EN . —
Moa ez T MINISTERE . Laboratoire y  Ecole Doctorale
Université H DE LENSEIGNEMENT LA LIQUE i i
L .-‘ SUPERIEUR 8 de bioimagerie et pathologies | LBP gf(sj:f;esnac:tséde laVie
de Strasbour ET DE LA RECHERCHE r— = 4 ‘
| g 1] s de | I'Université de Strasbourg | et du @ ST R ASBOURG
Fraternité

ECOLE DOCTORALE DES SCIENCES DE LA VIE ET DE LA SANTE
Laboratoire de bioimagerie et pathologies — LBP — CNRS UMR 7021

Equipe de recherche : Signalisation tumorale et cibles thérapeutiques

THESE
présentée par :

Chloé Bernhard

soutenue le 26 janvier 2024

pour obtenir le grade de : Docteur de I’Université de Strasbourg

Discipline : Biologie cellulaire et cancérologie

Hétérogéneéité moléculaire et métabolique
des gliomes de haut grade

Applications a I’évaluation de nouvelles thérapies

Thése dirigée par :

Madame Monique DONTENWILL DR CNRS, UMR7021, Strasbourg

Rapporteurs :
Monsieur Thomas DAUBON DR CNRS, IBGC UMRS5095, Bordeaux
Monsieur Stéphane DEDIEU PR, Medyc, UMR7369, Reims

Examinateur interne :

Madame Dominique GUENOT DR CNRS, IRFAC, U1113, Strasbourg

Membre invité

Monsieur Mohamed ELATI PR, CANTHER, UMR1277, U9020, Lille



A mes amours, ma famille et mes amis, et tout particuliérement @ mon pere,

a qui ce travail est dédié.

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

— Charles Darwin



REMERCIEMENTS

Ce manuscrit signe la fin de plus de trois années de travaux, de découvertes et de rencontres et
je tiens a remercier ici toutes celles et ceux qui m’ont accompagnée et soutenue au cours de

cette période.

Je tiens a exprimer tous mes remerciements aux membres du jury, qui ont accepté d’évaluer
mon travail. Merci a Madame Dominique Guenot, Directeur de recherche au CNRS d’avoir
accepté de présider le jury de ma these, a Monsieur Thomas Daubon, Directeur de recherche
au CNRS et a Monsieur Stéphane Dedieu, Professeur de I’Université de Reims d’avoir accepté

d’étre rapporteurs de ce travail.

Je tiens a exprimer ma profonde gratitude envers Monique Dontenwill pour la confiance
qu’elle m’a témoignée en m’accueillant dans son équipe, et pour m’avoir guidée tout au long
de cette these, tout en me donnant 1’opportunité de développer mon autonomie. Pour Lazare et
moi, vous €tes incontestablement la personne la plus cool du laboratoire. Votre assurance et
votre engagement professionnel sont une véritable source d’inspiration. Merci d’avoir été a
I’écoute de mes idées, méme les plus farfelues, et d’avoir pris le temps de m’expliquer et de me
partager vos connaissances. Votre influence scientifique sur moi a été déterminante. Chaque
échange d’idées avec vous m’a rendue plus forte. Je suis heureuse et honorée d’avoir été votre

derniere doctorante.

Aux collaborateurs,

Un grand merci au Professeur Mohamed Elati pour m’avoir impliquée de maniere significative
dans un projet passionnant, unissant bio-informaticiens et biologistes pour décrypter la
complexité des glioblastomes. Je suis reconnaissante pour la liberté d’expression et la confiance
que vous m’avez accordées. Cette introduction au domaine de la bio-informatique a été une
expérience enrichissante dans mon parcours. J’ai peut-€tre rat€é ma vocation de devenir bio-

informaticienne, mais en tout cas, j’étais heureuse d’en découvrir plus via ce projet.

Je suis également trés reconnaissante envers le Professeur Izzie-Jacques Namer pour la
précieuse collaboration qui m’a permis de réaliser des analyses métabolomiques au sein de
I’hopital d’Hautepierre. Un remerciement vraiment spécial a Hassiba Outilaft, pour son aide

et son soutien inestimable dans la réalisation de ces analyses. Nos journées a 1’hopital, remplies



de bonne humeur et de diverses discussions, ont été des moments agréables. Merci pour tout.

Ne t’inquiete pas pour la fin de ta these, tu vas y arriver !

Un grand merci également a 1’équipe des chimistes, le Professeur Matteo Negroni et Alexis
Verge. Votre enseignement sur le domaine des lentivirus et la transduction des cellules souches
cancéreuses a été extrémement enrichissant. J’espere que vous parviendrez a développer des
virus oncolytiques efficaces ! Alexis, un grand merci pour m’avoir aidé a rendre mes cellules

colorées, les rendant plus belles et plus éclatantes que jamais.

Je tiens aussi a remercier le Professeur Sylvie Fournel et le Docteur Stéphane Bellemin-
Laponnaz de m’avoir permis de travailler sur leur nouveau composé anticancéreux. Un grand
merci a Conor McCartin, avec qui j’ai pu collaborer des le master 2, pour sa disponibilité et

sa sympathie.

Je tiens a exprimer ma gratitude a toute I’équipe LBP pour leur accompagnement durant ma
these. Aux anciens, Aude, Marina et Quentin, merci d’avoir montré [’exemple. Un
remerciement particulier 2 Ombline, avec qui j’ai partagé le méme master, le méme concours,
et que j’ai retrouvée en these dans le méme laboratoire! Merci pour toutes les fois ou tu m’as
apporté de I’aide, mais aussi simplement pour les bons moments que nous avons partagés. Je
remercie également les petits derniers, Yuri, Clémence, Chinar et Ronan pour avoir insufflé
une nouvelle énergie et bonne humeur au laboratoire. Yuri, bien que devenue ta tutrice sous la
contrainte, c¢’était un plaisir. Je remercie également grandement Chinar pour son aide dans la
réalisation de belles figures sur R mais aussi Marlene pour avoir veillé a la propreté de la salle
de culture. Merci aussi pour les petites histoires de labo en mode ‘on peut sortir le pop-corn’,
disait Mélissa. Nos pauses partagées entre étudiants, oscillant entre lamentations et bonnes
vibes, resteront de bons souvenirs. Cette future équipe de jeunes chercheurs est prometteuse et
me rend optimiste quant a 1’avenir de la recherche. Je remercie également Damien Reita pour
sa collaboration, sa sympathie et son aide dans I’analyse des données transcriptomiques. Je
remercie Sophie Martin pour m’avoir supportée lors de mes élans de folie. Je tiens également
a remercier le Professeur Natacha Entz-Werle pour son dévouement remarquable et sa
contribution significative a la recherche sur les tumeurs cérébrales pédiatriques. J’aimerais
particulierement remercier Sophie Foppolo pour sa disponibilité, son aide, sa gentillesse, son
écoute et son accompagnement pendant cette these. En tant que collegues de bureau, nous avons
partagé beaucoup, et je te remercie particulierement pour ton écoute attentive lorsque j’avais
besoin d’extérioriser. Tu passes ton temps a remercier les autres autour de toi alors que c¢’est toi

a qui on devrait dire mille fois merci.



J’aimerais également remercier Ingrid et Adrien pour leur présence rassurante en cas de
besoin. Un merci également a Tania et Jérome pour votre bonne humeur et 1’énergie que vous

avez apportée dans mon bureau au quotidien.

Un merci a « mes » étudiants que j’ai eu le plaisir d’encadrer : Lisa, Minh, Yesim et Louan.
Je suis particulierement reconnaissante envers Minh, pour sa gentillesse, son soutien et toutes

ses attentions.

Je tiens également a remercier les enseignants que j’ai eu le plaisir de cotoyer et aupres desquels
j’ai appris a enseigner, en particulier le Docteur Thierry Chataigneau, avec qui j’ai adoré
dispenser les travaux pratiques de pharmacologie, et le Docteur Anne Casset pour sa
bienveillance. Un merci également au Docteur Emilie Sick, dont j’ai toujours apprécié nos

conversations furtives, pour m’avoir encouragé a enseigner et pour sa sympathie.

Je tiens également a exprimer ma reconnaissance envers toutes les associations qui se battent
pour améliorer la recherche et faire évoluer le traitement du cancer, notamment la Ligue contre
le Cancer, I'INCA et le Rotary Club.

J’aimerais remercier particulicrement les membres du Rotary Club pour leur précieuse
contribution qui a rendu possible 1’acquisition de différents équipements au sein de notre
laboratoire, dont le Seahorse XFp. Grace a votre soutien, j’ai pu développer une expertise sur
cet appareil, qui m’a valu le surnom d’experte du Seahorse. Je me suis également réjouie de
participer a vos actions de collecte de fonds. Bien que cela m’ait demandé de sortir de ma zone

de confort, ces expériences m’ont permis de contribuer a cette cause qui me tient a cceur.

Je tiens également a remercier I’équipe d’Agilent, nos fournisseurs pour les analyses de flux
extracellulaire, en particulier ‘Monsieur Seahorse’, comme Mélissa et moi aimions 1’appeler,
ainsi que I’équipe de support technique. Un grand merci pour votre réactivité face aux
nombreux problemes rencontrés. J’ai vraiment apprécié travailler avec cette technologie, mon

seul regret est d’avoir du me contenter de ces petites microplaques.

Merci au Docteur Jocelyn Céraline, mon responsable de master, pour m’avoir rassuré sur mes
capacités a entreprendre une thése et m’avoir motivé. Je vous suis également reconnaissante

pour le temps que vous m’avez accordé et pour votre soutien.



Mes remerciements les plus sinceres a Raphaél Schatz,

Je ne te remercierai jamais assez pour 1’aide et le réconfort que tu m’as apportés durant tant
d’années, tant au niveau personnel que professionnel. Tu m’as permis d’avancer sereinement
dans la vie et dans tous les projets que j’ai entrepris. Je te remercie de m’avoir guidée depuis

mes débuts en recherche et de m’avoir épaulée tant de fois.

A mes amis,

Parmi eux, ceux qui ont partagé mon parcours depuis les années lycée, qui sont toujours présents
aujourd’hui et pour qui j’ai beaucoup d’affection et qui occupent une place particulierement
spéciale : Carole, Robin, Pierre, Martin et Yassine. Ensuite, 2 mes amis arrivés plus
tardivement dans ma vie, mais avec qui j’ai créé de belles amitiés et avec qui j’ai partagé des
moments magiques et de complicité : Alexis, Florian, Jamel, Joséphine, Lucas, Quentin et
Tufan. Je tiens également a remercier mes amis pharmaciens, Gauthier et Ilias, avec qui j’ai
partagé des années d’études et dont notre amitié s’est précieusement conservée.

Plus que tout, merci a Adele et Camille, des piliers essentiels a ma vie et cela, depuis de longues
années, celles avec qui je partage tout. Bien que différentes, chacune de vous m’apporte quelque
chose d’unique et de précieux a mes yeux. Adele, tu es ma valeur siire, mon repere. Camille, tu
es mon rayon de soleil épicé. Merci a vous pour I’amour que vous me portez au quotidien et

votre soutien inconditionnel.

A Lazare Saladin,

Ta présence et tes encouragements ont participé a mon €panouissement professionnel. Nos
échanges, couvrant aussi bien la science que des sujets plus légers ou plus sérieux, ont
rapidement renforcé notre relation et m’ont aidé a grandir personnellement. Je n’oublierai
jamais le réconfort que tu m’as apporté, la complicité sincere et spéciale que nous avons

partagée et ces rumeurs au labo qui nous ont particulierement amusés.

A Mélissa Messé,

Ma plus belle rencontre au cours de cette folle aventure. J’ai eu de la chance de t’avoir des le
début et tu m’as beaucoup trop manqué a la fin... On a vécu des galeres, des pleurs, mais surtout
plus de rires et de confidences ! Nos moments au bureau, sous la hotte, et nos échanges
constants étaient essentiels pour moi. Clairement, cette thése n’aurait pas été la méme sans toi.

Merci pour ta gentillesse, ta générosité, et par-dessus tout, pour ton amitié.



A Jules Nast,

Je tiens a remercier Jules Nast pour 1’accueil chaleureux qu’il m’a réservé dans sa vie et pour
’attention et I’amour qu’il m’a portée durant la derniere ligne droite de cette these. Ta présence
a mes cOtés a été un refuge paisible et réconfortant. Je te suis infiniment reconnaissante pour
tous ces moments au paradis partagés, ainsi que pour ta compréhension et ta patience, surtout
lors de ces soirées ou, submergée par le stress, je t’ai parfois embété. Merci pour toutes les

émotions et sentiments profonds que tu éveilles en moi.

A Doris et Charles,
Ma mamy et mon papy, qui méme s’ils ne comprennent pas ce que je fais depuis plusieurs
années et attendent impatiemment que je finisse mes études, sont derrieres moi et me

soutiennent.

A ma famille T...

Isa, ma maman pétillante a la joie de vivre contagieuse, pour son soutien quotidien et sa
présence rassurante dans mes moments de doute et de tourmente.

Cindy, ma sceur, a qui je dois tant et que j’aime tant. Merci de m’avoir guidée, de m’avoir aidée
a relativiser dans les moments difficiles et de m’avoir donné confiance en moi a maintes
reprises. Plus que tout, merci pour ’amour inconditionnel que tu m’apportes. Tu es ma plus
grande force et ma plus grande fierté : c’est moi qui ai la chance d’avoir la meilleure des sceurs.
Romain, mon petit frére, merci pour tous ces éclats de rires, calins partagés et notre complicité
si précieuse.

A Sylvain, mon beau frere, qui selon ma sceur sait tout faire et qui, effectivement, a tant de fois
répondu a mes appels. Je te remercie pour tout ce que tu as fait pour moi et ton dévouement
envers ma sceur et notre famille.

A mon beau-pere, Jeff, pour le role de beau-papoutch qu’il a pris avec amour dans ma vie.
J’aimerais également remercier mon neveu, Victor, pour ses bisous et le bonheur qu’il apporte
dans notre famille.

Je chéris nos moments en famille, vous comptez tous énormément pour moi (méme les « pieces
rapportées »). Je vous suis infiniment reconnaissante pour votre présence constante et votre
soutien. Sisi la famille!

Et enfin, une pensée profonde pour mon pere, Pierre. Toi qui souhaitais me voir devenir
architecte ou infirmiere, j’espere que, malgré le chemin différent que j’ai choisi, tu es fier de

moi, ol que tu sois maintenant.



TABLE DES MATIERES

REMERCIEMENTS . ..ccoiiiiniinientinnninsnnsnesssnssssssssnsssesssessssessassssassssssssssssassssassssssssssssassssassss 1
TABLE DES MATIERES .......cooovtesteeueetestssnnsassssssssssessssssssssssssssssssssessessessesssssssessssssssssasses 6
LISTE DES FIGURES.....cooiiiintinniinnnninensnenninssannssesssessssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssassssassss 8
LISTE DES TABLEAUX .cuutiniiininniensenssnensncssnnssnsssnesssessssssssssssassssssssssssasssssssssssssssssasssssssss 9
LISTE DES ABREVIATIONS .....cooveiinisressessessessessessssssssssssssssessssessssessessssssssesssssssassassens 10
INTRODUCTION . ...utiriiintinnnennensnnnssaenssnesssesssnssssssssnssssssssnsssssssssssssssssssssasssasssssssssssssssssases 16

PARTIE 1: LES GLIOMES DE HAUT GRADE...........cccceevuvverueeccnerenea. 17

1. Définition, épidémiologie et CONTEXLE ..........couiiriiiiiiiiieieiciiee e 17
2. Classification de POMS ...t 20
2.1 Evolution de la classification de FOMS ..o, 20

2.2 Classification de 'OMS adoptée en 2021 ......cccoecuieiiiiirieeie e 21

3. Diagnostic et prise en charge thérapeutique .............ccooeeeiiiieeinncceee e, 24
3.1 DIAGNOSTIC .ttt e e et e et e bt e bt et e et e e b e e b e e s e e s e enseeseenne 24

3.2 Facteurs ProNOStIQUES. ... .cccutetieieeteeteete ettt et et ettt ettt et e e te et et e e e e se e e e eseenee 25

33 Prise en charge thérapeutiqUe ..........ccueeruieriirriiiiiiieeee e 25

3.3.1 Prise en charge du GB nouvellement diagnoStique ............ccceevueeieeieeiieniieniie e, 25

3.3.2  Prise en charge des SYMPLOMES. ......ccueeuieieeieeieeie ettt ettt et s eaeeeaae s 26

3.3.3  Prise en charge des ré€CIdiVES .......coecuiriiiriieiie ettt e eaae e snre e 27

3.3.4  ThErapie CIDIEE.......oouiiiieie e 27

3.3.5  DHSPOSIEE TTE c.eeiiiie ettt e sttt s e setesnaesntesnsennnes 28

4. Cellules souches de glioblastome..............ccccciiiiiiiininiri e 29
4.1 NOLION € CArACLETISTIGUES ... uveererrerreeieetereeetestestestesteseeseeseesseesseesseesseenseesseenseens 29

4.2 Isolement et identifiCation. ...........cccoiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 30

43 Fonctions pro-tumorig@niqUes ........c.ceeeeerueriereeienieneeiietenie sttt et st 30

4.4 Voies de SIGNAlISAtION .....ecviveieiieiieiieieet ettt ettt ettt e et e et e e s e s e e seenseeseenns 31

5. EChecs thTapeULIQUES............v...oveeeeeeeeeeeeeeee e 31
6. Vers de nouvelles stratégies thérapeutiques ............ccoeeiririeieiiniieeeeeeeeee e 34
PARTIE 2 : HETEROGENEITE ET PLASTICITE TUMORALE .....cconneiuirnnciannens 38
1. Concepts d’hétérogénéité et de plasticité tumorale .........cocoovvivivrinnnrrnsne, 38
2. Modeles expliquant I’hétérogénéité des tumeurs............ccoeevirieeiniriiicieiieeeeee. 40
3. Hétérogénéité moléculaire des glioblastomes ............coeueuiiiiriiiiininiciciiec e, 40
4. Facteurs définissant I’hétérogénéité et la plasticité tumorale............ccccooerrireiinneennen. 45
4.1 (€ 1511570 | 1< 45

4.2 Réseaux de régulation SENIqUE .........c.eecvieriieriieiiieiieieececeeee e 46

4.3 Microenvironnement tUMOTAl ...........occoiuiiiiiiiiiiiiiiiii e 47

B30T NICHES oottt ettt et sttt et eb et bt et 48

4.3.1.1  Niches RYPOXIQUES ...ueeeeiriieiieiietiesttete ettt ettt ettt see e et et e bt eeeeeeeae e 48

4.3.1.2  NICRES INVASIVES ...euviriiiiiiiitinitcteseeie ettt ettt sttt 49

4.3.1.3  Niches PerivasCulaires.........ccceeruieriieriieriieieeiieeteeste ettt ettt et e e 50

4.3.2 Dialogue moléculaire et communication cellulaire ............cocceeverrennieninninneeneeenne 50

4.3.3 Communication avec le stroma tumoral ...........ccceceeiiieriiiiiniireeeece e 51

5. Hétérogénéité et plasticité des cellules souches cancéreuses.........ocovvvrvrererirererirenene. 52
6. Implication clinique et thérapeutique .............ccooieieieiiirieieiiieee e, 54



PARTIE 3 : METABOLISME TUMORAL ET APPROCHES THERAPEUTIQUES.. 56

1. Revue de 1a TIHEETAtULE ........oooveiieiiiice ettt 56
2 Reprogrammation et hétérogénéité métabolique des glioblastomes ............cccccocoeeeeeee. 92
3. Meétabolisme des cellules souches de glioblastome..............ccoeeoiiiniiiiiiiiie, 93
4 Quelques approches theérapeutiqUES...........ccoovoveuiuiiiiiieiece e 94
OBJECTIFS DE LPETUDE .....ccouueteeteeteetessssessssssssessessesssssssssssssessessessessesssssessssssssssassens 97
MATERIELS ET METHODES .......coosviiiimriimcisnssissnssssssssssssssssssssssssssssmsssssmsssssssssss 99
1. Lignées CRIIUIAIIES ........vviii e 100
1.1 Cellules souches de glioblastome ..........ccceeieeiiiiiiiiiie et 100
1.2 Lignée commerciale US7TMG et clones derives..........oouvvirnirnenniiiniennieeieeeeeeeeeens 100
2. Culture CelUIAITE .........c.ooiiiieiiii ettt 100
3. Analyse de I’exXpression ZENIQUE...........ccveiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 101
3.1 Lignées de cellules souches de glioblastome..........ccccoeeueeiieniniiniiiiieieeceeeeeeene 101
3.2 Analyses différentielle des génes et enrichissement............ccccoeeeereeneeneenieneeneenne. 102
4. Analyse de I’activité d’un réseau de régulateurs spécifique des GB ...........ccccoceenees 102
5. Affectation de classes basées sur I’activité d’un réseau de régulateurs........................ 102
6. Analyse de flux extracellulaire .............cococoiiiiiriiinieec e 103
7. MELADOLOMIQUE ...ttt eb st ee 103
7.1 Préparation des €chantillons ...........coceeciieeiiiriieciieieeeee e 103
7.2 Spectroscopie RMN HR-MAS ...t 104
7.3 ANALYSE €1 StALISTIQUES ..evveeuieeereeieeie et et eie et eebeesbeeteeteeteesbeenseesseenseenseenseenseenseanses 104
8. Agents pharmacologiques et réactifS..............cooiiiiiiiiiiiie e 105
9. TICUCY LR ..ottt ettt sttt ettt et s et ee 105
10. Test de SENSIDILILE ..........oooiiiiiiiec et 106
1. WESEEIN BIOT.....ceiiiii ettt ettt 106
L2, N .S ettt bbbttt b bbbttt b bbb bbbt ettt n e 107
12.1 PLasmIdEs ......coouiiuiiiiiiiiiii e 107
12.2 Transfection cellulaire ..o 108
I3, RTAGPCR ettt ettt ettt n s e 108
RESULTATS ...coumittmcimmmncsssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 110
Partie 1 : Hétérogénéité et plasticité moléculaire des glioblastomes : une exploration
basée sur Pactivité d’un réseau de régulateurs ..........eiievvericisercsinncssencssnnecssnnecssseecnes 111
Contexte de I"EtUAR ...eeeuvieiiiriiiiieeete ettt s 111
AATEICIE ettt ettt nee 112
DiSCUSSION €1 PEISPECLIVES wvvreeeurrireeeririeeeeeiireeeeeirteeeessreeeeessseeesasssaeeeessssseeessssseeessssssees 143
Partie 2 : Hétérogénéité et plasticité moléculaire et métabolique des glioblastomes ;
évaluation dans une cohorte de lignées de cellules souches..........ccuveerrueerercsuenseccsunenne 148
Contexte de I"EtUAR ...eeeuvieiieriiieiieete et 148
ATHCLE ettt sttt st e 149
DONNEES SUPPICMENLAIIES. . .veeeeerrrreeeriireeeeeiireeeeeirteeeesetreeeessreeeessssaeeeessssaeesessseeeesnsseees 180
DiSCUSSION €1 PEISPECLIVES .vvreeerurrireeeriiieeeeeiireeeesiuteeeesateeeeessseeesesssseeeessssseeessssseeessnsnees 184
CONCLUSION GENERALE ......ooiimiincisnsssssnssnssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssses 192
REFERENCES .......coitimeiimmnssssnssssmnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 194
ANNEXES ....oteeettntenncnnnnennensesnessssssssssssssssesssesssssssssssssssssesssssssssssssssssasssessassssssss 213



LISTE DES FIGURES

Figure 1 : Caractéristiques des glioblastomes ..........ccueervieriieiiieniieniieiie et 19

Figure 2 : Caractéristiques histomoléculaires utilisées dans le diagnostic des gliomes diffus de

RAUL GIAAC ...ttt ettt e et e sttt e bt e st e e beeeabeenbeeennas 23
Figure 3 : Protocole de STUPP .....cc..ooiiiiiiiiiete e 26
Figure 4 : Les caractéristiques fonctionnelles des cellules souches de glioblastome .............. 29
Figure 5 : Hétérogénéité et plasticité tumorale a 1’origine de résistance aux traitements........ 34
Figure 6 : Hétérogénéité spatiotemporelle des glioblastomes..........cccevvveveerierienienienieneenen. 39
Figure 7 : Signature moléculaire des sous-types définis par Verhaak et al. en 2016............... 42
Figure 8 : Dynamique de I’hétérogénéité et de la plasticité des cellules de glioblastome....... 44

Figure 9 : Facteurs intrinséques et environnementaux contribuant a la dynamique de

I’écosysteme des glioblastomes et favorisant I’hétérogénéité tumorale ............ccceeeeerveneennnene. 46
Figure 10 : Divers processus affectant les cellules souches de glioblastome ............c...c..c...... 53

Figure 11 : La bithérapie metformine/dichloroacétate inhibe efficacement la prolifération des

cellules souches de glioblastome...........ccueeiiiiiieiiieniieiieee e 180

Figure 12 : Résistance au témozolomide acquise des cellules souches de glioblastome suite a

UN traitemMent PrOLIONZE .........coviiiiieiiiiiieiee ettt ettt et e st e eteesabeesbeesaaeeseesaaeenseesaseenseens 181

Figure 13 : Absence d’effet du témozolomide sur le profil énergétique des cellules souches de

glioblastome intrins€qUEMENt TESISLANTES ....c..eevvereeriieriieieeiiee ettt 182

Figure 14 : Caractéristiques distinctives entre les cellules souches résistantes et sensibles au

EEITIOZOLOITIIAE .. esassmesseneensmnmnmnnmnnnn 185



LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1: Séquences d’impulsion et paramétres d’acquisition utilisées lors des expériences

RIMIN HRIMAS ...ttt st b e eb ettt e e et e b et ebe st eneenes 105
Tableau 2 : Liste des anticorps utilisés pour Western Blot............cccoeeiieiieiiiieniiniiieiiee, 107
Tableau 3 : Liste des primers utilisés pour 1a qPCR .........cccoooiiiiiiiiiiiiiieeee, 109
Tableau 4 : Caractérisation des nouvelles sous-classes moléculaires des glioblastomes ...... 147



LISTE DES ABREVIATIONS

2-DG
3-BP
3-BrOP
4-NB
5-ALA
ABC

AC

ACC
ACLY
ACSS2
ACSVL3
ADEMA
AEO
AKT
ALDH
a-KG
a-KGDH
ALT
AMPK
ARG
ASPA
ASS1
ATP
ATRA
ATRX
BCATI1
BCNU
BDNF
B-FGF
BHE
BIT-100
BMP
BSA
CAD
CAR
CCLE
CCNDI1/E1
CcO
CD133
CDK4/6

2-Deoxy-D-Glucose

3-Bromopyruvate

3-Bromo-2-oxopropionate- 1-propyl ester

4-Nitrobenzoate

5-Aminolevulinic Acid

ATP Binding Cassette

Astrocyte-like

Acetyl-CoA Carboxylase

ATP-Citrate Lyase

Acetyl-CoA Synthetase 2

Acyl-CoA Synthetase Very Long-Chain Family Member 3
Algorithm to Determine Expected Metabolite level Alterations
Anhydrous Enol-Oxaloacetate

Protein Kinase B

Aldehyde Dehydrogenase

Alpha-Ketoglutarate

a-Ketoglutarate Dehydrogenase

Alternative Lengthening of Telomeres

AMP-Activated Protein Kinase

Arginase

Aspartoacylase

Argininosuccinate Synthase 1

Adenosine Triphosphate

All-Trans Retinoic Acid

Alpha-Thalassemia/Mental Retardation syndrome X-linked
Branched-Chain Amino Acid Transaminase 1
1,3-Bis(2-chloroethyl)-1-nitrosourea

Brain-Derived Neurotrophic Factor

Beta Fibroblast Growth Factor

Barriére Hémato-Encéphalique

BSA Insulin Transferrin

Protéines Morphogénétiques Osseuses

Bovine Serum Albumin
Carbamoyl-PhosphateSynthetase2, Aspartate Transcarbamylase, Dihydroorotase
Chimeric Antigen Receptor

Cancer Cell Line Encyclopedia

Cyclin D1/E1

Cytochrome ¢ Oxidase

Prominin-1

Cyclin Dependent Kinase 4/6

10



CDKN2A/B
CEBPB/D
CHK
CIMP
CL
CL-A
CL-B
CL-C
cMET
co-TF
COX4-1
CpG
cPLA2
CPMG
CPT
CRISPR
Cas9
CSC
CSG
CSN
CTSL
DCA
DEGs
DepMap
DGC
DHAP
DHODH
DIRs
DMEMF12
DMSO
ECAR
ECL
EGF
EGFR(vII)
ELOVL
EMEM
EMT
ENO
ETC
FABP7
FADS2
FAO
FASN

Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2A/B
CCAAT/Enhancer Binding Protein Beta/Delta
Choline Kinase

CpG Island Methylator Phenotype

Classical

Classical-Astrocyte

Classical-Basal

Classical-Ciliary-rich

MET proto-oncogene, receptor tyrosine kinase
Co-transcription Factor

Cytochrome ¢ Oxidase Subunit 4 Isoform 1
5’-Cytosine-phosphate-Guanine-3’
Cytoplasmic Phospholipase A2
Carr-Purcell-Meiboom-Gill

Carnitine Palmitoyltransferase

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
CRISPR Associated Protein 9

Cellules Souches Cancéreuses

Cellules Souches de Glioblastome

Cellules Souches Neurales

Cathepsine L

Dichloroacetate

Differentially Expressed Genes
Dependency Map

Differentiated Gblioblastoma Cells
Dihydroxyacetone Phosphate
Dihydroorotate Dehydrogenase
Differentially Influenced Regulators
Dulbecco’s Modified Eagle Medium/F12
Dimethyl Sulfoxide

Taux d’Acidification Extracellulaire
Enhanced Chemiluminescence

Epidermal Growth Factor

Epidermal Growth Factor Receptor (variante I1I)
Elongation of Very Long Chain Fatty Acids
Eagle’s Minimum Essential Medium
Epithelial-Mesenchymal Transition
Enolase

Electron Transport Chain

Fatty Acid Binding Protein 7

Fatty Acid Desaturase 2

Fatty Acid Oxidation

Fatty Acid Synthase

11



FBS Fetal Bovine Serum

FDA Food and Drug Administration

FDR False Discovery Rate

FGF-p Fibroblast Growth Factor 2

FLT 18F-Fluorothymidine

G-CIMP Glioma CpG Island Methylator Phenotype
G3P Glyceraldehyde-3-Phosphate

G6PD Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase
GAPDH Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase
GB/GBM Glioblastome

GBCCL Glioblastoma Cell Lines

GBM-cREG Glioblastoma co-Regulatory

GBM-cREGMap Glioblastoma Co-Regulatory Map
GBM-cREGNet  Glioblastoma co-Regulatory Network

GDH Glutamate Dehydrogenase

GEO Gene Expression Omnibus

GFAP Glial Fibrillary Acidic Protein

GLDC Glycine Decarboxylase

GLS Glutaminase

GLUT Glucose Transporter

GO Gene Ontology

GPD1 Glycerol-3-Phosphate Dehydrogenase 1
GPI Glucose-6-Phosphate Isomerase

GPM Glycolytic, Pluri-metabolic

GRN Gene Regulatory Network

GSC Glioblastoma Stem Cell

GSH/GSSG Reduced/Oxidized Glutathione

GTP Guanosine Triphosphate

Gy Gray (unité de mesure)

h-LICORN Hybrid-Learning Co-Operative Regulation Networks
HD Homozygous Deletion

HDAC Histone Deacetylase

HGF Hepatocyte Growth Factor

HIF Hypoxia-Inducible Factor

HK Hexokinase

HMG-CoA Hydroxymethylglutaryl-CoA

HMGCR Hydroxymethylglutaryl-CoA Reductase

HR-MAS NMR  High Resolution Magic Angle Spinning Nuclear Magnetic Resonance
HRP Horseradish Peroxidase

