiel impact sur I'immunosuppression, I'inflammation et la réponse aux traitements,
pourrait permettre dans le futur une amélioration de la survie des patients atteints de GBM
(185). L'association d’une greffe fécale et d’'une immunothérapie pourrait étre une piste
intéressante dans le GBM. Une étude de phase Il est en cours chez les patients atteints d’un

mélanome métastatique réfractaire. (186)
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Partie 3. Proposition d’essai clinique innovant:
repositionnement thérapeutique

1 Introduction du concept

1.1 Résumé

Le glioblastome multiforme (GBM) représente la tumeur cérébrale gliale primitive
chez I'adulte la plus fréquente et la plus agressive. Le nombre de cas histologiquement
confirmé est de 2600 chaque année en France (5). La prise en charge de ces patients a
évolué et le protocole de Stupp (43) demeure depuis pres de deux décennies le référentiel
de prise en charge standard de premiere intention de la plupart des patients atteints de
GBM. Malgré I'amélioration des connaissances du profil moléculaire et génétique (187), le
pronostic a court terme reste tres sombre avec une rechute/résistance précoce au

traitement standard par Témozolomide (SSP 7 mois et OS 14.6 mois)(43).

Si les mécanismes de résistance a la chimiothérapie restent flous, les modulations
épigénétiques (188) ainsi que la persistance de cellules disposant de caractéristiques
moléculaires et régulationnelles semblables aux cellules souches neurales pourraient
expliquer en partie la récidive précoce ainsi que l'inefficacité des différents traitements anti-
cancéreux contre le GBM (189). La compréhension de ces mécanismes est un enjeu majeur

dans la lutte contre la radiochimiorésistance.

La découverte du réle de la modification de I'acétylation des histones (HDAC) dans les
processus de l'oncogenése a conduit a développer des traitements aux propriétés
inhibitrices des histones décacétylases (iHDAC) a l'instar du Vorinostat. Des premiéres
études cliniques ont eu lieu dans la prise en charge du GBM (157,159). Le Vorinostat tout

comme ses analogues de méme classe présentent une activité modeste (158,160).

Une prophylaxie anti-épileptique est souvent proposée aux patients atteints de GBM.
Si le Lévétiracétam est le plus usuellement prescrit, I’Acide Valproique (VPA) pourrait
s'avérer intéressant de par ses propriétés iHDAC. En effet, plusieurs études cliniques
semblent montrer une amélioration de la survie globale par [I'association d’une

radiochimiothérapie avec du VPA comparé a l'utilisation d’un autre AED. (Médiane SG 16.9
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mois vs 13.9 mois) (190). Cette tendance semble se confirmer par la réalisation d’'une méta-
analyse et d’une étude clinique de phase Il montrant des résultats encourageants quant a

I"utilisation de cet AED dans le GBM (191,192).

Pour subvenir a ses besoins énergétiques qui lui sont propres, la cellule cancéreuse a
la particularité d’adopter un métabolisme énergétique anaérobie indépendamment de la
présence ou non d’0O2 dans son milieu. L'activation du processus de fermentation aérobie
(glycolyse aérobie), connue sous le nom de l'effet Warburg (193), est sous I'égide de
plusieurs facteurs. Cela nous a conduit a considérer I’éventualité d’un potentiel intérét d’un
traitement inhibiteur de la néoglucogenése comme la Metformine (194). La Metformine par
son action sur I'’AMPK, tout comme le VPA par ses propriétés iHDAC ,contribuent a lutter
contre ce déreglement métabolique permettant une diminution de la croissance et
I’apoptose des cellules tumorales (195,196). |l existerait une synergie d’action entre le VA et
la Metformine dans I'effet antiprolifératif et pro-apoptotique (action anti-tumorale additive)
des cellules cancéreuses favorisant I'expression du géne suppresseur de tumeur p53. De
nombreux essais notamment dans le cancer de la prostate ou rénal mettent en lumiére cette
synergie d’action p53 dépendante (197,198). 30% des GBM primaires retrouveraient la
mutation p53 contre 65 a 90% des GBM secondaires (35).

Les micro-ARN (miR) sont des petits ARN non codants capables de réduire en silence
I’expression des genes par un processus de modification post-transcriptionnelle (184). Leur
dysrégulation est impliquée dans la chimiorésistance des GBM. miR-21 est le principal
surexprimé dans le GBM (44 a 100% des GBM) et est lié a trois voies clés dans I'oncogenése :
TGFB, p53 et les voies de l'apoptose (199). Dans les cellules souches de GBM, la
dysrégulation de certains miR, la présence de marqueurs moléculaires tels que CD133 ainsi
que leur localisation dans des microenvironnements singuliers (niches) sont responsables de

leur malignité et de leurs capacités d’auto renouvellement (200).

Des études sur lignées cellulaires souches cancéreuses ont montré que la
Metformine, le VPA ainsi que la Simvastatine pourraient lutter contre la persistance des CSG
de par leurs actions respectives sur certains miR, marqueurs souches et/ou voies de

signalisation (195,201-205). Bien qu’aucune étude dans le GBM n’ait été effectuée, nous
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sommes amenés a considérer la possibilité de transposer leurs effets aux cellules de GBM

notamment grace a leur bon passage de la BHE.

Enfin, 'augmentation de la protéine YAP dans les cellules cancéreuses est pro
proliférative. L'augmentation de cette protéine YAP de la voie HIPPO est médiée par le
mévalonate. Or, la Simvastatine de par son action inhibitrice de 'HMG-CoA réductase
permet d’inhiber la formation de mévalonate a partir de 'HMG-CoA et diminuerait de ce fait

I'activité de la protéine YAP (206,207).

Une étude in vivo sur cellules de prostate cancéreuses de souris a montré une
synergie d’action anti-tumorale entre le VPA et la Simvastatine. L’action activatrice de la voie
AMPK du VPA et inhibitrice de YAP de la Simvastatine potentialiserait I'action de la

chimiothérapie par Docétaxel en luttant contre la chimiorésistance (208).

Nous allons voir ci-apres, par quels mécanismes, un repositionnement thérapeutique

de ces 3 molécules pourrait se combiner et se complémenter rationnellement dans le GBM.

1.2 Concept du repositionnement thérapeutique

Le repositionnement thérapeutique est un concept d’apparition récente. Sa premiére
définition date de 2004 parue dans un article publié par Ashburn and Thor (209). Il
mentionne la réutilisation de médicaments (sans modification structurale de la molécule)
comme un processus consistant a trouver de nouvelles indications pour des médicaments
déja commercialisés préalablement. Depuis, elle s’est élargie aux substances actives ayant
échoué a la phase clinique de leur développement ainsi que certains médicaments retirés du
marché pour des raisons de sécurité.

D’abord découvert par sérendipité, ce phénomeéne a depuis ces derniéres années pris
de I'ampleur et le nombre d’articles lui faisant référence croit drastiquement. Ceci est en
partie expliqué par les problématiques rencontrées par I'industrie pharmaceutique dans le
domaine de la recherche et développement (R&D) depuis des décennies. En effet, la
découverte de nouveaux médicaments est un processus long, laborieux, utilisant des

procédés méthodologiques de plus en plus coliteux en R&D et |'efficience de ces processus
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est en constante diminution (diminution de moitié en 9 ans du nombre de médicaments
approuvés par milliard de dollars dépensé: phénomene appelé « Loi d’Eroom »).

En outre, la croissance rapide des connaissances en bio-informatique et des données
biologiques permettent de limiter considérablement le temps et le co(it du processus de
repositionnement du médicament. Seul 1 a 2 ans seraient nécessaires pour identifier une
nouvelle cible thérapeutique et environ 8 ans pour développer le médicament repositionné
(contre 10 a 15 ans pour une nouvelle molécule). Les procédures de développement et de
réintroduction sur le marché s’en retrouvent simplifiées et bien moins onéreuses (7,5 fois
moins cheéres). Cependant tout changement de formulation, dosage ou de voie

d’administration nécessitera un réexamen du profil de sécurité du médicament (210,211).

La stratégie du repositionnement s’avere donc étre une alternative pouvant étre tres
efficace, peu couteuse et a moindre risque. Elle ne devra cependant pas supplanter la
recherche de nouvelles molécules.

De nombreuses recherches de réutilisation de médicaments notamment dans le
domaine de l'oncologie sont en cours et pourraient étre au coeur des stratégies
thérapeutiques de demain.

Dans le cas du GBM, de nombreuses molécules initialement employées dans d’autres
pathologies cliniques ont démontré des propriétés pour cibler certaines voies de
signalisation impliquées dans la genése et la récidive des GBM. La connaissance de ces
mécanismes conduit a la réalisation d’essais cliniques.

La compréhension du role des CSG, reconnu comme source principale de récurrence
tumorale, a encouragé I'étude de I'impact de nouvelles voies moléculaires responsables du
maintien de leur propriété. Le repositionnement de médicaments pouvant cibler ces voies

font I'objet d’études précliniques (212).

C'est ainsi que des thérapeutiques utilisées depuis des décennies dans des
pathologies plus ou moins bénignes comme la Metformine, la Simvastatine ou encore le
VPA, pourraient de par leurs nouvelles propriétés découvertes et leurs actions sur certaines

cibles, devenir de nouvelles armes dans la prise en charge de la pathologie cancéreuse.
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2 Rappel pharmacothérapeutique des molécules d’intéréts

2.1 Acide valproique

Le VPA (et son sel le valproate de sodium) est une molécule a large spectre disposant
d’indications dans certaines pathologies neurologiques et psychiatriques. Elle posseéde une
autorisation de mise sur le marché (AMM) en monothérapie ou en association dans le
traitement de |'épilepsie généralisée et partielle avec ou sans généralisation secondaire de
I'enfant et I'adulte.

Ses dérivés (Valpromide et Divalproate de sodium) quant a eux, sont indiqués chez
I’adulte notamment dans le traitement des épisodes maniaques et bipolaires en cas d’échec

ou de contre-indication au carbonate de Lithium.

Le mécanisme d’action du VPA n’est pas totalement élucidé et s’avere complexe. Il

agit sur plusieurs cibles neurobiologiques avec un effet gabamimétique, antagoniste du

glutamate et inhibiteur des canaux sodiques voltages dépendants. Ainsi I'’entrée des ions

chlore et I'inhibition de I'entrée des ions sodium et calcium permettent I’hyperpolarisation
cellulaire diminuant ainsi I'activit¢ neuronale anarchique retrouvée dans les crises

épileptiques et troubles bipolaires.
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Figure 22 : Mécanisme d’action de I’Acide Valproique (213)
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D’autres indications hors AMM existent et font aujourd’hui I'objet de recherches a
I'instar d’une utilisation du VPA dans la protection myocardique en post-infarctus (214) ou
dans la prophylaxie migraineuse (215).

Outre ces propriétés, il a été établi que le VPA agirait également sur I'épigénome par
I'inhibition des histones décacétylases et bloquerait de plus la voie mTOR. Ce sont
notamment ces nouvelles découvertes qui encouragent actuellement la recherche d’un
potentiel repositionnement de la molécule dans d’autres indications thérapeutiques

notamment dans le domaine de la cancérologie.

D’un point de vue pharmacocinétique, sa biodisponibilité par voie orale proche de

100% et sa lipophilie (acide gras saturé a chaine ramifiée) lui confére une diffusion aisée

dans le LCR ainsi que dans le cerveau. Son métabolisme, essentiellement hépatique, se fait

par glucurono-conjugaison et béta oxydation tandis que son élimination est principalement
urinaire (216).
Le VPA est substrat des cytochromes P450 C29 (CYP) et I'inhibe conférant un risque non

négligeable d’interactions médicamenteuses avec d’autres thérapeutiques.

2.2 Metformine

La metformine appartient a la famille des biguanides. Il s’agit d’un anti diabétique
oral indiqué en premiére intention dans le diabéte de type 2, en particulier en cas de
surcharge pondérale, lorsque les regles hygiéno-diététiques ne sont plus suffisantes pour
rétablir I’équilibre glycémique.

Il peut étre utilisé en monothérapie ou en association avec d’autres antidiabétiques oraux ou

I'insuline chez I'adulte et I'enfant de plus de 10 ans (217).

