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Mots clés Résumé

+ Glioblastomes Objectifs. Les cellules initiatrices de gliomes (CIG) ont des propriétés souches (autorenouvellement-

« Gliomes multipotence) et sont résistantes aux traitements conventionnels. Leur role est majeur dans la récidive systéma-
P tique des glioblastomes. L’expression stable du cluster miR-X (groupement de 5 micro-ARN) par les CIG permet

¢ Micro-ARN q g P group p P

de réprimer leurs propriétés souches in vitro. Nous voulions confirmer, in vivo, les effets suppresseurs de tumeur
du cluster miR-X sur les CIG.

Méthodes. Nous avons réalisé des xénogreffes orthotopiques sur des souris NOD/SCID. Les cellules injectées
étaient des CIG issues de exérése de gliomes malins humains. Deux types de CIG étaient greffées : les controles
non modifiées (CIG CTL) et les CIG exprimant stablement le cluster miR-X (CIG miR). Les souris étaient réparties
en trois groupes selon les cellules injectées : « controles », « miR » et « mélanges ». L’évolution tumorale a été
suivie par bioluminescence in vivo chaque semaine et en anatomopathologie lors du sacrifice.

Résultats. Trente-quatre souris ont été greffées. Le suivie moyen était de 10,4 semaines. Les groupes
« contréles » émettaient plus de luminescence que les autres groupes (p < 0,039). En anatomopathologie, dans
les groupes « miR » et « mélanges » le foyer tumoral était soit absent, soit de taille diminuée par rapport aux
groupes « controles ». Ces résultats suggerent un effet antiprolifératif du cluster miR-X sur les CIG, par inhibition
de 'autorenouvellement.

Conclusion. Cette étude confirme les effets suppresseurs de tumeur du cluster miR-X sur les CIG en condition in
vivo. Ces résultats doivent étre appliqués a d’autres lignées de CIG et a d’autres modéles animaux avant passage
chez I’homme.

# Cellules souches cancé-
reuses

# Xénogreffes

Keywords Abstract

# Glioblastomas Objectives. Glioma-initiating cells (GiCs) are defined by their extensive self-renewal, differentiation, and are
# Gliomas naturally resistant to conventional treatments. GiCs are known to be involved in glioblastomas systematic recur-
+ MiRNA rence and tumor growth. Stable miR-X cluster expression (5 micro-RNA group) in GiCs promotes exit from

stemness with loss of stem-like signature, self-renewal, and infiltration within ex vivo model of brain tissues. Our
aim was to confirm the tumor suppressor effects of the miR-X cluster in mice using intracranial GiCs xenografts.
Methods. We performed orthotopic xenografts in NOD/SCID mice. Injected cells were GiCs from human malignant
gliomas. These primary cell lines were composed by non-modified GiCs (GiCs CTL), and by GiCs stably expressing
the miR-X cluster (GiCs miR). Each cell line stably expressed a luciferase reporter gene. Three groups of mice
were formed: “control”, “cluster”, and “mixed” groups composed of different proportions of GiCs CTL and GiCs
miR. Tumor progression was assessed by a bioluminescence imaging each week, and by histological analysis at
the end of the experiment.

Results. Thirty-four mice were distributed in 7 groups. The median of follow-up time was 10.4 weeks. “Control”
groups had a higher luminescent signal than “cluster” and “mixed” groups (p<0.039). Histological analysis
showed a decreased tumor size, or its absence, in “cluster” and “mixed” groups compared to “control” groups.
These results suggest a miR-X cluster anti-proliferative effect on GiCs by inhibition of self-renewal properties.
Conclusion. Our study confirms in vivo the miR-X cluster tumor suppressor effects. However these results have to
be confirmed on other primary GiCs lines and by using different animal models before a possible human applica-
tion.
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Tableau 1. Comparaison des moyennes de luminescence des groupes de
souris greffées au cours d’une période comparable pour chacun des
groupes.