HSQC Heteronuclear Single Quantum Coherence
ID4 Inhibiteur de la Différenciation 4
IDH Isocitrate Dehydrogenase

IDO Indoleamine 2,3-Dioxygenase



IgG
IMP2
IMPDH
IRM
ITGAS
Ivy GAP
KEGG
KO
LDH
LIMMA
LncARN
MAPK
MCT
MDSCs
MES
MET
MGMT
MKI67
ML
MMF
MMP
MMR
MPA
MPC
MPG
MRP
MTAP
MTC
mTOR
MTX
NAA
NAAG
NADP*, NADPH
NADPH
NAMPT
NEU
NF1
NHEI
NK(T)
NKX2-5
NL
NNMT
NO

Immunoglobuline G

Insulin-Like Growth Factor 2 mRNA-Binding Protein 2
Inosine Monophosphate Dehydrogenase
Imagerie par Résonnance Magnétique
Integrin Alpha 5

Ivy Glioblastoma Atlas Project

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
Knockout

Lactate Dehydrogenase

Linear Models for Microarray Data

Long Non-Coding RNA

Mitogen-Activated Protein Kinase
Monocarboxylate Transporter
Myeloid-Derived Suppressor Cells
Mesenchymal

Metformine

6-O-méthylguanine-ADN méthyltransférase
Marker of Proliferation Ki-67

Monolayer

Mycophenolate Mofetil

Métalloprotéases Matricielles

Mismatch Repair

Mycophenolic Acid

Mitochondrial Pyruvate Carrier
Méthylpurine Glycosylase

Multidrug Resistance-associated Protein
5-Methylthioadenosine Phosphorylase
Mitochondrial

Mechanistic Target Of Rapamycin kinase
Methotrexate

N-acétylaspartate
N-acétylaspartylglutamate

Oxidized, Reduced Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate
Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate
Nicotinamide Phosphoribosyltransferase
Neural

Neurofibromin 1

Sodium-Hydrogen Exchanger 1

Natural Killer (T)

NK2 Homeobox 5

Normal-Like

Nicotinamide N-methyltransferase

Nitric Oxide

13



NOS Nitric Oxide Synthase

NPC Neuronal Progenitor Cell

NS Neurosphere

NTRK2 Neurotrophic Receptor Tyrosine Kinase 2
OCR Taux de Consommation d’Oxygene
OMS Organisation Mondiale de la Santé
OPC Oligodendrocyte Progenitor Cell
OXPHOS Oxidative Phosphorylation

P-gP Glycoprotéine P

PARP Poly(ADP-Ribose) Polymerase

PBS Phosphate Buffered Saline

PCA Principal Component Analysis

PCR Polymerase Chain Reaction

PD-1 Programmed Death-1

PDGFR Platelet Derived Growth Factor Receptor
PDH Pyruvate Dehydrogenase

PDK1 Pyruvate Dehydrogenase Kinase 1
PDL-1 Programmed Death-Ligand 1

PDPK1 3-Phosphoinositide-Dependent Protein Kinase 1
PFK1 Phosphofructokinase-1

PGAMI Phosphoglycerate Mutase 1

PGK1 Phosphoglycerate Kinase 1

PI3K Phosphoinositide 3-Kinase

PINK1 PTEN Induced Kinase 1

PKM2 Pyruvate Kinase M2

PN Proneural

PN-L Proneural Low

PPI Protein-Protein Interaction

PPP Pentose Phosphate Pathway

PRMTS Protein Arginine Methyltransferase 5
PTEN Phosphatase and Tensin Homolog
pTERT promoteur de TERT

PVDF Polyvinylidene Difluoride

RMN Résonance Magnétique Nucléaire
RNA Acide Ribonucléique

RNA-Seq RNA Sequencing

RNA18S 18S Ribosomal RNA

ROS Reactive Oxygen Species

RT-qPCR Real-Time Quantitative Polymerase Chain Reaction
SAM S-Adenosyl Methionine

SCD Stearoyl-CoA Desaturase

SHH Sonic Hedgehog

SHMT?2 Serine Hydroxymethyltransferase 2



siRNA

SLC1A5/ASCT2

SMPD1
SNC
SOATI1
SOD
SQSTM1
SREBP
SVM
TBST
TCA
TCGA
TF
TFs/co-TFs
TGFRBR
TME
T™Z
TNIP1
TP53
TP63
TPI
TPM
TTF
UMAP
UMPS
VDACI
VEGF
WB

wt

XF

Small Interfering RNA

Solute Carrier Family 1 Member 5/Alanine Serine Cysteine Transporter 2

Sphingomyelin Phosphodiesterase 1
Systéme Nerveux Central

Sterol O-Acyltransferase 1

Superoxyde Dismutase

Sequestosome 1, p62

Sterol Regulatory Element Binding Proteins
Support Vector Machine

Tris-Buffered Saline with Tween 20
Tricarboxylic Acid Cycle

The Cancer Genome Atlas

Transcription Factor

Transcription Factors/co-Transcription Factors
TGFRp receptor

Tumor Microenvironment

Temozolomide

TNFAIP3 Interacting Protein 1

Tumor Protein p53

Tumor Protein P63

Triosephosphate Isomerase

Transition Proneurale Mésenchymateuse
Tumour Treating Fields

Uniform Manifold Approximation and Projection
Uridine Monophosphate Synthetase
Voltage-Dependent Anion Channel 1
Vascular Endothelial Growth Factor
Western Blotting

wild-type

Extracellular flux

15



INTRODUCTION

16



PARTIE 1 : LES GLIOMES DE HAUT GRADE

1. Définition, épidémiologie et contexte

Les gliomes correspondent a des tumeurs primitives du systéme nerveux central (SNC)
englobant une variété¢ de tumeurs dérivant des cellules gliales, les cellules de soutien du tissu
nerveux. Les gliomes sont divisés en gliomes diffus de I’adulte, gliomes diffus pédiatrique de
bas grade, gliomes diffus de pédiatrique de haut grade et gliomes astrocytaires circonscrits. Les
gliomes sont les formes les plus courantes de tumeurs cérébrales. Ces tumeurs résultent ainsi
de la prolifération excessive de cellules gliales anormales : d’astrocytes (astrocytomes),
d’oligodendrocytes (oligodendrogliomes) et d’épendymocytes (épendynomes). D’un point de
vue épidémiologique, les tumeurs du systéme nerveux central représentent 1,6% des cancers
diagnostiqués avec une incidence d’environ 3,5 pour 100 000 habitants. Ils surviennent a tout
age, mais le plus souvent il survient chez I’adulte, les hommes étant plus susceptibles que les

femmes (avec une incidence de 3,9 et 3 pour 100 000 hommes et femmes respectivement) [1].

Les étiologies des gliomes sont encore mal comprises, mais certains facteurs de risque
intrinséques  (prédisposition ou susceptibilité génétique) [2,3] et extrinséques
(environnementaux) ont ét¢ identifiés. Les seuls facteurs clairement associés au développement
de ces tumeurs sont 1’exposition a des doses ¢élevées de rayonnements ionisants et la présence
de mutations héréditaires de génes a pénétrance ¢levée [1]. D’autres facteurs de risque tels que
les déclencheurs viraux (cytomégalovirus humain) [4], I’age adulte, 'IMC et I’activité physique
a D’adolescence [5] et les antécédents familiaux de cancer [6] font actuellement 1’objet de
recherches approfondies. Cependant, dans la majorité des cas, les gliomes sont sporadiques,

sans facteurs de risque connus.

L’avancée des recherches a permis d’approfondir la connaissance de la biologie des
gliomes, laissant présager le développement de nouveaux outils diagnostiques et pronostiques
ainsi que de nouvelles thérapies. Cependant, de nombreux travaux de recherche ont également
révélé I’hétérogénéité et la complexité des gliomes. Ces tumeurs sont en effet caractérisées par
une grande hétérogénéité, que ce soit au niveau de leur caractéristiques histologiques,
génétiques ou moléculaires, leur topographie, leur age de survenue, leur rapidité d’évolution ou

de leur sensibilité aux thérapies.
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Le terme « haut grade » fait référence au grade de malignité de ces tumeurs, regroupant les
tumeurs gliales les plus agressives. Les gliomes de haut grade sont catégorisés de grade 3 ou 4
selon I’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) et s’opposent aux gliomes de bas grade (1 et
2) [7]. Ce terme regroupe notamment les gliomes diffus de 1’adulte de grade 3 (astrocytome
IDH-muté, oligodendrogliomes) et de grade 4 (astrocytomes IDH-muté et glioblastomes IDH

non mutés).

Dans cette thése, nous nous sommes focalisé sur les glioblastomes (GB). 1l s’agit de la
tumeur maligne la plus courante du systéme nerveux central, représentant 49 % des tumeurs
malignes. Les GB constituent également la majorité des gliomes (57,7 % des cas) et sont parmi
les plus mortels et agressifs. Le taux d’incidence des GB est d’environ 3,23 pour 100 000
habitants par an, avec une survie relative a 5 ans de seulement 6,8% et une médiane de survie
de 12 mois. Ce type de cancer touche davantage les personnes agées de plus de 55 ans (90 %
des cas) et est plus fréquent chez les hommes que chez les femmes (66,2 % des cas). Apres le
diagnostic, une survie moins favorable est observée chez les patients agés de 40 ans ou plus, de
sexe féminin, de race blanche et d’origine ethnique non hispanique. La plupart des patients

décedent dans les 15 a 18 mois suivant le traitement par chimioradiothérapie [8,9].

Les GB sont généralement classés comme des astrocytomes en raison de leur morphologie
similaire a celle des astrocytes et caractérisés par des atypies cellulaires, une capacité invasive
et diffuse, un haut niveau de prolifération (nombre de mitoses €levé), la présence de zones

hypoxiques, nécrotiques et de pseudopalissades ainsi qu’une hyperplasie microvasculaire [7].

Les GB présentent une multitude de caractéristiques qui favorisent leur agressivité
tumorale. Premic¢rement, leur hétérogénéité intrinseéque, qui se traduit par une diversité de
cellules tumorales aux caractéristiques distinctes, rend le traitement particulierement complexe.
Deuxiemement, leur plasticité, qui leur permet de modifier leurs caractéristiques moléculaires
et phénotypiques en réponse a des signaux du microenvironnement et qui contribue notamment
a leur résistance aux traitements. Troisiémement, les GB sont généralement hautement
prolifératifs et invasifs, infiltrant rapidement les tissus avoisinants et génant la délimitation
tumorale lors de la résection chirurgicale. En outre, 1’agressivité des GB est exacerbée par la
présence de cellules souches de GB (CSG). Ces cellules ont la capacité de s’auto-renouveler et
de se différencier en diverses populations cellulaires cancéreuses. Elles sont également connues
pour leur plasticité, ce qui leur permet d’adapter leur comportement en réponse a des signaux
environnementaux, et pour leur résistance accrue aux thérapies [10]. L’angiogenése aberrante

et la formation de zones hypoxiques, voir nécrotiques, ou 1I’approvisionnement en médicament
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se complique, favorise également I’échappement thérapeutique ainsi que la croissance
tumorale. Les GB subissent également de nombreuses modifications génétiques et
épigénétique, qui conduisent a une hétérogénéité accrue et a I’acquisition de clones tumoraux
résistants. Ces tumeurs peuvent modifier leur métabolisme énergétique pour s’adapter a des
conditions en perpétuelle évolution et de s’adapter a des conditions appauvries en oxygeéne ou
en nutriments. Enfin les GB sont capables d’éviter la destruction par les cellules du systeme
immunitaire et de favoriser une inflammation qui favorise la croissance tumorale. Toutes ces
caractéristiques font du GB, une tumeur particulierement agressive, la recherche doit avancer

et trouver des thérapies efficaces contre ce cancer particulierement mortel (Figure 1).
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Figure 1 : Caractéristiques des glioblastomes
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2. Classification de ’OMS

2.1 Evolution de la classification de ’OMS

Avant 2016, la classification des tumeurs cérébrales de ’OMS se basait exclusivement sur
des critéres histologiques. Le typage cellulaire jouait un role primordial. En effet, le diagnostic
tenait compte de la ressemblance microscopique des cellules tumorales avec les cellules saines
du tissu cérébral, de leur degré de différenciation, mais également de critéres de malignité tels
que la densité cellulaire, la présence d’atypies cytonucléaires, 1’activit¢é mitotique, la

prolifération microvasculaire et la présence de nécrose.

En 2016, une nouvelle classification de I’OMS a été publiée, intégrant pour la premiere fois
des critéres moléculaires associés aux critéres histologiques existants. Cette derniere a permis
de définir des groupes plus homogenes en termes de pronostic et de prédiction de réponse au
traitement [11]. En effet, I’avancée des recherches a identifi¢ les mutations de 1’isocitrate
déshydrogénase 1 et 2 (IDHI et IDH2) comme des biomarqueurs prédictifs d’une bonne
réponse a la chimiothérapie de référence, le témozolomide (TMZ), utilisée dans le traitement
des gliomes de haut grade [12,13] Ces mutations représentent également des biomarqueurs
pronostiques d’une survie plus longue dans différents sous-types de gliomes. Cette découverte
a nécessité le renouvellement de la classification des tumeurs du SNC afin de distinguer deux

entités cliniques bien distinctes : les gliomes de haut grade IDH mutés des IDH non mutés [14].

Les progrés de la biologie moléculaire, notamment le séquengage de I’ADN a haut débit, le
séquencage des ARN totaux et plus récemment le méthylome de I’ADN tumoral, ont permis
d’affiner une fois de plus la classification des tumeurs cérébrales. En 2021, la cinquieéme édition
de la classification OMS des tumeurs du systéme nerveux central a été¢ publiée, dans laquelle
les criteres de diagnostic histomoléculaire (anomalies génétiques et épigénétiques) et de
« grading » ont été affinés. Par ailleurs, 'une des améliorations majeures de la classification
comprend la reconnaissance des gliomes diffus « de sous-type pédiatrique » (de bas ou haut

grade) a distinguer des gliomes diffus de I’adulte, étant donné leur forte divergence.
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2.2 Classification de POMS adoptée en 2021

La cinquiéme édition de la classification OMS des tumeurs du systéme nerveux central

répertorie les gliomes dans la catégorie « Gliomes, tumeurs glioneuronales et tumeurs

neuronales ».

Cette dernieére est divisée en 6 familles :

les gliomes diffus de type adulte,

les gliomes diffus de bas grade de type pédiatrique,
les gliomes diffus de haut grade de type pédiatrique,
les gliomes astrocytaires circonscrits,

les tumeurs glioneuronales et neuronales,

les épendymomes.

Les gliomes diffus de type adulte englobent trois types :

les astrocytomes IDH (isocitrate déshydrogénase) mutés,
les oligodendrogliomes IDH mutés, 1p/19q codélétés (codélétion du bras court du
chromosome 1 et bras long du chromosome 19),

les GB IDH non mutés.

Comme ¢énoncé précédemment certaines anomalies génétiques et épigénétiques sont

associées aux criteres histologiques afin d’aboutir a un diagnostic intégré des gliomes (Figure

2) [11]. Celles impliquées dans le diagnostic des gliomes diffus de I’adulte de haut grade sont

décrites ci-dessous :

IDHI/IDH? : Les génes IDH codent pour des enzymes qui catalysent la conversion
réversible de I’isocitrate en a-cétoglutarate. Les mutations entrainent un changement de
I’activité catalytique de I’enzyme qui est alors capable de produire du 2-
hydroxyglutarate, un oncométabolite [15]. Ces mutations sont généralement observées
dans les gliomes de bas grade, prenant place a un stade précoce du développement
tumoral [16]. On les retrouve également dans les oligodendrogliomes et dans les
astrocytomes de haut grade. Comme énoncé précédemment, la présence de mutation au
sein du geéne IDH [12,13] a été identifi¢ comme un biomarqueur prédictif d’une bonne
réponse au TMZ et pronostique d’une survie plus longue dans différents sous-types de

gliomes. Sur le plan clinique, les gliomes diffus de I’adulte de haut grade IDH mutés et
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ceux IDH non mutés apparaissent comme deux entités bien distinctes. En effet, les
gliomes de haut grade IDH non mutés (les plus fréquents) correspondent
majoritairement a des gliomes dits « primaires » ou « de novo » qui prédominent chez
les patients de plus de 55 ans. A I’inverse, les gliomes de haut grade IDH mutés,
correspondent majoritairement a des gliomes dits « secondaires », ¢’est-a-dire survenant
suite a des gliomes diffus de bas grade. Ces derniers apparaissent préférentiellement
chez des patients plus jeunes dont la survie est généralement plus longue que celle des

patients atteints de gliomes de haut grade de novo.

Codélétion 1p/19q : La perte du bras court du chromosome 1 et la perte du bras long du
chromosome 19 est une signature moléculaire des oligodendrogliomes et représente un
facteur de bon pronostic étant associé a une meilleure réponse a la radio-chimiothérapie

[17].

TP53 : TP53 correspond a un géne suppresseur de tumeur, aussi appelé « gardien du
génome ». La protéine p53 qui en découle correspond a un facteur de transcription qui
régule de nombreux processus cellulaires tel que le cycle cellulaire, I’apoptose et
I’autophagie. La présence de mutation au sein du gene 7P53 est une caractéristique des

astrocytomes [18].

Mutation p7ERT : Le gene de la transcriptase inverse de la télomérase (TERT) est
responsable du maintien des téloméres dans les cellules germinales et souches. Ce géne
est réexprimé dans la majorité des cancers humains dont les GB. La mutation du
promoteur TERT (pTERT) est une altération moléculaire typique des GB permettant
une surexpression de TERT, cette dernicre a été corrélée & un mauvais pronostic des

patients [19].

ATRX : ATRX (Alpha-Thalassemia / mental Retardation syndrome X-linked) est un géne
codant pour une protéine de remodelage de la chromatine. Les mutations au sein du
géne ATRX ont été associée a la perte d’expression de cette protéine et a ’activation de
la voie ALT (Alternative Lengthening of Telomeres), une voie télomérase-indépendante

de maintenance des télomeéres [20].

+7/-10 : Le gain du chromosome 7 (trisomie 7) et la perte du chromosome 10

(monosomie 10) sont des anomalies chromosomiques typiques des GB.
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Type

Altérations moléculaires

Grade 2

Grade 3

Grade 4

Amplification de I’EGFR : Les GB sont fréquemment caractérisés par une régulation
positive du récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR). L’amplification du
gene EGFR est retrouvée dans environ 60% des GB et est corrélée a un mauvais
pronostic des patients [21,22]. Des mutations au sein du gene EGFR sont également
retrouvées au sein des GB. Ces mutations peuvent entrainer la formation de récepteurs

constitutivements actifs (EGFRVIII), retrouvés dans 10% des GB [23].

FUBPI et CIC: Les mutations au sein des génes FUBPI et CIC sont observées

majoritairement dans les oligodendrogliomes [24].

CDKN2A4 HD: La délétion homozygote de CDKN2A (Cyclin Dependent Kinase
Inhibitor 24) est présente dans de nombreux cancers, y compris les gliomes. Dans les
astrocytomes IDH-mutées, elle permet de définir un grade 4 et annonce un mauvais

pronostic [25].
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Figure 2 : Caractéristiques histomoléculaires utilisées dans le diagnostic des gliomes diffus de haut

grade

Cette figure résume les caractéristiques histomoléculaires des gliomes diffus selon la nouvelle classification de
I’OMS publiée en 2021. L’encadré rouge porte sur les gliomes diffus de haut grade de I’adulte [26]. 1p/19q : bras
court du chromosome 1 et bras long du chromosome 19 ; +7/-10: gain du chromosome 7 entier, perte du
chromosome 10 entier ; ATRX : alpha-thalassemia/mental retardation, X-linked; CIC: protéine Capicua ;
CDKN2A HD : Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2A Homozygous Deletion ; EGFR : Epithelial growth factor
receptor ; FUBP1 : Far Upstream Element Binding Protein 1; IDH: isocitrate déshydrogénase; PMV :
prolifération microvasculaire ; TP53 : tumor protein 53 ; TERTp : promoteur de TERT.
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Les gliomes de haut grade peuvent étre issus soit de la lignée astrocytaire pour les
astrocytomes IDH mutés de grade 3 et 4 ainsi que les GB IDH non mutés, soit de la lignée
oligodendrogliale pour les oligodendrogliomes de grade 3 IDH mutés, 1p/19q co-délétés. Dans
le cas des astrocytomes IDH mutés, un nombre total de mitoses > 2 permet de les classer en
grade 3 et la présence d’une prolifération microvasculaire ou de zones nécrotiques en grade 4.
Les astrocytomes IDH mutés présentant une délétion homozygote de CDKN2A sont également
défini de grade 4 méme en 1’absence de prolifération microvasculaire ou de nécrose. Dans le
cas des oligodendrogliomes IDH mutés, 1p/19q codélétés, un nombre de mitose > 6 pour 10
champs a fort grossissement ou la présence d’une prolifération microvasculaire ou de nécrose
permet de les classer de grade 3. Aucun grade 4 n’est défini pour ce type tumoral. Concernant
les GB, ces derniers doivent présenter un géne /DH non muté (type sauvage) et au moins une
des caractéristiques suivantes : une prolifération microvasculaire, une nécrose, une mutation du
promoteur TERT, une amplification du géne EGFR, ou une altération combinée du nombre de

copies des chromosomes 7 et 10 [7].

3. Diagnostic et prise en charge thérapeutique

3.1 Diagnostic

Une tumeur cérébrale doit étre suspectée en présence de signes neurologiques d’apparition
soudaine ou d’aggravation progressive. Il n’existe aucun symptome spécifique des gliomes
diffus de I’adulte. La symptomatologie dépend de la topographie et du volume tumorale.
Lorsque la tumeur présente une taille importante ou que celle-ci entraine un cedéme important,
les signes cliniques résultent d’une hypertension intracranienne. L’apparition récente de
symptomes cliniques tels que des céphalées, des déficits neurologiques (cognitifs, moteurs,
visuels ou linguistiques) ou des crises d’épilepsie doit inciter a la réalisation d’une imagerie par
résonance magnétique (IRM) [27]. Les gliomes diffus de haut grade prennent majoritairement
place au niveau supratentorielle (dans 40% des cas au sein du lobe frontal) et plus rarement au
niveau du tronc cérébral (5% des cas) ou du cervelet (<3% des cas) [28]. L’imagerie permet de
révéler D’existence d’une tumeur cérébrale et sa localisation, mais seules des analyses
histologiques et moléculaires du tissu tumoral (issu d’une biopsie ou de 1’exérése chirurgicale)
permettent de confirmer son diagnostic précis. Ces analyses se basent sur les critéres
histologiques et moléculaires intégrés dans la classification des tumeurs du SNC de ’OMS

précédemment décrite (Figure 2).
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3.2 Facteurs pronostiques

Les facteurs cliniques de bon pronostic comprennent 1’dge du patient < 60 ans, un index de
Karnofsky (KPS) > 70, un score de Mini-Mental State Examination (MMSE) > 27 et une
localisation frontale de la tumeur [29]. L’ index de KPS permet d’évaluer le degré d’autonomie
et de dépendance du patient tandis que le MMSE permet d’évaluer leurs performances
neurocognitives. Concernant les facteurs moléculaires de bon pronostic, ces derniers sont
intégrés dans la classification de ’OMS de 2021 et comprennent : la présence de mutation au
sein du géne IDH, la co-délétion 1p/19q, la délétion homozygote de CDKN2A [7]. La présence
d’une infiltration de lymphocytes T cytotoxiques peut également étre associée a une survie plus
longue [30]. Le statut de méthylation du promoteur du géne MGMT (6-O-méthylguanine-ADN

méthyltransférase) est un facteur prédictif de réponse au TMZ [31].
3.3 Prise en charge thérapeutique

3.3.1 Prise en charge du GB nouvellement diagnostiqué

Les gliomes de haut grade représentent un défi thérapeutique pour les oncologues. Malgré
de nombreuses et diverses propositions thérapeutiques, s’appuyant sur des résultats précliniques
encourageants, le traitement de référence des gliomes de haut grade n’a pas évolué depuis 2005.
Ce dernier, nommé protocole STUPP, associe une résection chirurgicale a une radiothérapie et
une chimiothérapie (t¢émozolomide, TMZ) concomitante puis adjuvante durant une période de
6 mois [32]. Les améliorations des techniques chirurgicales ont permis un gain de survie des
patients de quelques mois tout comme I’ajout de la chimiothérapie qui a permis d’allonger la

survie médiane des patients a 14,6 mois, par rapport a 10,6 mois [33,34].

La résection chirurgicale de la tumeur doit étre la plus compléte possible tout en préservant
les tissus sains avoisinants un maximum. La délimitation tumorale est problématique étant
donné la grande capacité d’infiltration des cellules tumorales dans les tissus avoisinants, ces
derniéres pouvant se disséminer méme a distance du site tumoral. Concernant la radiothérapie
externe, celle-ci est mise en place dans un délai de 2 a 6 semaines suivant I’opération. Cette
derniére délivre une dose totale de 60 Gray (Gy) en 30 fractions de 2 Gy avec une fraction par
jour, 5 jours par semaine sur une période totale de 6 semaines [33]. Associé a la radiothérapie,
le TMZ est administré per os a une dose de 75mg/m? quotidiennement pendant 6 semaines.

Quatre semaines apres la fin de la radiochimiothérapie, le TMZ est réintroduit en monothérapie
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a une dose de 150-200 mg/m? avec une cure de 5 jours tous les mois sur une période totale de

6 mois (Figure 3).

Le TMZ est une chimiothérapie alkylante et représente le traitement standard des gliomes
de haut grade. Il s’agit d’un composé triazéne, une prodrogue dont le métabolite actif
correspond au MTIC (3-methyl-(triazen-1-yl)imidazole-4-carboxamide). Le MTIC est ensuite
rapidement converti en 5-aminoimidazole-4-carboxamide et en methyldiazonium. Ce dernier
génére des adduits a ’ADN qui bloquent le cycle cellulaire et conduisent a la mort cellulaire.
En effet, des alkylations en position Og et N7 des guanines et N3 des adénines provoquent des
mésappariements entre les bases de ’ADN. Ces mésappariements sont pris en charge par le
systeme de réparation Mismatch repair (MMR). Le systtme MMR va effectuer des cycles
d’excision et de réinsertion afin de corriger les mésappariements de I’ADN mais certaines
alkylations persistent. Cette réparation aberrante de ’ADN conduit les cellules tumorales a
I’apoptose [35].

Pause de ; Phase
4 semaines »j d’entretien

Témozolomide
150-200mg/m2/j de |
JiaJs5avecdes
cycles de 28 jours

_ - iéwc.efautfta.
1] NG

' Phase d’induction
¢ b ¢

Témozolomide 75mg/m2/j pendant
| toute la durée de la radiothérapie |

Radiothérapie stéréotaxique I :
fractionnée 60 Gy en 30 séances SiaarmaliG
de 2 Gy 5j/7 pendant 6 semaines

Figure 3 : Protocole de STUPP

3.3.2 Prise en charge des symptomes

Divers traitements symptomatiques, adaptés aux troubles des patients, sont généralement
mis en place en postopératoire tels que les corticoides pour leurs effets anti-cedémateux, les
anticonvulsivants, les anticoagulants en cas de pression intracranienne, d’accident vasculaire
cérébral et de thrombose veineuse profonde, les antiépileptiques en cas de crise d’épilepsie. Par
ailleurs, une rééducation neuropsychologique, orthophonique ou encore une kinésithérapie

peuvent étre mis en place.
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3.3.3 Prise en charge des récidives

Il n’existe aucun consensus sur la prise en charge thérapeutique des récidives des GB. Les
options thérapeutiques restent limitées mais comprennent la réalisation d’une nouvelle
résection tumorale, d’une nouvelle radiothérapie, la reprise d’un traitement au TMZ, la mise en
place d’un traitement au bévacizumab (Avastin®), d’un dispositif TTF (Tumor Treating Fields)
ou la mise en place de nouvelles thérapies telles que des agents alkylants (lomustine,
carmustine, fotemustine, carboplatine ou procarbazine), un agent déstabilisateur des
microtubules (vincristine).

La plupart du temps, les patients sont encouragés a intégrer un essai clinique [36].
L’abstention thérapeutique et/ou la mise en place de soins palliatifs peuvent également étre
discutés. La stratégie thérapeutique est ainsi déterminée lors d’une réunion de concertation

multidisciplinaire et est personnalisée selon le profil de chaque patient [37].

3.3.4 Thérapie ciblée

Ces dernieres années ont vu I’avénement de thérapies ciblées, mais aucune d’entre elles n’a
permis une amélioration clinique significative des patients atteints de GB [38]. Seul le
bévacizumab, un anticorps monoclonal dirigé contre le VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor), a regu une approbation par la Food and Drug Administration (FDA). 1l est désormais
indiqué en deuxie¢me ligne pour les GB récidivants ou progressant rapidement en monothérapie.
Dans les essais cliniques, 1’ajout du bévacizumab au protocole STUPP a amélioré la survie sans
progression, mais pas la survie globale des patients. Un effet anti-oedémateux a notamment été
rapporté, soulignant son intérét dans le cas d’cedéme cérébral, principale morbidité des patients
atteints de GB. De nombreux effets indésirables ont également été rapportés : thrombose
artérielle et veineuse, hypertension, hémorragie cérébrale et altération de la cicatrisation des
plaies [39]. Le bévacizumab est un anticorps anti-VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor). Il se lie au VEGF, facteur clé de la vasculogenése et de 1’angiogenése, inhibant de ce
fait la liaison du VEGF a ses récepteurs, Flt-1 (VEGFR-1) et KDR (VEGFR-2), a la surface des
cellules endothéliales. La neutralisation de 1’activit¢ biologique du VEGF altére la
vascularisation tumorale d’ou une inhibition temporaire de la croissance tumorale. L’effet est
cependant grandement atténué en raison de la boucle autocrine VEGFR2-Neuropilin-1 au sein
des CSG [40]. De plus, I’inhibition de la formation des vaisseaux causera une hypoxie qui, a

long terme, facilitera le maintien ou 1’expansion des populations de CSG [41-43].
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De nombreux autres essais cliniques ont été entrepris pour évaluer 1’efficacité de diverses
thérapies ciblées. Ces essais ont exploré plusieurs axes de ciblage, notamment 1’angiogenése,
la signalisation des CSG, I’autonomie de croissance, la migration des cellules tumorales, ainsi
que le cycle cellulaire. Parmi les thérapies ciblées, les voies de signalisation des récepteurs a
tyrosine kinase, comme celles des récepteurs EGFR, VEGF/VEGFR et PDGFR, sont les plus
¢tudiées. L’imatinib (Glivec®), un inhibiteur de D’activité tyrosine kinase de plusieurs
récepteurs (c-Kit, DDR1, DDR2, CSF-1R, PDGFRA et PDGFRB), ou encore le gefitinib
(Iressa®) et I’erlotinib (Tarceva®), deux inhibiteurs des domaines tyrosines kinases de I’EGFR
ont fait I’objet d’essais cliniques, utilisés seuls ou en association dans le traitement des gliomes
récurrents. Des études de phase I ont examiné ’efficacité du cabozantinib (NCT00704288),
un inhibiteur de tyrosine kinases a cibles multiples (MET, VEGFR2, FLT3, ¢-KIT, and RET),
chez les patients atteints de GB progressifs, ainsi que celle de ’AMG 102 (Rilotumumab)
(NCTO01113398), un anticorps monoclonal dirigé contre le HGF (Hepatocyte Growth Factor),
et de I’aflibercept (NCT00369590), un inhibiteur de VEGF, pour les GB récurrents [38].