A la différence des insulinosécréteurs stimulant la sécrétion d’insuline et pouvant de ce fait
majorer le risque d’hypoglycémie, la Metformine est quant a elle un insulinosenbilisateur
disposant d’une dualité fonctionnelle permettant:

- La réduction de l'insulinorésistance en favorisant la captation et ['utilisation du

glucose par les muscles
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- La diminution de la production hépatique de glucose par inhibition de la

néoglucogenese et de la glycogénolyse ainsi que la diminution de la synthése des
lipides

Elle retarde également I'absorption intestinale du glucose et augmente les capacités de

transports du glucose par les transporteurs membranaires du glucose (GLUT).
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Figure 23 : Schématisation du réle de la metformine dans la lutte contre I’hyperglycémie
basale et postprandiale. D’aprés le schéma de pharmacomedicale.org (218)

Bien que commercialisée depuis des décennies, la compréhension précise de son mécanisme

d’action n’en est que tres récente et certains processus restent toutefois encore a élucider.

La metformine est absorbée au niveau intestinal et emprunte la veine porte
aboutissant a une concentration élevée de la molécule au niveau hépatique. L'expression
importante du transporteur de cations organiques OCT1 permet I'entrée de la Metformine
dans I'hépatocyte. Son action dans le métabolisme cellulaire se fait notamment via
I'inhibition du complexe | de la chaine respiratoire mitochondriale. La diminution
énergétique s’explique par la diminution d’ATP et une augmentation du rapport AMP/ATP.
La Metformine conduit ainsi a l'activation de FAMPK réduisant in fine, par le biais de
réactions enzymatiques, la néoglucogenese et augmente la sensibilité a I'insuline. En outre

'AMPK dispose de capacités d’inhibition de la voie mTOR. L’activation de mTOR est
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largement répandue dans la tumorigenése. De nombreuses études ont associées |'utilisation
de la metformine a une diminution de l'incidence et de la mortalité liée aux cancers. Ces
derniéres années, d'importantes études précliniques et clinigues ont montré une activité
anticancéreuse de la Metformine.

De ce fait, elle disposerait d’'une action anti-tumorale ayant conduit a la multiplicité

des études en oncologie et notamment dans le GBM (212).

D’un point de vue pharmacocinétique, la Metformine présente une biodisponibilité
orale moyenne de |'ordre de 50 a 60%. N’étant que tres peu liée aux protéines plasmatiques
et étant excrétée au niveau urinaire sous forme inchangée, la metformine présente un profil
d’interactions d’ordre pharmacocinétiques négligeable avec d’autres molécules.

Elle présente des caractéristiques physicochimiques intéressantes avec, grace a sa chaine

carbonée, une liposolubilité lui conférant un bon passage de la BHE et donc une utilisation

pertinente dans le GBM si son efficacité venait a se confirmer (194).

2.3 Simvastatine

La Simvastatine est une molécule hypocholestérolémiante indiquée dans le
traitement des hypercholestérolémies (primaires, familiales homozygotes, dyslipidémies
mixtes) en complément du régime lorsque le respect des regles hygiéno-diététiques seules
s’averent insuffisantes.

En complément des traitements cardioprotecteurs, elle est également indiquée en
prévention chez les patients présentant une pathologie cardiovasculaire avérée d’origine

athéroscléreuse ou un diabete.

La Simvastatine est une prodrogue activée par hydrolyse hépatique dont le
métabolite présente une activité inhibitrice de I’enzyme HMG-CoA réductase empéchant la
transformation de 'HMG-CoA en mévalonate, étape clé et limitante de la synthése du
cholestérol.

La concentration intracellulaire en cholestérol notamment dans les hépatocytes s’en
voit ainsi diminuée. La surexpression des récepteurs aux lipoprotéines de basse densité (LDL)

conduit a 'augmentation de la capture des lipoprotéines athérogénes par les hépatocytes
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engendrant ainsi une diminution du LDL circulant, des VLDL (Lipoprotéines de trés basse

densité) et I'apoliprotéine B (219).
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Figure 24 : Mécanisme d’action des Statines (220)

D’un point de vue pharmacocinétique, la Simvastatine présente une biodisponibilité
orale tres faible de I'ordre de 5%. Cependant le site d’action étant hépatique, la totalité de la
dose administrée atteint la cible. La Simvastatine est substrat des CYP3A4 et peut de ce fait
interagir avec de nombreuses thérapeutiques. Son excrétion essentiellement biliaire conduit

a une élimination majoritaire dans les selles (60%).

De méme que les deux précédentes molécules, la découverte récente de I'impact de la
Simvastatine sur I'épigénétique ainsi que son impact dans la modulation de la protéine
YAP/TAZ HMG-Coa médiée (221), conduit a une réflexion accrue de repositionnement de

cette molécule dans d’autres pathologies.
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3 Mécanismes biomoléculaires pathologiques décrits dans le GBM et
rationnel d’action des molécules d’intéréts

3.1 Action sur les voies de signalisation impliquées dans le GBM

* Voie LKB1 (liver kinase B1) /AMPK/mTOR :

o Structure et mécanisme d’activation de ’AMPK : (222)

La protéine kinase activée par 'AMP (AMPK) est une sérine thréonine kinase
ubiquitaire disposant d’un réle de régulateur métabolique central au sein des cellules. Elle
permet entre autre la régulation de la croissance et la reprogrammation du métabolisme
assurant le maintien de I'homéostasie énergétique. Elle favorise également les processus
d’autophagie cellulaire (élimination des cellules apoptotiques par dégradation des
composants intracellulaires) par linhibition de mTOR. Leurs activités respectives sont
intrinsequement liées, se résumant principalement par un antagonisme d’action.

L’AMPK est donc un capteur énergétique dont I'activation est étroitement corrélée a la
baisse des niveaux d’ATP intracellulaires. En réponse a cette privation d’énergie générée par
I'augmentation d’AMP ou d’ADP, '’AMPK s’active et privilégie les processus cataboliques

producteurs d’énergie au détriment de I'anabolisme énergétique consommateurs d’énergie.

L’AMPK est un hétérotrimere composé d’'une sous unité catalytique a (composée de

deux isoforme al et a2) et de deux sous unités régulatrices : B (composée de deux isoformes

Bl et B2) et y (composée de trois isoformes y 1, y2 et y3). 12 combinaisons
hétérotrimériques afy sont alors possibles et leurs fonctions au sein des tissus dépendront

des isoformes présentes dans le complexe formé.
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Figure 25 : Structure du complexe AMPK  (223)

La phosphorylation de la thréonine Thr172 au niveau de la sous-unité catalytique a est

essentielle a l'activation de 'AMPK. Deux kinases permettent cette phosphorylation
activatrice :
- LKB1, géne suppresseur de tumeur, médie la phosphorylation de I’AMPK en réponse
a la baisse énergétique cellulaire. Des mutations de LKB1 ont été identifiées dans
certains cancers notamment pulmonaires et du col utérin.
- CaMMKPB (calcium/calmodulin dependent protein kinase kinase B) s’active quant a

elle en réponse a I'augmentation du calcium cytosolique.

En I'absence de stress cellulaire, la sous-unité y est occupée par I'ATP et la
phosphorylation au niveau de la sous-unité a de la ThR172 est inhibée entre autre par des
phosphatases.

Face a un stress cellulaire, le ratio AMP(ADP)/ATP augmente et ’AMP(ADP) va se fixer au
niveau de la sous-unité régulatrice y de I’AMPK inhibant ainsi I’action des phosphatases.
La cascade de phosphorylation des régulateurs transcriptionnels en aval médiée par

I'activation de ’AMPK conduit a la gestion de la reprogrammation métabolique.

En outre, la déplétion énergétique aboutissant a I'activation de ’AMPK va conduire a

I'inhibition des processus de croissance cellulaire par I'inhibition de mTOR. Une régulation
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interconnectée de la voie LKB1/AMPK par les oncogéne RAS et PI3K ont été mis en évidence
menant a sa dérégulation dans la pathologie cancéreuse.
La cascade d’activation ainsi que l'interconnexion entre ces voies sont expliquées dans le

schéma suivant.
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Figure 26 : Cascade d’activation RAS/PI3K/AKT lors de I'activation de mTOR. (224)

L’AMPK permet [I’activation du géne suppresseur de tumeur TSC (sclérose tubéreuse) ou en

communiquant directement avec Raptor conduisant a I'inhibition de RHEB activateur de mTORCI.

En outre, 'AMPK favorise |'autophagie par linhibition de mTOR en activant le
complexe ULK1 (Unc-51 Like Autophagy Activating Kinase 1), enzyme clé de I'autophagie,
physiologiqguement inhibé par mTOR. L’activation persistante d’AMPK induit I'activation de la

p53, acteur de la sénescence cellulaire.
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Figure 27 : Activation et inactivation de ULK1 par phosphorylation par lintermédiaire de
mTORC1 et AMPK (224)

Plus récemment, il a été admis que 'AMPK n’était pas seulement un capteur
énergétiqgue mais était également impliqué dans les processus inflammatoires. La sécrétion
de médiateurs pro-inflammatoires comme le TNF-a et I'lL-6 conduit a 'activation de I’AMPK.
L’AMPK atténue alors la réponse inflammatoire par une cascade de signalisation comprenant
notamment la diminution des facteurs de transcriptions inflammatoires comme NFkB et

STAT3 (225).

o Action de la Metformine sur ’AMPK :

Outre les nombreux facteurs de stress cellulaire, certains agents pharmacologiques

peuvent également conduire a l'activation de I'’AMPK. Comme vu précédemment, la

metformine inhibe le complexe | de la chaine respiratoire mitochondriale de transport
d’électrons. Cette baisse de la phosphorylation oxydative aboutit a une déplétion en ATP et
favorise donc I'activation de I’AMPK. Elle donne lieu in fine a une régulation de la glycémie
par inhibition de la néoglucogenese et de la lipogenése hépatique (par inhibition de I'acétyl
Coa Carboxylase) ainsi qu’a une augmentation de la sensibilité a I'insuline. Une importante

partie du mode d’action de la Metformine pourrait donc dépendre de I’AMPK.
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Figure 28 : Mécanisme d’action de la Metformine dans I’hépatocyte (226)

Connaissant l'interconnexion des voies oncogéniques RAS/PI3K/mTOR avec 'AMPK et

en rappelant que l'altération des voies de signalisation MAPK et PI3K/AKT/mTOR est
retrouvée dans pres de 88% des GBM, la Metformine pourrait donc théoriquement disposer
de propriétés anticancéreuses pertinentes dans cette pathologie.
Plusieurs rapports ont démontré que I’AMPK se retrouvait moins activée dans les cellules
cancéreuses que dans les tissus sains correspondants. La création d’un stress cellulaire par la
metformine ainsi que sa capacité a réduire la production d’especes réactives a I'oxygene
rétabliraient donc des niveaux importants d’AMPK favorisant son effet antinéoplasique
(227).

En plus d’abaisser les concentrations de glucose circulant, la metformine est associée

a une réduction des niveaux d’IGF1 par amenuisement des taux d’insuline circulant. L'IGF-1

dispose d’un rbéle anabolique pouvant, en situation néoplasique, contribuer a
I’'augmentation de la synthése protéique et de la prolifération cellulaire (228).

Ainsi en activant I'’AMPK, la Metformine, par la potentielle décroissance de la
synthése protéique, I'inhibition de la croissance et de la prolifération cellulaire, ainsi que
I'augmentation de I'autophagie, a incité la réalisation d’essais en repositionnant cette

molécule dans les tumeurs cérébrales. De nombreux essais sont en cours de développement.
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o Action du VPA sur 'AMPK :

Plus récemment des études in vitro utilisant des hépatocytes de souris et humains,

ont mises en évidence une activation de 'AMPK par le VPA et ses métabolites, paralléles aux

résultats retrouvés avec la Metformine. Des études approfondies semblent toutefois

nécessaires pour confirmer cette potentielle nouvelle caractéristique du VPA (229).

* Voie HIPPO/YAP/TAZ :

Initialement décrite chez la drosophile, la voie HIPPO est une voie hautement
conservée au cours de |"évolution et joue un réle clé dans le controle de la taille des organes
par la régulation de la prolifération cellulaire et I'apoptose. La dérégulation de cette voie de
signalisation est impliqguée dans la tumorigenese, la chimiorésistance et la nature
immunosuppressive des GBM.

HIPPO est composée d’un bloc de kinase MST1/2 (Mammalian STE20-like protein kinase 1/2)
et LATS1/2 (Large tumor suppressor 1/2). Ces kinases vont par phosphorylation inhiber la
translocation nucléaire de YAP/TAZ entrainant leur dégradation par le protéasome.

HIPPO apparait donc comme un suppresseur de tumeur quand YAP et TAZ disposent quant a
eux de fonctions proto-oncogéniques.