Groupes Valeur luminescence (écart-type) Valeur p

4,12 x10° (+ 1,52 x10°)

« contréle » n°1

vs. « cluster » 1,05 x10° (+ 1,68 x10°) 0,002
« contrdle » n°1 4,12 x10° (+ 1,52 x10°) 0.002
vs. « mélange %2 - %2 » n°1 1,18 x10° (+ 2,80 x10%) ’
« contrdle » n°2 1,95 x10° (+ 1,02 x10°) 0.039
vs. « mélange ¥ - %2 » n°2 1,07 x10° (+ 3,48 x10%) ’
« cluster » 1,05 x10° (+ 1,68 x10%) 0.699
vs. « mélange %2 - %2 » n°1 1,18 x10° (+ 2,80 x10%) ’

Les valeurs de la luminescence sont exprimées en p/s/cm?/sr.

Les glioblastomes sont les tumeurs cérébrales primitives les
plus fréquentes et les plus agressives de ’adulte (1). Le trai-
tement standard associe chirurgie d’exérése, chimioradiothé-
rapie concomitante, puis chimiothérapie d’entretien. La sur-
vie médiane ne dépasse pas 15 mois et la récidive est la regle
(2). Cette rechute tumorale systématique est expliquée en
partie par la présence de cellules souches cancéreuses ou
cellules initiatrices de gliomes (CIG) dans le cas des glioblas-
tomes. Ces cellules, minoritaires dans la tumeur, sont essen-
tielles a Uinitiation et au développement tumoral (3). Elles
possedent des propriétés d’autorenouvellement, de différen-
ciation et de résistance aux thérapies conventionnelles. Cibler
les CIG représente donc un enjeu thérapeutique majeur.
Le cluster miR-X, groupement de 5 micro-ARN, est fortement
induit et exprimé lors de la différenciation en milieu sérum
des CIG. L’expression stable de ce cluster dans des CIG, par
transduction lentivirale, est capable de réprimer les proprié-
tés souches de ces cellules et d’inhiber leur prolifération et
infiltration au sein d’un tissu organotypique (4). Un effet a
distance des CIG exprimant le cluster miR-X (CIG miR) sur les
CIG non modifiées « contréles » (CIG CTL) a été mis en évi-
dence lors de cocultures cellulaires. Des molécules diffusibles
seraient sécrétées dans le milieu de culture par les CIG miR,
expliquant cet effet paracrine.
Les objectifs de cette étude étaient de confirmer, en condi-
tion in vivo, les effets suppresseurs de tumeur du cluster miR-
X sur les CIG. Il fallait, pour cette premiére étape chez !’ani-
mal, répondre a deux questions essentielles :
e les CIG miR ont-elles perdues leur capacité a former une
tumeur ?
o l’effet paracine des CIG miR sur les CIG CTL est-il reproduit
en condition in vivo ?

Matériels et méthodes

Greffes

Entre janvier et juillet 2011, nous avons réalisé des xénogref-
fes intracraniales orthotopiques sur des souris immunodéfi-
cientes NOD/SCID. Les greffes se faisaient avec un cadre de
stéréotaxie dans le striatum droit. Les cellules injectées
étaient des CIG issues de l'exérese de gliomes malins hu-
mains. Ces lignées primaires étaient constituées de CIG non
modifiées « controles » (CIG CTL) et de CIG exprimant stable-
ment le cluster miR-X (CIG miR). Elles exprimaient stablement
le géne rapporteur de la luciférase « LUC » afin de les suivre
en imagerie par bioluminescence. Pour répondre aux deux
questions des objectifs, différents groupes de souris ont été
constitués selon le type de cellules injectées. Des groupes
« controles » qui n’ont recu que des CIG CTL, des groupes
« cluster » qui n’ont recu que des CIG miR, et des groupes
« mélanges » qui ont recu des CIG CTL et CIG miR.

L’évolution tumorale a été suivie de deux facons : par biolu-
minescence a un rythme hebdomadaire (souris vivantes) et en

Groupe « contrdle » n°1 - souris n°3

Groupe « cluster » - souris n°4
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Figure 1. Photographies de |’émission de luminescence des CIG CTL

« LUC » (souris n°3 du groupe « contréle » n°1, en haut) et des CIG miR
« LUC » (souris n°4 du groupe « cluster », en bas).