Le cilengitide, un inhibiteur des intégrines avp3 et avp5, a été testé dans des études telles
que I’essai NABTT 0306 et le CORE Study en combinaison avec le traitement standard pour
les patients atteints de GB nouvellement diagnostiqués. Bien que des études précliniques aient
montré que le cilengitide pourrait affecter a la fois les cellules tumorales et les cellules
endothéliales, les résultats cliniques ont été¢ décevants [44,45]. Plusieurs raisons peuvent
expliquer cet échec. D’une part, la pharmacocinétique et notamment la demi-vie courte (de
quelques heures) du cilengitide limitent ses propriétés chez les patients. D’autre part, aucun

biomarqueur fiable n’a été identifié pour la stratification des patients [46,47].

3.3.5 Dispositif TTF

Le dispositif TTF (Tumor Treating Fields) est un appareil portable électronique composé
d’¢électrodes capables de délivrer des champs électriques alternatifs de faible intensité et de
fréquence intermédiaire (100 a 300 kHz), ces derniers perturbant la mitose des cellules
cancéreuses en interférant avec les complexes septine et I’a/B-tubuline lors de la transition
métaphase-anaphase du cycle cellulaire [48]. De plus, ce dispositif entraine une interférence
avec le métabolisme énergétique. En effet, la production de pyruvate, produit final de la
glycolyse et carburant essentiel pour la respiration mitochondriale, est réduite lorsque les TTF
sont appliqués [49]. En 2011, ce dispositif a été approuvé par la FDA pour le traitement du GB

récurrent, puis en 2015 comme traitement adjuvant du GB nouvellement diagnostiqué [50,51].
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4. Cellules souches de glioblastome

4.1 Notion et caractéristiques

Une des problématiques des GB qui complique leur prise en charge thérapeutique est la
présence de cellules souches cancéreuses (CSC). Découvertes initialement en 2003 au sein des
GB [52], les cellules souches de glioblastome (CSG) présentent de nombreuses similitudes avec
les cellules souches neurales (CSN). Ces similitudes se manifestent en termes de propriétés, de
localisation préférentielle, de voies de signalisation, de profils d’expression génique et de
biomarqueurs. Tout comme les CSN, les CSG possedent une capacité d’auto-renouvellement
et un potentiel de différenciation ainsi que 1’expression de marqueurs spécifiques aux cellules
souches. Par ailleurs, tout comme les CSN, elles résident dans des microenvironnements
particuliers favorables a leur survie et leur fonction, appelés « niches» [53]. L’auto-
renouvellement, la prolifération persistante et la capacité a initier des tumeurs in vivo sont les
caractéristiques fonctionnelles principales des CSG. D’autres traits incluent I’expression de
marqueurs spécifiques aux cellules souches et un potentiel de différenciation. Toutefois, ces
dernieres caractéristiques, bien qu’importantes, ne définissent pas a elles seules le caractére
souche des cellules (Figure 4). Dotées d’une grande plasticit¢é et d’une capacité
s’autorenouveler et a se propager, les CSG ont été impliquées dans [Dinitiation, le

développement et la récidive des tumeurs [54-57].

Required Functional Characteristics

Tumor initiation

Sustained self-renewal

AN

q(&»

— Persistent proliferation

Cancer Stem Cells

Ability to differentiate along
Frequency within a tumor Stem cell marker expression multiple lineages

=
CD133_ CD49f _ A2BS _ EGFR i
CD15_ L1ICAM  CD44 :{(v\’

233 o AN N

Common (But Not Defining) Characteristics  *

Figure 4 : Les caractéristiques fonctionnelles des cellules souches de glioblastome
Figure illustrant les caractéristiques fonctionnelles des cellules souches de glioblastome selon Lathia et al. [53] et
illustré par Piper et al. [58].
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4.2 Isolement et identification

L’isolement et I’identification des CSG sont des étapes cruciales pour étudier et comprendre
la pathogenese des GB. Historiquement, les techniques d’isolement se sont appuyées sur la
cytométrie en flux en utilisant des marqueurs spécifiques tels que CD133. CD133, également
connu sous le nom de Prominin-1, a été le premier marqueur utilisé pour identifier les CSC dans
les tumeurs cérébrales humaines. Les cellules isolées avec ce marqueur, ont démontré leur
capacité a former des neurosphéres in vitro et a initier des tumeurs in vivo chez des souris

immunodéprimées, engendrant des tumeurs qui reflétent la tumeur parentale d’origine [59].

Outre CD133, d’autres marqueurs de surface et médiateurs moléculaires ont été identifiés
pour l’isolement et 1’identification des CSG, tels que CD44, Musashil, CD15, L1CAM,
I’intégrine a6, Nestin, CD36, A2B5, LGRS, B23 et GPD1. La fiabilit¢ de ces marqueurs est
encore débattue dans la communauté scientifique. Il est important de noter que certains de ces
marqueurs sont également exprimés par les CSN, ce qui peut compliquer leur utilisation

exclusive pour I’identification des CSG [55].

Outre la recherche de marqueurs spécifiques des CSG, des progres ont ét€¢ accomplis grace
a la mise au point de conditions de culture in vitro favorisant 1’enrichissement en populations
cellulaires présentant des caractéristiques souches. En effet, les échantillons de GB post-
chirurgie peuvent étre cultivés in vitro, soit comme des cellules différenciées en monocouche
adhérentes en présence de sérum, soit comme des neurospheéres en suspension enrichies en CSG
dans un milieu sans sérum contenant les facteurs de croissance EGF (epidermal growth factor)

et FGF-B (fibroblast growth factor 2) [60].

Pour confirmer le caractére souche d’une cellule, il est recommandé de combiner
I’évaluation de I’expression de plusieurs marqueurs avec d’autres caractéristiques
fonctionnelles des CSG, telles que leur capacité a former des neurospheres in vitro et leur

potentiel tumorigénique in vivo [53].
4.3 Fonctions pro-tumorigéniques

Les CSG seraient en grande partie responsables de certaines caractéristiques tumorales,
telles que la prolifération, la maintenance et la récurrence des tumeurs [61]. De nombreux
travaux de recherche ont révélé que les CSG sont plus agressives que les cellules non-CSG,

méme si les distinctions précises entre ces deux types cellulaires ne sont pas encore clairement
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¢tablies [62]. Selon de nombreuses études, les CSG jouent un role dans la promotion de
I’angiogenese tumorale [63,64], I’invasion tumorale [65] et 1’évasion immunitaire [66],
contribuant toutes aux €checs thérapeutiques. Elles peuvent également &tre appelées « cellules
initiatrices de tumeur » étant capables d’initier la formation de tumeurs dans des modeles
expérimentaux in vivo [53]. De nombreuses preuves suggérent que la sous-population de CSG
est probablement associée a une résistance aux thérapies standard et a la survenue des rechutes

malignes [40,57,67].
4.4 Voies de signalisation

Les CSG sont régulées par plusieurs voies de signalisation, dont la voie Notch, la voie Wnt
et la voie Sonic hedgehog (SHH). Ces voies jouent un rdle crucial dans la prolifération, la
maintenance et la résistance des CSG aux thérapies. La voie Notch, par exemple, est essentielle
pour la régulation des CSG. Elle peut étre activée non seulement par des interactions avec
I’endothélium, mais aussi par des protéines de la matrice extracellulaire comme la ténascine.
De plus, la présence de nombreux récepteurs activateurs sur les CSG, tels que I’inhibiteur de la
différenciation 4 (ID4) et la protéine de liaison aux acides gras 7 (FABP7), facilite le
déclenchement de la signalisation Notch. La voie Wnt est un autre acteur majeur dans la
régulation des CSG, influencant leurs caractéristiques de cellules souches, leur capacité a
induire I’angiogenése, ainsi que leur capacité de migration et d’invasion. Les mécanismes
d’activation de cette voie sont variés, impliquant des processus génétiques et épigénétiques, et
peuvent étre a la fois canonique (voie B-caténine dépendante) ou non canonique (voies
indépendantes de la B-caténine). Enfin, la voie SHH est également une voie importante au sein
des CSG. Elle joue un role déterminant dans la résistance aux médicaments, en particulier en
augmentant 1’expression de la P-glycoprotéine et d’autres transporteurs ABC (ATP Binding
Cassette). Ces voies de signalisation, parmi d’autres, soulignent la complexité des mécanismes
qui régulent les CSG et offrent de nouvelles perspectives pour le développement de thérapies

ciblées [68—70].
5. Echecs thérapeutiques

Les GB sont des tumeurs qui, en raison de leur forte résistance aux traitements, récidivent
presque inévitablement. Malgré plus de 10 ans de recherche et de nombreux essais cliniques,

les stratégies thérapeutiques n’ont toujours pas connu d’amélioration clinique significative.
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Les raisons de ces échecs thérapeutiques sont multiples, notamment I’impossibilité
d’effectuer une résection tumorale compléte, 1’hétérogénéité et la plasticité des GB avec une
expression moléculaire variable des cibles thérapeutiques, la présence de CSG a fort potentiel
tumorigene, les difficultés d’acces des médicaments aux cibles en raison de la barriére hémato-
encéphalique ou de la complexité d’un réseau vasculaire tumoral dysfonctionnel, I’inactivation
des drogues par I’acidification intra-tumorale et bien d’autres mécanismes de résistance aux

traitements [71].

Lors de la prise en charge des patients atteints de GB, 1’'une des premicres difficultés
rencontrées est la réalisation d’une résection tumorale compléte [65]. Les cellules cancéreuses
présentent en effet une importante capacit¢ d’infiltration dans les tissus avoisinants,
compliquant la délimitation lors de la résection tumorale. Par ailleurs, certaines zones du
cerveau ne peuvent étre retirées sans altérer considérablement la qualité de vie des patients.
35% des patients nouvellement diagnostiqués sont considérés comme non opérables en raison
de la localisation ou de la taille de la tumeur. Dans ces cas, une biopsie est recommandée pour
¢tablir un diagnostic. Lorsque la chirurgie est possible, la résection macroscopique est décrite
comme un bon facteur pronostique [72]. Une méta-analyse a révélé que parmi 27 865 patients
diagnostiqués avec un GB entre 2004 et 2013, les proportions pour une biopsie (patient non
opérable), une résection partielle et une résection massive étaient respectivement de 28,5 %,

34,8 % et 36,8 % [73].

Un autre obstacle majeur est la BHE, qui limite I’acces des médicaments aux tumeurs. De
nouvelles approches, telles que les nanoparticules ou la livraison par convection améliorée

(CED), montrent des résultats précliniques et cliniques encourageants [74,75].

La nature complexe et variée des GB rend leur traitement particulierement difficile. En effet,
de maniére générale, les échecs thérapeutiques des GB sont attribuables au caracteére hautement
hétérogene de ces tumeurs, composées de différentes populations cellulaires cancéreuses ayant

des réponses variées aux traitements.

Les CSG sont souvent identifié¢es comme les principales responsables des échecs
thérapeutiques, en raison de leur résistance accrue aux traitements anticancéreux, y compris a
la radiothérapie [56] et a la chimiothérapie [57]. Cette résistance accrue peut étre attribuée a (1)
un état quiescent, rendant inefficaces les thérapies utilisées qui ciblent le cycle cellulaire [76],

(2) une augmentation de I’efflux des médicaments par I’augmentation de transporteurs ABC
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notamment MRP1 (multidrug resistance-associated protein 1) et P-gP (permeability-
glycoprotein), (3) une capacité accrue a réparer I’ADN [56], (4) une régulation négative de
I’apoptose ou inversement, une régulation positive des voies anti-apoptotiques [77,78], (5) une
plus grande capacité de réserve mitochondriale [79] et (6) leur localisation au sein des niches

hypoxiques [80].

Un des mécanismes de chimiorésistance fréquemment décrits dans les GB concerne la
réparation de I’ADN endommagé par les agents chimiothérapeutiques. En effet, les dommages
causés par le TMZ aux positions O6 et N7 des guanines peuvent étre réparés par des enzymes
spécifiques, tels que la O6-méthyl-guanine DNA méthyl transférase (MGMT) et la
méthylpurine glycosylase (MPG). Des recherches ont mis en évidence une variabilité dans le
profil de méthylation du promoteur du gene MGMT au sein des tumeurs de patients [81].
Théoriquement, cette information pourrait guider le choix du traitement chimiothérapeutique
pour les GB, car la méthylation du promoteur du géne MGMT inhibe la production de la protéine
MGMT, empéchant ainsi la réparation des dommages causés par le TMZ. Cependant, la
détection du statut MGMT présente des limites et il n’existe pas de consensus actuel sur son

utilisation en pratique clinique.

En complément des mécanismes de résistance déja presentés auparavant, il est important de
souligner que 1I’hétérogénéité et la dynamique évolutive des tumeurs contribuent également aux
échecs thérapeutiques. Dés lors, deux mécanismes principaux permettent d’expliquer la
résistance aux traitements : (1) la prolifération et la sélection au fil du temps de cellules
intrinséquement résistantes, et (2) ’adaptation dynamique des cellules tumorales a des
phénotypes résistants. Dans le premier scénario, certaines cellules résistantes qui existent déja
au sein de la tumeur bénéficient d’avantages génétiques ou phénotypiques qui leur permettent
de survivre aux traitements. Le second scénario fait appel au modele d’évolution et de sélection
clonale, ou le traitement induit des mutations favorisant la résistance. Un autre mécanisme de
résistance, la "résistance phénotypique adaptative", fait appel a la plasticité non génétique des
cellules tumorales. Les cellules "persisters" peuvent survivre a la pression thérapeutique en
adoptant des états résistants avec une réponse plus rapide que la sélection darwinienne. Ces
cellules peuvent échapper au traitement en modifiant temporairement leur phénotype, par
exemple en ajustant leur expression génique ou leur métabolisme. Ces changements sont
réversibles - lorsque le traitement est arrété, les persisters peuvent revenir a leur état

phénotypique initial (Figure 5) [82].
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Darwinian selection of pre-existing resistant populations
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Figure 5 : Hétérogénéité et plasticité tumorale a ’origine de résistance aux traitements

Les tumeurs contiennent des cellules avec des sensibilités variables au traitement. Le traitement conduit a
I’éradication des cellules sensibles aux médicaments. La résistance peut étre entrainée par la sélection darwinienne
de cellules résistantes préexistantes avec des caractéristiques génétiques ou phénotypiques avantageuses. Des
clones génétiques hautement résistants peuvent également étre acquis suite au traitement (c’est-a-dire, évolution
et sélection clonales). La résistance adaptative est entrainée par des cellules persistantes tolérantes aux
médicaments qui survivent au traitement et s’adaptent vers des états phénotypiques résistants. Les cellules
persistantes peuvent revenir a leurs états phénotypiques initiaux et recréer 1’hétérogénéité phénotypique
lorsqu’elles sont libérées du traitement (c’est-a-dire, interruption du traitement). Ainsi, la résistance aux
médicaments peut étre le résultat d’une plasticité épigénétique réversible combinée a une expansion clonale

irréversible [82].

6. Vers de nouvelles stratégies thérapeutiques

La recherche de nouvelles thérapies pour les GB s’est principalement axée sur les cibles
moléculaires identifiées par des analyses génomiques a grande échelle, telles que celles du
TCGA (The Cancer Genome Atlas). Des altérations moléculaires récurrentes dans des voies
clés de la régulation cellulaire, de I’autophagie, de la réparation de I’ADN, de 1’apoptose, de
I’angiogenese et des points de contrdle immunitaires ont été explorées comme cibles

potentielles. Bien que des progres aient été réalisés dans divers domaines thérapeutiques, y
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compris la chirurgie, la radiothérapie et la chimiothérapie, les résultats cliniques restent
insatisfaisants. De nos jours, les caractéristiques moléculaires des GB ne sont pas encore
utilisées pour différencier les différentes stratégies de traitement disponibles. Néanmoins, de
plus en plus d’essais cliniques intégrent désormais une évaluation génétique/épigénétique des
tumeurs de patients dans leurs plans d’études. Le développement d’une médecine personnalisée
est en cours, nécessitant non seulement 1’identification de cibles spécifiques, mais également la
sélection des patients susceptibles de répondre favorablement a ces traitements [38,83]. Ainsi,
pour les implications futures, il est crucial de stratifier les patients en fonction de biomarqueurs
pronostiques et prédictifs, tels que le niveau d’expression des cibles thérapeutiques au sein des
cellules cancéreuses. Cette stratégie pourrait non seulement identifier les patients les plus

susceptibles de répondre a une thérapie ciblée spécifique, mais aussi réduire les colits [84].

Etant donné la plasticité des cellules cancéreuses, il convient également d’établir des
approches combinatoires qui pourraient surmonter les mécanismes d’adaptation des cellules
cancéreuses. Par exemple, le ciblage de la microglie, considéré comme un régulateur majeur de
I’environnement tumoral, a été suggéré en combinaison avec des thérapies ciblées [85]. Des
essais cliniques en cours, tels que NCT03743662, NCT03661723 et NCT04704154, combinent
le bévacizumab ou d’autres thérapies ciblées aux inhibiteurs de points de contrdle immunitaire,

ouvrant ainsi de nouvelles perspectives pour le traitement des GB.

Des essais cliniques ciblant simultanément différents effecteurs intracellulaires des voies de
signalisation oncogéniques sont également a I’étude, avec une attention particulieére portée aux
inhibiteurs de PI3K et de mTOR. Il est également de plus en plus courant d’explorer des
approches avec des inhibiteurs multi-kinases ou, de maniére générale, des stratégies
thérapeutiques multi-cibles. Les médicaments capables de cibler plusieurs nceuds critiques pour
le développement et la progression des GB pourraient aider a contrer le manque d’efficacité et

I’acquisition de résistance observés dans le cadre de monothérapie [86].

L’angiogenese joue un role crucial dans le microenvironnement tumoral et fait 1’objet d’une
attention particuliere dans la recherche de thérapies contre les GB. Les GB sont souvent
caractérisés par une vascularisation importante, avec la formation de vaisseaux sanguins étroits
et tortueux qui limitent 1’efficacité de la chimiothérapie et favorisent le développement de la
tumeur. Afin de réduire ces vaisseaux sanguins, de nombreux essais cliniques combinent
actuellement une chimiothérapie avec un médicament anti-angiogénique. Le bévacizumab

(Avastin®), un anticorps monoclonal dirigé contre le VEGF, est souvent utilisé dans ces essais.
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Comme énoncé précédemment, ce médicament a été approuvé par la FDA pour le traitement

en deuxieme ligne des GB récidivants ou progressant rapidement en monothérapie.

En dehors de [I’angiogenése, d’autres stratégies thérapeutiques ciblant le
microenvironnement tumoral sont également explorées. L’hypoxie et les facteurs induits par
I’hypoxie (HIFs) sont des cibles particulierement étudiées, étant donné que les GB sont des
tumeurs trés hypoxiques et que 1’hypoxie joue un réle majeur dans I’initiation, la progression,
la résistance aux traitements, le maintien du phénotype souche et la récurrence des tumeurs

[87].

D’autres approches en cours d’investigation comprennent les thérapies cellulaires et
nouvelles immunothérapies, telles que la vaccination, les inhibiteurs des points de controle
immunitaire, la thérapie T-cell, la thérapie NK, CAR T-cell, CAR NK, les cellules T gamma-
delta, les cellules NKT, la thérapie cellulaire dendritique, la thérapie par les macrophages, la
thérapie virale oncolytique et les inhibiteurs d’IDO [88]. Ces domaines de recherche sont en
plein essor et pourraient apporter de nouvelles solutions dans la prise en charge thérapeutique

des GB.

Les nanotechnologies sont également en cours de développement pour améliorer la
délivrance de médicaments de maniere plus spécifique et moins toxique. Elles sont
particulierement pertinentes pour le traitement des GB, ou la BHE représente un défi majeur
pour la délivrance de médicaments. Les nanoparticules, en raison de leur petite taille et de leurs
propriétés modifiables, peuvent permettre le transport de médicaments a travers la BHE et une
administration de traitements ciblés sur la tumeur, limitant ainsi la toxicité pour les tissus sains.
Outre le développement de nouvelles thérapies, I’amélioration des méthodes de diagnostic et
de suivi des patients est également un défi a relever dans la prise en charge des GB. Les progres
en nanotechnologie peuvent également contribuer dans ces domaines, en offrant des moyens

plus efficaces et moins invasifs d’imagerie tumorale et de suivi de la réponse au traitement [89].

D’autres approches visant a exploiter les dérégulations métaboliques des cellules tumorales
par rapport aux cellules saines sont également en cours d’exploration [90]. Ces approches
anticancéreuses ciblant le métabolisme tumoral en cours d’étude sont abordées plus en détail
dans la partie 3. La dérégulation du métabolisme énergétique est une caractéristique des cellules
cancéreuses. Il est possible qu’une stratégie thérapeutique ciblant les dérégulations

métaboliques des tumeurs soit plus efficace que le ciblage d’altérations génomiques spécifiques
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dans une tumeur hétérogéne comme le GB. De plus, les chimiothérapies utilisées actuellement
dans le traitement des cancers présentent une forte toxicité. De nombreux effets secondaires
sont observés: anémie, changements d’appétit, fatigue, perte de cheveux, nausées et
vomissements. En les combinant a d’autres thérapies, il serait possible de limiter ces effets
indésirables en diminuant les doses des agents chimiothérapeutiques tout en conservant une
action anti-cancéreuse efficace [91]. De ce fait, des recherches intensives visent a identifier de
nouvelles cibles thérapeutiques au sein du métabolisme tumoral. La compréhension des
mécanismes et des voies métaboliques pro-tumorigéniques est nécessaire afin de définir les

cibles thérapeutiques pertinentes et par la suite, de pouvoir proposer des thérapies combinées.

En conclusion, les progres réalisés dans la compréhension des mécanismes moléculaires et
cellulaires impliqués dans la pathogenese des GB ont ouvert la voie a I’identification de
nouvelles cibles thérapeutiques et au développement de nouvelles stratégies thérapeutiques.
Cependant, I’importante hétérogénéité et la plasticit¢ des GB continuent de poser des défis
considérables, entravant notre capacité a améliorer significativement les résultats cliniques.
Elles compliquent non seulement le choix du traitement, mais aussi le suivi de la progression
de la maladie, car les différentes sous-populations de cellules tumorales peuvent réagir
différemment aux thérapies et évoluer de maniére indépendante. Les efforts de recherche et
développement dans le domaine des GB doivent se poursuivre afin de déterminer les approches
thérapeutiques les plus adaptées a chaque patient, en fonction des caractéristiques spécifiques
de leur tumeur. En parallele, les efforts de recherche se poursuivent pour identifier des
marqueurs prédictifs de réponse aux traitements, avec pour objectif ultime d’optimiser la prise

en charge des patients atteints de GB.
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PARTIE 2: HETEROGENEITE ET PLASTICITE
TUMORALE

1. Concepts d’hétérogénéité et de plasticité tumorale

Les avancées en recherche ont révélé I’importante hétérogénéité des GB, que ce soit entre
les différentes tumeurs de patients (hétérogénéité inter-tumorale) mais aussi au sein d’une
méme tumeur (hétérogénéité intra-tumorale). Cette hétérogénéité, observable a plusieurs
niveaux, contribue a la complexité de ces tumeurs. Les GB sont caractérisés par une diversité
de populations cellulaires et de microenvironnements (Figure 6). Ces différentes populations se
distinguent par leurs morphologies uniques, des degrés variés d’aneuploidie, des
caractéristiques moléculaires distinctes, ainsi que par des profils géniques spécifiques. Ces
caractéristiques sont étroitement liées au microenvironnement et varient selon un facteur spatio-
temporel. Au fil de I’initiation et de la progression de la tumeur, ainsi que lors de récidives, les
propriétés de la tumeur peuvent changer de fagon significative. Cette dynamique est encore

exacerbée sous la pression des thérapies [92].

L’hétérogénéité génétique, présente dans la majorité des cancers, découle d’une instabilité
génomique caractéristique des cellules cancéreuses. Des mutations ponctuelles, des délétions,
des amplifications, des translocations ou des inversions peuvent survenir de maniére aléatoire
pendant la réplication de I’ADN, conduisant a une diversité génétique. Cette derniére est
souvent associée a une dérégulation épigénétique qui comprend des modifications du
méthylome (modifications par méthylation de I’ADN), du transcriptome (modifications des
ARN transcrits a partir de I’ADN) ainsi que des histones (modifications des protéines associées
a ’ADN formant la chromatine). Ces modifications peuvent affecter I’expression génique et
ainsi contribuer a I’hétérogénéité moléculaire. L’hétérogénéité moléculaire résultante se
manifeste par une variété de protéines produites par les cellules tumorales, chacune ayant des
fonctions distinctes. Cette diversité fonctionnelle ou phénotypique est illustrée par des
variations dans la capacité des cellules cancéreuses a se diviser, a migrer, a envahir les tissus
voisins, a résister aux traitements, ou encore par des variations dans 1’expression de marqueurs
membranaires. Les cellules cancéreuses peuvent, par exemple, exprimer des niveaux variables
d’un récepteur spécifique, ce qui influence leur sensibilité a une thérapie ciblant ce récepteur.
L’hétérogénéité spatiale du GB se manifeste par la coexistence de diverses zones tumorales. On

distingue notamment le cceur de la tumeur et le bord invasif. La tumeur présente ¢galement des

38



zones hypoxiques et nécrotiques ainsi qu’une région de nécrose pseudopalissadique qui se
distingue par une organisation en guirlande des cellules tumorales a la périphérie des régions
nécrotiques. De plus, ’hyperplasie endothéliale, caractérisée par des lésions vasculaires,
témoigne d’une prolifération accrue des cellules endothéliales. Enfin, la prolifération
microvasculaire indique une augmentation du nombre de petits vaisseaux sanguins [92].
L’ hétérogénéité spatiale est illustrée par la différence d’expression génique, d’altérations
moléculaires et de variations du nombre de copies que 1’on peut observer entre différentes zones

topographiques d’une méme tumeur [93,94].
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Figure 6 : Hétérogénéité spatiotemporelle des glioblastomes
Cette figure illustre les diverses populations cellulaires et microenvironnements qui composent les GB et évoluent
selon une dynamique spatio-temporelle [92].
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2. Modeéles expliquant I’hétérogénéité des tumeurs

Plusieurs modeles ont été proposés pour expliquer I’hétérogénéité observée dans les
tumeurs. Le modele stochastique, également appelé modéle de I’évolution clonale, a été le
premier a étre décrit. Selon ce modele, les cellules tumorales subissent des mutations
stochastiques tout au long de 1’expansion tumorale. Ces mutations peuvent conduire a la
formation de clones tumoraux indépendants. Au fur et a mesure de I’évolution de la tumeur,
certaines cellules acquiérent des mutations qui leur confeérent un avantage sélectif dans leur
environnement, leur permettant de survivre et de proliférer de maniere anarchique. Le modele
hiérarchique, quant a lui, repose sur une organisation hiérarchique des cellules tumorales, avec
une minorité de cellules, les CSC, au sommet de la hiérarchie. Ces derniéres possédent un fort
potentiel tumorigene, c’est-a-dire la capacité a initier la formation de tumeurs in vivo. Les CSC
sont décrites comme étant plus résistantes aux thérapies et seraient ainsi responsables des
récidives systématiques de GB. Elles sont capables de s’autorenouveler et de donner naissance,
de manicre asymétrique, a des cellules tumorales plus différenciées, contribuant ainsi au
développement tumoral. D’autres modeéles ont été décrits, tels que le modele de coopération.
Selon ce modéle, I’hétérogénéité intra-tumorale résulte d’une inter-coopération entre les
cellules tumorales (souches et plus différenciées) et les cellules du microenvironnement
(cellules endothéliales, cellules immunitaires, etc.). Ces dernicres influencent le génotype et le
phénotype des cellules tumorales. En outre, une perspective récente souligne la plasticité
phénotypique non génétique, ou I’hétérogénéité pourrait étre issue d’états d’expression génique
alternatifs, indépendamment des mutations, menant a divers comportements tumoraux.
L’hétérogénéité des tumeurs pourrait ainsi résulter d’une coexistence de différentes cellules
tumorales a haut potentiel tumorigénique, du phénoméene d’évolution clonale marqué
notamment par 1’apparition de mutations stochastiques, ainsi que d’un réseau complexe

d’interactions entre les cellules tumorales et leurs microenvironnements [95,96].
3. Hétérogénéité moléculaire des glioblastomes

Des classifications des GB basées sur des profils génétiques et moléculaires ont été
¢laborées pour stratifier les tumeurs. L’identification de signatures moléculaires est cruciale
pour différencier les sous-types de GB et stratifier les patients. Ces signatures peuvent informer
sur le comportement de la tumeur, notamment sa croissance, sa propagation et sa sensibilité aux

thérapies.
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Parmi ces classifications figure celle de Phillips et al. parue en 2006. Dans cette étude, les
auteurs ont caractérisé trois sous-types de GB en se basant sur leurs ressemblances avec des
cellules neurales a des étapes spécifiques de la neurogenése. Les sous-types décrits
comprennent le sous-type prolifératif, proneural et mésenchymateux. Le sous-type prolifératif
manifeste une expression accrue de marqueurs associés a la prolifération cellulaire, tandis que
le sous-type mésenchymateux démontre une expression élevée de marqueurs associés
notamment a [’angiogenese et a I’invasion tumorale. Le sous-type proneural, quant a lui, est
caractérisé par I’expression de marqueurs de la lignée neuronale et a été associ¢ a une survie
plus longue par rapport aux deux autres. Cette étude a également souligné que les tumeurs ont
tendance a évoluer vers le sous-type mésenchymateux lors de la récidive, suggérant une
plasticité entre les sous-types tumoraux. Les résultats ont également suggéré I’implication des
voies de signalisation Akt et Notch comme caractéristiques distinctives des gliomes de mauvais
pronostic (sous-type prolifératif et mésenchymateux) par rapport aux gliomes de meilleur

pronostic (sous-type proneural) [97].

En 2010, Verhaak et al. ont proposé une classification moléculaire basée sur 1’analyse
transcriptomique a grande échelle des GB a partir de la base de données TCGA. Cette analyse
a révélé I’existence de signatures moléculaires permettant de définir quatre sous-types de GB
adultes cliniquement pertinents : classique, mésenchymal, proneural et neural. Chaque sous-
type présente une signature moléculaire distincte, c’est-a-dire un ensemble unique d’altérations
génétiques et épigénétiques (Figure 7). Les GB classiques sont caractérisés par une
amplification du chromosome 7 associ¢e a une augmentation de 1I’expression d’EGFR et une
perte du chromosome 10. Les GB mésenchymateux sont, quant a eux, caractérisés par la
présence d’altérations aboutissant a une diminution de ’expression du géne NFI, soit par
mutation, soit par délétion du locus 17q11.2. Des mutations sont également retrouvées au
niveau du géne suppresseur de tumeurs PTEN. A I’inverse des GB classiques qui présentent
une amplification de 'EGFR dans 90% des cas, celle-ci est absente au sein des GB
mésenchymateux. Le sous-type mésenchymateux correspond aux formes de GB les plus
agressives et les plus résistantes aux thérapies. Le sous-type proneural, lui, se caractérise par la
présence d’une altération au niveau du géne PDGFRA entrainant sa surexpression, ainsi que
par la présence de mutation du géne /DH dans 40% des cas [21]. En 2017, le sous-type neural
a ét¢ exclu de cette classification car il ne présentait pas de signature moléculaire tumorale

spécifique et distincte [98].
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Figure 7 : Signature moléculaire des sous-types définis par Verhaak et al. en 2016.