Dans le GBM, et dans la pathologie cancéreuse de maniére générale, est recensée
une dérégulation de la voie HIPPO aboutissant a 'augmentation de la translocation nucléaire
de YAP/TAZ (par inhibition de la phosphorylation) qui se complexe avec le facteur TEAD (TEA

domain protein) conduisant a la transcription.
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Figure 29 : Cceur de la voie HIPPO et son mode d’action (230)

L'hyperexpression de TAZ est associée a la transition épithélio-mésenchymateuse et
I’expansion des CSG contribuant a la chimiorésistance.
Si certains activateurs de la signalisation HIPPO en amont ont été décrits (Neurofibrine 2,

WNT, Sonic Hedgehog, NOTCH...), I'activité de YAP/TAZ est essentiellement médiée par la

voie SREBP (Sterol regulatory element-binding proteins) /mévalonate.

Dans la cellule cancéreuse, I'augmentation de I'activité transcriptionnelle de SREBP, induite
par la mutation p53, décuple les niveaux d’acide mévalonique aboutissant a I'activation de
YAP/TAZ. Ces résultats révelent une couche supplémentaire de régulation de YAP/TAZ par

des signaux métaboliques (231).

Le mévalonate est le précurseur de la synthése du cholestérol. Sa régulation a la
hausse contribue a la résistance a la chimiothérapie. L’accumulation de cholestérol dans les
mitochondries, entraine une diminution de la fluidité membranaire. Diminuer le cholestérol
par diminution du mévalonate pourrait favoriser la resensibilisation des chimiothérapies

ayant une action mitochondriale (exemple du Témozolomide).
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Par conséquent, la Simvastatine de par son action inhibitrice de I’'HMG-CoA réductase
bloguant la synthése de mévalonate diminue la cholestérolémie.
On peut supposer que dans les GBM p53 muté, la statine pourrait bloquer [|'axe
SREBP/mévalonate inhibant de ce fait I'activation de YAP/TAZ (206).
Une potentielle synergie d’action avec les autres molécules d’intéréts est envisageable
puisque contrairement au VPA et a la Metformine, la Simvastatine agirait préférentiellement

si p53 est muté.
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Figure 30 : Action de I'axe SREBP/Mévalonate sur la voie HIPPO en fonction du profil
mutationnel p53 (232)

* FOSLL:

Fos-like antigen 1 (FOSL1) est un facteur de transcription membre du complexe de la
protéine activatrice 1 (AP-1) codant pour le géne FRA-1 (Fos-related antigen 1). Il controle
des processus cellulaires comme la différentiation, la prolifération et I'apoptose. Bien que
connu dans d’autres pathologies cancéreuses, il n’a été établi que trés récemment le role de
FOSL1 en tant que proto-oncogeéne dans les tumeurs cérébrales. Situé au carrefour entre le

gene suppresseur de tumeur NF1 et la voie RAS/MAPK, c’est un régulateur clé de la plasticité
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tumorale et de la transition épithélio-mésenchymateuse responsable de la malignité des
cellules du gliome et de la progression tumorale. L'inactivation de NF1 par mutation régule a
la hausse la voie RAS stimulant MAPK et PI3K/AKT/mTOR. Une étude chez la souris a
démontré que la mise en silence de FOSL1 réduisait le développement tumoral ainsi que la

propriété des CSG indépendamment de la présence ou non d’'une mutation NF1 (233).

A I'heure actuelle, il n’existe pas d’inhibiteur spécifique de FOSL1 mais demeure un
enjeu thérapeutique futur intéressant.
L'activité de FOSL1 est régulée négativement par des micro-ARN dont le principal inhibiteur

est miR-138. Cependant il est l'un des micro-ARN suppresseur de tumeur le plus

fréquemment régulé a la baisse dans le cancer assurant le maintien de I'activité de FOSL1

dans la tumorigenese (234).

Des études in vitro ont identifié cette répression fréquente de |'expression de miR-138 dans
le GBM. Elles ont montré que la surexpression transitoire du miR-138 dans les cellules de
GBM a inhibé la prolifération cellulaire, le cycle cellulaire, la migration et la capacité de

cicatrisation. De plus L'expression de CD44 (cluster de différentiation marqueur des CSG) est

inversement corrélée a celle de miR-138 et constitue donc une cible.

Réinduire miR-138 dans le GBM permettrait donc d’endiguer la prolifération cellulaire en
régulant a la baisse CD44 resensibilisant les cellules a la chimiothérapies (201).
Outre son action sur FOSL1, I'expression de miR-138 inhibe la boucle de signal CDK 4/6-pRB-

E2F engendrant I'arrét du cycle cellulaire (235).

Le VPA permet de réinduire I'expression de miR-138. Une étude dans le cancer

thyroidien a observé I'augmentation des niveaux d’expression de miR-138 suite a un
traitement par VPA.

En ciblant les HDAC, le VPA est prometteur car il peut modifier de nombreux modeles
d’expressions (épi)génétiques dont les micro-ARN (236).

Par l'augmentation des niveaux d’expression de miR-138, le VPA pourrait donc

indirectement inhiber FOSL1 dans le GBM.
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3.2 Geéne suppresseur de tumeur

32.1 p53

La protéine p53 joue un réle fondamental dans la suppression tumorale se résumant
notamment par |'arrét de la division cellulaire, la sénescence et I'apoptose. C'est un censeur
du stress cellulaire. 30% des GBM primaires retrouveraient une mutation du gene TP53
contre 65 a 90% des GBM secondaires. L’altération de la fonction de TP53 peut résulter non
seulement d’'une mutation mais également d’une amplification MDM2 ou d’une délétion
CDKN2A. Au total 87 % des GBM pourraient présenter une altération de cette voie de

signalisation.

Restaurer I'activité de p53 est capital puisqu’elle régule la transcription de pas moins
de 150 genes disposant en plus du contrble cellulaire, des roles dans l'autophagie, le
métabolisme antioxydant et anti-angiogénique (237).

Dans la pathologie cancéreuse, I'activation importante de mTOR conduit au rétrocontréle
négatif de p53. Il existe donc un dialogue étroit entre ces deux voix. Jouant de cette
interconnexion, la Metformine peut donc également avoir un point d’impact sur la

régulation positive de p53. L'inhibition de mTOR par ’AMPK ou indépendamment de ’AMPK

(par lintermédiaire d’une voie alternative REDD1) contribue a la réactivation de p53

contrélant négativement la glycolyse aérobie (voir déséquilibre glucidique : effet Warburg).
En outre, le complexe Atgl/ULK1 joue un réle central dans I'autophagie. Cette autophagie
induite par les dommages a I'ADN est favorisée par l'activation du suppresseur de tumeur
TP53, par le biais de I'activation transcriptionnelle directe de ULK1 et ULK2 (197)(238).

Cependant, bien que 'AMPK induise la phosphorylation de la p53, son action métabolique

serait p53 dépendante. L’action de la Metformine pourrait donc étre plus efficiente sur les

cellules p53 fonctionnelles que celles mutées (239).

Cette tendance semble également se confirmer avec le VPA. Les HDAC sont des
puissants régulateurs négatifs de I'apoptose et de I'autophagie dans la tumorigenése.
Une étude sur modeles cellulaires de GBM humain, a permis de suggérer que le VPA
renforcait I'activité du Témozolomide dans le GBM en favorisant I'apoptose par activation de

la p53 et I'expression de son gene en aval PUMA (the p53 upregulated modulator of
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apoptosis). L'utilisation du VPA a été associée a une OS statistiquement supérieure chez les

patients aux profils p53 sauvages. La synergie d’action VPA/Témozolomide serait donc p53

dépendante. Certains mécanismes pro-apoptotiques du VPA ont été mentionnés dans un
modele murin. Le VPA par son action iHDAC, induit I’hyperacétylation de la p53 augmentant
donc son expression.

Si les autres iHDAC n’ont pas montré de bénéfices significatifs en association au
Témozolomide dans certains types cellulaires in vivo, le VPA quant a lui agirait par le biais

d’autres mécanismes dont tous les rouages n’ont pas encore tous été élucidés (240).

3.2.2 PTEN

PTEN est un géne suppresseur de tumeur régulant négativement la voie de
signalisation PI3K/AKT/mTOR. Sa mutation entrainant [Iactivation constitutive de
PI3K/AKT/mTOR est retrouvée dans prés de 35% des GBM et associé a un pronostic
défavorable (39).

PTEN peut agir aussi bien au niveau cytosolique que nucléaire. La fonction nucléaire de PTEN

permet de bloquer AKT.

o Action potentielle de la Simvastatine

Une étude a démontré que dans les tumeurs dérivées de xénogreffes de cellules de
cancer du sein humain, la Simvastatine inhibe de maniére significative la phosphorylation
d'AKT avec une atténuation concomitante de I'expression de la protéine anti-apoptotique
Bcl. Pour ce faire, la Simvastatine inhibe I’activation de NF-kB. De plus dans les cellules de

souris, la Simvastatine a augmenté de maniére significative la transcription de PTEN (241).

3.2.3 Mutation TERT

La régulation a la hausse de TERT conduit a un maintien anormal des téloméres et
résulte de mécanismes génétiques (mutation) et épigénétiques (méthylation ou micro-ARN).

Elle est retrouvée fréquemment dans les GBM IDH sauvage (69%) et les oligodendrogliomes
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(72%). Inversement, elle est moins présente dans les astrocytomes ou GBM IDH mutée
(33,242).

STAT3 est un important régulateur de I'expression de TERT. En effet les facteurs de
croissance comme PDGF, IL-6 ou le stress oxydatif qui activent STAT-3 ont rapidement

régulé a la hausse I'expression de TERT (243).

o Action potentielle des statines

Dans une étude utilisant des cellules de carcinome hépatocellulaire, il a été mise en
évidence la propriété de I’Atorvastatine (méme mécanise d’action que la Simvastatine) de
réguler négativement TERT par la suppression de la voie IL-6/STAT-3.

Ainsi I’Atorvastatine a inhibé la croissance tumorale et induit la sénescence cellulaire (244).

o Action potentielle de la Metformine et du VPA

Il a été vu précédemment que I'augmentation de facteurs inflammatoires tels que le
TNF-alpha et I'IL-6 engendraient en réponse une activation de FAMPK régulant
négativement NF-kB et STAT-3. La Metformine et le VPA permettent I'activation de 'AMPK
et pourraient donc contribuer a leur échelle a l'inhibition indirecte de TERT. De plus la
propriété iHDAC du VPA a un impact direct sur 'activité de STAT-3 et NF-«kB (225).

Des études approfondies dans le GBM devront étre réalisées pour transposer ces propriétés

au sein de la cellule tumorale cérébrale.

3.3 Déséquilibre du métabolisme glucidique : Effet Warburg

3.3.1 Mécanisme (245)

Le métabolisme énergétique cellulaire est un processus regroupant un ensemble de
réactions chimiques conduisant a la production d’énergie (sous forme d’ATP) a partir de
substrats nutritifs. Le glucose demeure I'énergie privilégiée pour les cellules humaines
disposant de la capacité de le convertir en ATP par le biais de réactions chimiques multi-

étapes comprenant la glycolyse, le cycle de Krebs puis la chaine respiratoire mitochondriale.
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La glycolyse est la premiére voie métabolique cytosolique conduisant in fine a I’oxydation du

glucose en pyruvate. Le devenir du pyruvate va dépendre par la suite des disponibilités en

oxygene de la cellule. :

- En présence d’oxygéne (glycolyse aérobie), le pyruvate emprunte la voie de la

phosphorylation oxydative de la respiration mitochondriale aboutissant a

production d’ATP, d’eau et de CO2. (Bilan énergétique de 36 ATP)

Réaction globale de la glycolyse aérobie :

C6H1206 + 602 -> 6CO2 + 6H20 + ENERGIE

la

- En absence d’oxygene (glycolyse anaérobie), le pyruvate emprunte une voie

alternative et se convertit soit en lactate (fermentation lactique) soit en éthanol dans

le cas des levures, (fermentation alcoolique) permettant une production moins

rentable d’ATP (Bilan énergétique 2ATP) mais associé a la libération de composants

intermédiaires nécessaires a la synthese protéique.

Réaction globale de la glycolyse anaérobie (fermentation lactique) :

C6H1206 + 2ADP + 2PI -> 2CH3COCOOH + 2ATP

citrique

O2_ phosphorylations
oxydatives

H20 + CO2

Animaux et plantes

Glucose
GLYCOLYSE
Pyruvate
aérobiose anaérobiose anaérobiose
acétyl-CoA NADH acétaldéhyde
NADH
cycle de acide NAD* Q
NAD*
Lactate Ethanol
Fermentation lactique : Fermentation alcoolique :
muscle, bactéries lactiques levures

Figure 31 : Devenir du glucose dans la cellule

111



Dans la premiére moitié du 20°™ sigcle, Le Dr Otto Warburg a décrit pour la premiére
fois une propriété édifiante de la cellule cancéreuse. Il fit mention d’'une consommation
massive de glucose ainsi qu’une surproduction de lactate dans la cellule cancéreuse méme
en condition de normoxie.