La caméra détectait le dégagement de lumiere des CIG CTL

« LUC » (groupe « contrdle » n°1), mais pas celui des cellules CIG miR
« LUC » (groupe « cluster »), tout au long de I’expérimentation.

anatomo-pathologie lors du sacrifice. Pour U’étude histologi-
que, une coloration hématoxyline-éosine des coupes de cer-
veaux incluses en paraffine étaient faites. Une analyse immu-
nohistochimique avec un anticorps anti-vimentine humaine
permettait de révéler en marron les cellules humaines tumo-
rales injectées au sein de ce tissu murin.

Analyses statistiques

Lorsque les données étaient paramétriques, apres vérification
de la normalité de la distribution et calcul des variances des
échantillons, le test t de Student a été fait. Lorsque les
échantillons a comparer avaient un effectif trop petit
(données non paramétriques), le test de Mann-Whitney a été
utilisé. La significativité était retenue pour un p < 0,05. L’a-
nalyse statistique a été réalisée a ’aide du logiciel XLSTAT®
(Addinsoft, France).

Résultats

Trente-quatre souris ont été réparties en sept groupes. Le
suivie moyen était de 10,4 semaines (4-16).

Bioluminescence

En bioluminescence, les groupes « controles » émettaient
systématiquement plus de luminescence que les groupes
« cluster » et « mélanges » (p < 0,039). En présence de CIG
miR, et quel que soit le rapport cellulaire des mélanges, les
CIG CTL n’émettaient plus suffisamment de luminescence et
n’étaient plus détectées par appareil. Le métabolisme des
CIG « controles » était donc modifié par le cluster miR-X
(tableau 1, fig. 1 et fig. 2).

Anatomopathologie

En anatomopathologie, les groupes « controles » présentaient
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Figure 2. Comparaison de la moyenne de luminescence des groupes

« controle » n°1 et « cluster ».

La moyenne de luminescence émise par les CIG CTL « LUC » greffées aux
souris du groupe « controle » n°1 (courbe bleue) était supérieure a celle
émise par les CIG miR « LUC » greffées aux souris du groupe

« cluster » (courbe orange). Cette différence de luminescence est
statistiquement significative (p = 0,002). Les valeurs de la luminescence
sont exprimées en p/s/cm?2/sr et représentées en log10. Le seuil de
détection de la caméra est fixé a 1x10°p/s/cm?/sr (ligne verte).

un foyer tumoral plus volumineux que dans les autres groupes.
Des cellules infiltrantes étaient observées dans tous les grou-
pes, mais ceux qui avaient recu des CIG miR ne présentaient
pas de foyer tumoral a distance du site d’injection (fig. 3).
Ces résultats suggerent un effet inhibiteur du cluster miR-X
sur la prolifération des CIG.

Discussion

L’utilisation du cluster miR-X en pratique courante s’appuie-
rait sur le principe de cibler spécifiquement le contingent
« souche » des cellules tumorales de gliomes de haut grade
(les CIG), afin de les rendre soit quiescentes, soit chimio/
radio sensibles. Aprés réalisation d’une exérése ou d’une
biopsie tumorale, ’administration du cluster miR-X pourrait
se faire par plusieurs voies, directes in situ ou systémiques.
Les CIG résiduelles, qui font systématiquement le lit de la
récidive, pourraient étre ainsi forcées a sortir de leur état
souche et accessibles a un traitement adjuvant anticancéreux
conventionnel.

Plusieurs approches sont envisageables : la thérapie génique,
pour délivrer la région codante du cluster miR-X par transduc-
tion lentivirale ou adénovirale aux cellules cibles (5) ; la thé-
rapie cellulaire, en se servant de biomatériaux emprisonnant
des CIG miR mais laissant diffuser le principe actif pour le
délivrer aux cellules cibles (6-7) ; Uutilisation de cellules sou-
ches mésenchymateuses du patient, qui ont un tropisme neu-
rologique particulier et notamment pour les tumeurs gliales
(8). Elles exprimeraient la région codante du cluster miR-X et
délivreraient aux CIG le principe actif.