Les données d’expression génique (ge), la présence ou non de mutation (mut) et les événements de nombre de
copies (cn) sont représentés en fonction du sous-type proneural, neural, classique et mésenchymal [99]. EGFR :
Epidermal Growth Factor Receptor ; EGFRVIII : Epidermal Growth Factor Receptor Variant III ; CDKN2A :
Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2A ; LOH : Loss-of-Heterozygosity ; NF1 : Neurofibromin 1 ; PDGFRA :
Platelet Derived Growth Factor Receptor Alpha ; IDH1 : Isocitrate Dehydrogenase 1. TP53 : Tumor Protein 53.

D’autres travaux de recherche ont révélé des distinctions notables dans les modifications
épigénétiques entre les gliomes de haut grade primaires et secondaires [100,101]. En particulier,
I’étude de Noushmehr et al. en 2010 a examiné la méthylation de promoteurs de genes dans 272
GB issus du TCGA. Cette étude a révélé I’existence d’un sous-groupe de gliomes de haut grade
caractérisé par une hyperméthylation au niveau de sous-groupes spécifiques d’ilots CpG. Ces
gliomes, présentant le phénotype "méthylateur" CpG Island Methylator Phenotype (CIMP),
sont classifiés comme appartenant au sous-type proneural selon la classification de Verhaak.
De plus, ils sont étroitement associés a la présence de mutations /DH 1 et sont plus fréquemment
observés dans les gliomes de bas grade [101]. Il est intéressant de noter que la valeur
pronostique du phénotype CIMP semble surpasser celle de la méthylation du promoteur MGMT
[102].

Dans une étude publiée en 2012, Sturm et ses collaborateurs ont proposé une classification
plus détaillée des GB, en se basant sur des motifs spécifiques de méthylation de I’ADN. Ils ont
ainsi identifi¢ six groupes distincts de GB : K27, G34, IDHI, RTK I, RTK 1II et
mésenchymateux [103]. Les groupes K27 et G34 regroupent principalement des GB

pédiatriques et adolescents, et chaque sous-groupe est associé a des aberrations

N
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chromosomiques, des mutations ou des amplifications génétiques spécifiques. Le groupe IDHI,
quant a lui, présente une hyperméthylation globale de I’ADN. Le groupe RTK I est marqué par
une amplification de PDGFRA, tandis que le groupe RTK II se caractérise par un gain du
chromosome 7, une perte du chromosome 10, une perte de CDKN2A et une amplification de
EGFR. Le groupe mésenchymateux, quant a lui, présente une incidence plus faible d’altérations
génétiques typiques des GB par rapport aux autres sous-groupes. Il est & noter que bien qu’il y
ait des similitudes avec la classification de Verhaak, la classification basée sur la méthylation
de I’ADN ne correspond pas exactement aux sous-classes basées sur 1’expression des génes.
Plus récemment, cette classification a été¢ élargi pour englober presque toutes les tumeurs

connues du systéme nerveux central [104].

En 2014, Patel et al. ont utilisé une analyse de ’ARN de cellules uniques pour identifier
divers sous-types de GB présents dans une méme tumeur. Ces expériences de séquengage
d’ARN sur cellules uniques (single-cell RNA-seq) ont mis en évidence la présence de plusieurs
sous-types cliniquement pertinents de GB (classique, proneural ou mésenchymateux) au sein

d’une méme tumeur [105].

En 2017, Wang et al. ont exploré les signatures moléculaires au sein des sous-types
transcriptionnels décrits par Verhaak (proneural, mésenchymal, classique) ainsi que leur
évolution tumorale, en comparant les tumeurs primaires a leurs récidives. Ces recherches ont
révélé une hétérogénéité inter- et intra-tumorale au sein des GB et ont montré que le sous-type

transcriptionnel reste le méme dans 55% des récidives [98].

En 2019, Neftel et son équipe ont mis en évidence I’hétérogénéité des états cellulaires au
sein des GB, offrant une nouvelle perspective sur la complexité intrinséque de ces tumeurs.
Dans des études précliniques sur des modeles animaux, ils ont démontré que les cellules
individuelles de GB ont la capacité intrinseque de moduler leur expression, adoptant ainsi
différents états transcriptionnels. Par exemple, en utilisant des marqueurs tels que CD24 pour
cibler des cellules similaires aux CSN, il a ét¢ démontré qu’une population cellulaire
sélectionnée avec un état transcriptionnel spécifique, une fois implantée dans une souris, peut
recréer la diversité des états observés avant le tri cellulaire. De plus, leurs travaux ont montré
qu’un clone unique de cellules GB peut adopter plusieurs états transcriptionnels dans des
modeles de xénogreffes dérivés de patients. Ils ont identifié quatre états cellulaires : cellules de
type progéniteur neural (NPC), celles de type progéniteur oligodendrocytaire (OPC), celles de

type astrocytaire (Astro) et celles de type mésenchymateux (Mes). Ces états, influencés par le
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microenvironnement tumoral, sont associ€s a des altérations génétiques distinctes. Par ailleurs,
la proportion des cellules entre ces états peut varier au fil de I’évolution de la tumeur et en
réponse aux traitements, mettant en évidence la remarquable adaptabilit¢ des GB (Figure

8Figure 8) [106].

Plus récemment, en 2021, Garofano et ses collegues ont également utilisé une approche
multi-omique pour analyser des cellules individuelles de GB. Leur recherche a révélé
I’existence de quatre sous-types distincts de GB, classés selon des criteres
neurodéveloppementaux  (prolifératifs/progéniteurs vs neuronaux) et métaboliques
(mitochondriaux vs glycolytiques/plurimétaboliques). Il a également été démontré que le GB

mitochondrial était associé a un meilleur pronostic clinique [107].

Ces classifications illustrent bien I’hétérogénéité moléculaire des GB. Cependant, elles ont
aussi mis en évidence une certaine fluidité entre les sous-types : un méme GB peut présenter
des caractéristiques de plusieurs sous-types, et un GB peut évoluer d’un sous-type a un autre au

cours de sa progression ou en réponse aux thérapies.
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Figure 8 : Dynamique de ’hétérogénéité et de la plasticité des cellules de glioblastome
L’hétérogénéité et la plasticité des cellules de glioblastome different de 1’organisation hiérarchique
unidirectionnelle des cellules neurales, dans laquelle le processus de dédifférenciation reste trés limité. A I’inverse,
les glioblastomes se composent de populations de cellules tumorales diverses et dynamiques, ou une grande
plasticité est conservée, que ce soit entre les états de cellules souches cancéreuses (CSC-like) et des états plus
différenciés (differentiated-like), mais également entre les sous-types proneural, classique et mésenchymal, ainsi
qu’entre les cellules de type progéniteur neural (NPC), celles de type progéniteur oligodendrocytaire (OPC), celles
de type astrocytaire (Astro) et celles de type mésenchymateux (Mes) [82].
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Ces transitions d’états transcriptionnels commencent a étre déchiffrées a I’aide de
modé¢lisation mathématique [108]. Cette avancée suggere que ces mécanismes de transition
d’état pourraient ne pas étre stochastiques, mais plutot influencés et régulés par des facteurs tels
que les signaux émanant du microenvironnement tumoral, la position spatiale des cellules au
sein de la tumeur, et les modifications épigénétiques. Ces avancées sont d’autant plus
pertinentes lorsqu’on les considére a la lumicre d’autres études, telles que celles du projet Ivy
Glioblastoma Atlas (Ivy GAP) et de I’atlas transcriptionnel anatomique de Puchalski et al., qui
mettent en évidence un lien entre la localisation anatomique, 1’histologie et les caractéristiques
moléculaires [109]. Avec les progrés de la modélisation mathématique et la centralisation
croissante de données histomoléculaires, il devient envisageable de prédire les trajectoires

probables entre les différents états transcriptionnels des GB [108—110].
4. Facteurs définissant ’hétérogénéité et la plasticité tumorale

L’hétérogénéité et la plasticité tumorale sont influencées par une combinaison de facteurs a
la fois intrinséques et extrinseques a la tumeur. Parmi les éléments intrinséques, on compte le
contexte génétique et épigénétique de la tumeur ainsi que son réseau transcriptionnel. Quant
aux facteurs extrinséques, ils sont principalement liés au microenvironnement tumoral. Celui-
ci englobe les niches cellulaires, les interactions entre les cellules cancéreuses et leur
environnement, notamment les interactions avec la matrice extracellulaire et les différentes
sous-populations présentes dans le microenvironnement tumoral (Figure 9Figure 9Figure 9)

[82].
4.1 Génétique

Les caractéristiques intrinséques de la tumeur définissent directement 1’hétérogénéité
phénotypique et la plasticité intra-tumorale. Les altérations génétiques telles que I’amplification
de PEGFR, du PDGFRA et du CDK4/6, ainsi que les délétions ou les mutations inactivatrices
de TP53, PTEN, NF1 et CDKN2A/B sont des déterminants clés de la variabilité entre les
patients. Les tumeurs présentant une amplification de PDGFRA sont généralement enrichies en
états similaires aux progéniteurs oligodendrocytaires (OPC-like), celles présentant une
amplification de CDK4 en états similaires aux progéniteurs neuronaux (NPC-like), et celles
amplifiées en EGFR en états similaires aux astrocytes (Astro-like), tandis que les GB avec une
perte de NFI contiennent des proportions plus €levées d’états mésenchymateux (MES-like)

[106].
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Figure 9 : Facteurs intrinséques et environnementaux contribuant a la dynamique de I’écosystéme
des glioblastomes et favorisant I’hétérogénéité tumorale

La plasticité des cellules tumorales et 1’équilibre des états phénotypiques sont déterminés par des caractéristiques
intrinséques a la tumeur ainsi que par des signaux extrinseéques provenant du microenvironnement tumoral [82].

4.2 Réseaux de régulation génique

Les mécanismes qui sous-tendent 1I’hétérogénéité phénotypique des tumeurs sont complexes

et variés. Parmi ceux-ci, les réseaux de régulation génique, qui comprennent les facteurs de

transcription et les cofacteurs modulant I’expression génique, semblent jouer un role majeur.

Dans une étude menée par Wu et al. en 2020, ’analyse des réseaux de régulation génique de
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différents sous-types de GB a démontré que ces sous-types présentent des profils uniques de
facteurs de transcription et de régulateurs épigénétiques. Les chercheurs ont déterminé que
SOX10 est un régulateur clé du sous-type RTK I. Sa répression induit une transition
transcriptomique et phénotypique du sous-type RTK I vers le sous-type mésenchymateux, et
cela s’opére via une modification d’un ensemble de régulateurs épigénétiques [111]. Ainsi, les
mécanismes de régulation épigénétique et I’activité des facteurs de transcription s’averent étre
cruciaux dans la détermination du sous-type tumoral.

Les mécanismes épigénétiques, tels que la méthylation de I’ADN, les modifications des
histones, le remodelage de la chromatine et les ARN non codants, en particulier les microARNSs,
modulent 1’expression génique. Ces mécanismes ¢épigénétiques contribuent souvent aux
aberrations chromosomiques : par exemple, les régions génomiques amplifiées tendent a étre
hypométhylées, tandis que les régions subissant une perte du nombre de copies sont
généralement hyperméthylées [112]. Un épigénome permissif favorise ’activation des zones
transcriptionnelles responsables d’une reprogrammation vers la multipotence [113]. Cette
reprogrammation peut étre initiée par des voies oncogéniques, telles que la signalisation
HGF/cMET [114], ou en réponse a des signaux du microenvironnement tumoral, comme
I’hypoxie [115] et cela est souvent orchestré par le biais de régulateurs épigénétiques et d’ARN
non codants. En effet, une étude publiée en 2021 a mis en évidence le role central de
I’épigénome dans la détermination de 1’hétérogénéité phénotypique des tumeurs. En procédant
a une analyse multiomique de cellules individuelles provenant d’échantillons cliniques de
gliomes primaires, combinant une étude du profil de méthylation de I’ADN, du transcriptome
et du génotype, les chercheurs ont identifié une vaste diversit¢ d’états cellulaires
transcriptionnels dans les tumeurs. Cette diversité est souvent détectée indépendamment de
I’hétérogénéité génétique mais est associée a des modifications du profil de méthylation de

I’ADN [112].
4.3 Microenvironnement tumoral

Le microenvironnement est un acteur majeur, modulant notamment 1’hétérogénéité spatiale
et temporelle des tumeurs. Il faconne la diversité et la complexité des tumeurs en induisant des
transitions dynamiques et réversibles au sein des cellules de GB en réponse aux variations
environnementales [82,116]. Des facteurs tels que I’hypoxie [93,115,117,118], le pH [119] et
la disponibilit¢ des nutriments [120] sont décrits comme de puissants déclencheurs
d’adaptations phénotypiques. Les GB hébergent des niches cellulaires distinctes, propices a

I’émergence d’états cellulaires particuliers. Ainsi, certains microenvironnements sont
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caractérisés par une prédominance de cellules présentant des traits phénotypiques uniques, tels
qu’un état de quiescence [57], une capacité d’auto-renouvellement élevée [122,123], une
adaptation aux conditions hypoxiques [42], ou une résistance accrue aux lésions de I’ADN

induites par les radiations [56,124].

4 3.1 Niches

Le concept de niche a été initialement utilisé pour décrire les emplacements ou les CSN
normales sont localisées. Par la suite, ce terme a été employé pour caractériser les sites
présentant la plus forte densité en CSG. On distingue principalement trois types de niches : les
niches périvasculaires [125,126], invasives [127] et hypoxiques [128]. Récemment, une
proposition d’unification des différents types de niches a vu le jour sous le terme "niche péri-
artériolaire hypoxique", en analogie avec les niches de cellules souches hématopoiétiques de la
moelle osseuse [126]. Ces niches regroupent divers types de cellules et des éléments de la
matrice extracellulaire et fournissent des signaux biochimiques et mécaniques qui influencent
la plasticité et I’hétérogénéité des CSG. De plus, elles modulent des mécanismes €pigénétiques
comme la méthylation de I’ADN et les modifications d’histones. Leur rdle est primordial dans
la détermination du phénotype des CSG, influengant leur comportement et leur résistance
thérapeutique. Ainsi, une stratégie visant a cibler ces niches pourrait ouvrir de nouvelles

perspectives pour accroitre la sensibilit¢ des CSG aux traitements anticancéreux [129].
4.3.1.1 Niches hypoxiques

L’état d’oxygénation joue un rdle crucial dans la promotion de I’hétérogénéité et de la
plasticit¢ tumorale. Bien que les GB soient hautement vascularisés, ils contiennent
d’importantes zones hypoxiques et nécrotiques. Cette dichotomie s’explique par des anomalies
dans la formation des vaisseaux sanguins face a une croissance tumorale rapide [130]. Dans le
cerveau sain, les niveaux d’oxygene fluctuent entre 12,5 % et 2,5 % (physioxie), tandis qu’ils
peuvent chuter a 2,4 % ou méme 0,1 % (hypoxie) dans les tissus tumoraux [131-133]. La
capacité des cellules a s’adapter a ce microenvironnement hypoxique est régulée les facteurs de
transcription appelés Facteurs Inductibles par ’'Hypoxie (HIFs) tels que HIF-1a et HIF-2a
[134]. Leur activité transcriptionnelle est associée a divers processus tumoraux, dont
I’angiogenese, 1’adaptation métabolique, la migration et I’invasion des cellules tumorales, la
clonogénicité et la résistance a la chimiothérapie [135-140]. Au ceeur des GB, des zones comme
les pseudopalisades, liées a I’hypoxie et la nécrose, sont ainsi enriches en CSG [93]. L hypoxie

induit des transitions phénotypiques réversibles chez les cellules de GB, les dotant des
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caractéristiques de cellules souches, comme la capacité de former des neurospheres, 1’auto-
renouvellement, et 1’expression de marqueurs spécifiques aux cellules souches [115].
L’hypoxie non seulement favorise le phénotype souche mais également I’expansion de sous-
populations de CSG adaptées a ces conditions [156,157]. Les faibles niveaux d’oxygéne
poussent les CSG a passer d’un état prolifératif a un état quiescent, marqué par un arrét
cellulaire réversible en GO [143]. Les CSG quiescentes posent un défi en oncologie, étant donné
que ces cellules échappent aux systémes de surveillance antitumorale et deviennent réfractaires

aux traitements ciblant les cellules a prolifération rapide.

4.3.1.2 Niches invasives

Les niches invasives sont caractérisées par une croissance périvasculaire de cellules
cancéreuses invasives le long des capillaires, entre I’endothélium et les astrocytes. Dotées d’une
motilit¢ remarquable, les cellules qui résident dans cette niche sont décrites comme
responsables des récidives post-opératoires [144]. Des études suggérent que la bordure invasive
de la tumeur affiche des marqueurs de nature proneurale, alors que le cceur de la tumeur exprime
davantage de marqueurs mésenchymateux [145]. Des analyses IRM de patients atteints de GB
menées par Nishikawa et al. ont révélé que les tumeurs faiblement invasives a I’IRM montrent
une expression prédominante de VEGF a leur périphérie. En outre, une forte concentration de
CD44 dans cette région est liée a un phénotype des CSG hautement invasif et & un pronostic
moins favorable [146]. Les processus de migration et d’invasion évoquent la transition
¢épithélio-mésenchymateuse observée dans les carcinomes. Dans le contexte du GB, cette
transition est décrite comme la transition proneurale-mésenchymateuse (TPM) [147]. 1l a été
constaté que la radiothérapie peut induire la TPM, suggérant ainsi qu’elle pourrait encourager
I’apparition de phénotypes cellulaires plus agressifs et la formation de nouvelles zones
tumorales [145]. La progression des CSG vers un phénotype invasif est dirigée par différents
modulateurs incluant la N-cadhérine, I’intégrine a6 et les axes tels que Twist-Sox2, Snail, ZEB,
STATS3, la périostine et NF-kB [148—150]. Les CSG se déplacent dans le parenchyme cérébral,
décomposant la matrice extracellulaire en utilisant des enzymes tels que les métalloprotéinases
MMP2, MMP9 et ADAMT?2 [151,152]. La mobilité et I’invasion des CSG sont stimulées par
des éléments solubles du microenvironnement tumoral, comme le TGF-B1 et I’adénosine. En
effet, produit par la microglie ou par les cellules cancéreuses méme, le TGF-B1 interagit avec
le récepteur TGFRP2 des CSG, stimulant leur invasion [153]. Sous I’effet de I’hypoxie, les
CSG intensifient leur production d’adénosine. Une fois libérée dans 1’espace extracellulaire,

I’adénosine agit sur les CSG en se liant a leur récepteur adénosine A3, favorisant ainsi leur
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migration et invasion [154]. Ainsi, la niche invasive présente des CSG qui exploitent divers
signaux et mécanismes pour favoriser leur migration, leur invasion et, finalement, la récurrence

tumorale post-opératoire.

4.3.1.3 Niches périvasculaires

Les niches périvasculaires se forment le long des capillaires ou les CSG sont étroitement
associées a I’endothélium, jouant un réle crucial dans le maintien des propriétés souches des
cellules cancéreuses [155]. Ce microenvironnement périvasculaire regroupe une variété de
cellules, incluant les cellules cancéreuses, les cellules endothéliales, les péricytes, les astrocytes
et les macrophages associés aux tumeurs. Ensemble, elles contribuent activement a la
tumorigencse [156]. Les cellules endothéliales, en particulier, fournissent des ligands et libérent
des modulateurs endogénes qui stimulent la signalisation des CSG via des voies comme Notch
et I’oxyde nitrique [155,157]. De plus, diverses cellules du microenvironnement, y compris les
cellules tumorales elles-mémes, sécrétent I’angiopoiétine-1 (Ang-1) qui renforce 1’interaction
des CSG avec I’endothélium, facilitant ainsi leur invasion [158]. Les CSG libérent également
des facteurs pro-angiogéniques comme le VEGF, stimulant 1’angiogenése [63,159]. Elles
expriment aussi L1CAM, une protéine d’adhésion, qui s’associe a l’intégrine avp3 de
I’endothélium, renforgant leur caractére souche et I’angiogenese [160,161]. Les CSG peuvent
se transdifférenciées en cellules endothéliales et péricytes, un processus régulé par le facteur de
transcription ETV2 et le TGF-B [65]. Cette transdifférenciation peut méme étre stimulée par
des traitements comme la chimiothérapie [184] ou la radiothérapie [185]. De plus, au sein de
ces niches périvasculaires, les cellules de GB peuvent s’organiser sous la forme de réseaux
tubulaires appelés microtubes tumoraux. Ces microtubes tumoraux agissent comme des voies
de communication entre des cellules ¢loignées et soutiennent différents processus tumoraux tels

que la prolifération, I’invasion et la résistance aux thérapies [182].

4.3.2 Dialogue moléculaire et communication cellulaire

La communication moléculaire est essentielle a la structuration de 1’écosysteme du GB.
L’¢étude de Wang et al. a récemment mis en lumiere une interaction bénéfique a la croissance
tumorale entre les CSG et les cellules tumorales différenciées. Les cellules différenciées
liberent le facteur BDNF, tandis que les CSG possédent son récepteur, NTRK2. Cette
interaction paracrine BDNF-NTRK2 est régulée en grande partie par le VGF. Ce dernier agit
comme un intermédiaire entre les CSG et les cellules tumorales différenciées, soutenant la

survie et le caractére souche des CSG. De plus, il stimule les cellules différenciées a produire
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et libérer BDNF, consolidant la boucle de signalisation BDNF-NTRK2 [166]. Il a été établi que
Gremlinl, produit par les CSG, joue un rdle essentiel dans la promotion de la prolifération
tumorale et la préservation de la hiérarchie des GB. Gremlinl agit comme un antagoniste des
protéines morphogénétiques osseuses (BMP), qui sont connues pour stimuler la différentiation
cellulaire. Spécifiquement exprimé par les CSG, Gremlinl a pour objectif de les protéger des
effets des BMPs endogénes. Cette protection se traduit par une inhibition de la différentiation,
le maintien du phénotype souche et une augmentation de la croissance tumorale [167].
L’hétérogénéité spatiale au sein des tumeurs joue un role essentiel dans la résistance
thérapeutique observée dans les GB. Une étude récente a mis en lumicére une communication
intracellulaire entre les cellules au cceur de la tumeur et celles situées a sa périphérie. Les
cellules centrales démontrent une résistance thérapeutique accrue. De fagon intéressante, ces
cellules centrales influencent les cellules périphériques par une communication paracrine. Ce
mécanisme de communication est initi¢ par HDACI, présent dans les cellules centrales, qui
entraine la sécrétion de la protéine soluble CD109. Cette protéine a pour effet d’amplifier le
potentiel de malignité et de résistance aux traitements des cellules périphériques [168]. D’autres
communications intratumorales ont ét¢ identifiées, notamment entre les cellules amplifiées en
EGFRVIII et celles en EGFRwt. Les cellules avec une amplification de EGFRVIII libérent des
cytokines qui stimulent gp130 et EGFR chez les cellules voisines amplifiées en EGFRwt,
favorisant ainsi la croissance tumorale [169]. En plus de la signalisation paracrine, les cellules
de GB interagissent entre elles via des contacts directs, des exosomes et des microtubes
tumoraux [164]. Ces réseaux tumoraux ou les cellules sont connectées, présentent des voies
d’expression génique associées au développement neurologique et a la progression tumorale. I1
a été prouvé que, dans ces réseaux, les cellules connectées montrent une plus grande résistance

a la radiothérapie [170].

433 Communication avec le stroma tumoral

L’interaction entre les cellules tumorales et le stroma tumoral s’est révélée étre un élément
clé¢ dans la pathogenése des GB, orchestrant non seulement leur évolution mais aussi leur
plasticité. Cette communication implique divers composants du microenvironnement,
notamment les cellules gliales, endothéliales, les péricytes, la microglie, les cellules
immunitaires infiltrantes, et les neurones [171]. En dehors des interactions précédemment
évoquées, notamment entre les CSG et I’endothélium vasculaire, il a également été démontré

in vitro que les cellules de GB partagent entre elles des mitochondries et en regoivent
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d’astrocytes via les microtubes tumoraux. Ceci conduit & une augmentation de [’activité
métabolique et de la tumorigénicité [172]. Par ailleurs, I’impact de ’activité neuronale sur la
progression tumorale est de plus en plus reconnu, cette communication entre les neurones et les
cellules de GB s’effectue via une interaction électrochimique dépendant des récepteurs AMPA
[173]. L’importance croissante de la microglie dans la progression des GB est également
documentée. Dans ce contexte, des analyses longitudinales comparant les tumeurs initiales aux
récidives ont révélé que les changements propres aux cellules cancéreuses lors de la récidive
sont accompagnés de modifications dans le microenvironnement. Notamment, une
prédominance de macrophages M2 a été associé¢ a une moindre efficacité de la radiothérapie et
a une rechute rapide apres traitement. Par ailleurs, ’hypermutation au sein des tumeurs a été
corrélée a une augmentation du nombre de lymphocytes CD8" [98]. D’autres recherches ont
indiqué que les transitions vers un phénotype mésenchymateux sont souvent influencées par
des cytokines inflammatoires, telles que le TNFa, CCL5, CCL12 et G-CSF [124,174] ou encore
I’Oncostatin M [175].

Ces découvertes soulignent I’interaction réciproque entre le microenvironnement et les
cellules tumorales, suggérant de nouvelles approches thérapeutiques ciblant ces

interconnexions.
5. Hétérogénéité et plasticité des cellules souches cancéreuses

Apres avoir abordé 1’hétérogénéité et la plasticité des GB de maniere générale, il est crucial
de comprendre comment ces concepts s’appliquent particulierement aux CSG. Dotées d’une
pluripotence leur conférant la capacité de se différencier en différents types cellulaires et d’une
forte plasticité en réponse a des conditions environnementales hostiles, les CSG jouent un role
majeur dans 1’hétérogénéité et la dynamique tumorale. Plusieurs études ont révélé I’existence
de différentes sous-populations de CSG au sein d’une méme tumeur, chacune interagissant
différemment avec son environnement et contribuant ainsi a I’hétérogénéité globale de la
tumeur [176]. Sur le plan génomique, les CSG présentent une diversité de mutations et
d’altérations épigénétiques, se manifestant par des phénotypes variés et une dynamique
d’expression de leurs marqueurs [110]. A ce jour, aucun marqueur universel n’a été identifié
pour ces cellules [55]. Moléculairement, deux sous-types sont classiquement décrits : les CSG
mésenchymateuses et les CSG proneurales. D’un point de vue phénotypique, on différencie les
CSG prolifératives des CSG quiescentes. Les CSG prolifératives et proneurales se localisent

majoritairement dans des niches vascularisées. Ces cellules sont plus vulnérables aux
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traitements comparées aux CSG quiescentes ou mésenchymateuses, et sont généralement
associées a un meilleur pronostic clinique. En revanche, les CSG quiescentes et
mésenchymateuses se localisent dans les niches hypoxiques et invasives. Ces dernieres
montrent une résistance accrue aux traitements et sont corrélées a un pronostic clinique
défavorable [143,177,178]. Les caractéristiques des CSG sont influencées par des facteurs
génétiques, épigénétiques, métaboliques, immunitaires et environnementaux (Figure 10) [53].

CSC Regulation

Microenvironment Niche factors

Immune Metabolism

Genetic Epigenetic

Figure 10 : Divers processus affectant les cellules souches de glioblastome
Il existe six mécanismes principaux par lesquels les cellules souches de glioblastome sont régulées : les altérations

génétiques, épigénétiques et métaboliques, le microenvironnement tumoral, les niches, et le systéme immunitaire
[70].

Les travaux récents de Niclou et ses collegues apportent un éclairage nouveau sur la
plasticité des CSG. Ils ont démontré que les caractéristiques des CSG ne définissent pas une
population distincte avec des propriétés fonctionnelles et des profils transcriptomiques
spécifiques. Au contraire, ces caractéristiques représentent un état plastique, accessible a la
majorité des cellules cancéreuses [110]. Cette adaptabilité se manifeste notamment au niveau
de leur capacité a osciller entre un état souche et différencié [179]. De plus, elles peuvent
également alterner entre des états actifs, contribuant a la croissance tumorale, et des états de
quiescence ou de repos [143,178,180]. Leur flexibilité ne se limite pas a leur comportement,

mais s’étend également a leur identité moléculaire, avec une capacité a transiter d’un sous-type
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moléculaire a un autre [145]. Cette plasticité est en partie influencée par le microenvironnement
tumoral et les thérapies employées. Par exemple, en réponse a la chimiothérapie, les cellules
peuvent acquérir des caractéristiques souches [179,181]. Dans une autre étude, les auteurs ont
observé qu’apres une exposition a la radiothérapie, les CSG proneurales peuvent adopter des
traits mésenchymateux [ 145]. Par ailleurs, dans des environnements hostiles, tels que des zones
d’hypoxie ou d’acidification, les CSG montrent une plasticité remarquable en passant d’un état
prolifératif a un état quiescent [143,180]. Grace a une meilleure compréhension des mécanismes
sous-jacents a la plasticité des cellules cancéreuses, nous pourrions développer de nouvelles
approches pour traiter ces tumeurs [82]. Dans ce contexte, Niclou et ses collégues ont
notamment suggéré que ces transitions d’état et I’hétérogénéité qui en résulte peuvent Etre

prédites a I’aide de modéles mathématiques [110].
6. Implication clinique et thérapeutique

Les GB, par leur nature hétérogene et plastique, posent d’importants défis dans 1’élaboration
de thérapies efficaces. L’espoir réside donc dans la mise en place de nouvelles stratégies
thérapeutiques personnalisées qui tiendront compte de 1’hétérogénéité et de la plasticité des GB
[110]. En dehors de la recherche de thérapies, la recherche de biomarqueurs spécifiques pouvant

aider a stratifier les patients et a guider le choix des traitements est également en cours d’étude.

L’utilisation d’une médecine de précision, prenant en compte les variations génétiques
individuelles, pourrait offrir des traitements plus ciblés et donc potentiellement plus efficaces.
Cependant, a I’heure actuelle, de nombreuses études ont documenté la notion de « plasticité
phénotypique adaptative ». La progression tumorale est historiquement attribuée a 1’évolution
darwinienne due a des mutations génétiques. Cependant, les recherches récentes suggerent que
la plasticité phénotypique non génétique, associée a des états d’expression génique alternatifs,
principalement sous la dépendance de 1’épigénétique, joue un rdle primordial dans la
progression tumorale. Ainsi, il est nécessaire de prendre en compte I’évolution génétique mais

¢galement les transitions d’état non génétiques pour appréhender la complexité des GB [96].