Il en résulte d’'une modification métabolique de la cellule cancéreuse par I'adoption
d’'un métabolisme anaérobie indépendamment de la présence ou non d’oxygene. Ce
phénoméne témoigne d’une caractéristique cruciale de la transformation maligne des
cellules et a par la suite était confirmé par de nombreux chercheurs.

Cette fermentation aérobie (glycolyse aérobie) associée a I'ankylation de la phosphorylation

oxydative, rebaptisé « effet Warburg » est donc un processus adaptatif répondant aux
besoins énergétiques et en biomasse de la cellule cancéreuse nécessaire a sa croissance et a
sa prolifération.

Longtemps présumé comme la cause initiale du cancer, les progrés en biologie moléculaire
permettent aujourd’hui de révéler certains mécanismes responsables de I'instauration de «

I’effet Warburg ». Cette modification métabolique serait sous I'égide de nombreux facteurs

oncogéniques constituant donc une cible thérapeutique a explorer (193).
En effet, certaines altérations de régulateurs transcriptionnels comme E2F, Myc, p53 ou
encore HIF-1 ont été démontrés comme favorisant la glycolyse aérobie par augmentation de

I'expression des transporteurs de glucose et des enzymes glycolytiques.

Differentiated tissue Proliferative Tumor
I tissue &
D S -
+0 -0 | L
i/ \ 2 +/-0,
Glucose Glucose Glucose
Oz Pyruvate l 0, Pyruvate
\ Pyruvate 85%
I\ Lactate l Lactate
Lactate
Oxidative Anaerobic Aerobic
phosphorylation glycolysis glycolysis
~36 mol ATP/ 2 mol ATP/ (Warburg effect)
mol glucose mol glucose ~4 mol ATP/mol glucose

Figure 32 : Différences entre la phosphorylation oxydative, la glycolyse anaérobie et la
glycolyse aérobie (effet Warburg) (246)
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Outre son rble dans les processus cellulaires, la suractivation retrouvée dans le GBM
de la voie PI3K/AKT/mTOR est également liée au métabolisme cellulaire. De plus,
I'augmentation de I'activité de mTOR induit la synthese de HIF-1a disposant donc un role
aussi bien dans I'angiogenése que dans la glycolyse aérobie.

Bloquer I'apport énergétique des cellules en inhibant leur reprogrammation métabolique

pourrait conduire a leur mort et serait donc une piste intéressante a explorer (193).

3.3.2 Action de la Metformine et du VPA sur I'effet Warburg

L’AMPK est a I’épicentre de la régulation du métabolisme anabolique et catabolique.
Des études in vivo ont montré que les cellules ayant perdu la sous unité a catalytique de
I’AMPK présentaient une glycolyse aérobie accrue marquée par une production de lactate.
Parallelement a la délétion de 'AMPKa, les chercheurs ont observé une augmentation de
I’expression de I'HIF-1a en condition normoxique. Réguler négativement AMPK engendre
donc I'induction de I'effet Warburg.

Enfin la suppression de la signalisation HIF-1a dans les cellules déficientes en AMPKa a

réduit leur taux global de prolifération (247).

Réinduire I'expression de I'’AMPK faiblement exprimée dans les cellules cancéreuses

notamment de GBM et réguler négativement I'expression de I'HIF-1a pourraient donc

contribuer a un « anti effet Warburg ».

¢ Action de la Metformine sur |'effet Warburg

De par la réduction des niveaux d’IGF1 et son action sur 'AMPK, la Metformine

contribuerait donc théoriqguement a lutter contre I'effet Warburg. L'activation chronique de
'AMPK permettrait d’inhiber la glycolyse aérobie, I'angiogenése et I'invasion tumorale
mMTOR médiées.

Il est a noter que la Metformine peut également inhiber mTOR indépendamment de ’AMPK

par le biais de Rag/GTPase.
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Enfin I'effet Warburg est un élément critique pour le maintien des propriétés des cellules
souches du GBM ainsi que leur autorenouvellement. La Metformine pourrait donc lutter

également contre la chimio et radiorésistance par la réversion de I'effet Warburg (195).

¢ Action du VPA sur |'effet Warburg

Les HDAC régulent de nombreux facteurs responsables de la glycolyse aérobie.
Principalement d{ a son action iHDAC | et lla, le VPA va permettre la régulation a la baisse de
certains de ces facteurs contribuant a faire face a ce déreglement métabolique.

Une étude dans le cancer rénal a montré la propriété du VPA a réguler négativement HIF1- a

en ciblant HDAC Il. De méme, dans des cellules de neuroblastome, le VPA a supprimé la

glycolyse aérobie en régulant négativement E2F1 (196,248).

Par la multiplicité des facteurs controlant la cascade glycolytique, des synergies entre
eux demeurent apportant une complexité supplémentaire a I'effet Warburg.
Ainsi nous pouvons imaginer la possibilité d’une synergie d’action dans le GBM de la
Metformine et du VPA dans I'annihilation des processus de glycolyse aérobie par leurs

actions sur des facteurs distincts.

4 Modulation épigénétique et GBM

4.1 Définition

L’épigénétique correspond a la modification de I’expression des genes sans modifier
la séquence primaire d’ADN. Ce phénomeéne est transmissible au cours des divisions
cellulaires et réversible. L'expression des différents marqueurs épigénétiques est
directement influencée par I'exposition environnementale. Ce processus dynamique change
le fonctionnement des génes par effet « ON » « OFF » et agit via 3 mécanismes : méthylation
de ’ADN, modifications post traductionnelles des histones et présence d’ARN non codant
(dont les micro ARN). Ces mécanismes influencent la reconnaissance et la lecture du géne

permettant sa transcription par I’ARN polymérase (249).
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4.2 Méthylation MGMT et ilot CpG

La méthylation est la clé de voute de I'épigénétique communément associée a la
répression transcriptionnelle des genes. Elle correspond a [I'ajout par [I’ADN
méthyltransférase d’un groupement CH3 (méthyle) au niveau du carbone 5 d’une cytosine
faisant partie d’'un dinucléotide cytosine phosphate guanine (CpG) situé au niveau de la
région promotrice du géne. Ces CpG ne sont pas répartis uniformément dans le génome
mais se concentrent notamment dans des zones nommées « ilot CpG » retrouvées dans plus
de 60% des régions promotrices du génome humain. Leur méthylation réprime la fixation de
'ARN polymérase et empéche I'acces au facteur de transcription tandis que la
déméthylation les favorise.

Dans la pathologie cancéreuse la perturbation des profils de méthylation de I’ADN avec

notamment la méthylation des ilots CpG régulant négativement les génes suppresseurs de

tumeurs ou la déméthylation activant certains oncogénes concourent a la tumorigeneése

(250).

La MGMT est une enzyme impliquée dans la réparation des cassures double brins de
I’ADN. Elle permet entre autre d’éliminer les radicaux alkylants formés par la chimiothérapie
la rendant ainsi ineffective. La méthylation de son promoteur conduit a I'inhibition de la
transcription de MGMT ne pouvant ainsi plus s’exprimer. Cette méthylation permet la
restauration de la sensibilité des chimiothérapies alkylantes a l'instar du Témozolomide.
Cette méthylation est présente dans prés de 40% des GBM (29).

La méthylation CpG du promoteur de MGMT est donc un facteur prédictif de réponse

au traitement combiné de radio chimiothérapie dans les GBM.

Des études in vitro et in vivo ont démontré la capacité du VPA a resensibiliser les
cellules de GBM résistantes au Témozolomide. Pour ce faire, il a été mis en exergue une
diminution de I'expression de la MGMT par le VPA. L’association in vivo du Témozolomide et
du VPA a permis l'inhibition significative de la croissance tumorale chez la souris comparée
au groupe témoin sans VPA (251).

Effectivement, le VPA permet d’induire la méthylation du promoteur MGMT. Pour

démontrer cette propriété, I'équipe de Zhiying Li et al a isolé 3 populations de cellules
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souches de gliomes G1, G2 et G3. G1 présentait une méthylation partielle initiale de MGMT
puis est devenue complétement méthylée aprés usage du VPA. Les cellules G2 et G3 quant a
elles exprimaient MGMT et sont devenues partiellement méthylées aprés usage du VPA
(252). Cet attribut potentiel du VPA pourrait bouleverser |'algorithme décisionnel de la prise
en charge des patients dgés atteint de GBM quel que soit le KPS. En effet a I’heure actuelle,
I'expression de MGMT désencourage I'utilisation du Témozolomide dans leur prise en
charge. La répression de MGMT par 'utilisation du VPA comme anti-épileptique pourrait

donc impliquer une révision du processus actuel.

4.3 Décacétylation des Histones

Les histones sont des protéines chargées positivement autour desquelles I’ADN
(chargé négativement) va s’enrouleur pour former I'unité fondamentale de la chromatine :
le nucléosome. Cette structure formée d’'un octamére d’histones (2 paires H2A, H2B, H3,
H4) et de 147 bases d’ADN se condense formant des fibres de chromatine a des degrés de
compaction variable conditionnant I'expression génique :

- L’hétérochromatine représente le degré de compaction de 'ADN le plus élevé
rendant impossible I'expression des génes.

- L’euchromatine représente le degré de compaction de I’ADN le plus faible facilitant
I'accessibilité des complexes enzymatiques permettant I’expression des génes.

Au niveau de la queue des histones (partie N-Terminale), des modifications épigénétiques
peuvent avoir lieu au niveau de ces protéines faisant passer la chromatine d’un état de
compaction a un autre conditionnant ainsi I'expression des génes.

Ces altérations épigénétiques sont des modifications post-traductionnelles de 3 ordres :

o Acétylation (euchromatine) ou désacétylation (hétérochromatine)
o Méthylation (hétérochromatine) ou déméthylations (euchromatine)

o Phosphorylation ou déphosphorylation
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Figure 33 : Modlifications post-traductionnelles des histones (253)

HAT : Histone acétyltransférase HMT : Histone méthyltransférase
HDAC : Histone décacétylase PK : Protéine kinase
HDM : Histone déméthylase PP : Protéine phosphatase

Dans la pathologie cancéreuse, la rupture de I’'équilibre d’acétylation des histones joue un
role décisif dans l'initiation et la progression tumorale. Un taux important de désacétylations
réduit en silence de nombreux génes suppresseurs de tumeurs aux roles pro-apoptotiques et

anti-prolifératifs.

Des médicaments iHDAC ont vu le jour et ont démontré une efficacité incontestable
dans certaines pathologies notamment en onco-hématologie. Dans le GBM, trois molécules
inhibitrices des HDAC ont été testées : Le Vorinostat, Panobinostat et Romidepsin.

Aucune de ces 3 molécules n’a démontré d’efficacité significative dans les différents essais

de phase Il menés dans le GBM (157-160).

Connaissant le risque épileptique d’un patient atteint de GBM, une prophylaxie anti
épileptique (AED) est proposée presque systématiquement. Si le Keppra® semble I’AED de

référence, le VPA pourrait s’avérer intéressant de par ses propriétés HDACI.

En effet, une étude clinique rétrospective rend compte d’'une amélioration de la
survie globale par I'association d’une radiochimiothérapie avec du VPA comparé a un autre

AED. (Médiane SG 16.9 mois vs 13.9 mois) (190). Cette tendance semble s’étoffer via la
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réalisation d’'une méta analyse effectuée sur 1634 patients bien que présentant certains

biais méthodologiques avec aucune étude comparative randomisée réalisée a ce jour (191).

Une étude clinigue de phase Il associant le VPA a la radiochimiothérapie montre des
résultats encourageants quant a l'utilisation de cet AED dans le GBM. Réalisée sur 37
patients, cette étude a démontré un bénéfice de l'utilisation du VPA a la posologie de
25mg/kg divisée en deux doses journalieres en concomitance avec la radiochimiothérapie
décrite par le protocole de STUPP. La survie globale médiane et la survie sans progression
étaient de 29,6 mois et 10,5 mois respectivement. La toxicité du VPA était comparable aux
données historiques.

Le VPA permettrait donc de radiosensibiliser les cellules cancéreuses et de jouer un double
role AED et anti-cancéreux support de la radiochimiothérapie par Témozolomide. Ces

résultats encourageants suggérent la réalisation d’un essai de phase Ill randomisé (192).