Conclusion

Cette étude confirme les effets suppresseurs de tumeur du
cluster miR-X sur les CIG. En condition in vivo, il empéche ou
réduit le regroupement cellulaire en foyer tumoral et semble
inhiber la prolifération des CIG. Ces résultats doivent étre
confirmés par ’expérimentation sur d’autres lignées primai-
res de CIG et sur d’autres modéles animaux avant évaluation
clinique. La méthode idéale d’administration du cluster miR-X
ou du principe actif produit par les CIG miR doit également
étre définie avant une éventuelle application thérapeutique.
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Figure 3. Coupes histologiques des cerveaux de souris greffées.
Immunohistochimie sur coupes incluses en paraffine avec anticorps
antivimentine humaine colorant en marron les cellules greffées, regroupées
en foyers tumoraux (*) et en cellules infiltrantes ().

A. Souris 2 du groupe « contréle » n°1, grossissement x20. Le foyer tumoral
est de taille moyenne, des cellules ont infiltré et se regroupent dans le
striatum.

B. Souris 4 du groupe « contrdle » n°2, (x40). Foyer tumoral de taille
moyenne, infiltration peritumorale et du corps calleux.

C. Souris 5 du groupe « cluster » (x40). Petit foyer tumoral, infiltration
cellulaire du corps calleux, pas de regroupement tumoral a distance.

D. Souris 1 du groupe « mélange ¥ - %2 » (1/2 de CIG CTL et 1/2 de CIG
miR), (x40). Pas de foyer tumoral, infiltration striatale et du corps calleux,
pas de regroupement tumoral a distance.

Questions

Question de B Lobel

Votre réflexion sur les cellules initiatrices de gliomes a pro-
priétés de cellules souches peut-elle s’appliquer a d’autres
tumeurs et lesquelles ?

Réponse

Oui, la notion de cellules souches cancéreuses a été proposée
pour la premiére fois dans le cas de la leucémie aigué myé-
loide et validée depuis dans de nombreuses tumeurs solides
telles que le cancer du sein, de la prostate, du pancréas et du
colon.

Question de M Germain

Compliments. Vous avez utilisé du sérum de veau feetal. Or
les produits foetaux prélevés avant le 21€ jour ont des particu-
larités. Pouvez-vous préciser l’intérét de ce sérum ?

Réponse

Le sérum de veau feetal (SVF) est le sérum le plus largement
utilisé en culture cellulaire. Les protéines globulaires, nom-
mées albumine de sérum bovin, sont le composant majeur du
sérum de veau foetal. L’importante variété de protéines dans
le SVF maintient les cellules en culture dans un milieu dans
lequel elles peuvent survivre, grandir et se multiplier.
Question de J Baulieux

L’approche de l'origine tumorale des tumeurs du pancréas a
partir d’une cellule souche « progénitrice » est comparable a
ce que 'on peut retrouver au niveau du foie, ol la méme
cellule souche, maintenant identifiée, est a 'origine de cer-
tains carcinomes hépatocytaires et adénomes, vraisemblable-
ment aussi de certains cholangiocarcinomes, ce qui pourrait
expliquer certaines tumeurs mixtes hépatocholangio-
carcinomes. Cela ouvre, par ailleurs, certaines voies théra-
peutiques nouvelles, au stade initial de la cancérogenese.
Réponse

La démarche de U’équipe de recherche de mon laboratoire
d’accueil, dirigée par le Dr Thierry Virolle, est d’identifier les
mécanismes de régulation des cellules souches de glioblas-
tome pour pouvoir les cibler spécifiquement. Il s’agit d’un axe
de recherche en cancérologie de plus en plus emprunté par
les laboratoires car, semble-t-il, trés prometteur.
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