La plateforme inTRINSiC ouvre de nouvelles perspectives en identifiant des régulateurs
(facteurs de transcription) spécifiques a chaque sous-type de tumeur, qui pourraient étre
exploités comme cibles potentielles dans les thérapies anticancéreuses. En effet, les transitions
d’état des cellules tumorales sont principalement régulées par des facteurs de transcription et

des mécanismes épigénétiques. En ciblant ces éléments régulateurs clés, il serait possible de
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contrer la plasticité phénotypique adaptative des tumeurs, ouvrant la voie a des traitements plus

ciblés et potentiellement plus efficaces [182].

La majorité des recherches se sont focalisées sur les tumeurs primaires et ont permis de
visualiser le paysage moléculaire des tumeurs naives (avant tout traitement). Les études sur les
tumeurs récidivantes sont moins nombreuses, malgré le fait que ce sont souvent ces tumeurs
récurrentes, de plus en plus résistantes aux traitements, qui sont fatales pour les patients. Des
recherches récentes ont comparé des tumeurs de patients avant et apres traitement, révélant de
grandes différences entre la tumeur initiale au moment du diagnostic et la récidive [183]. Pour
parvenir a une compréhension robuste de la dynamique évolutive des GB, il est nécessaire de
réaliser des études longitudinales et notamment un profilage multiomique sur de nombreux
échantillons de tumeurs, a la fois primaires et récurrentes. Cela permettrait d’identifier les
mécanismes clés qui jouent un rdle significatif dans la progression tumorale, la réponse au
traitement ou la récidive des tumeurs. Par ailleurs, il est nécessaire d’aboutir a une
standardisation de la facon dont les échantillons biologiques sont traités et analysés, afin de

pouvoir garantir la fiabilité et la comparabilité des données recueillies [184].

Les CSG, souvent identifi¢es comme étant responsables des récidives, sont considérées
comme des cibles pertinentes dans les stratégies anticancéreuses. Certaines études ont démontré
que la suppression de CSG améliore la réponse au traitement par le TMZ et prolonge le délai
de récidive et la survie des modeles animaux [57]. Une approche anticancéreuse consisterait a
forcer les CSG a se différencier afin de les rendre non tumorigénique et éventuellement
sensibles aux traitements habituels. Cependant, en raison de la plasticité bidirectionnelle, il
devient crucial de cibler les divers états cellulaires au sein des GB ou encore de compléter des
thérapies anti-CSG avec des stratégies inhibant la reprogrammation des cellules différenciées.
De plus, des travaux récents montrent que les deux états cellulaires, souches et différenciés,
sont interconnectés et qu’ils participent ensemble a la progression tumorale et a la résistance
aux thérapies [166]. Ainsi, pour permettre une rémission a long terme du patient, il convient de
cibler les deux états cellulaires, souche et différencié. Plutot que de considérer ces cellules
comme des entités uniques, il convient de les considérer comme des états dynamiques.
L’objectif actuel est de mieux comprendre les mécanismes de plasticit¢ des cellules
cancéreuses, notamment leur adaptation a I’environnement et aux thérapies. Des traitements

ciblant ces mécanismes pourraient étre particulicrement prometteurs [184].
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PARTIE 3: METABOLISME TUMORAL ET
APPROCHES THERAPEUTIQUES

1. Revue de la littérature

La troisiéme partie de I’introduction de ma thése se focalise sur le métabolisme tumoral et
les approches thérapeutiques associées dans le contexte des GB. Elle s’appuie en grande partie
sur une revue détaillée de la littérature sur le sujet que j’ai rédigée en tant que 1°" auteur et
publiée dans le journal International Journal of Molecular Science (IF 2023 : 6.2), intitulée

« Glioblastoma Metabolism: Insights and Therapeutic Strategies ».

Cette revue s’inscrit dans le cadre des recherches récentes sur le métabolisme tumoral,
désormais vu comme une source de cibles thérapeutiques prometteuses pour les thérapies
anticancéreuses. Cette nouvelle approche est particulierement prometteuse pour le traitement
des GB. La revue présente ainsi une vue d’ensemble des altérations métaboliques observées
dans les GB, avec un attention particuliére portée aux CSG. Elle explore en profondeur les
processus métaboliques spécifiques impliqués dans la pathogenése des glioblastomes (GB),
couvrant divers aspects du métabolisme tumoral, notamment le métabolisme du glucose, des
acides aminés, des lipides, des nucléotides, du monocarbone, de la nicotinamide, ainsi que le
cycle de I’acide citrique (TCA) et la chaine de phosphorylation oxydative (OXPHOS). Pour
chaque voie métabolique abordée, la revue décrit les approches thérapeutiques associées et met
en lumiere les résultats d’essais pré-cliniques et cliniques relatifs a ces stratégies. De plus, la
revue traite de la complexité, de I’hétérogénéité et de la plasticité du métabolisme tumoral, en
incluant les interactions métaboliques au sein du microenvironnement tumoral. Des stratégies
d’associations thérapeutiques, combinant 1’approche métabolique avec la radiothérapie, la
chimiothérapie, les thérapies ciblées, I'immunothérapie, ainsi que les interventions diététiques
sont également explorées. Dans le contexte de cette thése, cette revue sert a la fois d’élément
de contextualisation du projet, et de fondement pour I’investigation approfondie de

I’hétérogénéité et de la plasticité métabolique des GB.
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Abstract: Tumor metabolism is emerging as a potential target for cancer therapies. This new approach
holds particular promise for the treatment of glioblastoma, a highly lethal brain tumor that is resistant
to conventional treatments, for which improving therapeutic strategies is a major challenge. The pres-
ence of glioma stem cells is a critical factor in therapy resistance, thus making it essential to eliminate
these cells for the long-term survival of cancer patients. Recent advancements in our understanding
of cancer metabolism have shown that glioblastoma metabolism is highly heterogeneous, and that
cancer stem cells exhibit specific metabolic traits that support their unique functionality. The objective
of this review is to examine the metabolic changes in glioblastoma and investigate the role of specific
metabolic processes in tumorigenesis, as well as associated therapeutic approaches, with a particular
focus on glioma stem cell populations.

Keywords: glioblastoma; metabolism; cancer stem cells; tumorigenic processes; therapy

1. Introduction

Glioblastomas (GB) are highly malignant and among the most challenging cancers.
The standard of care for the treatment of GB is still the Stupp protocol, which was first
introduced in 2005. This protocol combines surgery, radiotherapy, and chemotherapy with
temozolomide (TMZ) [1]. Although this treatment approach has been widely used, it fails
to achieve long-term remission for patients, due in part to the molecular heterogeneity
and plasticity of GB cells, including GB stem cells (GSCs). GB are characterized by a high
degree of heterogeneity, whether in terms of their histological and molecular characteristics,
cellular origin, topography, growth patterns, and sensitivity to therapy. This heterogeneity
exists not only between different tumors (intertumoral heterogeneity), but also within the
same tumor (intratumoral heterogeneity) [2,3]. In 2010, a large-scale transcriptomic analysis
of GB revealed the presence of molecular signatures that define different clinically relevant
subtypes of adult GB, including classical, mesenchymal, and proneural subtypes [4,5].
Later, the Neftel classification described the heterogeneity of different cellular states within
a single tumor, distinguishing four major states (neural progenitor-like, oligodendrocyte
progenitor-like, astrocyte-like, and mesenchymal-like) that are modulated by the microen-
vironment and favored by distinct genetic alterations. The proportion of cells in each state
within a tumor can vary over the course of tumor evolution and under the pressure of
treatments [6]. The search for new therapies for GB patients has predominantly centered
around molecular targets discovered through comprehensive genomic analyses such as
The Cancer Genome Atlas (TCGA). These targets are recurrent molecular alterations that
disrupt important pathways that regulate growth, cell cycle, autophagy, DNA repair, apop-
tosis, angiogenesis, and immune checkpoints and are considered as potential therapeutic
targets for GB treatment. Despite these efforts, no significant clinical improvement was
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achieved, probably due to the significant intratumoral heterogeneity [7]. The interest in
tumor metabolism has risen over the past decade. Indeed, targeting the tumor metabolism
has proven promising, particularly for the elimination of GSCs [8]. Furthermore, combining
conventional treatments with therapies targeting tumor metabolism may result in better
care for GB patients, with lower doses of chemotherapy and fewer side effects, while still
achieving effective anticancer results and potentially overcoming treatment resistance [9].
The understanding of protumorigenic metabolic mechanisms and pathways is necessary
to define relevant therapeutic targets and subsequently to propose effective combination
therapies. Advancements in research and technology have led to the identification of key
differences between tissues and tumors that could be targeted in cancer therapy. However,
research has also revealed the heterogeneity, complexity, and plasticity of tumor metabolism
in both preclinical and clinical models [10].

2. Tumoral Metabolic Reprogramming

Reprogramming of metabolism in cancer is a multifaceted process driven by genetic
and environmental factors. Tumoral metabolic reprogramming provides energy (ATP),
precursors for macromolecules (carbohydrates, lipids, proteins, and nucleic acids), and
reducing equivalents essential for the extensive proliferative activity of cancer cells. Al-
terations in glycolysis, Oxidative Phosphorylation (OXPHOS), the Pentose Phosphate
Pathway (PPP), lipids, amino acids and nucleotides metabolism have been observed
(Figure 1) [11,12]. Moreover, cancer cells adapt to their environment by reprogramming
their cellular metabolism, which allows them to grow, survive and proliferate in a constantly
changing environment [13].

GB cells primarily rely on glucose as their metabolic fuel, but they can also uti-
lize amino acids such as glutamine and glutamate, lipids such as fatty acids and lipid
droplets [14], and other sources such as acetate [15], depending on the genetic background
and the tumor microenvironment. For example, GB cells expressing constitutively active
AKT are totally glucose dependent [16]. Glucose can either undergo aerobic glycolysis
leading to lactate formation or be oxidized in the mitochondria through the Tricarboxylic
Acid Cycle (TCA), both of which are energy-producing pathways. The TCA cycle provides
reducing equivalents that supply the function of the respiratory chain, the site of massive
ATP energy production. In contrast, the conversion of pyruvate into lactate (aerobic gly-
colysis) yields only a small amount of energy. Beyond energy needs, cancer cells need
to generate biomass. Thus, in GB, metabolic intermediates of glycolysis are shunted to
the Pentose Phosphate Pathway but also to the serine and lipid biosynthetic pathways.
The upregulation of the Pentose Phosphate Pathway stimulates the nucleotide synthesis
which is essential for DNA replication and repair, but also to produce reducing equivalents
(NADPH) supporting redox homeostasis and lipid biosynthesis [17]. The TCA cycle, sup-
plied with glucose and alternative fuels such as glutamate, fatty acids, acetate, and ketones,
provides energy intermediates and anabolic precursors [15,18,19].

The metabolic changes in GB are attributed to mutations in tumor-suppressor genes
and oncogenes, as well as the influence of the surrounding microenvironment. The rela-
tionship between metabolic and molecular reprogramming is complex and interdepen-
dent [20,21]. Oncogenic signaling pathways (such as PI3K-AKT-mTOR, MYC, and Ras)
or the inactivation of tumor-suppressor genes (such as TP53) have been demonstrated
to modulate tumor metabolism [22]. The PI3K-AKT-mTOR signaling pathway plays a
crucial role in regulating tumor metabolism, including promoting glycolysis and anabolic
metabolism of nucleotides, lipids, and proteins, and is frequently aberrantly activated in
GB. mTOR regulates cell growth, translation, and the initiation of autophagy [23]. Hy-
poxia and hypoxia-inducible factors (HIFs) also play a crucial role in promoting metabolic
reprogramming in cancer cells as well as in stemness and therapy resistance [24,25].

Since metabolism plays a pivotal role in GB tumorigenesis and progression, it presents
a valuable avenue for exploring potential therapeutic approaches in treating GB.
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Figure 1. Active metabolic pathways in glioblastoma. Cancer cells exhibit a variety of metabolic
changes, including increased glycolysis leading to lactate production and glutaminolysis, which
provides energy for the TCA cycle. Metabolic nutrients are highlighted in bold. Metabolic intermedi-
ates are channeled into nucleic acid, amino acid, and lipid biosynthetic pathways. These metabolic
pathways are intricately connected [10,18]. «-KG: a-Ketoglutarate; ATP: Adenosine Triphosphate;
DHAP: Dihydroxyacetone Phosphate; ETC: Electron Transport Chain; FAO: Fatty Acid Oxidation;
G3P: Glyceraldehyde-3-Phosphate; OXPHOS: Oxidative Phosphorylation; P: Phosphate; PPP: Pentose
Phosphate Pathway; TCA: Tricarboxylic Acid Cycle. Figure created with BioRender.com.

2.1. Glucose Metabolism

The Warburg effect, also known as aerobic glycolysis, is a metabolic feature commonly
found in cancer cells. This metabolic change is characterized by increased glucose uptake
and consumption, resulting in an increase in lactate production, even in the presence of
oxygen [10]. Aerobic glycolysis produces less energy than oxidative metabolism, but allows
cancer cells to rapidly convert available resources into biomass (lipids, nucleotides, and
amino acids) [17]. This is also critical for the survival and proliferation of cancer cells under
hypoxic conditions [20,26]. Lactate production is accompanied by the production of protons,
both of which pass through the extracellular environment via monocarboxylate (MCT 1,4)
and Na*/H* type 1 (NHE1) transporters, respectively. This leads to the acidification of the
microenvironment and the development of an immunosuppressive environment, promot-
ing the growth and invasion of cancer cells [27,28]. Lactate can also trigger angiogenesis by
being imported into endothelial cells [20]. The Warburg effect results from an increase in the
transcription of genes coding for Glucose Transporters (GLUT) and glycolysis-associated
enzymes, making them potential targets for therapy (Figure 2) [29].
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Figure 2. Warburg effect and related therapy. The Warburg effect, a hallmark of cancer metabolism,
refers to metabolic reprogramming in cancer cells towards increased glucose uptake, glycolysis, and
lactate production, even in the presence of oxygen. The most critical enzymes and transporters
involved in this process are highlighted in bold and potential therapies in red. Targeting these
enzymes and transporters is a potential strategy in cancer therapy. ADP: Adenosine Diphosphate;
ATP: Adenosine Triphosphate; AEO: Anhydrous Enol-Oxaloacetate; 5-ALA: 5-Aminolevulinic Acid;
2-DG: 2-Deoxyglucose; ENO: Enolase; GAPDH: Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase; GLUT:
Glucose Transporter; HK: Hexokinase; LDH: Lactate Dehydrogenase; MCT: Monocarboxylate Trans-
porter; NAD* /NADH,H" Oxidized /reduced Nicotinamide Adenine Dinucleotide; NHE1: Sodium-
Hydrogen Exchanger 1; PGAM1: Phosphoglycerate Mutase 1; PFK1: Phosphofructokinase-1; PGK1:
Phosphoglycerate Kinase 1; PKM2: Pyruvate Kinase M2; TPI: Triosephosphate Isomerase. Figure
created with BioRender.com.
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The use of 2-Deoxyglucose (2-DG) has shown potential as a cytotoxic agent in cancer
treatment due to its ability to inhibit glycolysis and disrupt cellular metabolism. A phase
II clinical trial found that 2-DG was both safe and well tolerated in GB patients [30,31].
However, its short half-life and adverse effects limit its therapeutic potential. To address
these issues, novel analogues and prodrugs of 2-DG have been developed. One such
analogue, WP1122, has demonstrated promising results in preclinical studies. WP1122
releases 2-DG and has a longer half-life, good oral bioavailability and is well tolerated
in animal models. WP1122 has completed a phase I clinical trial (NCT05195723) and is
planned to enter in clinical trial for the treatment of GB patients [32]. The future perspectives
for 2-DG and its analogues in anticancer therapy lie in their potential synergistic effects
when combined with other potent cytotoxic agents.

Other potential targets are GLUT1 and GLUT3 isoforms, which are commonly overex-
pressed in GB [33]. GLUT1 isoform is crucial for glucose transport across the blood-brain
barrier, and GLUT3 isoform is mainly expressed in neurons and overexpressed in GSCs and
has a higher affinity for glucose and has been linked to poor prognosis in GB patients [34,35].
Silencing of GLUT3 in GSCs [35], as well as GLUT1 silencing or pharmacological inhibition
of GLUT1 using WZB117 [36], reduced tumor formation in vivo. Metabolic dependency
on GLUTS3 has been observed in some classical and proneural GB subtypes, driven by an
abnormal av[33 integrin expression [37]. Moreover, GLUT3 expression has been linked to
bevacizumab resistance [38]. A recent study revealed that histone deacetylase 2 knockdown
resulted in the suppression of GLUT3 expression by upregulating miR-3189, leading to an
antitumorigenic effect [39]. Currenly, there are few GLUT inhibitors and no GLUT3 specific
inhibitors, and their efficacy in GB and potential toxicity to normal cells have not been
extensively studied [33].

Another therapeutic approach involves targeting glycolytic-associated enzymes. Many
glycolytic enzymes are upregulated in cancer cells, and some have been identified as crucial
for tumor growth, such as Hexokinase 2 (HK2), aldolase A (ALDOA), pyruvate dehydroge-
nase kinase 1 (PDK1), Pyruvate Kinase M2 (PKM2), 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-
biphosphatase 4 (PFKFB4) and Enolase 1 and 2 (ENO1 and ENO2) [40,41]. HK2 plays a
significant role in the inhibition of mitochondria-mediated apoptosis and has been linked
to tumor grade and poor prognosis in GB [42]. Depletion of HK2 in GB xenograft models
decreased tumor proliferation and angiogenesis but increased tumor invasion [42]. The
inhibition of HK2 in cancer therapy may be doubted due to its non-specificity and sys-
temic toxicity, as well as the fact that tumors expressing HK2 can also express HK1 [9].
However, ketoconazole and posaconazole, members of the azole class of antifungals, have
been identified as inhibitors of tumor metabolism that target the HK2-associated gene
signature. This treatment has been shown to induce apoptotic cell death in vitro and re-
duce tumor growth in vivo in GB models [43]. These promising results have led to the
initiation of phase I clinical trials (NCT04869449 and NCT04825275) in patients with brain
tumors. PFKFB4 has been identified as another critical enzyme for the maintenance of
GSCs, and its high expression is correlated with poor prognosis in GB patients [40]. The
final step in glycolysis is catalyzed by Pyruvate Kinase (PK). Normally, the PKM2 isoform
is only expressed in embryonic tissues and adult stem cells. In cancer, however, PKM2
is overexpressed, leading to a reprogramming of glucose utilization. PKM2 has a lower
affinity for phosphoenolpyruvate (PEP) compared to PKM1, resulting in low enzymatic
activity, allowing the metabolic intermediates produced upstream to be used for biosyn-
thetic processes [44]. PKM2 has the ability to directly bind to histone H3 and induce its
phosphorylation, thereby enabling the expression of genes such as CCND1 (Cyclin D1) and
MYC. There is a correlation between the phosphorylation levels of histone H3, the levels
of nuclear PKM2, the grade of malignancy, and the patient’s prognosis [45]. Additionally,
under oxidative stress, PKM2 can be translocated into mitochondria and prevent apoptosis
by phosphorylating Bcl-2 [46]. Recently, TP-1454, a compound that activates PKM2, entered
a phase I clinical trial and is currently being evaluated in combination therapy for patients
with solid progressive tumors (NCT04328740). A study has shown that trametinib (a MEKK
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inhibitor) specifically targets the PKM2/c-MYC pathway, leading to the suppression of
glycolysis and growth in glioma cells. A phase II clinical trial (NCT03919071) is currently
recruiting newly diagnosed high-grade glioma patients who have undergone radiation
therapy to evaluate the effectiveness of a combined treatment of trametinib and dabrafenib
(a MAPK inhibitor) [47]. Enolase is another crucial enzyme, catalyzing the formation of
PEP. Enolase activity is determined by three genes: ENOI1, ubiquitously expressed; ENO2,
expressed only in neural tissue; and ENO3, expressed in muscle tissue. An analysis of
TCGA data revealed that some GB exhibit homozygous deletions in ENOI, resulting in
the abnormal expression of ENO2. This highlights a metabolic vulnerability of GB cells
lacking ENO1, in which ENO2 deletion has inhibited the growth, survival and tumorigenic
properties of cancer cells [48]. PDK1 is another promising target for anticancer therapy, as
it has been demonstrated to play a critical role in the survival of GSCs. PDK1 functions as a
negative regulator of pyruvate dehydrogenase (PDH), reducing the supply of acetyl-CoA in
the mitochondria and thus leading to a decrease in oxidative mitochondrial metabolism [49].
Dichloroacetate (DCA), usually used to treat lactic acidosis, has been shown to reverse the
Warburg effect by inhibiting PDK1. This activates mitochondrial PDH and thus increases
the flow of pyruvate into the mitochondria, leading to membrane depolarization, an in-
crease in mitochondrial reactive oxygen species (ROS) levels, and ultimately the induction
of apoptosis. DCA is particularly noteworthy in its ability to enhance radiation sensitivity.
Indeed, in animal models of GB, DCA has been shown to improve survival when combined
with radiotherapy [50]. Although phase I (NCT01111097) and phase II (NCT00540176)
clinical trials have been conducted, clinical data on its efficiency remain lacking. However,
preliminary results have shown that this drug crosses the blood-brain barrier and is well
tolerated by patients.

Lactate Dehydrogenase (LDH) is a major enzyme that catalyzes the interconversion of
pyruvate to lactate. There are two types of LDH found in cancers: LDH-A, involved in the
Warburg effect, catalyzes the conversion of pyruvate to lactate; and LDH-B catalyzes the
reverse reaction, i.e., the conversion of lactate to pyruvate. LDH-A is overexpressed in GB,
particularly in hypoxic and invasive areas. Overexpression of LDHA has been linked to
tumor initiation, maintenance and progression, as well as poor prognosis in many types
of cancer, including decreased survival in GB patients treated with radiotherapy [51,52].
In vitro studies have shown that LDH-A inhibitors, such as NHI-1 and NHI-2, affect the
maintenance of GSCs, inhibit cell differentiation and induce apoptosis processes [53]. More
recently, research has demonstrated that lactate fuels GB anaplerosis by replenishing the
TCA cycle in absence of glucose through LDH-B activity [54]. A metabolic cooperation
between glycolytic and oxidative cancer cells has also been described. Cells under hy-
poxic conditions overexpress LDH-A, exhibiting glycolytic phenotype that produce large
amounts of lactate and secretes it into the microenvironment. More distant oxidative cells
that overexpress LDH-B uptake lactate and convert it to pyruvate to fuel the TCA cycle.
The combined ablation of both LDH isoforms, but not just one, has been shown to de-
creased tumor growth, improved mouse survival, and increased sensitivity to radiotherapy.
In addition, the anti-epileptic drug stiripentol has been shown to inhibit the activity of
both LDH isoforms and has been proven to effectively decrease the growth of GB [55].
Another promising compound in this regard is gossypol, a natural polyphenolic drug,
which targets the Bcl-2 protein family and various dehydrogenases, including aldehyde
dehydrogenases (ALDH) and LDH-A. Gossypol has been shown to inhibit the growth and
induce cell death of TMZ-resistant GB cells, including GSC, with increased sensitivity [56].
Clinical trials evaluating gossypol for the treatment of GB have been conducted. Different
patient responses have been observed, including tumor stability for over seven months of
treatment (phase I: NCT00390403; phase II: NCT00540722) [57]. One therapeutic approach
for inhibiting glycolysis involves the use of 5-Aminolevulinic Acid (5-ALA), a natural
heme precursor that accumulates in GB tumors to a greater extent than in healthy cells.
5-Aminolevulinic Acid has been shown that 5-ALA can impair glycolysis by inhibiting
LDH, leading to cell death. The use of 5-ALA as an adjuvant for visualization of high-grade
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gliomas was approved by the Food and Drug Administration (FDA) in 2017 and has since
become a common tool for guiding brain cancer resection. 5-ALA’s potential as a cancer
treatment could improve the therapeutic care for GB patients [58]. Melatonin has been
demonstrated to impact glycolysis in GSCs leading to cell death by repressing LDH-A and
MCT4 expression, resulting in reduced lactate production and decreased intracellular pH
and ATP levels. Additionally, this approach caused an increase in ROS and blockage of
cell cycle progression, ultimately resulting in cell death [59]. Recently, researchers have
developed a novel approach to target GB cells by using therapeutic nanoparticles. These
nanoparticles are designed to penetrate the blood—brain barrier and specifically recognize
the membrane components of GB cells. Upon entering the tumor, lactate oxidase within
the nanoparticles converts lactate into pyruvic acid and hydrogen peroxide. Pyruvic acid
blocks histone expression and induces cell cycle arrest, while hydrogen peroxide generates
singlet oxygen to kill GB cells through a reaction with a delivered photosensitizer [60].
Recent studies have demonstrated the potential of oxaloacetate, a TCA cycle metabolite, to
suppress the Warburg effect in GB [61]. Treatment with oxaloacetate resulted in reduced
tumor growth and increased survival in animal models of implanted GB [62]. These re-
sults led to the initiation of a clinical trial with Anhydrous Enol-Oxaloacetate (AEO) oral
administration in combination with standard therapy for newly diagnosed GB patients
(NCT04450160).

In summary, the Warburg effect, lactate production, overexpression of Glucose Trans-
porters and glycolysis-associated enzymes are important features of cancer cell metabolism
that offer potential targets for therapy, particularly in certain GB subtypes with specific
metabolic vulnerabilities.

2.2. Amino Acid Metabolism
2.2.1. Glutamine Metabolism

Reprogrammed glutamine metabolism is essential for the survival and proliferation of
cancer cells, providing TCA cycle intermediates, nucleotides, amino acids, and fatty acids
biosynthesis, regulating redox homeostasis, and modulating «-KG levels involved in DNA
and histone demethylation. Reprogrammed glutamine metabolism stimulates the synthesis
of glutathione, which helps fight against oxidative stress [63] and was correlated to an
increased capacity of resistance to radio- and chemo-therapies [64]. As a result, targeting
glutamine metabolism has emerged as a promising therapeutic strategy in many cancers,
including GB (Figure 3).

Glutamine enters cells via the SLC1A5/ASCT?2 transporters and is converted to glu-
tamate within the mitochondpria via an oxidative deamination reaction catalyzed by glu-
taminases (GLS). This reaction converts glutamine to glutamate and ammonia. Glutamate
is then converted to «-KG by glutamate dehydrogenase (GDH), replenishing TCA cycle
intermediates [65]. Glutamine can also be converted into pyruvate by the malic enzyme
to fuel TCA cycle or produce lactate. GB cells are able to use microenvironment-derived
glutamate to generate glutamine through the expression of glutamine synthetase [15,19].
Regarding circulating glutamine, it does not represent a major fuel for the TCA cycle. Low
expression of glutamine synthetase has been linked to improved prognosis in GB patients,
with an average survival time that is two-fold longer [66]. Overexpression of this enzyme
has been found in GSC populations [67]. Some cancer cells are extremely sensitive to
glutamine deprivation [68], while other cells are insensitive due to autonomous glutamine
production via glutamine synthetase expression [67].
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Figure 3. Glutamine metabolism pathways and processes in tumorigenesis and related therapy.
Reprogrammed glutamine metabolism is involved in tumorigenic processes, which are highlighted
in green. Reprogrammed glutamine metabolism supplies essential components for nucleotides,
amino acids, and fatty acids biosynthesis, drives the TCA cycle, and maintains redox balance, as well
as influencing epigenetic modifications through modulation of x-KG levels. Cancer cells take up
glutamine via the transporter ASCT2/SLC1A5, which is then converted into glutamate by glutami-
nase. The conversion of glutamate to a-ketoglutarate by glutamate dehydrogenase fuels the TCA
cycle. In GB, therapeutic targets are highlighted in bold and therapy in red. NADP* /NADPH, H*:
Oxidized /reduced Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate; GLS: Glutaminase; GDH1/2:
Glutamate Dehydrogenase 1/2; GSH/GSSG: Reduced/oxidized Glutathione; SLC1A5/ASCT2: So-
lute Carrier Family 1 Member 5/ Alanine Serine Cysteine Transporter 2, member 5; TCA: Tricarboxylic
Acid Cycle. Figure created with BioRender.com.

Glutaminase inhibition (GLS) as a therapeutic strategy has been proposed in many
cancers. This approach was able to decrease GB growth in both in vitro and in vivo mod-
els [69]. The mesenchymal GB subtype [70] and those with aberrant c-MYC signaling [71]
are particularly sensitive to GLS inhibition. Moreover, GLS plays a role in resistance to
mTOR inhibitors, and dual inhibition of mTOR and GLS in vivo synergistically slowed GB
growth [72]. A phase Il clinical trial evaluating telaglenastat, a GLS inhibitor, in combination
with poly(ADP-ribose) polymerases (PARPs) inhibitor, talazoparib, has been completed in
advanced /metastatic solid tumors patients (NCT03875313).

Another potential therapeutic target is glutamate dehydrogenase (GDH). In GB, GDH
expression is upregulated and correlates with poor patient prognosis. Inhibition of GDH
decreased tumor proliferation in various in vitro and in vivo models [73]. Recently, re-
searchers distinguished the two existing GDH isoforms (GDH1 and GDH2) and showed
a correlation between strong GDH2 expression and improved patient prognosis. In vitro,
overexpression of GDH2 leads to a significant decrease in proliferation, migration and
clonogenicity of GB cells. It seems that it is GDH1, but not GDH2, that should be targeted
in anticancer strategies [74].

Overall, targeting glutamine metabolism presents a potential avenue for developing
effective therapies for GB and other cancers [68].

2.2.2. Arginine Metabolism

Arginine is an amino acids actively metabolized by tumor cells to facilitate tumor
progression and immunosuppression. L-arginine is a crucial component of the urea cycle
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and plays a role in modulating both immune function and tumor metabolism. Arginine is
catalyzed by two enzymes: Arginase 1 (ARG1), which converts L-arginine into urea and
ornithine; and cytokine-inducible Nitric Oxide synthase (NOS) which converts L-arginine
into citrulline and Nitric Oxide (NO). In GB, arginine metabolism is altered, characterized by
an upregulation of amino acid transporters CAT-1 and the Arginase enzymes, particularly
ARG Il located in the mitochondria. Additionally, there is a downregulation of key enzymes
responsible for endogenous arginine synthesis, such as Argininosuccinate Synthase 1
(ASS1). Potential therapeutic strategies targeting arginine metabolism include targeting the
Arginase enzyme and arginine depletion therapy (Figure 4).

ADI-PEG20
o O J_
0 Extrac_:e_l lular T-cell functions
arginine
CAT-1
INCB001158 \
J_ Glutamine
Urea Relvanlnes Arginine v
Glutamate

ARG |
Arginine P<4 oDC ‘ARG I .

Ornithine ——» Ornithine «— " yrroline-5-
S carboxylate
ASE Urea NOS 4
cycle NO oTC Proline

Arginosuccinate
Citrulline «——— Citrulline
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Aspartate

Figure 4. Arginine metabolism and related therapies. In glioblastoma, alterations in arginine
metabolism are observed, characterized by an increase in arginine uptake, elevated arginase 2
(ARG II) levels, and a decrease in Argininosuccinate Synthase 1 (ASS1), an enzyme responsible for
endogenous arginine synthesis. Therapeutic targets for GB are highlighted in bold, and therapies in
red. The latter approach has shown promising results in ASS1-deficient glioblastomas. ADI-PEG20:
Pegylated Arginine Deaminase; ASS1: Argininosuccinate Synthase 1; ARG: Arginase; ASL: Argini-
nosuccinate Lyase; NO: Nitric Oxide; NOS: Nitric Oxide Synthase; ODC: Ornithine Decarboxylase;
OTC: Ornithine Transcarbamylase. Figure created with BioRender.com.