4.4 ARN non codant (Micro ARN)

4.4.1 Définition

L'expression d’un géne dépend de I'état de condensation de la chromatine. Seul
I’euchromatine (état décondensé) permettra I'expression génique et la transcription d’ADN
en un brin d’ARN messager a partir duquel la synthése protéique s’effectuera au cours de la
traduction.

Bien que la majorité du génome soit transcrite, seule une infime fraction (moins de 2%) est
traduite par la suite en protéine. Ceci s’interpréte par la présence d’'une importante quantité
d’ARN non codants dont leur importance dans la régulation génomique et dans le controle
des différents processus cellulaires a longtemps été sous-estimée. |l ne fait plus débat
aujourd’hui qu’ils agissent comme de puissants régulateurs épigénétiques au niveau post-
transcriptionnel.

Le nombre de nucléotides les composant permet de les classer en 2 groupes : les longs ARN
non codants (plus de 200 nucléotides) et les petits ARN non codants (moins de 200

nucléotides). Parmi les petits ARN non codants figurent les micro-ARN (miR). Ce sont de

petits ARN non codants de 18 a 25 nucléotides qui ont pour fonction de réduire en silence

I’expression des genes par un processus de modification post-transcriptionnelle. L'inhibition
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de la traduction dépend du degré de complémentarité entre la séquence du miR et son ARN

messager cible.

Le miARN se lie Cytoplasme
al'’ARNm

Noyau

Dégradation de +
I'ARNmM

miARN

Régulation de

k _o la traduction

Pas de miARN

Protéine

Figure 34 : Mode d’action des miR

Dans le GBM, des dysrégulations du niveau d’expression de certains miR ont été
observées. La surexpression ou la sous-expression de ces ARN non codants sont
responsables de la prolifération maligne incontrélée, de la radiochimiorésistance, de la
malignité des cellules souches et de leur capacité d’autorenouvellement (254,255).
lls peuvent donc se présenter comme suppresseurs de tumeurs ou oncogénes suivant leurs

profils.

Les données de la littérature mentionnent que prés de 253 miR peuvent se voir

surexprimés dans le GBM en comparaison aux tissus cérébraux normaux. 95 sont retrouvés

modulés a la baisse et 17 font I'objet de contradiction. Parmi ces 365 miR analysés, 85%

d’entre eux n’ont pas encore a ce jour été caractérisés fonctionnellement.
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Principales cibles Conséquence de leur sous expression dans le GBM

miR-7 FAK, EGFR - Augmentation de la migration, invasivité,

prolifération, volume tumoral in vivo

miR-34a c-Met, Notch 1/2, - Augmentation de la prolifération, invasivité,
PDGFRA, Msil volume tumoral in vivo

- Diminution de la différenciation et de I'apoptose

miR-128 Msil, EGFR, - Augmentation de I'angiogenése, prolifération,
PDGFRA, E2F3a volume tumoral in vivo
miR-137 CDK®6, Msil, Cox-2 - Augmentation prolifération, invasivité, migration,

volume tumoral in vivo

miR-138 Msil, FOSL1 -Augmentation de la prolifération

Tableau IX : Principaux micro-ARN sous-exprimés et conséquences dans le GBM

miR-10b HOXD10 - Augmentation de l'invasivité
miR 17-92 TGFbéta, POLD2, - Augmentation de I'angiogeneése croissance, la
CAMTA1 prolifération

- Diminution de I'apoptose

miR-21 RECK, Caspases, PTEN - Augmentation de l'invasivité, de la prolifération,
du volume tumoral in vivo
- Diminution de I'apoptose et de la

chimiosensibilité

miR-93 Integrin-Béta8 - Augmentation de I'angiogenése, du volume

tumoral in vivo et de la prolifération

miR-221/222 AKT, PUMA, P27, - Augmentation de la prolifération, de I'invasivité,
CDK1B du volume tumoral in vivo

- Diminution de I'apoptose

Tableau X : Principaux micro-ARN surexprimés et conséquences dans le GBM
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miR-21 est le plus fréquemment retrouvé régulé a la hausse dans le GBM. 44 a 100%
présenteraient cette dysrégulation et pourrait étre associé a une survie plus faible des
patients. La surexpression de miR-21 est liée a trois voies clés dans I'oncogenése : TGFpB, p53
et les voies d’apoptose. miR-21 agirait donc comme un oncogéne dans le GBM.

Des travaux ont établi que la réduction de I'expression de miR-21 était associée a une
diminution des niveaux de protéines des composants majeurs des voies de signalisation liées
a la prolifération comme par exemple NF-kB et Ras. L'extinction de miR-21 est également

affiliée a I'augmentation significative de la radio et chimio sensibilité.

De méme I'hyperexpression de miR-221/222 se retrouve particulierement dans les GBM
avec un taux accru de prolifération. Il cible notamment le gene pro-apoptotique PUMA en
I’annihilant. Il a été démontré que la réversion de I'expression de miR-221/222 était corrélée
a une augmentation de I'apoptose (par augmentation de PUMA et diminution de Bcl-2) ainsi

gu’une amélioration de la radiosensibilité (199,256).

4.4.2 Implication de la Simvastatine, Metformine et Acide Valproique dans la modulation
d’expression des micro-ARN

* Metformine :

La Metformine a un impact sur I'angiogenése et sur de nombreux processus
cellulaires via la modulation d’expression de micro-ARN. Des travaux évaluant I'usage de la
Metformine sur certaines lignées cellulaires ont montré sa capacité a moduler I'expression
de certains micro-ARN d’intéréts retrouvés dans le GBM.

En effet, miR-21 est remarquablement régulé a la baisse par la Metformine d’une maniere
dose et temps dépendants dans certaines lignées cellulaires cancéreuses. En empruntant la
voie du TGF-B et en ciblant PTEN, miR-21 concourent a I'angiogeneése et a la prolifération
cellulaire par médiation des voies dépendantes d’AKT et ERK.

Dans les cellules de carcinome mammaire, rénal, colorectal et cutanée I'inhibition de miR-21

par la Metformine a permis d’induire I'expression de PTEN ainsi que des activateurs de

I’AMPK conduisant a I'inhibition de mTOR et des axes de signalisation cibles aboutissant in

fine a I'arrét du cycle cellulaire et de la prolifération.
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L'induction de I'arrét du cycle cellulaire et I'apoptose est également permise par la
régulation positive de miR-34a dans les cellules de cancer du rein et colorectal. La

Metformine en induisant I'expression de miR-34a agirait comme un inhibiteur de CDK4/6 et

favoriserait I'expression de p53 dans les cellules cancéreuses p53 sauvages.

De plus, dans les lignées cellulaires de cancer du poumon humain, la Metformine

réduit I'expression de miR-222 aboutissant a I'abondance des protéines p27, p57 et PTEN

dans les cellules exposées. Enfin, elle régule a la hausse miR-7 pouvant de surcroit suspendre

les voies de signalisation AKT/mTOR, MAPK/ERK et NF-kB.

En somme, ces différents miR modulés par la Metformine sont parmi les principaux
retrouvés dans le GBM. Aucune étude n’a pour I'heure actuelle évaluée I'impact de la
Metformine sur la modulation d’expression des miR dans le GBM. Nous sommes amenés a
penser que de par la bonne pénétration de la BHE de la Metformine, une action semblable

pourrait étre envisagée (202,203).

* VPA:
En ciblant les HDAC, le VPA peut influer sur divers modeles d’expressions géniques
dont les miR. Plusieurs niveaux d’expressions de miR oncogenes ou suppresseurs de tumeurs
sont régulés par le VPA mais seul le miR-138 semble d’intérét dans le GBM.

Le VPA induit I'expression de miR-138 conduisant a I'arrét du cycle cellulaire et de Ia

prolifération (voir chapitre sur FOSL1).

* Simvastatine :
Peu d’études se sont encore intéressées a la modulation des miR par la Simvastatine.
Cependant une partie du mécanisme d’action des statines serait associée a certains miR.
Les statines augmentent la libération de monoxyde d’azote participant a la protection
cardiovasculaire et a I'amélioration de la fonction endothéliale. Cette libération serait
dépendante de certains miR dont miR-221 et miR-222. La régulation a la baisse de miR-221

par la Simvastatine exerce un effet bénéfique sur la libération de monoxyde d’azote.

Bien que la transposition de la dysrégulation de miR-221 dans les GBM soit délicate, cette
nouvelle piste devrait encourager la réalisation d’essais pour assimiler cette propriété dans

le GBM (204).
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5

Implication des cellules souches tumorales dans le GBM

5.1 Définition

Les cellules souches cancéreuses se définissent comme un réservoir de cellules

immatures multipotentes ayant la capacité de donner naissance a des cellules cancéreuses

hétérogenes ou de régénérer la tumeur originelle. Elles ont la capacité exclusive

d’autorenouvellement, de différentiation, de prolifération et de maintien de la tumeur.

Initialement décrites en onco-hématologie (dans la leucémie aiglie myéloide), leurs

présences ont par la suite étaient démontrées dans diverses tumeurs solides telles que la

néoplasie mammaire et le GBM (257).

Deux principaux mécanismes cellulaires a l'origine de la gliomagenése ont été

revendiqués pour élucider I’hétérogénéité intratumorale :

Théorie de I'évolution clonale (modeéle stochastique) : les travaux de Nowell en
1976 considérent que la propagation tumorale suivrait la théorie d’évolution
Darwinienne. Les cellules clones tumorales donnant naissance a des cellules filles
vont acquérir au cours de leur multiplication diverses altérations génétiques et/ou
épigénétiques dont seul le clone le plus apte a survivre au microenvironnement
tumoral subsistera. Dans ce concept, toutes les cellules issues de ce clone
contribueront au potentiel tumorigéne de maniére équivalente. L'hétérogénéité

tumorale résulte de la diversité des cellules présentes au sein de la tumeur.

Théorie des cellules souches cancéreuses (modeéle hiérarchique): Ce modele
postule une organisation hiérarchique au sein de la tumeur dans laquelle les cellules
souches constituent le sommet de la pyramide (Cellule initiatrice de tumeur). Ce petit
sous-ensemble de cellules a la capacité d'entretenir la tumorigenése et de générer de
I'hétérogénéité par la différenciation. Par le biais de mutations, les cellules souches
acquiérent des propriétés semblables aux cellules souches neurales (CSN)
responsables de I'autorenouvellement, du maintien et de la (ré)génération tumorale.
Les autres cellules différenciées de la lignée ne disposent pas quant a elles de

capacités tumorigéniques (257,258).
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Figure 35 : Schéma du modéle d'évolution clonale et du modeéle hiérarchique (258)

Aucune de ces deux théories ne se réfute et peuvent coexister au sein de la méme tumeur

complexifiant la compréhension des mécanismes oncogéniques.

* Origine des CSG :

L'origine des CSG reste encore débattue bien que la similitude des profils

d’expressions géniques suggere que les CSG proviendraient de la transformation maligne de

CSN. En effet, il a été mis en évidence la persistance de CSN a I’dge adulte dans deux zones
principales du cerveau, a savoir la zone sous-ventriculaire (ZSV) bordant la paroi des
ventricules latéraux et la zone sous-granulaire (ZSG) du gyrus denté de I'hippocampe (259).
Les CSG partagent de nombreuses similitudes avec les CSN en ce qui concerne
I'autorenouvellement, le maintien d'un organe ou d'une tumeur et |la génération de cellules

différenciées. En outre, pour conserver leur phénotype souche, elles partagent avec les CSN
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certains facteurs de transcription et marqueurs « souches ». Leur activité ainsi que leur
maintien requiert une régulation par des voies de signalisation semblables comme Notch,

WNT et Sonic Hedgehog (260).

Cependant, I'origine des CSG reste encore un point d’'ombre et pourrait également résulter

d’une dédifférenciation de cellules matures ayant acquis la capacité d’autorenouvellement.

*  Microenvironnement des CSG :

Pour préserver le caractere souche des cellules cancéreuses, des microenvironnements
cellulaires spécialisés, appelés niches, sont nécessaires. Deux niches complémentaires ont
été décrites dans le GBM :

- Niche périvasculaire: Les CSN et CSG baignent dans un microenvironnement
composé de vaisseaux (péricytes et cellules endothéliales) et de protéines de la
matrice extracellulaire comme les intégrines et interleukines. Un lien fort entre CSG
et angiogenése a ainsi été démontré par plusieurs études. En recrutant les cellules
endothéliales, les CSG peuvent exprimer de forts taux de VEGF. Les CSG peuvent
remodeler leur microenvironnement en se différenciant elles-mémes en cellules
endothéliales et péricytes tout en transmettant leurs altérations génétiques. Les CSG
sont donc directement impliquées dans la formation de néovaisseaux.