Depleting extracellular arginine has been established as an effective treatment ap-
proach for cancers exhibiting deficiencies in arginine metabolism and dependence on
exogenous sources. However, the arginine deficiency in the tumor microenvironment in-
hibits T-cell function, promoting immunosuppression. Thus, targeting arginine metabolism
may present a dilemma between deprivation and replenishment.

Some GB tumors exhibit a deficiency in ASS1. These tumors account for 20% of
all GB cases and are particularly sensitive to arginine deprivation. Depleting arginine
using pegylated arginine deiminase (ADI-PEG20) has been shown to reduce tumor growth
in vitro and in vivo [75]. The phase I study on recurrent high-grade gliomas showed
promising results with ADI-PEG20 in combination with chemotherapy [76,77]. Targeting
the Arginase enzyme has also been evaluated in clinical trials. INCB001158, an Arginase
inhibitor, has completed a phase I/1I clinical trial in combination with chemotherapy for
the treatment of advanced solid tumors (NCT03314935). Further research is needed to
determine the most effective strategy to target arginine metabolism in GB.
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2.3. Lipid Metabolism

GB cells are surrounded by a lipid-rich environment, and lipid metabolism plays a
critical role in the development and progression of GB. Lipids comprise a heterogeneous
group of organic compounds, including fatty acids, triglycerides, phospholipids and choles-
terol. Tumor reprogramming of lipid metabolism involves alterations in import/export
pathways, lipid catabolism including Fatty Acid Oxidation (FAO), as well as alterations in
de novo lipid synthesis pathways such as lipogenesis and cholesterol synthesis. Numerous
potential therapeutic strategies targeting lipid metabolism have been investigated for the
treatment of GB (Figure 5) [78].
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Figure 5. Lipid metabolism and associated therapies. In glioblastoma, alterations occur in multiple
lipid biosynthesis and degradation pathways, including de novo lipogenesis, Fatty Acid Oxidation,
cholesterol metabolism, and other lipid-related pathways. This figure highlights potential therapeutic
targets in lipid metabolism that are highlighted in bold, as well as several therapies that target
lipid-associated pathways, which are highlighted in red. ACC: Acetyl-CoA Carboxylase; ACCS2:
Acetyl-CoA Synthetase 2; ACAT: Acetyl-CoA Acetyltransferase; «-KG: «-Ketoglutarate; ATP: Adeno-
sine Triphosphate; CPT: Carnitine Palmitoyltransferase; DHAP: Dihydroxyacetone Phosphate; ETC:
Electron Transport Chain; EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor; ELOVL: Elongation of Very
Long Chain Fatty Acids; ER: Endoplasmic Reticulum; FADs: Long-Chain Acyl-CoA Dehydrogenases;
FAOQ: Fatty Acid Oxidation; FAPB7: Fatty Acid Binding Protein 7; FASN: Fatty Acid Synthase; FATP:
Fatty Acid Transport Protein; G3P: Glyceraldehyde-3-Phosphate; GPD1: Glycerol-3-Phosphate Dehy-
drogenase 1; HGF: Hepatocyte Growth Factor; HMG-CoA: Hydroxymethylglutaryl-CoA; HMGCR:
Hydroxymethylglutaryl-CoA Reductase; HMGCS: Hydroxymethylglutaryl-CoA Synthase; IDH1:
Isocitrate Dehydrogenase 1, MCT: Monocarboxylate Transporters; OXPHOS: Oxidative Phosphory-
lation; P: Phosphate; PPAR: Peroxisome Proliferator-Activated Receptors; SCAP: SREBP-Cleavage-
Activating Protein; SCD: Stearoyl-CoA Desaturase; SREBP-1: Sterol Regulatory Element Binding
Proteins; SMPD1: Sphingomyelin Phosphodiesterase 1; SOAT1: Sterol O-Acyltransferase 1; TCA:
Tricarboxylic Acid Cycle. Figure created with BioRender.com.

2.3.1. Lipid Droplets

In GB, lipid biosynthetic activity is accompanied by an accumulation of lipid droplets,
which are particularly overexpressed in GSCs. These droplets contain large quantities
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of neutral lipids, triglycerides, and/or cholesterol esters, representing an important en-
ergy reserve that can be used in response to metabolic stress [79]. Furthermore, as these
droplets are not detectable in healthy tissue, they have the potential to serve as a diagnostic
biomarker for GB [80]. Interestingly, researchers have discovered that glucose deprivation
can lead to the binding of choline kinase (CHK) alpha 2 to lipid droplets, which promotes
lipid droplet lipolysis, increased FAO, and brain tumor growth [81]. Therefore, CHK alpha
2 is a promising therapeutic target for GB.

2.3.2. De Novo Lipogenesis

Lipid biosynthetic activity is required to promote membrane biogenesis and to pro-
duce lipid signaling molecules that support the important proliferative activity of cancer
cells [82]. Two main sources are used for de novo fatty acid synthesis: acetyl-CoA and ac-
etate. Acetyl-CoA can be synthesized either from citrate through ATP-citrate lyase (ACLY)
or acetate through acetyl-CoA synthetase 2 (ACSS2). This requires NADPH-reducing
equivalents, which may be generated by the enzymatic activity of the malic enzyme or
isocitrate dehydrogenase 1 (IDH1) or through the PPP or the serine and glycine metabolism
pathways. De novo lipid synthesis is followed by an ATP-dependent acetyl-CoA carboxy-
lation by acetyl-coA carboxylase (ACC), a limiting step, generating malonyl-CoA. Fatty
acid synthase (FASN) then catalyzes the synthesis of palmitate from seven molecules of
malonyl-CoA and one molecule of acetyl-CoA while consuming 7 molecules of ATP and 14
of NADPH. Acetate is a major fuel for the TCA cycle through the activity of the enzyme
acetyl-CoA synthetase 2 (ACSS2) which generates acetyl-CoA. In GB, higher expression
levels of ACSS2 are associated with higher tumor grade and lower survival rates. In mice,
injection of ACSS2 shRNA in GB cells significantly inhibits tumor growth [15]. ACSS2
expression appears to be critical for promoting GB viability and tumor growth by increasing
the processes of mitochondrial TCA cycle and lipogenesis. In vitro, ACSS2 knockdown
has led to the inhibition of self-renewal and the induction of cell death in GSCs [15]. In
GB cell models, forced expression of EGFRVIII resulted in increased de novo lipogenesis
and was correlated with increased tumor growth. This effect was reversed by inhibiting
the ACC enzyme using siRNA [83]. Another potential GB therapeutic target includes
the enzyme FASN. FASN expression was correlated with tumor grade and its inhibition
resulted in anticancer effects in different in vitro models. Cerulenin and orlistat, drugs
used in the treatment of obesity, inhibit FASN and showed anticancer activity in different
GB cell models [84,85]. Further study on GSCs showed that cerulenin-mediated inhibition
of FASN decreased proliferation, migration and expression of stem cell markers and in-
creased the expression of GFAP, a marker of differentiation [86]. Thus, it appears that fatty
acid synthesis plays a major role in the maintenance of GSCs. Currently, FASN inhibitors
have already completed clinical trials in many cancers, including GB in combination with
bevacizumab (NCT03032484, phase II). Rich JN and colleagues discovered that GSCs rely
on polyunsaturated fatty-acid synthesis to maintain the integrity of their cellular mem-
branes. By targeting the key enzyme elongation of very long chain fatty acids 2 (ELOVL2),
involved in this process, researchers disrupted EGFR signaling and slowed down GSC
proliferation [87]. Another targets for GSCs are stearoyl-CoA desaturase (SCD) or fatty acid
desaturase 2 (FADS2) [88,89]. Targeting these pathways was found to increase palmitate
accumulation and enhance TMZ sensitivity. YTX-7739, an SCD inhibitor, has been shown
to be effective in treating GSCs either alone or in combination with TMZ by triggering
lipotoxicity and impairing DNA damage repair. Interestingly, the study also revealed that
aberrant MEK/ERK signaling and AMP-activated protein kinase (AMPK) repression are
involved in SCD inhibitor sensitivity, while activation of AMPK determines treatment
resistance [88].

2.3.3. Fatty Acid Oxidation

Inhibition of FAO has also emerged as a promising therapeutic strategy for cancer
treatment. FAO fuels cancer growth by generating ATP and NADPH. In GB, overexpression
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of fatty acid transporters has been observed such as the carnitine palmitoyltransferase
(CPT) transporters, CPT1A and CPT1C, playing a key role in the transport of long-chain
fatty acids from the cytoplasm into the mitochondria. Fatty acid binding protein 7 (FABP7)
have also been identified as a potential marker for GSCs [90]. In different models of GB,
both in vitro and in vivo, CPT1 inhibition using etomoxir [91], or FABP7 inhibition using
SB-FI-26 or PPAR antagonists, have showed anticancer activity [79,92]. Recent research
has linked high levels of mitochondrial FAO enzymes (CPT1A, CPT2, and ACAD?9, the
acyl-CoA dehydrogenase family member 9) to poor prognosis in recurrent GB patients. The
study also revealed that inhibiting FAO metabolism reduces the expression of the immune
checkpoint protein CD47, which is highly expressed in GSCs, and hinders tumor growth.
Preclinical experiments have demonstrated that the combination of etomoxir, an inhibitor
of FAO metabolism, and anti-CD47 antibodies effectively decreased GB growth [93].

2.3.4. Cholesterol Metabolism

Cancer cells have a higher dependency on cholesterol compared to healthy cells for
their survival and proliferation. Cholesterol can be obtained from the microenvironment or
synthesized de novo by cancer cells. In healthy tissue, astrocytes rely on de novo synthesis,
whereas GB cells inhibit their own synthesis and instead exhibit a higher dependence
on exogenous cholesterol. This dependence is supported by an upregulation of low den-
sity lipoprotein receptors (LDLRs), which facilitate cholesterol uptake by GB cells. Both
synthetic liver X receptors (LXR) agonists and statins, which block the activity of HMG-
CoA reductase, have been suggested as potential anticancer agents due to their ability to
modulate cholesterol metabolism [94].

GB cells have shown to be sensitive to LXR agonist-dependent cell death. Oxysterols
are derivatives of cholesterol that serve as endogenous ligands for LXRs. The activation of
LXRs promotes cholesterol efflux via sterol transporters, and inhibits cholesterol uptake
by promoting LDLR degradation. This negative feedback system plays an essential role
in maintaining cholesterol homeostasis. In a study, the authors showed that LXR-623, a
LXRo-partial /LXR3-full agonist selectively induced cell death in GB cells, leading to tumor
regression and increased survival in animal model. This approach specifically targets the
dysregulated cholesterol homeostasis in cancer cells, without affecting healthy cells [95].

A study showed that GSC populations exhibit overexpression of HMG-CoA reductase
(HMGCR) and other components of the mevalonate pathway, which are required for de
novo cholesterol synthesis [96]. Statins can inhibit HMGCR activity and thus de novo
cholesterol synthesis. A phase II clinical trial (NCT02029573) investigated the efficacy
of atorvastatin in combination with standard treatment in newly diagnosed GB patients.
Although atorvastatin was well tolerated, it did not result in a significant clinical improve-
ment. Interestingly, the trial identified high LDL levels as an important independent
prognostic factor of poor cancer-related outcomes in the study cohort [97].

In addition to its role in de novo cholesterol synthesis, the mevalonate pathway is also
involved in the prenylation of proteins. Farnesyl pyrophosphate (FPP) and geranylgeranyl
pyrophosphate (GGPP) are precursors of cholesterol in this pathway and are implicated
in the prenylation and activation of oncogenic proteins such as Ras and Rho. These
proteins are crucial for the development and progression of cancers. Therefore, inhibiting
the mevalonate pathway using farnesyl transferase inhibitors (FTIs) or geranylgeranyl
transferase inhibitors (GGTISs) is a potential therapeutic approach for treating GB and other
cancers [98-101].

In conclusion, in various in vitro and in vivo models, blocking cholesterol absorption
or de novo biosynthesis has demonstrated anticancer effects [94].

2.3.5. Other Lipid-Related Pathways

Methionine depletion was found to decrease the proliferation and increase cell death
of GSCs. The depletion led to global DNA demethylation, reduced expression of stem cell
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markers, and decreased cholesterol synthesis through an alteration of the SREBF2-FOXM1
and ACA43 axis [102].

Some lipid-related proteins are highly expressed in GB but not detected in healthy
glial cells. One such protein is very long-chain acyl-CoA synthetase homolog 3 (ACSVL3),
which adds coenzyme A to fatty acids required for their 3-oxidation. ACSVL3 expression is
particularly upregulated in GSCs through the EGFR, HGF/c-MET, and AKT signaling path-
ways. Targeting ACSVL3, which is upregulated in GSCs, may be a promising therapeutic
approach for GB [103,104].

Another study has identified sphingomyelin phosphodiesterase 1 (SMPD1), an en-
zyme that regulates the conversion of sphingomyelin to ceramide, as a drug target in GB.
Fluoxetine has been found to inhibit SMPD1 activity and kill GB cells, inhibiting EGFR
signaling and activating lysosomal stress. Combining fluoxetine with TMZ has led to
complete tumor regression in mice [105].

Oncogenic pathways promote the expression of Sterol Regulatory Element-Binding
Proteins (SREBPs), a family of transcription factors that regulate cholesterol and fatty acid
metabolism, including lipogenesis. The SREBP-1a protein can activate different target
genes involved in lipid synthesis while SREBP-1c mainly regulates fatty acid metabolism,
for example by regulating FASN. The SREBP-2 protein mainly regulates the transcription
of genes related to cholesterol metabolism, such as the genes encoding HMGCR and LDLR.
The EGFR-PI3K-AKT pathway is a signaling pathway that regulates lipid biosynthesis.
Indeed, it increases glucose uptake in cancer cells, thus promoting N-glycosylation of the
SCAP protein, which is involved in the proteolytic cleavage activation of the SREBP-1 pro-
tein. In vivo, lapatinib-mediated inhibition of EGFR-PI3K-AKT signaling [106] or inhibition
of the SCAP N-glycolysation [107] decreased tumor growth in EGFRVIII overexpressing
GB models. Other molecules that impair the synthesis, maturation or activity of SREBP
(e.g., betulin, quercetin or oxysterols) showed anticancer activity on GB cells [108]. A recent
study investigated the effects of TAK901, an Aurora kinase inhibitor, on GB both in vitro
and in vivo. The results showed that TAK901 reduced self-renewal and migration capacity
of GSCs and induced cell cycle arrest and apoptosis by altering SREBP1-mediated lipid
metabolism [109]. Impairment of cholesterol esterification through inhibition of sterol
O-acyltransferase 1 (SOAT1) has also led to inhibition of SREBP-1 regulated fatty acid
synthesis, impacting tumor growth in GB [110].

A study showed that GPD1, a member of the NAD-dependent glycerol-3-phosphate
dehydrogenase family, is expressed specifically in dormant GSCs responsible for tumor
relapse after chemotherapy. GPD1 plays a critical role in carbohydrate and lipid metabolism
by catalyzing the reversible conversion of Dihydroxyacetone Phosphate and NADH to
glycerol-3-phosphate and NAD". Dormant GSCs upregulate the glycerophospholipid
metabolism pathway that is dependent on GPD1, as well as the taurine and hypotaurine
pathway, which both contribute to lipid metabolism and help to maintain GSC dormancy
and stress resistance. Inhibiting GPD1 resulted in impaired GSCs maintenance and pro-
longed animal survival, making it a promising therapeutic target for treating GB [111].

Recent studies have shown that CD36 is selectively used by GSCs to promote their
maintenance. Furthermore, CD36 expression is negatively correlated with patient prog-
nosis and is an informative biomarker for malignancy. CD36 is a scavenger receptor
that plays a crucial role in sensing danger-associated molecular patterns and oxidized
lipoproteins. Therefore, CD36 has the potential to serve as both a biomarker for clinical
diagnosis/prognosis and a promising target for cancer therapy [112].

AMPK is a ubiquitous enzyme which serves as a metabolic checkpoint, linking growth
factor signaling to cell metabolism, partly through the negative regulation of mTOR. In
EGEFRvIII-expressing GB, the 5-Aminoimidazole-4-carboxamideribonucleotide (AICAR),
an AMPK agonist, reduced tumor growth mainly through the inhibition of cholesterol and
fatty acid synthesis [113].
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Overall, lipid metabolism, including de novo lipogenesis, FAO, cholesterol metabolism
and others lipid-related pathways, plays a crucial role in the growth and survival of GB
cells, and targeting these pathways may represent potential therapeutic options [79].

2.4. Nucleotide Metabolism

Targeting nucleotide metabolism is a potential therapeutic strategy in the treatment of
GB (Figure 6). Nucleotides and deoxynucleotides are essential building blocks of DNA,
RNA, and ribosomes. There are also involved in energy metabolism (ATP, GTP) and main
coenzymes (NAD*, NADP", FAD, CoA), making them crucial for cellular signaling. These
molecules are generated through two primary pathways: de novo synthesis and nucleotide
salvage pathways. De novo synthesis of purines or pyrimidines requires ribose, amino
acids, and significant amounts of energy, while nucleotide salvage pathways require less
energy and use pre-formed purines or pyrimidines from nucleotide catabolism.
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Figure 6. Nucleotide metabolism and associated therapies. This figure highlights potential therapeu-
tic targets in nucleotide metabolism that are highlighted in bold, as well as several therapies that
target nucleotide-associated pathways, which are highlighted in red. ADP: Adenosine Diphosphate;
AMP: Adenosine Monophosphate; APRT: Adenosine Phosphoribosyltransferase; ATP: Adenosine
Tri-phosphate; cAMP: Cyclic Adenosine Monophosphate; CAD: Carbamoyl-Phosphate Synthetase
2, Aspartate Transcarbamylase, and Dihydroorotase; CDP: Cytidine Diphosphate; CMP: Cytidine
Monophosphate; CTP: Cytidine Triphosphate; DHODH: Dihydroorotate Dehydrogenase; DNA:
Deoxyribonucleic Acid; dFdC: Difluoro-deoxy-cytidine; dFdCDP: Difluoro-deoxy-cytidine Diphos-
phate; dFACMP: Difluoro-deoxy-cytidine Monophosphate; dFdCTP: Difluoro-deoxy-cytidine Triphos-
phate; dFAUMP: Difluoro-deoxy-uridine Monophosphate; dFdU: Difluoro-deoxy-uridine; dUDP:
Deoxyuridine Diphosphate; dUMP: Deoxyuridine Monophosphate; GDP: Guanosine Diphosphate;
GMP: Guanosine Monophosphate; GTP: Guanosine Triphosphate; HGPRT: Hypoxanthine-Guanine
Phosphoribosyltransferase; IMP: Inosine Monophosphate; IMPDH2: Inosine Monophosphate Dehy-
drogenase 2; MMF: Mycophenolate mofetil; ANTP: Deoxynucleotide Triphosphate; NTP: Nucleotide
Triphosphate; OMP: Orotidine Monophosphate; PRPP: Phosphoribosyl Pyrophosphate; TMP: Thymi-
dine Monophosphate; UDP: Uridine Diphosphate; UMP: Uridine Monophosphate; UTP: Uridine
Triphosphate; UMPS: Uridine Monophosphate Synthetase.
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The salvage pathway is the primary source of pyrimidines for differentiated or quies-
cent cells, while proliferating cells are expected to rely more on de novo synthesis to meet
their increased pyrimidine requirements. One study showed that a subpopulation of GSCs
is sensitive to the inhibition of de novo pyrimidine synthesis [114], highlighting its potential
therapeutic targeting in GB treatment. Enzymes necessary for the de novo biosynthesis of
pyrimidines, such as dihydroorotate dehydrogenase (DHODH) and uridine monophos-
phate synthase (UMPS), are overexpressed in GB cell lines and patient tumors. DHODH
inhibition impaired GB cell proliferation, including those resistant to TMZ. Interestingly,
in vivo, inhibition of DHODH did not affect pyrimidine levels in healthy brain cells, empha-
sizing the activity of the pyrimidine salvage pathway in these cells [115,116]. A recent study
found that BAY2402234, a drug that inhibits the DHODH pathway, successfully suppressed
the growth of GSCs in vitro and reduced GB growth in human GB xenograft models [117].
Another study also found that GSCs depend on de novo pyrimidine synthesis and linked
a metabolic aberration to driver mutations. Indeed, EGFR or PTEN mutations activated
carbon influx through pyrimidine synthesis. Targeting enzymes involved in pyrimidine
synthesis, such as CAD protein (carbamoyl-phosphate synthetase 2, aspartate transcar-
bamylase, and dihydroorotase) and DHODH, inhibited GSC survival and self-renewal
and reduced tumor growth in rodent models. Inhibition of both tumor-specific driver
mutations and DHODH activity demonstrated sustained inhibition of pyrimidine synthesis
and tumorigenic capacity. The study suggests a potential therapeutic approach for precision
medicine by targeting metabolic reprogramming and driver mutations concomitantly to
completely inhibit specific pathway [118]. The activity of the pyrimidine salvage pathway
in GB, highlighting by increased localization of radiolabeled tracer 18F-fluorothymidine
(FLT) within the tumor, suggests potential prognostic value. However, further research
is needed to fully understand the mechanisms underlying pyrimidine salvage pathway
activity in GB, and to develop effective strategies for targeting this pathway [119].

Both the de novo and salvage pathways for purine synthesis have been identified in
GB. De novo purines synthesis depends on c-MYC and plays an essential role in cell prolif-
eration and the maintenance of GSCs tumorigenic properties [120]. A study demonstrated
that intracellular levels of purines, particularly guanosine, are linked to radiation resistance
due to the resulting GTP synthesis. In GB, the rate-limiting enzyme for de novo guanosine
synthesis, inosine monophosphate dehydrogenase (IMPDH?2), is upregulated, resulting
in increased GTP biosynthesis, which is associated with a poor prognosis. Mycophenolic
acid (MPA) and its prodrug mycophenolate mofetil (MMF) are FDA-approved inhibitor of
GTP synthesis. Inhibiting GTP synthesis can sensitize GB cells to radiation by disrupting
DNA repair. On the other hand, purines administration in radiosensitive models has been
shown to lead to acquired resistance to radiotherapy [121]. Further research has found that
the ciliary protein ARL13B interacts with IMPDH2 and contributes to chemoresistance by
inhibiting the purine salvage pathway. It has been demonstrated that MMF can inhibit
the ARL13B-IMPDH2 interaction, which enhances the effectiveness of TMZ [122]. Purine
salvage pathway activity has also been observed in GB, including the hypoxanthine salvage
pathway, which has been correlated with anti-folate resistance [121].

The potential of inhibiting nucleotide metabolism as a therapeutic strategy for GB
treatment is currently being evaluated. One approach involves using gemcitabine, a cyti-
dine analogue that has shown promising results in the treatment of solid tumors, including
high-grade gliomas. Gemcitabine integrates into the DNA of proliferating cells and in-
hibits ribonucleotide reductase, thus hindering DNA synthesis. Since gemcitabine can pass
through the blood-brain barrier, it can accumulate in brain tumors. A phase II clinical trial
combining gemcitabine with radiotherapy in high-grade glioma patients demonstrated its
efficacy [123]. However, the short half-life, side effects, and chemoresistance of gemcitabine
have been reported [124].

In conclusion, the inhibition of nucleotide metabolism and the use of nucleotide-based
therapies represent a promising avenue for the development of new GB treatments.
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2.5. Monocarbon Metabolism

In GB, monocarbon units are essential for nucleotide synthesis, methylation reactions,
and maintenance of redox potential, supporting tumor growth [125]. Metabolic vulner-
abilities have been identified in certain conditions involving one-carbon metabolism. In
poorly vascularized tumor regions, cancer cells depend on serine and glycine metabolism
for survival, highlighted by high levels of mitochondrial serine hydroxymethyltransferase
(SHMT?2) and glycine decarboxylase (GLDC). SHMT?2 inhibits PKM2 activity, reducing
oxygen consumption and creating a metabolic state that promotes the use of upstream
metabolic intermediates. GLDC inhibition impaired cancer cells survival with high SHMT2
levels due to an excess of glycine, not metabolized by GLDC, which is thus converted to
toxic molecules (aminoacetone and methylglyoxal). Therefore, SHMT?2 plays a crucial role
in the adaptation of cancer cells to tumor microenvironment, while also rendering them
vulnerable to inhibition of the glycine cleavage system [126].

Another metabolic vulnerability involves 5-methylthioadenosine phosphorylase (MTAP).
Homologous deletions of MTAP are found in 40% of GB cases, resulting in a dependence of
cancer cells on Protein Arginine Methyltransferase 5 (PRMT5). In these MTAP-deficient
cancer cells, inhibition of PRMTS5 inhibits tumor growth [127]. Other studies have demon-
strated that PRMT5 inhibition effectively suppressed tumor growth in both differentiated
GB cells and GSCs [125] and prolonged the survival of patient-derived xenograft mod-
els [128]. A phase I clinical trial is ongoing to evaluate the value of a PRMT5 inhibitor in
treating solid tumors, including GB (NCT02783300).

One possible approach to target monocarbon metabolism is through dietary interven-
tion. Studies have shown that a low methionine diet can reduce circulating antioxidant
and nucleotide levels, and enhance the sensitivity of tumors to radio- and chemo-therapy.
Therefore, implementing a low methionine diet may represent a promising adjunctive
therapy for GB treatment [129].

Folate is an important source of one-carbon units. Anti-folate drugs, such as methotrex-
ate (MTX) and pemetrexed, have shown promising results in GB and are being considered
as a therapeutic option in combination with other treatments. They have been found
to be selectively toxic to GSCs but not to normal fibroblasts or neural stem cells. In an
in vivo experiment, MTX alone failed to show anti-GSC effects but enhanced the effects of
CEP1347, an inducer of GSC differentiation. Combining anti-folate drugs with cytotoxic
and differentiation therapies could lead to a new and effective way to eliminate GSCs,
offering a promising treatment for GB patients [130].

2.6. Nicotinamide Metabolism

Pharmacological inhibition of nicotinamide phosphoribosyltransferase (NAMPT), an
enzyme essential for NAD* biosynthesis has shown promising results in cancer therapy
by repressing glycolytic phenotype [131]. Further, a study showed increased sensitivity
of MYC-amplified GB models to glycolysis inhibition mediated by NAMPT inhibitor,
highlighting a metabolic vulnerability in these tumor subtypes [132].

The modulation of DNA methylation is crucial for cancer cells and nicotinamide
metabolism plays a fundamental role in this process. Nicotinamide N-methyltransferase
(NNMT) was among the most consistently overexpressed metabolic genes in GB compared
to healthy brain tissue and is implicated in methionine metabolism. NNMT was preferen-
tially expressed in mesenchymal GSCs. The depletion of S-adenosyl methionine (SAM), a
methyl donor generated from methionine, by NNMT leads to lower levels of methionine,
SAM, and nicotinamide, but higher levels of oxidized NAD™" in GSCs compared to differen-
tiated tumor cells. Targeting NNMT expression reduced the proliferation and self-renewal
of mesenchymal GSCs, and reduced tumor growth in vivo. The results showed also that
NNMT could be a potential therapeutic target for GB by disrupting the oncogenic DNA
hypomethylation [133].



Int. . Mol. Sci. 2023, 24, 9137

17 of 35

2.7. TCA Cycle

Inhibiting the TCA cycle, which is essential for both catabolic and anabolic functions
necessary for tumor growth, is a promising strategy for effective cancer therapy.

CPI-613 is a first-in-class drug that targets the TCA cycle. Specifically, it is a lipoate ana-
logue that inhibits two major TCA cycle enzyme complexes, a-ketoglutarate dehydrogenase
(x-KGDH) and pyruvate dehydrogenase (PDH), leading to accelerated and inefficient con-
sumption of nutrient stores in cancer cells [134]. Although the exact mechanism by which
CPI-613 exerts its anticancer effects is not fully understood, it has demonstrated promising
results in phase I and II clinical trials for various types of cancer (NCT01832857) and was
evaluating in phase III clinical trials for other malignancies (NCT03504410, NCT03504423).
These findings suggest that targeting GB metabolism could be achieved through a novel
class of TCA-targeted therapy, such as CPI-613. However, further research is needed to
confirm its effectiveness in GB [135].

IDH catalyzes the oxidative decarboxylation of isocitrate to x-ketoglutarate and is
involved in multiple cellular functions, such as glucose sensing, lipogenesis, glutamine
catabolism, and defense against ROS and radiation [136,137]. Mutations in IDH occur early
in tumorigenesis and are specific to tumors, providing an attractive therapeutic target in
gliomas. The new WHO classification excludes the diagnosis of GB in the presence of IDH
mutations. Nevertheless, in vitro studies have shown that targeting IDH1 wild-type could
be a potential strategy to sensitize cells to radiation therapy. Knockdown of wild-type IDH1
in GB cells resulted in decreased levels of NADPH, deoxynucleotides, and antioxidants,
demonstrating the potential of IDH1 targeting as a therapeutic approach for GB [138].

2.8. Electron Transport Chain and Oxidative Phosphorylation

Analysis of patient high-grade gliomas revealed that 43% of tumors contained at
least one mitochondrial DNA alterations in genes encoding complexes I, Ill and /or IV of
the respiratory chain [139]. Strong expression of cytochrome ¢ oxidase (CcO), a terminal
enzyme in the respiratory chain, has been correlated with poor patient outcomes [140].
Further research on CcO has demonstrated that COX4-1 (an isoform of CcO subunit 4) is
involved in cell proliferation, repression of ROS production, increased expression of stem
cell markers, and self-renewal of GSCs [141]. Additionally, inhibition of the respiratory
chain or depletion of mitochondrial DNA in cancer cells increases CD133 expression, a
stem cell marker [142].

Studies have shown that OXPHOS inhibition leads to the downregulation of insulin-
like growth factor 2 mRNA-binding protein 2 (IMP2), resulting in the inhibition of GSC
maintenance. A strong correlation was observed between IMP2 expression, self-renewal of
CGC, and decreased survival in animal models [143]. Induction of MPC1 expression may be
a potential therapeutic strategy for GB, as it has been linked to increased chemosensitivity
to TMZ [144].

Metformin, an anti-diabetic drug, has shown promise as a therapeutic option for GB,
with multiple anticancer effects including the inhibition of complex I of the respiratory
chain, activation of AMPK, suppression of the mTORC1 pathway, alteration of mitochon-
drial biosynthetic pathways, and stimulation of the immune system [145-147]. Metformin
has been shown to reduce cell viability, proliferation, and migration, increase apoptosis,
disrupt epithelial-mesenchymal transition, increase the production of ROS and negatively
impact mitochondrial membrane potential and biogenesis in certain GB cell lines, including
GSCs [148,149]. Notably, metformin has demonstrated higher antiproliferative activity
on CD133-expressing subpopulations, suggesting a certain level of selectivity towards
GSCs [150]. Clinical trials evaluating metformin in GB have been conducted, including a
completed study on low dose TMZ plus metformin or placebo in patients with recurrent
or refractory GB (NCT03243851). Phase II clinical trials are currently in progress to assess
the effectiveness of metformin in combination with chemotherapy, radiotherapy, ketogenic
diet, and/or paxalisib (PI3K/mTOR inhibitor) in GB patients [151].
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2.9. Transporters and Ion Channels

In GB, a decrease in the expression of the mitochondrial pyruvate transporters MPC1
and MPC2 has been observed. This leads to a decrease in the flow of pyruvate into
the mitochondria and an increase in glycolytic activity and compensatory pathways that
maintain fuel oxidation in the TCA cycle, such as glutaminolysis, FAO, and branched chain
amino acid pathways [152]. A decrease in MPC1 expression has been associated with a
poor response to TMZ in GB [144]. Thus, inducing the expression of MPC1 could represent
a potential therapeutic strategy for GB.