Cet environnement périvasculaire est de plus marqué par I'implication de protéines

de la matrice extracellulaire. L'interleukine a6 et a8 ou la laminine 2 secrétées par les

cellules endothéliales ont un réle important dans la propagation tumorale et le

maintien de CSG.

- Niche Hypoxique : En plus d’une vascularisation aberrante, le GBM est caractérisé
par son architecture cellulaire qui lui est propre et dont les apports cellulaires en
oxygene se raréfient de la périphérie au centre nécrotique. Globalement, I’hypoxie

régne dans le GBM et contribue a I'invasion tumorale et a la résistance thérapeutique

par l'expression résultante d’HIFla. De nombreux travaux ont démontré

I'importance HIF1la dans le maintien de I'autorenouvellement des CSG tandis que le

knockdown de HIF-1a, ou l'inhibition des voies PI3K-Akt ou ERK réduisent cet effet.
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La densité de CSG notamment CD133+ est particulierement importante au niveau
des régions pseudo-palissadiques bordant le centre nécrotique ou |’expression

d’HIF1la y est particulierement importante (261,262).

En outre, ’hypoxie pourrait favoriser I'induction de I’expression de CD133 et la signalisation

Noch dans les CSG, deux puissants éléments régulateurs de leurs propriétés.

* Marqueurs souches :

CD133 (ou prominine-1) est le marqueur de CSG le plus étudié actuellement dont
I’expression est retrouvée dans les CSN au cours du développement embryonnaire et
réprimée dans les cellules différenciées. Il n’est cependant pas un marqueur universel pour
identifier les cellules souches. Bien qu'’il a été constaté initialement que seules les cellules
CD133+ disposaient d’un caractére souche avec un roéle dans le maintien et la
tumorigénicité, il est suggéré aujourd’hui que d’autres interactions microenvironnementales
peuvent compléter la fonction des CSG CD133-.

La connaissance du profil CD133 des CSG pourrait s’avérer déterminante dans les années a
venir. Des études ont montré que son expression était corrélée a une résistance
thérapeutique accrue par le biais de certains mécanismes anti-apoptotiques assombrissant

le pronostic des patients associés a ce profil moléculaire.

Nestin est une protéine de filament intermédiaire exprimée au niveau du
cytosquelette des cellules souches neuro-épithéliales. Uniquement exprimée dans les
cellules indifférenciées, elle dispose d’un rble dans la prolifération et I'invasivité des cellules.
La co-expression de Nestin et CD133 dans les CSG est corrélée a I'agressivité tumorale

(261,262).

D’autres biomarqueurs hautement exprimés concourent a la régulation positive des CSG
(tableau Xl). Dans la plupart des CSG, plusieurs biomarqueurs sont exprimés simultanément
et ne sont pas exclusifs mutuellement mais manquent encore a I'heure actuelle d’une

caractérisation spécifique.
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Marqueurs moléculaires des CSG
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Tableau XI : Sélection des marqueurs moléculaires étudiés dans les CSG (263)

* Voies de signalisation impliquées :

De nombreux sous-ensembles de CSG et de CSN semblent partager des voies de
signalisation régulatrices communes pour maintenir leurs propriétés singuliéres.
Trois principales voies dont I'activité est particulierement accrue dans le GBM prennent part
a l'entretien et au microenvironnement des CSG : (Voir partie 2 : Nouvelles stratégies de
prise en charge et perspectives:)
- Voie WNT/B-caténine : La signalisation WNT a un réle dans I'auto renouvellement et le

développement du SNC, notamment des cellules souches neurales.
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- Voie NOTCH : Il a été mis en évidence une activité accrue de Notch dans les cellules
souches de GBM annihilant la différenciation et maintenant leurs propriétés associées a un
phénotype agressif. La tumorigenése ainsi que la résistance aux thérapeutiques en sont les
conséquences.

- Voie Sonic Hedgehog: La voie Hedgehog est impliguée dans I'embryogénese, la
prolifération, la différenciation cellulaire, I'organogénése ainsi que dans le maintien et la

réparation des tissus chez I'adulte

D’autres voies de signalisation retrouvées dans le GBM sont intimement connectées au
maintien des propriétés des CSG (NF-kB, JAK/STAT-3) et, tout comme les autres voies
décrites précédemment, contribuent au phénotype agressif et aux processus de radio-

chimiorésistance des CSG.

Les CSG constituent une sous-population tumorale intrigante de par leurs propriétés a
échapper aux thérapeutiques actuelles. De plus en plus de recherches s’accordent pour
affirmer que le manque de spécificité des thérapeutiques a cibler ces CSG conduit
inéluctablement a la récidive tumorale. Nous allons voir quels sont les principaux

mécanismes intrinséques et adaptatifs rendant les CSG insensibles aux traitements.

5.2 Role dans la radiorésistance

Les rayonnements ionisants induisent la mort des cellules clonogéniques via des
Iésions a I’ADN. Les cassures double-brin sont les déterminants majeurs de la mort cellulaire
radio-induite. La radiosensibilité de nos cellules va étre liée a leur capacité intrinseque de
réparer ces lésions. Des voies de réparations existent au sein des cellules et divergent selon
la source du dommage et du type de lésion (264).

La récurrence et la récidive quasiment inéluctables du GBM témoignent d’une
radiochimiorésistance des cellules. Face au stress provoqué par la radiothérapie, I'équipe de

Bao et al explicite la capacité des CSG a modifier leurs caractéristiques en augmentant la

performance des mécanismes réparateurs d’ADN et en augmentant ['activation

préférentielle de la réponse du point de controle des dommages a I’ADN. Dans cette étude,

la population de cellules tumorales CD133+ s’est vue enrichie aprés la radiothérapie et ont
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survécu massivement en comparaison a la culture des cellules CD133-. L'interprétation de ce
constat montre que les CSG récupérent plus rapidement et sont capables de réparer plus

efficacement les lésions de I'ADN radio-induites dans les GBM. L’activation de protéines de

points de contréle des dommages a ’ADN comme ATM (ataxie télangiectasie mutée), la

protéine du point de contrdle du cycle cellulaire Rad17 et les kinases du point de controle
Chkl et Chk2 (Checkpoint kinase) seraient responsables de cette radiorésistance. Leur
inhibition conduit a atténuer la capacité de croissance tumorale des CSG.

Le temps de doublement de la population se retrouve augmenté dans les lignées souches et
I'activation de Chk1 et Chk2 était plus prononcée dans les cellules CD133+ par rapport aux
cellules CD133-. D’autres marqueurs des CSG comme L1CAM ou Bmi-1 ont également

démontré leur implication dans le renforcement des points de controle.

Les voies de signalisation permettant le maintien des CSG contribuent aussi a cette

radiorésistance. Nous avons vu précédemment que I'activation d’AKT et c-Met ont un role
critique dans la radioprotection. MET entraine une sélection positive des CSG irradiées, en
favorisant la réponse aux dommages de I'ADN via AKT, qui soutient notamment |'activation
de ATM et des effecteurs en aval de la réparation de I’ADN. L’activation constitutive de
NOTCH dans les CSG leur confere une radioprotection par I'activation de la voie PI3K/AKT et
de protéines de survie anti-apoptotiques. Les cellules de GBM appariées avant et apres la
radiothérapie ont révélé que la voie Wnt était préférentiellement activée dans les cellules de

GBM post radiation (265-267).

Outre ces facteurs intrinseques, le contexte microenvironnemental dans lequel se

trouve les CSG conditionne la réponse radiothérapeutique: |'effet biologique de Ia
radiothérapie est basé sur un principe d’oxydation des cellules. La radiolyse de I'eau aboutie
a la formation d’espéces réactives de I'oxygéne (ROS) créant par la suite un stress cellulaire
responsable d’une instabilité mortelle. Dans les niches hypoxiques, I'absence d’02 empéche
la radiolyse de I'eau et donc la formation de ROS. L'effet de la radiothérapie est de facto
significativement réduite. De méme, au sein de la niche périvasculaire, la sécrétion d’agents

de résistance angiogénique comme le VEGF compromet la radiosensibilité.
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5.3 Role dans la chimiorésistance

Les mécanismes de résistance cytotoxiques des CSG sont multiples. L'activité
cytotoxique des chimiothérapies repose principalement sur le blocage des cellules a

divisions rapides. Les CSG disposent donc d’une résistance naturelle aux agents

chimiothérapeutiques de par leur caractére quiescent.
Leurs typicités génétiques et épigénétiques leur conférent une résistance a la

chimiothérapie par I'efficience de leurs systétmes de réparation de I'’ADN et anti-

apoptotiques vus précédemment. Des études ont montré une élévation accrue de
I’'expression de MGMT dans les CSG diminuant leur sensibilité a la mort induite par le
Témozolomide. De méme qu’apres la radiothérapie, I'enrichissement de marqueurs de
surface des CSG notamment CD133+ par rapport aux tumeurs nouvellement diagnostiquées
limite I'efficacité de I'exposition aux agents alkylants.

Enfin, les CSG présentent un mécanisme moléculaire de résistance aux médicaments.

Elles expriment abondamment des systémes de pompe d’efflux avec notamment le

transporteur ABC (ATP-binding cassette) permettant |'évacuation des chimiothérapies en
dehors des cellules par 'utilisation de I'énergie de I’hydrolyse de I’ATP. Les CSG acquiérent
donc une pseudo imperméabilité aux agents de chimiothérapies. Les expressions d’AKT, de
CD133 ainsi que les voies de signalisation NOTCH et Sonic Hedgehog sont régulés a la hausse

post chimiothérapie et contribuent a la régulation positive des transporteurs ABC (265).

5.4 Actions potentielles des molécules d’intéréts sur I'inhibition du caractére
souche des cellules

* Metformine :

Bien que certaines études précédentes manquent de spécificité sur l'action de la
Metformine sur les CSG, nous pouvons tout de méme résumer nos observations décrites
antérieurement de ses attributs :

- Elle disposerait de la capacité d’annihiler le processus d’effet Warburg (227).

- Par l'activation d’AMPK, la Metformine régulerait négativement les voies NF-kB et

STAT-3 y compris dans les CSG (268).

- Elle permet la réduction des niveaux d’'IGF-1 et mTOR (227).

130



- Elle permettrait la régulation positive de certains miR dont miR-34 (203).

> Qu’en est-il de son action potentielle sur les CSG ?

Une étude in vivo (195) a montré sur culture enrichie de CSG dérivées de GBM humain,
la capacité de la Metformine a réduire leur taux de prolifération. La Metformine a induit la
phosphorylation d’AKT médiée par EGF dans les cellules initiatrices de tumeurs de facon
dose dépendante. Cette propriété n’a pas été retrouvée dans les cellules différenciées
respectives rendant compte d’une certaine spécificité de la molécule pour les CSG. En effet,
il a été noté une sensibilité accrue des cellules CD133+ a la Metformine comparativement
aux CD133-. Les effets antiprolifératifs de la Metformine ayant été maximaux pour cette
population cellulaire.

La mort préférentielle des CSG induite par la Metformine pourrait dépendre de son activité
létale synthétique, étant donné qu'une forte dépendance a la glycolyse aérobie de type
Warburg est considérée comme un élément critique pour que les CSG conservent leur
caractere souche et leur autorenouvellement. La Metformine par la réversion de I'effet
Warburg contribuerait a la lutte contre la radio-chimiorésistance par son ciblage spécifique

des CSG.

Enfin, une publication récente a évalué I'expression de certains miR dans les CSG en
condition hypoxique et normoxique. Entre les deux conditions, il a été établi une diminution
de I'expression notamment de miR-34, miR-128 et miR-181 ainsi qu’une surexpression de
miR-221 et miR-17 (269).

Bien gu’aucune étude n’ait analysé I'impact de la Metformine sur I’expression des miR dans
le GBM, la Metformine pourrait toutefois réinduire I'expression de miR-34a dans les CSG du

GBM comme cela a été démontré dans certaines cellules du cancer du rein et colo rectal.

* VPA:

Parmi les propriétés du VPA précédemment décrites, une similitude d’action dans les
CSG du GBM pourrait étre attendue. Les caractéristiques du VPA retrouvées et pouvant
potentiellement étre tres intéressantes dans le GBM sont pour rappel :

- La diminution de I'expression de STAT-3 de NF-kB et TERT (225).