The voltage-dependent anion channel 1 (VDACI), a mitochondrial protein controlling
cell energy, metabolic homeostasis and apoptosis, is one of the relevant targets in GB.
Depleting VDAC1 expression using short interfering RNA inhibit GB growth and tumor
growth in xenograft mouse models. VDAC1 depletion also reversed oncogenic properties
and altered transcription factors, leading to tumor cell differentiation into neuron- and
astrocyte-like cells [153].

3. Complexity, Heterogeneity, and Plasticity of Tumor Metabolism

Tumor metabolism is a complex and dynamic process, characterized by heterogeneity
and plasticity. The metabolic heterogeneity of GB is due to a combination of intrinsic
factors such as tissue of origin and genetics, as well as extrinsic factors such as the patient’s
metabolism and the microenvironment [13]. Different microenvironments and cell subpop-
ulations in GB lead to metabolic diversity, and cancer cells evolve over time in response
to a constantly changing environment, highlighting the notion of metabolic complexity
and flexibility.

3.1. Metabolic Heterogeneity and Plasticity

This heterogeneity has been demonstrated through a multitude of studies in xenograft
models or from resected patient tumors using '>C or multi-omics approaches [154]. Garo-
fano et al. employed a multi-omics computational approach to analyze single GB cells and
patient tumors and identified four subtypes of GB based on neurodevelopmental (prolifera-
tive/progenitor vs. neuronal) and metabolic (mitochondrial vs. glycolytic/plurimetabolic)
criteria. This study revealed that different subpopulations of GB cells exhibit distinct
metabolic profiles, with some being dependent on OXPHOS and others relying on aerobic
glycolysis, amino acid metabolism, and lipid metabolism and showed that mitochondrial
GB was associated with a more favorable clinical outcome [155]. Another multi-omics
study defined a new classification of GB based on the tumor immune landscape, which
effectively predicts patient outcome and defines specific lipid metabolism for each sub-
type [156]. Recent research has highlighted the metabolic heterogeneity of GB, with GSCs
and non-GSCs exhibiting distinct metabolic profiles. GSCs are characterized by lower lipid
droplet accumulation and a distinct lipid metabolism, with decreased levels of neutral lipids
and increased polyunsaturated fatty acid production [157]. Other studies showed that
cancer cells in nutrient-deprived regions metabolize droplet lipids more extensively [158],
while cancer cells in oxygen-deprived regions exhibit a more glycolytic profile [55]. Fur-
ther research has revealed metabolic heterogeneity even within the GSC population. One
study showed that mesenchymal and proneural GSCs have different metabolic profiles
and responses to metabolic-related therapies. The study found that mesenchymal GSCs
were more glycolytic and less responsive to metformin, while proneural GSCs were less
invasive, metabolized glucose through the Pentose Phosphate Pathway, and were more
responsive to metformin. These results suggest the importance of considering metabolic
heterogeneity in future clinical trials, as targeting glycolysis may be an effective strategy for
inhibiting mesenchymal tumor cells, while proneural cells may respond better to OXPHOS
inhibition [159]. Metabolic plasticity enables cells to adapt to various environmental factors,
such as fluctuations in nutrient and oxygen availability, oxidative stress, and therapeutic
interventions. One example of this plasticity was highlighted in an in vitro study which
demonstrated that the inhibition of coenzyme Q biosynthesis with 4-nitrobenzoate (4-NB)
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significantly increased the cholesterol content in glioma cells, leading to decreased oxygen
levels, reduced plasma membrane fluidity, and stabilization of HIF-1«, thereby increasing
glycolysis [160]. This study revealed metabolic plasticity and the interconnection between
OXPHOS metabolism, glycolysis, and cholesterol metabolism. The ability of tumor cells to
adapt their metabolism highlights the importance of understanding metabolic changes in
cancer in order to develop therapies that impair tumor cell adaptation.

3.2. Metabolic Interactions in the Tumor Microenvironment

In addition to metabolic heterogeneity within tumors, cancer cells have been found to
engage in cooperative metabolic interactions to meet their metabolic requirements. This
cooperation can occur between different cancer cells as well as between cancer cells and
stromal cells. For example, glycolytic and oxidative cancer cells, even located far from
each other, have shown to mutualize their energy resources [55]. There is also evidence
of cooperation between cancer cells and endothelial cells to promote neoangiogenesis, en-
suring the availability of essential nutrients and oxygen to cancer cells [161]. The immune
cells have also demonstrated their ability to regulate tumor metabolism and cooperate
with cancer cells. M2 macrophages have shown to secrete interleukin-6 (IL-6), promot-
ing the phosphorylation of Phosphoglycerate Kinase 1 (PGK1) in tumor cells mediated
by 3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1 (PDPK1). This phosphorylation facili-
tates glycolysis, leading to increased tumor cell proliferation and tumorigenesis [162]. A
metabolic symbiotic relationship between cancer cells and myeloid-derived suppressor
cells (MDSCs) has also been described, where lactate produced by cancer cells can sus-
tain MDSCs, which play a role in creating an immunosuppressive microenvironment that
impacts both innate and adaptive immunity [163]. In conclusion, the metabolic interac-
tions between cancer cells and surrounding cells play a crucial role in regulating tumor
metabolism and can have protumorigenic effects. Further research should explore these
interactions in order to develop innovative cancer treatment strategies.

4. Combination of Therapies
4.1. Metabolic-Related Therapy

Metabolic-related therapy has been considered as a promising approach for cancer
treatment due to the metabolic alterations present in cancer cells. However, its efficacy as
a single therapy has been limited. Combining metabolic therapy with other treatments
has shown greater potential. Despite the potential benefits, the metabolic plasticity and
heterogeneity of cancer cells can result in therapeutic resistance and undermine the effec-
tiveness of metabolic therapy. To overcome these challenges, it is essential to comprehend
the underlying mechanisms of metabolic heterogeneity and plasticity in cancer cells and
to determine the metabolic dependencies and preferences of different cancer subtypes, as
well as the compensatory metabolic mechanisms.

A study conducted by Yang and colleagues shed light on the metabolic plasticity of GB
cells in response to downregulation of mitochondrial pyruvate transporters carriers MPC1
and MPC2. This resulted in a decrease in the transport of pyruvate into the mitochondria,
thereby activating alternative sources of fuel, such as glutaminolysis, branched-chain amino
acid pathways, and FAO, for the TCA cycle [152]. The concurrent inhibition of MPC and
GDH led to a significant inhibition of tumor growth compared to the use of either inhibition
separately [140]. This underscores the importance of taking into account the adaptability of
GB cells when designing therapeutic strategies.

Due to the metabolic plasticity of cancer cells, dual inhibition of tumor bioenergetics
has been proposed as a relevant therapeutic approach. The dual inhibition of glycolysis and
OXPHOS was investigated on GB tumorspheres. The combination of 2-DG and metformin
resulted in a decrease in the invasive properties of cancer cells, prolonged survival in
a mouse model, and led to a downregulation of stemness- and epithelial mesenchymal
transition-related genes [164]. Targeting ATP synthesis through triple therapy with tar-
geted inhibitors of the TCA cycle, phospholipids, and glycolysis (EPIC-0412, AACOCEF3,
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and 2-DG) has also been found to inhibit tumor growth both in vitro and in vivo [165].
These results suggest that multiple inhibition of cellular bioenergetics may be a promising
approach for GB treatment that requires further clinical evaluation.

The value of combining metabolic-targeted therapies was also demonstrated by Hoang-
Minh et al., who found that FABP7 knockout increased the sensitivity of G5Cs to pharma-
cological inhibition of glycolysis induced by 2-DG [79]. The dual inhibition of glycolysis
and FAO pathways, using DCA and ranolazine, has also shown inhibitory effects on tumor
growth and increased survival in an orthotopic xenograft model [166]. The therapeu-
tic potential of inhibiting both CPT1A and glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD),
critical enzymes for FAO and the PPP, respectively, was also evaluated. The combina-
tion of etomoxir and DHEA, inhibitors of CPT1A and G6PD, respectively, resulted in
decreased viability, ATP levels, and expression of genes associated with stemness and
invasiveness, and showed inhibitory effects on tumor growth and increased survival in a
mouse model [167]. Another study revealed that the combination of cytoplasmic phospho-
lipase A2 (cPLA2) knockdown and metformin impair mitochondrial energy metabolism in
primary GB cells, and reduced tumor growth and prolonged survival in a patient-derived
xenograft model [168]. A recent study found that the loss of branched-chain amino acid
transaminase 1 (BCAT1) in GB leads to a metabolic vulnerability that can be targeted with
a-ketoglutarate (AKG). The combination of BCAT1 inhibitor gabapentin and AKG was
found to be synthetically lethal in patient-derived GB tumors both in vitro and in vivo. The
loss of BCAT1 resulted in an imbalance of NAD*/NADH ratio and impaired OXPHOS,
nucleotide biosynthesis, and mTORC]1 activity. The combination of BCAT1 loss and AKG
treatment led to mitochondrial dysfunction, cellular building block depletion, and cell
death, providing a targetable metabolic vulnerability in GB and a potential therapeutic
strategy to improve treatment outcomes [169].

4.2. Metabolic Therapies and Radiotherapy

Metabolic therapies and radiotherapy have been shown to be a promising combination
in treating GB. Resistance to radiotherapy has been linked to high glycolytic states and
increased mitochondrial reserve capacity [170].

Inhibition of glycolysis has been shown to radiosensitize GB cells in various in vitro
and in vivo models, either through knockdown of HK2 [171], use of 2-DG [30] or DCA [50].
Additionally, depletion of glutathione (via GLS inhibition), NAD* (via ascorbate use
and PARPs inhibition) or inhibition of IDH or nucleotide metabolism can also result in
radiosensitization of GB cells [9].

The repair of radiation-induced DNA damage is a barrier to the efficacy of radiother-
apy, and these DNA repair mechanisms are dependent on NAD", a cofactor used by the
key enzymes of the DNA repair pathways such as PARPs. Inhibiting PARPs is a therapeutic
strategy being evaluated for the treatment of GB.

Other strategies to limit the availability of NAD* have been tested, such as the inhi-
bition of nicotinamide phosphoribosyltransferase (NAMPT). NAMPT is a rate-limiting
enzyme for NAD* recovery. NAMPT was clinically tested as a monotherapy but the trial
was prematurely abandoned due to a narrow therapeutic index [172].

The IDH1 enzyme, which is overexpressed in GB, plays a role in the biosynthesis
of NADPH, a critical reducing agent. Depletion of NADPH results in oxidative stress,
which makes the cells more susceptible to radiation-induced DNA damage. By inhibiting
wild-type IDH1, NADPH levels can be decreased, thus increasing the sensitivity of GB cells
to radiation therapy, as demonstrated in various in vitro and in vivo studies [138].

Since the effects of radiotherapy on DNA are largely due to ROS (O,~, H,O,, OH™),
a relevant therapeutic strategy is to increase the levels of ROS within cancer cells or to
decrease the levels of antioxidants. In order to increase the levels of ROS, it is possible to
act on the metabolism of glutamine, which is involved in the production of mitochondrial
ROS through its oxidation in the TCA cycle. Glutamine metabolism plays a key role
in the maintenance of redox homeostasis due to its role in the synthesis of glutathione,
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a major antioxidant. GLS inhibitors have been tested in IDH-mutated GB, which are
known to be highly dependent on glutaminase for survival. CB-839, a GLS inhibitor, has
been shown to sensitize cells to oxidative stress and radiotherapy in both in vitro and
in vivo models [173]. CB-839 is currently being tested in combination with radiotherapy
and TMZ in a phase I clinical trial for patients with IDH-mutated diffuse or anaplastic
astrocytoma (NCT03528642). Ascorbic acid has been shown to increase ROS in cancer cells.
The combination of TMZ, radiotherapy and ascorbic acid is currently being evaluated in a
phase II clinical trial for the treatment of GB (NCT02344355) [174].

The combination of radiotherapy and the arginine-depleting agent ADI-PEG20 has
been found to greatly improve treatment outcome of GB, resulting in a durable and com-
plete response, with an extended disease-free survival in a GB model. ADI-PEG20 enhances
the sensitivity of GB cells to radiation by generating cytotoxic peroxynitrites, which are
nitrogen-based free radicals with potent cellular toxicity. Additionally, ADI-PEG20 pro-
motes the infiltration of immune cells into the tumors and shifts the anti-inflammatory
phenotype of these cells to a pro-inflammatory one. This leads to an increased in DNA
damage and in a more aggressive immune response against the tumors [175].

Finally, the combination of radiotherapy and nucleotide metabolism inhibitors is
another therapeutic strategy used in many cancers. Gemcitabine, a nucleoside analogue,
has been tested in clinical trials in combination with radiotherapy for the treatment of
high-grade gliomas. A phase II trial in patients with newly diagnosed GB showed a
radiosensitizing effect of gemcitabine [123]. In some studies, gemcitabine has shown
the ability to act synergistically with radiotherapy but also with other chemotherapeutic
agents (e.g., paclitaxel, cisplatin, carboplatin). However, a short half-life, side effects and
chemoresistance have been described [124].

In conclusion, the combination of metabolic therapies with radiotherapy has shown
promising results. Inhibition of glycolysis, IDH or nucleotide metabolism, NAD* depletion,
use of ascorbic acid or ADI-PEG20 are some of the strategies that have been evaluated
on GB.

4.3. Metabolic Therapies and Chemotherapy

TMZ induces remodeling of the respiratory chain [176] and has been shown to increase
fatty acid uptake in GSCs [177]. In wild-type TP53 GB cells, TMZ induces an upregulation
of TP53 which leads to a repression of PINK1 (PTEN-induced putative kinase 1) and
subsequent mitophagy. An increase in mitochondrial mass after TMZ treatment has been
observed, which is thought to be dependent on AMPK-mediated signaling. Inhibition of
mitochondprial fusion process in GB cells sensitizes them to TMZ [178].

Inhibition of glycolysis has been demonstrated to enhance the efficacy of chemother-
apy in high-grade glioma models. This effect has been observed both in vitro, through HK2
knockdown [42], and in vivo, through local administration of 3-bromopyruvate (3-BP) [179].
A combination of the glycolysis inhibitor 3-bromo-2-oxopropionate-1-propyl ester (3-BrOP)
and carmustine was shown to have a synergistic effect against GSCs under hypoxic con-
ditions, which are highly resistant to standard chemotherapy agents such as TMZ or car-
mustine. This combination reduced the ability of GSCs to form neurospheres in vitro and
to inhibit tumor growth in vivo [180]. The combination of 2-DG and 1,3-bis(2-chloroethyl)-
1-nitrosourea (BCNU) was found to increase the sensitivity of GB cells by regulating
glycolysis, ROS, and Endoplasmic Reticulum stress pathways, resulting in increased energy
deficiency, oxidative stress, and apoptosis [181]. A recent study revealed that the combina-
tion of TMZ and metformin effectively suppressed the proliferation and induced apoptosis
of both glioma cells and GSCs. This treatment downregulated the AKT-mTOR signaling
pathway while enhancing AMPK activation, reduced tumor growth in vitro and in vivo,
and making it a promising therapeutic option for advanced GB [182]. Moreover, the combi-
nation of TMZ with energy metabolism inhibitors, gossypol and phenformin, resulted in
significant impairment of energy production, viability, stemness, and invasiveness in GSC
lines compared to TMZ monotherapy or gossypol-phenformin dual therapy [183].
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The combination of the FAO inhibitor etomoxir with TMZ has also been studied. The
study found that GB tissues had a higher expression of FAO-related genes compared to
healthy brain tissue, and that the combination of etomoxir and TMZ had a more pronounced
effect in reducing cell viability, stemness, and invasiveness, and in improving survival
outcomes in mouse xenograft model [184]. A study showed that the accumulation of
saturated fatty acids, particularly palmitate, combined with TMZ treatment improves
its efficacy against GB cells. The inhibition of SCD and/or FADS2 enhances palmitate
accumulation and increases TMZ efficacy. The combination therapy was effective against
recurrent GB cells [89].

Moreover, a study has revealed that a long non-coding RNA (IncRNA), TP73-AS1, is
overexpressed in primary GB patient samples and its expression in tumors is correlated
with poor patient prognosis. TP73-AS1 promotes TMZ resistance through the regulation
of metabolic genes such as ALDH1. The ALDH1 gene, which encodes type 1 aldehyde
dehydrogenases, is overexpressed in GSCs and has been implicated in tumorigenesis as
well as in TMZ resistance [185]. Clinical trials combining an ALDH inhibitor (disulfiram)
and copper with radio-chemotherapy for GB are underway (NCT02715609).

In conclusion, several metabolic approaches have been explored in combination with
chemotherapy for the treatment of GB. These include targeting glycolysis, OXPHOS and
fatty acid metabolism. This has shown promising results in preclinical studies and further
investigation is warranted to determine their potential as effective treatments for GB.

4.4. Metabolic and Targeted Therapies

Targeted therapies, such as bevacizumab and PI3K-AKT-mTOR inhibitors have shown
to have an impact on tumor metabolism. A study showed that treatment with bevacizumab
led to a metabolic adaptation toward anaerobic metabolism, increasing glycolytic activity,
lactate production, and decreasing TCA cycle metabolites in orthotopic GB models. The
treatment also resulted in a decrease in glutathione levels, indicating oxidative stress within
the tumors [186]. Currently, bevacizumab is the only approved targeted therapy for the
management of relapsed GB; however, its combination with the standard protocol has
not shown significant clinical benefits. Further research exploring the combination of
bevacizumab with glycolytic inhibitors may be worthwhile [187].

The PI3K-AKT-mTOR pathway is a promising strategy for GB therapy as it plays
a crucial role in regulating cell proliferation, metabolism, and survival. However, ther-
apies targeting this pathway, either alone or in combination with radiochemotherapy,
have demonstrated limited clinical efficacy. In this context, a study showed that inhibi-
tion of mTOR signaling can protect glioma cells from hypoxia-induced cell death in an
autophagy-independent manner [188]. Therapy resistance to mTOR inhibition may be due
to a metabolic adaptation in the tumor cells. A study showed that mTOR-targeted therapy
led to an increase in the levels of GLS and glutamate, and that inhibiting GLS in conjunc-
tion with the treatment sensitized cells to mTOR inhibitors in various in vitro and in vivo
models [72]. As previously mentioned, a phase II clinical trial evaluating telaglenastat, a
GLS inhibitor, in combination with PARP inhibitor, talazoparib, has been completed in
advanced /metastatic solid tumors patients (NCT03875313).

In conclusion, targeted therapies have been shown to have a significant impact on
tumor metabolism. The combination of bevacizumab with glycolytic inhibitors may offer
promising results, while the limited efficacy of therapies targeting the PI3K-AKT-mTOR
pathway may be improved through glutaminase inhibition. Further research is necessary
to fully explore these treatment options.

4.5. Metabolic Therapies and Immunotherapy

The tumor microenvironment of GB is highly immunosuppressive, limiting the ef-
fectiveness of immunotherapies. Lactate, produced through the Warburg effect in cancer
cells, plays a significant role in establishing an immunosuppressive environment. Targeting
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lactate metabolism by inhibiting glycolysis or lactate export could improve the efficacy of
immunotherapies for GB [189].

Combining immunotherapy with metabolic therapies has shown promise in treating
GB. For example, the combination of T-cell therapy with a metabolism-modulating drug,
liposomal avasimibe, has demonstrated improved antitumor efficacy in mouse models of
GB [190]. Another example is the inhibition of the enzyme indoleamine 2,3 dioxygenase
1 (IDO1), which is frequently expressed in GB and leads to the inhibition of T lympho-
cytes’ cytotoxic functions. Inhibition of IDO has increased GB’s sensitivity to checkpoint
inhibitors in various in vivo models [191]. However, early clinical trials incorporating the
combination of immunotherapy and IDO inhibition were unsuccessful in the treatment of
melanoma and pancreatic cancer. A recent study investigated the combination of anti-PD-1
immunotherapy with a novel glutamate modulator, BHV-4157, in a mouse model of GB.
The results showed better survival when using BHV-4157 in combination with anti-PD1
immunotherapy. The concentration of glutamate in the tumor environment decreased, and
there was an increase in CD4" T cells, major players in the adaptive immune response,
and a decrease in regulatory immune cells within the tumor. These findings suggest that
glutamate in GB has a role in immunosuppression and provide a basis for further exploring
combinatorial approaches for GB treatment [192].

4.6. Diet Interventions

Diet is a crucial environmental factor that modulates tumor metabolism, and emerging
evidence suggests that dietary interventions could influence the therapeutic response of
cancer patients. For instance, fasting for 48 h prior to radio- and chemotherapy has been
shown to increase survival in GB xenograft models [193]. In addition, calorie-restricted
ketogenic diets have been associated with a robust increase in CD8" T cells, a key player in
the antitumor adaptive immune response, as well as a decrease in the immune checkpoint
ligand, PDL-1, highlighting the role of diet in immune defense against cancer [194]. Fur-
thermore, low-methionine diets have been found to limit monocarbon metabolism, increase
circulating antioxidant and nucleotide levels, and sensitize tumors to radio- and chemother-
apies [129]. The calorie-restricted ketogenic diet and intermittent fasting remain the most
extensively studied practices to date. A recent clinical trial, the RGO2 trial (NCT01754350),
investigated the effects of these two dietary interventions on patients with recurrent GB
undergoing radiotherapy. While the results indicated that a ketogenic diet or intermittent
fasting practice leads to significant metabolic changes in patient serum samples, no sig-
nificant differences were found in progression-free survival or overall survival. However,
the caloric intake of the control group was not controlled and was lower than expected,
leading to a potential bias in the results. Future research is needed to define the optimal
protocols for fasting and restrictive diets, including the composition, intensity, and duration
of dietary interventions, to ensure a favorable benefit-to-risk ratio for cancer patients [195].
Overall, dietary interventions have shown potential in modulating tumor metabolism and
improving the therapeutic response of cancer patients, but further research is needed to
determine the optimal protocols for their clinical application.

5. Discussion and Perspectives

Significant advancements in the field of cancer metabolism have provided new av-
enues for the treatment of GB, a highly aggressive brain tumor that remains challenging to
treat effectively. Two key discoveries have driven interest in targeting tumor metabolism
for anticancer strategies: the regulation of metabolic enzymes by oncogenes and tumor-
suppressor genes, and the identification of specific mutations in genes encoding metabolic
enzymes involved in tumorigenesis. Examples of such mutations include the succinate
dehydrogenase mutation, linked to the development of paragangliomas [196], and the IDH
mutations, commonly found in gliomas and serving as important diagnostic, prognostic,
and predictive biomarkers for a favorable response to TMZ in glioma patients [10].
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GB initiation and progression involve significant metabolic reprogramming to support
rapid cell division and growth. Alterations in oncogenes and tumor-suppressor genes
drive changes in the expression of key metabolic enzymes and transporters, leading to
altered metabolism in cancer cells. Metabolic characteristics can directly impact signaling
pathways and therapeutic responses [20]. The tumor microenvironment plays a pivotal
role in shaping the metabolic profile of GB, as factors such as tumor growth, angiogenesis
activation, hypoxic zone formation, and nutrient deprivation contribute to metabolic
alterations. These changes enable cancer cells to adapt and meet their demands in response
to the changing microenvironment. Moreover, GB cells may switch to compensatory or
more efficient metabolic pathways in response to therapy.

Recent advances in cancer metabolism research have led to the development of a
limited number of clinical trials, summarized in Table 1. Concurrently, Figure 7 highlights
the most advanced metabolic-targeted therapies for GB. Many approaches are still under
investigation in preclinical studies, and no significant clinical improvement has been
achieved thus far. The efficacy of metabolic-targeted therapy relies on factors such as
target metabolic pathway expression and cell plasticity. Cancer cells can utilize different
metabolic pathways and adapt to changing environmental conditions or therapy, rendering
a single metabolic pathway-targeting approach potentially insufficient. Furthermore, drug
specificity and the use of targeted metabolic pathways by healthy cells, such as immune
cells, must be taken into account, as inhibiting these pathways may cause undesirable side
effects. While preclinical studies show promise, clinical trials are necessary to determine
the safety and efficacy of these treatments for GB.
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Table 1. Main Clinical Trials in Metabolic Targeting for Glioblastoma Therapy.

Study Participants/Therapeutic

Therapy Mechanism Trial Phase Strategy References
Newly diagnosed GB patients
2-Deoxy-D-Glucose Glucose analogue I/11 treated with 2-DG in [30,31]
combination with radiotherapy
WP1122 Glucose analogue I Healthy volunteers NCT05195723
Ketoconazole . I GB patients scheduled for NCT04869449
Posaconazole HK2 inhibitor I radiotherapy NCT04825275
Patients with progressive solid
TP-1454 PKM2 activator I tumors, treated with TP-1454 NCT04328740
alone or in combination with
immunotherapy
Recurrent GB
. o I . NCT01111097
Dichloroacetate PDK1 inhibitor I Newly diagnosed and recurrent NCT00540176
Newly diagnosed GB treated in
Gossvpol Bcl-2 protein family and I combination with TMZ with or NCT00390403
YP dehydrogenases inhibitor without radiotherapy
I Progressive or recurrent GB NCT00540722
Anhydrous Newly diagnosed GB treated in
Enol-Oxaloacetate (AEO) Oxaloacetate pro-drug I combination with standard NCT04450160
therapy
Advanced/metastatic solid
s tumors patients in combination
Telaglenastat GLS inhibitor I/11 with talazoparib (PARPs NCT03875313
inhibitor)
ADLPEG20 Pegyla.ted. arginine I Recur.rent. hlgh‘-grade gliomas in 176,771
deiminase combination with chemotherapy
INCB001158 Arginase inhibitor 1/11 Advanced solid fumors in NCT03314935
combination with chemotherapy
TVB-2640 FASN inhibitor i Recurrent GB in combination NCT03032484
with bevacizumab
Newly diagnosed GB patients
Atorvastatin HMG_.C OA - eductase 1I treated in combination with NCT02029573
inhibitor - .
radiotherapy and temozolomide
High-grade glioma patients
Gemcitabine Nucleoside analogue II treated in combination with [123]
radiotherapy
GSK3326595 PRMTS5 inhibitor I GB NCT02783300
CPI-613 TCA-targeted therapy II Solid tumor NCT01832857
Recurrent or refractory GB
treated with low TMZ plus
' AMPK activator, complex I ‘ metformin ‘ NCT03243851
Metformin I respiratory chain I Newly diagnosed IDH wild-type NCT04945148
inhibitor GB patients with the OXPHOS+
signature in combination with
standard therapy
Newly diagnosed GB treated in
Ascorbic Acid Cofactor, antioxidant I combination with the standard NCT02344355
therapy
Patients with presumed GB
treated with disulfiram and
Disulfiram ALDH inhibitor I/11 copper before surgery and NCT02715609

during adjuvant
chemoradiotherapy

The intricate relationships between metabolic pathways, as well as the connections
between metabolic and cell signaling pathways, warrant further investigation. Signaling
pathways that modulate tumor metabolism have not been fully described in this review.
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For example, HIF-2«, a transcription factor activated in response to hypoxia, reprograms
cellular metabolism and has been shown to maintain stemness [197]. Unfortunately, a
phase II clinical trial showed no significant responses to HIF-2« inhibitors in recurrent GB
patients (NCT03216499). Further studies are needed to fully evaluate HIF-2« inhibitors’
potential, especially in combination therapy. Autophagy, which is upregulated during
stress conditions such as limited nutrient and oxygen availability, as well as in response to
anticancer therapy, also requires further investigation. Although not a metabolic pathway
in the strictest sense, autophagy is closely linked to cellular metabolism. As a catabolic
process, it recycles cellular components, providing energy and building blocks for the cell,
and confers a survival advantage to glioma cells in the hostile conditions of the tumor
microenvironment. Autophagy can also regulate pro-growth signaling and metabolic
rewiring of cancer cells, further supporting tumor growth. However, the use of autophagy
inhibitors in GB treatment remains challenging [198]. Additional areas deserving further
exploration include the role of the tumor microenvironment in shaping tumor metabolism,
the crosstalk between cancer cells and stromal cells, and the underlying mechanisms of
therapeutic resistance, particularly those related to metabolic-targeted therapies. Moreover,
the involvement of epigenetic regulation and non-coding RNA regulators in GB metabolism
presents another area deserving of deeper examination.

Despite numerous targeted therapies evaluated in clinical trials, the limited progress
achieved in treating GB can be attributed to intratumoral heterogeneity, inadequate patient
classification, and the crucial role of GSCs in therapy resistance and tumor relapse.

Novel therapeutic approaches based on the identification of metabolic vulnerabili-
ties or the inhibition of multiple targets simultaneously may hold promise for improving
treatment options for GB patients. Combination therapy, including metabolic therapies
alongside radiotherapy, chemotherapy, immunotherapy, and targeted therapies, also shows
potential in addressing GB’s therapeutic challenges. The challenges ahead include deter-
mining which metabolic pathways to target in each patient’s tumor, identifying pharma-
cological targets, and understanding how cancer cells modulate their metabolic strategy.
To advance our understanding of GB and identify novel treatment strategies, continued
investigation into the complex interplay between metabolic and molecular pathways, the
tumor microenvironment, and therapeutic resistance is crucial.
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2. Reprogrammation et hétérogénéité métabolique des glioblastomes

La reprogrammation métabolique, caractéristique clé des cancers, permet aux cellules
cancéreuses de produire I’énergie (ATP) et les biomolécules nécessaires, comme les
nucléotides, acides aminés, lipides et glucides, pour soutenir leur prolifération rapide. Dans les
GB, des altérations sont observées dans diverses voies métaboliques, y compris la glycolyse,
I’oxydation et la synthése de lipides, ainsi que dans le métabolisme des acides aminés et des
nucléotides [185,186]. L’effet Warburg, ou les cellules cancéreuses privilégient la glycolyse
aérobie méme en présence d’oxygene, est particuliecrement notable [187]. Ce phénomene
favorise une production rapide d’ATP et de macromolécules, tout en adaptant les cellules a un
environnement hypoxique. Cependant, la chalne respiratoire mitochondriale reste fonctionnelle
dans les GB, indiquant une utilisation mixte de la glycolyse aérobie et d’autres voies

métaboliques [188,189].

La glycolyse aérobie joue un rdle central dans la transformation métabolique des cellules
cancéreuses, influencée par des changements épigénétiques et par I’activité d’oncogeénes. Dans
les GB, le glucose métabolisé par la glycolyse produit du pyruvate, qui peut étre converti en
lactate ou bien acheminé vers les mitochondries pour entrer dans le cycle TCA. Ce cycle, suivi
d’OXPHOS, génére une quantité significative d’énergie [190]. En plus du glucose, les cellules
GB métabolisent d’autres substrats, tels que les acides aminés et les lipides, et la glutaminolyse
est souvent exploitée pour alimenter le cycle TCA par anaplérose [191-193]. Les intermédiaires
de la glycolyse et du cycle TCA peuvent étre détournés vers des voies biosynthétiques pour

contribuer a la production de biomasse nécessaire a la croissance cellulaire.