- L'induction de la méthylation du promoteur MGMT(252).
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- La diminution de I'expression d’HIF-1a et E2F1 contribuant a réduire I'angiogenese et
I’effet Warburg (196,248).
- L’augmentation de I'expression de miR-138 permettant de diminuer I'expression du

marqueur souche CD44 (201).

Cette derniere étude précliniqgue a démontré que I'expression de miR-138 était
inversement corrélée a CD44. Les données relatives a I'induction de miR-138 a permis de
mettre en exergue une augmentation de la p27 (protéine inhibitrice de CDK). Le miR-138
peut arréter le cycle cellulaire des GBM par |'activation de p27 via l'inhibition de la voie
CD44/AKT.

Par analogie, le VPA et son action sur le miR-138 permettrait donc I'inhibition de la voie
CD44/AKT pouvant ainsi rétablir la radiochimiosensibilité par la mise sous silence du

marqueur souche CD44 et I'inhibition d’AKT.

* Simvastatine :
Tout comme les deux précédentes molécules, la Simvastatine pourrait agir contre les CSG.
Ses caractéristiques permettant d’augurer une action sur les cellules initiatrices de tumeurs
sont pour rappel :
- Larégulation négative de TERT par inhibition de I'lL-6 et STAT-3 (244).
- L’inhibition de la phosphorylation d’AKT (241).

- La diminution de I'expression de miR-221 (204).

Peu d’études portent sur I'action de la Simvastatine au niveau des CSG, il est donc
difficile d’extrapoler les données de la Simvastatine retrouvées dans d’autres pathologies
tumorales. La surexpression de miR-221 fréquemment retrouvée dans le GBM et Ia
potentielle régulation négative par la Simvastatine laisse toutefois entrevoir un mécanisme

analogue dans le GBM.

Le cholestérol est nécessaire a I'activation de la voie Sonic Hedgehog et détient un role

majeur dans le fonctionnement du récepteur Patched. Ainsi la Simvastatine présenterait une

propriété répressive de la voie Sonic Hedgehog par I'inhibition de la synthése du cholestérol.
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Une étude préclinique in vitro et in vivo chez la souris a démontré la propriété des statines a

brider la signalisation Hedgehog dans les cellules de médulloblastome (205).

La Glycoprotéine P (P-gp) est une glycoprotéine transmembranaire fonctionnant comme
une pompe d'efflux et confére une résistance aux médicaments multiples (MDR). Elle
appartient a la famille des transporteurs ABC et peut donc de se fait contribuer a la
chimiorésistance des GBM.

Le Témozolomide est un substrat de la P-gp. L'efflux de la molécule va compromettre sa
pénétration intracellulaire. Une des causes de chimiorésistance médiée par la P-gp va étre
responsables de I'échec du traitement du GBM et de la récidive tumorale. La Simvastatine
est un inhibiteur de la P-gp. De ce fait, elle pourrait théoriquement améliorer le quotient de
pénétration du Témozolomide a l'intérieur des CSG. D’autres études ont mentionné la
capacité de la Simvastatine de réguler a la baisse d’autres protéines d’efflux dans les cultures

de cellules de cholangiocarcinome (270).
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Discussion

1 Synergie d’action Acide Valproique/Metformine/Simvastatine

Les trois molécules étudiées disposent d’une pléthore de propriétés antinéoplasiques
par leurs actions sur les divers composants de la machinerie cellulaire. Du fait de leur
mécanisme d’action, elles ont toutefois respectivement leur domaine de compétence
dominante : I'augmentation de I’AMPK par la Metformine, I'iHDAC par le VPA et l'inhibition
de YAP/TAZ par la Simvastatine.

La diversité d’action de ces molécules, démontrée dans les nombreuses études
précliniques et cliniques, permet de couvrir un certains nombres d’anomalies
(épi)génétiques et moléculaires. Néanmoins, trois prérequis semblent déterminants pour

entrevoir une efficacité dans le GBM :

o A titre individuel, elles doivent respectivement potentialiser |'action de |la

radiochimiothérapie par le Témozolomide :

Précédemment, nous avons vu dans une étude basée sur 'analyse in vitro de modeles
cellulaires de GBM humain, que le VPA renforce l'activité anticancéreuse induite par le
Témozolomide par une action p53 dépendante. Le VPA induit I'apoptose par activation de la

p53 et I'expression de son géne en aval PUMA (240).

De méme, la combinaison de la Metformine a forte dose (10 a 20 mM) et du
Témozolomide a signalé des effets antitumoraux accrus dans le GBM in vitro et in vivo par
rapport a la monothérapie. Dans cette étude, il a été montré que le traitement combiné
avec la Metformine et le Témozolomide était supérieur a la monothérapie utilisant la
Metformine ou le Témozolomide en terme de viabilité cellulaire in vitro et de survie in vivo.
Il a été relevé que le traitement combiné augmentait I'activation de la voie AMPK-p53-mTOR
par rapport a la monothérapie (271).

Enfin, des résultats similaires ont été retrouvés avec la Simvastatine dans une étude

utilisant des lignées de cellules GBM humaines et des cellules GBM de patients. L'incubation
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de cellules avec |'association de Simvastatine et de Témozolomide accroit la cytotoxicité des
GBM par rapport au traitement par Témozolomide ou Simvastatine seul. Les mécanismes
moléculaires sous-jacents de la Simvastatine ne sont pas encore complétement élucidés
(272).

Ces différents résultats suggerent un potentiel bénéfice de I'adjonction respective de ces

trois molécules en association au Témozolomide dans le GBM.

o Une action sur les CSG est primordiale pour limiter le risque de récidive et récurrence

du GBM :

Les trois molécules a I’étude semblent étre des candidates intéressantes pour I'inhibition
du caractére souche des CSG bien que le manque de recherches spécifiques dans le GBM
fasse encore défaut. (Voir Partie 3: 5.4 Actions potentielles des molécules d’intéréts sur

I'inhibition du caractére souche des cellules)

o L’'ajout de ces trois molécules au protocole standard doit se justifier par une synergie

d’action mutuelle entre-elles :

La complémentarité VPA/Metformine d’une part et Simvastatine d’autre part résiderait
en premier lieu par leur action préférentielle respective sur les cellules p53 sauvages et p53
mutées.

Une étude sur lignée cellulaire humaine de cancer du rein a démontré une activité inhibitrice
synergique de I'association du VPA et de la Metformine. Utilisés seuls, les deux médicaments
présentent une activité inhibitrice mesurée temps et concentration dépendante. Cependant,
en association, ils agissent en synergie bloquant les cellules en phase GO/G1 et provoquent
une apoptose significative (197).

Par ailleurs, une étude in vitro a établi que la combinaison de la Metformine et du
VPA inhibe de maniére synergique la prolifération dans deux lignées cellulaires (PC-3 et
LNCaP) issues de patients atteints de cancer de la prostate métastatique. Il existerait ainsi
une synergie d’action entre le VPA et la Metformine dans I'effet antiprolifératif et pro-

apoptotique (action anti-tumorale additive) des cellules cancéreuses favorisant I'expression
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du gene suppresseur de tumeur p53 (198). Les deux molécules auraient donc une action
métabolique p53 dépendantes synergiques.

A contrario, l'activité de YAP/TAZ étant essentiellement médiée par la voie
SREBP/mévalonate, la mutation de p53 est un élément clé pour I'action de la Simvastatine.
Toutefois devant I’hétérogénéité inter et intra tumorale du GBM, |'association des trois

molécules pourrait s’avérer complémentaire quel que soit son profil mutationnel.

En effet, une étude in vivo sur cellules de prostate cancéreuses de souris a montré
une synergie d’action anti-tumorale entre le VPA et la Simvastatine. L’action activatrice de la
voie AMPK du VPA et inhibitrice de YAP de la Simvastatine permettraient de resensibiliser les
cellules prostatiques a la chimiothérapie par Docétaxel en ciblant les cellules souches
cancéreuses quel que soit le profil mutationnel de p53 (208).

Enfin, une étude préliminaire utilisant des lignées et des cultures de cellules de GBM a
mis en lumiére une synergie d’action de la Metformine et de la Simvastatine. Les deux
molécules disposent de propriétés anti prolifératives mais leur co-administration exerce une

activité inhibitrice additive sur la prolifération des cellules de GBM (273).

2 Bénéfices espérés

N’importe quel ajout de médicament a un protocole initial n’est pas anodin et le
bénéfice attendu doit étre supérieur au risque encouru par le patient. De prime abord,
rajouter trois médicaments simultanément dans une telle pathologie peut sembler périlleux
aux yeux du prescripteur. L'avantage de l'utilisation de cette trithérapie est son profil de
tolérance connu de longue date et limité. En effet, leurs effets secondaires potentiels sont
généralement transitoires et bénins ne justifiant que dans de rares cas l'arrét ou la
suspension du traitement. L'utilisation concomitante de la Metformine et de la Simvastatine
se retrouve dans de nombreuses prescriptions. Elle n’est pas associée a une majoration
d’effets indésirables et ces molécules n’interagissent ni entre elles ni avec le VPA (que cela
soit d’un point de vue pharmacocinétique ou pharmacodynamique). Une précaution est
cependant a prendre avec I'association du VPA et du Témozolomide. L’AED pourrait réduire

faiblement mais significativement la clairance de I'agent alkylant (274). Les études cliniques
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de I'association du VPA au Témozolomide n’ont cependant pas déploré d’augmentation de la
toxicité attribuable a leur association (192).

Ainsi, par la potentielle synergie qui réside entre ces trois médicaments et par leur
capacité in vitro de potentialiser le traitement par radiochimiothérapie, une amélioration de
I’OS et la SSP sans altérer la qualité de vie du patient atteint de GBMn est a espérer.

Par son large spectre d’action, I'intérét du VPA est double puisqu’il permettrait également

de controler efficacement les crises épileptiques survenant chez 20 a 50% des patients (21).

En outre, leurs comportements sur des composants épigénétiques, ainsi que sur
certains miR, marqueurs souches et/ou voies de signalisation, permettraient de déjouer
I'activité des cellules souches radiochimiorésistantes. Des études supplémentaires dans le
GBM sont toutefois nécessaires avant d’émettre toute conclusion hative. Si ces propriétés se
retrouvent avérées en clinique dans le GBM, la trithérapie rendrait possible la prévention

des récurrences et récidives si redoutées dans cette pathologie.

Connaissant I'hétérogénéité inter et intra tumorale des GBM, la synergie d’action de
nos molécules d’intéréts, par leurs actions sur des cibles distinctes, favoriseraient la
couverture d’un nombre d’altérations (épi)génétiques considérables. Sous couvert que leurs
actions soient avérées en clinique, elles permettraient de nous affranchir en partie des

problemes de réponses thérapeutiques liés au profil mutationnel du patient.

Enfin, les parameétres physico-chimiques des trois molécules sont un atout pour le
passage de la BHE. Les trois molécules sont liposolubles et de faibles poids moléculaires.
Aucune d’entre elles n’est substrat de la protéine d’efflux Pgp. Ces parameétres de taille
facilitent ainsi la diffusion moléculaire au sein du parenchyme cérébral. La Simvastatine, de
par sa propriété d’inhiber la Pgp, permettrait méme d’accroitre |'exposition intracérébrale

du Témozolomide qui en est substrat.

137



3 Analyse critique/ Limites :

Si le projet d’utilisation de cette trithérapie s’avere innovant et potentiellement
intéressant théoriquement, des points d’ombres viennent toutefois apporter certaines
interrogations quant a leur efficacité présumée dans le GBM.

Premiérement, I'hétérogénéité inter et intra tumorale des GBM restreint |'usage
individuel de nos molécules d’intéréts. Seules, elles ne sembleraient pas efficaces dans tous
les sous-ensembles de patients atteints de GBM. A I'image de la protéine p53, sa mutation
entraine une perte d’efficacité du VPA et de la Metformine (239,240) quand son profil

sauvage limite |'effet anti YAP de la Simvastatine (206).

Se basant sur les modeéles in vitro et in vivo de I'étude de Lee et al, la monothérapie par
Metformine semble limitante devant la posologie nécessaire a induire des effets anti-
cancéreux. Des doses de Metformine allant de 5mM a 20mM ont été utilisées seule et en
association au Témozolomide avec un effet pro apoptotique temps et concentration
dépendant (271). La plupart des études précliniques in vitro rapportent |'utilisation de doses
de Metformine comprises entre 1 et 40 mM. Or, ces posologies sont largement supérieures
a celles utilisées en clinique et beaucoup plus élevées que le seuil de toxicité de la
Metformine. Les niveaux plasmatiques thérapeutiques de la Metformine chez I’lhomme sont
compris entre 2.8-15 uM (275).

Toutefois, les conditions de croissance des milieux de culture in vitro pour évaluer |'effet
anti néoplasique de la Metformine sont non physiologiques. En effet, pour la plupart, ils
contiennent des niveaux de glucose bien supérieurs au niveau de glucose a jeun des patients
non diabétiques. lls sont également complétés par un pourcentage non négligeable de
sérum bovin foetal enrichie en facteurs de croissance et hormones, dont l'insuline et I'EGF.
Dans I'étude de Lee et al, prés de 10% de sérum bovin foetal a été ajouté au milieu de
culture. Ainsi, des concentrations plus élevées en Metformine peuvent se justifier devant cet
environnement de croissance et prolifération maximal. Les réponses cellulaires in vitro de la

Metformine sont donc difficilement transposables en clinique (271,275).

L’étude clinique de phase | de Maraka et al a eu pour objectif principal de déterminer la

tolérance des combinaisons de Témozolomide avec 3 médicaments repositionnés dans le
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GBMn (Mémantine, Metformine et Méfloquine). Plusieurs bras associant le Témozolomide
avec 1,2 ou les 3 thérapies ont été réalisés. Les doses finales de Metformine pouvant étre
utilisable en toute sécurité en combinaison avec le Témozolomide ont été déterminées. Ainsi
une posologie de Metformine de 850mg deux fois par jour en combinaison avec le
Témozolomide et/ou avec l'une des deux autres thérapies est faisable et globalement bien
tolérée. Toutefois, une diminution de la dose a 500mg deux fois par jour est nécessaire en

cas d’association compléete des trois molécules au Témozolomide (276).

Enfin, la problématique de la biodisponibilité orale (<5%) de la Simvastatine se retrouve
en cas de repositionnement de cette molécule dans le GBM. Sa posologie nécessaire pour
obtenir une réponse antinéoplasique au niveau cérébral reste une énigme a I’heure actuelle.
Une étude clinique prospective de phase Il associant I’Atorvastatine a la radiochimiothérapie
dans le GBMn n’a pas montré d’amélioration de la SSP suggérant que la monothérapie n’est
pas efficace. La posologie d’Atorvastatine utilisée était débutée a 40mg les vingt et un
premiers jours puis 80mg par jour jusqu’a progression ou toxicité (277). Dans la plupart des
essais actuels repositionnant la Simvastatine dans la pathologie cancéreuse, sa dose utilisée
va de 30 a 80mg/j en fonction de la pathologie concernée. Connaissant I’équivalence
posologique entre les statines (10 mg d’Atorvastatine correspond approximativement a
20mg de Simvastatine) il faudrait 160mg de Simvastatine pour correspondre a I’essai clinique
réalisé avec I’Atorvastatine (278). En pratique la posologie de Simvastatine recommandée en

clinique ne doit pas dépasser 80mg/j.

Le manque d'études cliniques prospectives constitue un obstacle majeur a leur
reconversion pour une utilisation en oncologie. La plupart des essais réalisés jusqu’a présent
ne sont constitués que d’une faible cohorte réduisant la significativité des résultats obtenus.
Il est difficile de déterminer I'efficacité de trois molécules simultanément ainsi que leur

posologie optimale.

4 Design de I'essai clinique que I’on aimerait proposer

Titre : Etude de phase | préparant la réalisation d’une étude de phase Il sur I'association du

VPA, Metformine et Simvastatine au protocole de Stupp dans le GBMn.
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Contexte :

Le glioblastome (GBM) est la tumeur cérébrale primaire la plus fréguente. Avec un
traitement optimal, consistant en une radiochimiothérapie, suivi d'une chimiothérapie
adjuvante par Témozolomide, la survie médiane est de 14,6 mois. La plupart des patients
présentent des signes de progression de la tumeur dans I'année qui suit le diagnostic, malgré
le traitement.

L'importance des modulations épigénétiques et la persistance de cellules souches expliquent
en partie la récidive précoce ainsi que l'inefficacité des différents traitements anti-cancéreux
contre le GBM. Le VPA, la Metformine et la Simvastatine ont des propriétés anti-cancéreuses
synergiques. Cette trithérapie repositionnée dans le GBMn en association au protocole de
Stupp pourrait étre une stratégie prometteuse dans la lutte contre la radiochimiorésistance
et la récidive tumorale.

L’'objectif de cette étude de phase | vise a déterminer les doses maximales tolérables de Ia

combinaison de ces agents au protocole de Stupp dans le GBMn.

Design de I'étude :

Etude clinique de phase I/Il, interventionnelle a 3 bras. L’estimation du nombre de

patients a inclure dans I’étude n’a pas encore été déterminée a ce jour.

Criteres d’éligibilités :

- Patients 218 ans présentant un gliome de stade IV histologiqguement confirmé.

- Statut de performance KPS 260.

- Nombre absolu de neutrophiles (ANC) > 1 500 cellules/mm3. Plaquettes > 100 000
cellules/mm3. Hémoglobine > 10g/dl.

- Fonctions hématologique, hépatique et rénale adéquates (bilan biologique requis
dans les 14 jours précédant I'enregistrement du patient)

- Recrutement en post-chirurgie, 4 a 6 semaines précédant le début de la seconde
phase par radiochimiothérapie concomitante.

- Les patients auront subi une IRM dans les 10 a 14 jours précédant le début de la

radiochimiothérapie concomitante.
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- Les femmes en age de procréer doivent avoir un test de grossesse sérique ou urinaire
négatif a la béta-gonadotrophine chorionique humaine (B-HCG), documenté dans les

72 heures précédant le début du traitement.

Critéres d’exclusions :

- Les patientes ne doivent pas étre enceintes ni allaiter et doivent accepter de disposer
d’une contraception adéquate.

- Les patients dont I'état clinique ne permet pas la réalisation du traitement
médicamenteux (KPS< 60...).

- Les patients ne doivent pas souffrir d'une infection active ou d'une maladie grave
intercurrente.

- Clairance de la créatinine < 60 ml/min/1,73 m2 (selon I'équation de Cockcroft Gault).

- Fonction hépatique altérée (ALAT/ASAT >3 fois la normale, Bilirubine >18 umol/L).

- Patients ayant comme antécédents un Diabete de type 2 traité ou ayant déja été
traité par Metformine.

- Patients ayant comme antécédents une dyslipidémie traitée préalablement par

statines

Obijectifs primaires :

- Déterminer linnocuité et la  tolérabilité de I’association de la

Metformine/VPA/Simvastatine au protocole de Stupp dans le GBMn

Obijectifs secondaires :

- Déterminer la médiane de SSP a 6, 12 et 18 mois
- Déterminer la médiane de OS chez les patients traités par le protocole de Stupp

associé a la trithérapie par VPA/Metformine et Simvastatine

Bras et interventions :

Notre étude de phase | comporterait 3 bras. Les bras 1 et 2 consisteraient en une triple

thérapie avec le Témozolomide ; le bras 3 en une quadruple thérapie avec le Témozolomide.
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La bithérapie associant I'une des trois molécules avec le Témozolomide ne sera pas étudiée
car l'innocuité et la dose maximale tolérée a déja fait I'objet d’études documentées vues
antérieurement (192,277).

En s’appuyant sur les études précédemment décrites, quelle que soit la thérapie associée,
les doses de VPA et de Témozolomide seront fixées des le début de I'étude. Pour chaque
bras, la premiére dose de VPA sera administrée a 10-15mg/kg/jour une semaine avant le
début de la radiothérapie puis sera progressivement augmentée pour atteindre
25mg/kg/jour répartie en 2 doses journalieres le premier jour de lirradiation. Cette
posologie correspond a la dose anti-épileptique utilisée couramment en clinique et aux
résultats publiés par I’étude de Krauze et al (192). Les doses de radiochimiothérapie suivie
de la chimiothérapie adjuvante sont définies quant a elles classiquement selon le protocole
de Stupp. La Simvastatine et la Metformine seront débutées le premier jour de l'irradiation

et seront poursuivies jusqu’a progression ou toxicité inacceptable.

Confirmation histologique du GBM suivie de la

chirurgie/biopsie Bras 1

Radiochimiothérapie + VPA +
Metformine

Suivi du Témozolomide adjuvant +
VPA + Metformine

Enregistrement et inclusion

Bras 2

Radiochimiothérapie + VPA +

Bras Trithérapie 1-2 Simvastatine

Suivi du Témozolomide adjuvant +
VPA + Simvastatine

Bras 3

Radiochimiothérapie + VPA +

L Metformine + Simvastatine
Bras Quadrithérapie 3

Suivi du Témozolomide adjuvant +
VPA + Metformine + Simvastatine

Figure 36: lllustration du design de I’étude (d’aprés le modéle d’étude de Maraka et al) (276)
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Une fois que les doses maximales tolérables seront déterminées pour le Bras 1 et 2, le Bras 3
guadrithérapie sera testé. Les médicaments expérimentaux devront étre poursuivis entre la
phase de radiochimiothérapie et le commencement du Témozolomide adjuvant.

Pour le bras 1 et 2: la dose de départ de la Metformine sera fixée a 850 mg deux fois par
jour et celle de la Simvastatine a 80 mg une fois par jour. Un plan de désescalade de la dose

sera prévu dans la cohorte suivante si les doses toxiques limitantes sont observées.
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Conclusion

A travers ce travail, nous avons pu constater que le glioblastome n’est pas une
pathologie cancéreuse comme les autres. Bien que sa classification et la connaissance de ses

altérations génétiques aient évolué, beaucoup d’inconnus restent toutefois a déterminer.

Les stratégies thérapeutiques employées ces dix derniéres années ne semblent pas
montrer de perspective d’évolution encourageante de la pathologie. Trop peu ne ciblent les
modulations épigénétiques, les cellules souches, et les voies de signalisation responsables

d’un microenvironnement tumoral radiochimiorésistant.

En définitif, notre étude de la littérature disponible nous a permis de voir que ces
différentes voies pourraient étre ciblées de facon originale a travers le repositionnement de
médicaments disposant de propriétés anticancéreuses comme le VPA, la Metformine et la
Simvastatine. Utilisées en monothérapie leur action semble toutefois modeste. C'est
I'intérét de leur association qui permettrait de disposer d’'une synergie d’action anti
cancéreuse pertinente.

Elles pourraient potentialiser l'effet de la radiochimiothérapie par Témozolomide,
resensibiliser les cellules carcinogenes et contourner les problématiques du profil

mutationnel du GBM.

Leur liposolubilité, leur faible colt ainsi que leur bonne tolérance générale nous
encourage a vouloir développer un essai clinique de phase | visant a déterminer I'innocuité
et la tolérabilité de la combinaison de ces agents au protocole de Stupp dans le GBMn et

d’en examiner les premiers indicateurs d’efficacité.

Le Doyen de I'UFR de pharmacie, Le président du Jury,

Dr Christiane Forestier Pr V. Sautou
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Résumé :

Le glioblastome multiforme (GBM) représente la tumeur cérébrale gliale primitive
la plus fréquente et agressive chez I'adulte. Malgré le traitement optimal préconisé par le
protocole de Stupp, la rechute tumorale est quasiment inéluctable et la survie médiane
des patients est de 14,6 mois. Les études se multiplient, et grace a I'amélioration de la
compréhension des mécanismes génétiques et moléculaires, de nouvelles stratégies
thérapeutiques sont proposées. Pourtant, aucune ne semble encore améliorer le
pronostic des patients. L’Acide Valproique (VPA), la Metformine et la Simvastatine
disposent de propriétés anti-cancéreuses. Aprés la compréhension des principaux
mécanismes de radiochimiorésistance et de I'action des trois molécules sur la cellule
cancéreuse, |'objectif est d’imaginer un concept cherchant a évaluer l'intérét d’un
repositionnement les associant au protocole de Stupp dans le GBM.

L'importance des modulations épigénétiques, la persistance de cellules souches et
I’adoption par la cellule d’'un métabolisme glycolytique aérobie (effet Warburg) sont des
facteurs de résistance dans le GBM. VPA, Metformine et Simvastatine, par leurs actions
sur certains micro-ARN, marqueurs souches et/ou voies de signalisation, permettraient
de les cibler de facon innovante, potentialiseraient le traitement par Témozolomide et
présenteraient une synergique d’action anti-tumorale.

Leur liposolubilité, leur faible colt ainsi que leur bonne tolérance générale nous
encourage a vouloir développer un essai clinique de phase |visant a déterminer
I'innocuité et la tolérabilité de leur combinaison au protocole de Stupp dans le GBM et
d’en examiner les premiers indicateurs d’efficacité.

Mots clés :
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- Epigénétique

- Cellules souches cancéreuses
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