Une analyse approfondie des données du TCGA a révélé que les tissus cérébraux sains
présentent principalement une signature OXPHOS, tandis que les tumeurs cérébrales tendent a
afficher une signature glycolytique. Cependant, le profil métabolique des GB peut étre trés
divers, comme I’ont montré de nombreuses études utilisant des modeles de xénogreffes ou des
tumeurs de patients, s’appuyant sur des approches utilisant le 3C [188,194,195] ou des
méthodes multi-omiques [107,196]. Les tumeurs du sous-type mésenchymateux,
particulierement invasives, manifestent une importante activité de glycolyse [189]. Une étude
a introduit une classification innovante des GB basée sur le paysage immunitaire tumoral, avec
des implications pronostiques, et révélant une hétérogénéité significative dans le métabolisme
lipidique des différents sous-types [196]. Des études d’IRM sur des patients ont également

révélé une hétérogénéité entre les tumeurs primaires et les tumeurs récurrentes [197].
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L’hétérogénéité intra-tumorale des GB est également bien documentée. En utilisant une
approche multi-omique, Garofano et ses collégues ont identifié des sous-types distincts de GB
tels que le sous-type mitochondrial et le sous-type glycolytique plurimétabolique. En effet, ils
ont découvert qu’au sein des tumeurs, certaines cellules de GB privilégient ’OXPHOS, tandis
que d’autres favorisent la glycolyse aérobie, le métabolisme des acides aminés et des lipides. Il
a été démontré que le sous-type mitochondrial de GB est associé a un meilleur pronostic
clinique [107]. D’autres recherches ont montré que les cellules cancéreuses dans des régions
pauvres en nutriments métabolisent davantage les gouttelettes lipidiques [ 198], tandis que celles
dans des zones pauvres en oxygene présentent un profil plus glycolytique [199] et accumulent
des lipides [200]. Par ailleurs, une étude comparative a révélé que les cellules de GB a
croissance rapide privilégient la glycolyse aérobie, alors que celles a croissance plus lente
favorisent I’OXPHOS et possédent une concentration élevée en lipides, qu’elles métabolisent
en ’absence de glucose. Les cellules a croissance plus lente se sont révélées plus résistantes
aux traitements et présentent une plus grande capacité d’invasion [194]. D’autres travaux ont
mis en évidence que, par rapport aux cellules de GB a faible potentiel de motilité, celles a fort
potentiel de motilité présentent un métabolisme énergétique accru, une production élevée de
ROS, une charge mitochondriale importante, et sont enrichies en voies antioxydantes,

notamment en glutathion [201].

L’ hétérogénéité des GB est influencée par des facteurs variés, incluant des caractéristiques
moléculaires propres aux tumeurs et les conditions uniques du microenvironnement. Les
cellules tumorales, dotées d’une plasticité métabolique, s’adaptent aux variations
environnementales, telles que les fluctuations de disponibilité en nutriments et en oxygene, le
stress oxydatif, et les réponses aux traitements thérapeutiques. Cette capacité d’adaptation leur
permet de survivre et de proliférer dans un environnement en perpétuelle évolution [193,202—

204].
3. Métabolisme des cellules souches de glioblastome

Poursuivant notre exploration du métabolisme des GB, nous allons maintenant nous pencher
spécifiquement sur les caractéristiques métaboliques des CSG. Ces cellules résident dans des
niches spécifiques, souvent caractérisées par des conditions environnementales défavorables.
Pour survivre et prospérer dans ces milieux hostiles, les CSG ont développé une adaptabilité

métabolique remarquable, leur permettant de fonctionner efficacement tant dans des conditions
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aérobies qu’hypoxiques [42,125]. Cette flexibilité métabolique leur permet de basculer entre

des phénotypes oxydatifs et glycolytiques en fonction des besoins [205,206].

Le consensus actuel suggere que, bien que les CSG soient métaboliquement flexibles, elles
privilégient principalement OXPHOS pour la production d’ATP. A I’opposé, les cellules de GB
différenciées tendent a dépendre davantage de la glycolyse aérobie [79,202]. Selon I’étude de
Viashi et al., les CSG sont décrites comme moins glycolytiques, consommant moins de glucose
et produisant moins de lactate que les cellules filles différenciées. Elles présentent également
une plus grande capacité de réserve mitochondriale, leur conférant une plus grande
radiorésistance [79]. De la méme manic¢re que les CSN en état de quiescence, les CSG a
croissance lente s’appuient sur I’oxydation des acides gras et ’OXPHOS pour leur métabolisme

énergétique [194,207,208].

Des études récentes ont mis en évidence une hétérogénéité métabolique significative entre
deux sous-types de CSG dans les GB : les sous-types proneural et mésenchymateux. Les CSG
mésenchymateuses se distinguent par leur agressivité, leur résistance a la radiothérapie, et une
prédominance de la voie glycolytique, caractérisée notamment par une expression ¢levée des
genes liés a I’enzyme aldehyde déshydrogénase (ALDH). L’inhibition de ’ALDHI1A3 a
spécifiquement réduit la croissance des CSG mésenchymateuses, sans affecter les CSG
proneurales. De plus, une transition des CSG proneurales vers le type mésenchymateux a été
observée apreés une radiothérapie, transition qui peut étre empéchée par 1’inhibition de
I’ALDH1A3, soulignant ainsi son role potentiel dans la pathogenése des GB [177]. Des études
complémentaires ont confirmé cette divergence métabolique, soulignant que les CSG
mésenchymateuses sont plus glycolytiques et moins sensibles a la metformine, tandis que les
CSG proneurales, moins invasives, favorisent le métabolisme du glucose via la voie du

phosphate de pentose et sont plus sensibles a la metformine [209].
4. Quelques approches thérapeutiques

L’évolution des recherches sur le métabolisme tumoral ouvre des perspectives prometteuses

pour le développement de stratégies thérapeutiques contre le GB [90].

Parmi ces avancées, la documentation de la co-existence des états glycolytiques et
OXPHOS au sein des tumeurs [189], ainsi que la dépendance des CSG au métabolisme
mitochondriale et leur sensibilité accrue aux traitements ciblant les mitochondries [210,211]

représente des avancées significatives. En ciblant la glycolyse, il est désormais envisagé que
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les CSG pourraient étre épargnées. De plus, I’approche consistant a cibler une seule voie
énergétique s’est avérée produire des effets antitumoraux limités [79]. Cette limitation est due
a I’hétérogénéité intrinséque et a la plasticité métabolique des cellules tumorales, qui peuvent
activer des voies métaboliques alternatives en réponse a I’inhibition d’une voie spécifique. Par
conséquent, une stratégie thérapeutique qui cible simultanément plusieurs voies métaboliques,
en particulier la glycolyse et la respiration mitochondriale, apparait comme une approche plus

globale et efficace pour cibler la tumeur dans son ensemble [212,213].

D’autres avancées ont été réalisé concernant les CSG, notamment la découverte de leur
importante capacité de réserve mitochondriale, qui est corrélée a une résistance accrue a la
radiothérapie [79]. Le dichloroacétate (DCA), un médicament habituellement utilisé pour traiter
I’acidose lactique, a montré un potentiel notable dans la réduction de cette capacité de réserve
mitochondriale des CSG. En inversant I’effet Warburg, le DCA favorise le flux de pyruvate
vers les mitochondries, entrainant une dépolarisation de la membrane mitochondriale et une
augmentation des concentrations d’especes réactives de I’oxygene (ROS), ce qui déclenche
I’apoptose des cellules tumorales. L’efficacité anticancéreuse du DCA a été¢ démontrée tant in
vitro qu’in vivo, soulignant son potentiel thérapeutique dans le traitement des GB [214,215].

La metformine, médicament pour le diabéte de type 2, a montré des effets anticancéreux en
inhibant le complexe I mitochondrial, en altérant les voies de biosynthese des mitochondries et
en activant AMPK. Ce médicament a également démontré des effets anticancéreux in vitro et
in vivo, offrant une nouvelle piste thérapeutique pour le GB [216-218].

De maniére intéressante, la combinaison de DCA et de MET produit un effet synergique
sur les CSG, réduisant la croissance tumorale in vitro et in vivo [219] en augmentant notamment
le stress oxydatif au sein des GB [220]. Cette approche ainsi que d’autres approches
thérapeutiques visant a induire ou augmenter le stress oxydatif au sein des GB pourraient

s’averer prometteuses [221].

L’effet Warburg, caractéristique des cancers, a stimulé¢ des recherches intensives sur
I’enzyme LDHA en tant que cible potentielle pour les stratégies anticancéreuses. Les lactates
déshydrogénases, LDHA et LDHB, spécifiquement exprimées dans les tissus des GB, jouent
un role crucial dans I’interconversion du pyruvate et du lactate. Il a ét¢ démontré que I’inhibition
simultanée de LDHA et LDHB est plus efficace que I’inhibition de chacune de ces enzymes
individuellement, inhibant ainsi la croissance des GB tant in vitro qu’in vivo. Cette double
inhibition favorise une augmentation de OXPHOS dans les cellules LDHA/B KO. Dans ce

contexte, le stiripentol, un médicament antiépileptique, a montré sa capacité a inhiber I’activité
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des deux isoformes de LDH, réduisant efficacement la croissance des GB [199]. L’approche
combinée ciblant LDHA et LDHB s’avere donc particuliérement prometteuse pour augmenter
la sensibilit¢ des GB a divers traitements thérapeutiques tels que la radiothérapie, la

chimiothérapie et d’autres thérapies ciblant les mitochondries [199].

La combinaison de différentes stratégies thérapeutiques, ciblant des vulnérabilités
métaboliques des cellules tumorales, représente une approche prometteuse pour surmonter la

résistance aux traitements et améliorer les résultats cliniques des patients atteints de GB.
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L’hétérogénéité et la plasticité moléculaire des cellules tumorales du GB représentent des
obstacles majeurs a la mise au point de thérapies efficaces. Actuellement, le traitement des GB,
combinant chirurgie et radio-chimiothérapie, reste insuffisant pour assurer une rémission a long
terme des patients. Les GB se distinguent par la coexistence de populations cellulaires diverses,
parmi lesquelles les CSC, bien que minoritaires, jouent un role crucial dans la pathogenese des
GB. Ces cellules se situent principalement a proximité des vaisseaux sanguins ou dans des
régions hypoxiques, et sont a I’origine de diverses populations tumorales différenciées formant
la masse tumorale. A cette hétérogénéité cellulaire et moléculaire s’ajoute une hétérogénéité
métabolique, la dérégulation du métabolisme étant une caractéristique fondamentale des

cancers.

Au sein du laboratoire, la thématique « tumeurs cérébrales adultes et microenvironnement »
se concentre sur 1’étude de I’intégrine aSP1, un senseur clé du microenvironnement et
notamment de la matrice extracellulaire. Nos résultats soulignent son importance dans
I’agressivité des GB, tout en mettant en évidence son expression hétérogene, tant in vitro qu’in
vivo et chez les patients. Cette recherche s’inscrit dans une approche plus globale visant a
comprendre comment 1’expression d’une cible thérapeutique peut varier dans différentes
conditions et souligne 1’importance d’une classification précise des tumeurs pour améliorer

I’efficacité de thérapies ciblées.

Dans ce contexte, les objectifs de ma recherche sont les suivants :

- Proposer une nouvelle classification de 1’hétérogénéité moléculaire des GB, en
collaboration avec des bioinformaticiens, pour mieux comprendre la diversité et la
complexité de ces tumeurs.

- Caractériser I’hétérogénéité et la plasticité métabolique de modeles de CSG, en mettant
I’accent sur la mani¢re dont les changements environnementaux influencent leur
métabolisme.

- Etablir des liens entre les aspects moléculaires et métaboliques des GB, en particulier en ce
qui concerne la résistance aux traitements, afin d’identifier de nouvelles cibles et stratégies

thérapeutiques potentielles.

Ces objectifs visent a approfondir notre compréhension des mécanismes sous-jacents régissant

la pathogenése des GB, et a contribuer au développement de thérapies plus ciblées et efficaces.

98



MATERIELS ET
METHODES

99



1. Lignées cellulaires

1.1 Cellules souches de glioblastome

Les lignées cellulaires NCH644 et NCH421k, des cellules souches de gliome dérivées de
patients, nous ont été fournies par le Pr. Herold-Mende [222]. Les lignées cellulaires 5706 et
3731, également des cellules de type souche de gliome dérivées de patients, nous ont été
fournies par le Dr. Ahmed Idbaih. Pour finir, les lignées cellulaires TC7 et TC22, dérivées de

deux xénogreffes de GB de patients, ont été établies dans notre laboratoire.
1.2 Lignée commerciale US7MG et clones dérivés

En plus des lignées de cellules souches dérivés de patients, nous avons utilisé la lignée cellulaire
US87MQG, une lignée cellulaire adhérente de GB fournie par American Type Culture Collection
(ATCC, LGC Standards Sarl, Molsheim, France) et deux lignées clonales résistantes au TMZ
dérivées de US7MG, précédemment établies au sein du laboratoire par un traitement a long
terme de TMZ a 50 uM : U87MG R50 et U87MG R50 OFF. La lignée clonale U§7MG R50 a
été cultivée en continu dans un milieu contenant 50 uM de TMZ tandis que la lignée US7MG

R50 OFF a été mise hors de pression du TMZ aprés deux mois de traitement.
2. Culture cellulaire

Nous avons cultivé une cohorte de 10 lignées de cellules souches de gliomes dérivées de
patients dans un milieu de cellules souches (culture de neurosphéres) ou un milieu de
différenciation (culture de cellules adhérentes) en normoxie (21% O2) ou en hypoxie (1% O»).
Pour cela, un incubateur multi-gaz 255L (HERACell VIOS 250i, ThermoFischer) est utilisé,
permettant de moduler les taux d’oxygene. Les lignées NCH644, NCH421k, 5706 et 3731 ont
été cultivées en condition de neurosphéres en utilisant le milieu Eagle modifi¢ de Dulbecco
avec le DMEM /F-12 (milieu de culture Eagle modifi¢ de Dulbecco/mélange de nutriments F-
12) suplémenté de GlutaMAX™ (DMEMF12, GlutaMAX™, Gibco™), complété par de la
BSA Insulin Transferrin (BIT-100) (20%) (Provitro), des facteurs de croissance EGF (20
ng/mL) (Reliatech) et B-FGF (20 ng/mL) (Reliatech). Les lignées TC7 et TC22 ont été cultivées
en condition de neurosphére en utilisant DMEMF12, GlutaMAX™ (Gibco™), supplémenté
avec du B27™ (2%) (Provitro), des facteurs de croissance EGF (20 ng/mL) (Reliatech) et -
FGF (20 ng/mL) (Reliatech). Ces cellules ont ét¢ cultivées en monocouche avec le milieu

DMEM/F12 + GlutaMAX™ (Gibco™) complété par 10% (vol/vol) de sérum de veau feetal
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(SVF) (Gibco™). La lignée cellulaire US7MG et les clones dérivées ont été cultivées en
monocouche dans un milieu MEM (Minimum Essential Medium Eagle) supplémenté avec 10%
(vol/vol) de SVF (Gibco™), 1% de pyruvate de sodium (Gibco™) et 1% d’acides aminés non
essentiels  (Gibco™) et dans un milieu pour cellules souches utilisant
DMEMF12+GlutaMAX™ (Gibco™) complété par du B27™ (2%) (Provitro), des facteurs de
croissance EGF (20 ng/mL) (Reliatech) et 3-FGF (20 ng/mL) (Reliatech).

3. Analyse de ’expression génique

3.1 Lignées de cellules souches de glioblastome

Chaque lignée de CSG a été cultivée dans différentes conditions expérimentales : souche,
différenciée, hypoxique. Apres une exposition prolongée a ces conditions de culture, les cellules
ont été transférées dans des flacons T75 et cultivées pendant trois jours avant la récolte pour la
préparation des culots cellulaires. Les échantillons ont été traités selon les protocoles standards
de préparation d’ARN. L’ ARN total a ét¢ extrait en utilisant le kit approprié, avec une étape

subséquente de vérification de la qualité et de la quantité de I’ARN.

Pour les lignées NCH644 et NCH421k, dans les conditions souche et différenciée, I’ARN total
a été isolé et des cibles d’ADNc monocaténaires biotinylées ont été préparées en utilisant le kit
d’expression Ambion WT (#4411974) et le kit de marquage terminal Affymetrix GeneChip®
WT (#900671), conformément aux instructions fournies par les fabricants. Les ADNc ont été
hybridés sur des puces GeneChip® Human Gene 2.0 ST (Affymetrix), ciblant plus de 40 000
transcrits RefSeq et environ 11 000 LncARN. Les puces ont été traitées et analysées en utilisant
les équipements et les logiciels Affymetrix. Les données brutes ont ensuite été analysées et
traitées en utilisant le logiciel Affymetrix Expression Console version 1.4.1 avec les parameétres

RMA par défaut.

Pour les autres lignées cellulaires et conditions expérimentales, des séquengages d’ARN ont été
réalisées au sein de la plateforme GenomEast de I’'Institut de Génétique et de Biologie
Moléculaire et Cellulaire. La préparation des librairies a été effectuée en s’appuyant sur le guide
de référence TruSeq Stranded mRNA — PN 1000000040498. A partir de 500 ng d’ARN total,
les librairies RNA-Seq ont été générées en utilisant le kit TruSeq Stranded mRNA Library Prep
et les IDT for [llumina — TruSeq RNA UD Indexes (96 index, pour 96 échantillons) (Illumina,
San Diego, USA), en respectant les instructions du fabricant. Aprés purification de I’ARN

messager par des billes magnétiques liées a des oligos poly-T, la fragmentation a été induite par
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des cations divalents a 94°C pendant 2 minutes. Les fragments d’ARN clivés ont été transcrits
en ADNc monocaténaire par une transcriptase inverse utilisant des amorces aléatoires. La
spécificité des brins a été obtenue en remplacant le dTTP par du dUTP lors de la synthése du
deuxiéme brin de cADN, en utilisant la DNA Polymerase I et la RNase H. Apres adjonction
d’une base ‘A’ et la ligation d’un adaptateur sur les fragments d’ADNc double brin, les produits
ont été purifiés et enrichis par PCR (30 sec a 98°C; (10 sec a 98°C, 30 sec a 60°C, 30 sec a
72°C) x 12 cycles; 5 min a 72°C) pour créer la librairie de cRNA. Les amorces PCR en exces
ont été ¢liminées par purification avec les billes SPRI select (Beckman-Coulter, Villepinte,
France). La qualit¢ et la quantit¢ des librairies d’ADNc finales ont été vérifiées par
électrophorese capillaire. Le séquengage a été réalisé sur un séquenceur Illumina HiSeq 4000,
produisant des lectures simples de 50 bases. L’analyse des images et le décodage des bases ont

été effectués a I’aide du RTA version 2.7.7 et du bcl2fastq version 2.20.0.422.
3.2 Analyses différentielle des génes et enrichissement

Pour I’analyse différentielle des genes, les genes ayant un log2FC supérieur a 1,5 ont été
considérés comme significativement up-régulés, tandis que ceux ayant un log2FC inférieur a -
1,5 ont été considérés comme significativement down-régulés. L’analyse d’enrichissement des
geénes a ¢été réalisée a I’aide du logiciel EnrichR. Les listes de geénes régulés ont été soumises a
EnrichR pour identifier les voies biologiques et les processus associés. Les résultats ont été
filtrés en fonction de la valeur p et du score combiné pour identifier les voies les plus

pertinentes. Nous avons utilisé un seuil de valeur p ajustée inférieure a 0,05.
4. Analyse de ’activité d’un réseau de régulateurs spécifique des GB

Nous avons utilis¢ 1’outil GBM-cReg, développé lors de nos recherches précédentes, pour une
analyse approfondie du paysage régulateur dans diverses conditions expérimentales, en utilisant
des données transcriptomiques. Cet outil emploie la fonction CoRegQuery avec le GBM-
CoRegNet pour calculer I’influence des régulateurs dans le jeu de données entrant. L’ influence
de chaque régulateur est classifiée comme positive ou négative, offrant ainsi un apercu de leur

impact sur I’expression génique.
5. Affectation de classes basées sur ’activité d’un réseau de régulateurs

Des classes moléculaires basées sur 1’activité d’un réseau de régulateurs spécifique des GB ont

été attribuées a nos modeles d’étude en utilisant un modéle de Machine a Vecteurs de Support
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(SVM). Ce modele SVM a préalablement été entrainé sur une méta-cohorte de 1612 tumeurs
de patients) et a par la suite ét¢ utilis€ pour analyser les données des CSG dans diverses
conditions expérimentales. Ce modele évalue I’influence des régulateurs et attribue des classes
aux ¢chantillons individuels en fonction de leurs profils transcriptomiques. Lorsque le modele
SVM attribue des probabilités inférieures a 75%, ces échantillons sont catégoris€és comme «
Mixtes », indiquant une activité régulatrice complexe de 1’échantillon qui ne correspond pas

clairement a une classe spécifique.
6. Analyse de flux extracellulaire

Afin d’étudier le profil énergétique et la contribution des voies énergétiques (glycolyse et
OXPHOS) de nos cellules, un analyseur Seahorse XFp (Seahorse Bioscience) a été utilisé. Cette
appareil permet 1’analyse en temps réel des taux de consommation d’oxygene (OCR) et des
taux d’acidification extracellulaire (ECAR) de cellules souches ou adhérentes cultivées in vitro
dans des microplaques. La veille de 1’analyse, les cartouches XFp ont été hydratées dans de
I’eau stérile dans un incubateur sans CO> a 37 °C. Le jour de I’analyse, les cellules ont été
ensemencées sur les microplaques de culture Seahorse XFp (Agilent®) préalablement coatées
au Cell-Tak a 22,4 ng/mL (Corning®) a raison de 60 000 cellules/puits dans leur milieu de
culture spécifique. Aprés 45 minutes, le milieu a été remplacé par le milieu Seahorse XF
DMEM (Agilent 103575-100) complété par 10mM de glucose (Agilent 103577-100), 2mM de
glutamine (Agilent 103579-100) et ImM de pyruvate de sodium (Agilent 103578-100). Les
cellules ont été équilibrées dans un incubateur sans CO; jusqu’a leur analyse. L’eau stérile des
cartouches a été remplacé par le calibrant (Aligent®) et les cartouches ont été replacées au sein
d’un incubateur sans-CO; 45 minutes a 1 heure avant analyse. Aprés ce délai écoulé, les
cartouches ont été chargées avec les inhibiteurs métaboliques selon les instructions du fabricant.
Les valeurs d’OCR et d’ECAR ont été obtenues au fil du temps dans chaque puits, au niveau
basal, puis aprés injection des inhibiteurs métaboliques. Les données ont été analysées en

utilisant Agilent Seahorse Analytics.

7. Métabolomique

7.1 Préparation des échantillons

Les cellules ont été ensemencées et incubées en normoxie ou en hypoxie pendant une semaine.

Apres une semaine, les cellules ont été collectées, comptées et centrifugées a 300g pendant 5
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minutes. Des culots cellulaires d’environ 2 a 10 millions de cellules ont été lavés dans du
Phosphate Buffered Saline (PBS), puis centrifugés a 300 g pendant 10 minutes a 4°C. Les culots
secs ont été conservés a -80°C jusqu’a leur analyse. Quatre culots cellulaires a différents
passages ont été préparés a partir des différentes lignées de cellules souches cultivées en
normoxie. Deux culots ont été préparés pour les lignées cellulaires adhérentes cultivées en
normoxie ainsi que les lignées cellulaires de type souche cultivées en hypoxie. Les cellules ont
été transférées dans des inserts jetables HR-MAS Kel-f pré-pesés de 25 pL. Les inserts scellés
ont ensuite été pesés pour déterminer la masse du culot, puis le volume des inserts a été
complété avec de ’oxyde de deutérium (D20). Les inserts ont ensuite été stockés a -20°C

jusqu’a I’analyse.
7.2 Spectroscopie RMN HR-MAS

Les expériences de RMN HR-MAS ont été réalisées sur un spectrometre Bruker Avance 111
fonctionnant a une fréquence protonique de 500,13 MHz, équipé d’une sonde HRMAS a triple
résonance ('H, 1*C, 3!P). La température a été maintenue a 277 K pendant toute la durée de
I’acquisition afin de réduire la dégradation des cellules. Toutes les expériences ont été réalisées
sur des échantillons tournant a 3502 Hz. Les paramétres des séquences utilisées sont décrits
(Tableau 1). Les spectres ont été normalisés par rapport a la masse de chaque échantillon et

¢talonnés en utilisant une quantité définie de lactate comme référence.
7.3 Analyse et statistiques

L’identification des métabolites a été effectuée a partir de profils '"H unidimensionnels et a été
approfondie a I’aide de profils 'H-'*C HSQC bidimensionnels. L’analyse en composantes
principales (PCA) a été utilisée pour évaluer I’homogénéité des ensembles de données de RMN
HR-MAS et exclure les valeurs aberrantes techniques ou biologiques (hors de I’intervalle de
confiance de 95%). Une PCA a ensuite ét¢ utilisée pour identifier les principales sources de
variance au sein des ensembles de données et les différences métabolomiques entre les
¢chantillons. Des analyses statistiques multivariées ont été réalisées a 1’aide d’une analyse PCA
et de I’algorithme ADEMA. En outre, des analyses multivariées ont été réalisées a I’aide de
’algorithme ADEMA. L’algorithme ADEMA est basé sur I’information mutuelle et calcule les
changements de niveau attendus pour chaque métabolite par rapport a une condition donnée,
prend en compte plusieurs métabolites en méme temps et est basé sur 1’information mutuelle

(MI). Le taux de fausse découverte (FDR) a été contr6lé a un niveau de 5%.
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'H CPMG 13C HSQC-2D
Temps de relaxation (D1 ; sec) 2 1,5
Champ RF présaturation (Hz) 50 50
Durée d’acquisition (AQ ; sec) 2,3396351 F2:0,146; F1: 0,006
Echantillonnage 32768 F2:8192; F1:256
Largeur de spectre (SW ; ppm) 14,0019 F2: 14,0019 ; F1 : 165,65
Nombre de scans fictifs (DS) 4 64
Nombre de scans (NS) 1024 272
Durée d’expérience (EXPT) 1 h 16 min 38 sec 1 jour 8 h 45 min
Nombre de boucles (L4) 328 NA
Temps d’interpulse (ps) 143 NA

Tableau 1: Séquences d’impulsion et paramétres d’acquisition utilisées lors des expériences RMN
HRMAS

8. Agents pharmacologiques et réactifs

Le témozolomide (TMZ) (réf. #T2577 ; Sigma Aldrich) a été préparé en le dissolvant dans du
DMSO pour obtenir une concentration de 100 mM. Il a ensuite été conservé a -20°C jusqu’a
son utilisation. Dans toutes les expériences menées, la concentration finale de DMSO dans le

milieu de culture n’a jamais dépassé 0,1%.

L’oligomycine (réf. #75351), la roténone (réf. #R8875), I’antimycine A (réf. #A8674) et le
FCCP (réf. #C2920) ont été achetés aupres de Sigma Aldrich. L’oligomycine et le FCCP ont
été dissous dans du DMSO pour obtenir des solutions meres & 10 mM. L’antimycine A et la
roténone ont été¢ dissoutes respectivement dans de 1’éthanol a 70% et 100% pour obtenir des
solutions meres a | mM. L’ensemble des solutions a été stocké a -20°C et conservé pendant 2

mois.

La metformine (MET) (réf. #317240) et le dichloroacétate (DCA) (réf. #347795) ont été achetés
aupres de Sigma Aldrich et ont été dissous dans les milieux de culture spécifiques a chaque

lignée cellulaire pour obtenir une concentration de 10 mM.
9. Incucyte

Pour les expériences normoxiques et hypoxiques, les cellules ont été incubées dans un
incubateur multi-gaz a CO, (HERACell VIOS 250i, ThermoFischer) et suivies par une
évaluation microscopique en temps réel en utilisant la technologie Incucyte®. 3000 cellules

souches/puits ou 15000 cellules adhérentes/puits ont été ensemencées dans une plaque 96 puits
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et cultivées pendant 6 jours dans un incubateur a 37°C, 5% COz en normoxie (20% O2) ou en
hypoxie (1% O2). Les tests de prolifération cellulaire ont été réalisés par analyse en temps réel
IncuCyte. La confluence des cellules adhérentes et la surface (mm?) de la neurosphére ont été
suivies avec un systéme d’analyse de cellules vivantes IncuCyte™ Zoom. La technologie
IncuCyte® a pris des images toutes les 4 heures, la surface et la confluence cellulaire ont été
mesurées puis normalisées au temps z€éro. La signification statistique de la croissance tumorale
du jour 0 au jour 6 a été analysée par des tests t appariés. La signification statistique entre les
conditions normoxiques et hypoxiques a été réalisée a 1’aide de tests t non appariés. P < 0,05 a
été considéré comme significatif, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001. Les
résultats sont présentés sous forme de moyenne et la barre d’erreur représente 1’erreur standard

de la moyenne (SEM). Graphpad Prism Version 8 a été utilisé pour analyser les données.
10. Test de sensibilité

Les tests de drogues ont été effectués par analyse en temps réel IncuCyte. Les cellules ont été
ensemencées en présence ou en 1’absence de différentes thérapies, seules ou en association.
Concernant les tests de sensibilit¢ au TMZ, le TMZ a été dilué dans le milieu spécifique a la
lignée et les cellules ont été traitées avec des concentrations croissantes de TMZ (12,5, 25, 50
et 100 uM). Les cellules ont été placées (a raison de 3000 cellules par puits d’une plaque a 96
puits) directement en 1’absence (controle DMSO) ou en présence de différentes concentrations
de TMZ. La dynamique de croissance des CSG en réponse au TMZ a été évaluée a I’aide de la

technologie Incucyte.
11. Western Blot

Les cellules ont été lysées dans un tampon d’échantillon Laemmli (Biorad) complété par du b-
mercaptoéthanol a 5 % et les protéines ont été fractionnées par SDS-PAGE (20 %), transférées
sur une membrane PVDF (GE Healthcare, Velizy, France), qui a été bloquée avec du lait écrémé
a5 % (p/v) dans du PBST pendant 1 h a température ambiante, sondée avec un anticorps
primaire dans une solution de blocage pendant une nuit a 4 °C, incubés avec des anticorps
secondaires conjugués a la peroxydase de raifort (HRP) (GE Healthcare) pendant 1 h a
température ambiante et le signal chimioluminescent a été¢ détecté a I’aide du systéme de
chimioluminescence améliorée (ECL™ Prime Western Blotting System, GE Healthcare
Bioscience) avec un analyseur ImageQuant™ LAS 4000 (GE Healthcare). La quantification

des images non saturées a été réalisée a I’aide du logiciel ImageJ (National institutes of Health,
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Bethesda, MD, USA). Pour chaque expérience, 3 lysats provenant de différentes cultures
cellulaires ont été utilisés. Les protéines a-tubuline ou la GAPDH ont été utilisées comme

contrdle de charge pour tous les échantillons. Les anticorps utilisées pour ces expériences sont

décrits (Tableau 2).

Protéine cible Fournisseur Référence Espéce Dilution
o-Tubulin Sigma-Aldrich T9026 Mouse 1/3000
CD133 Biolegend 372802 Mouse 1/1000
EGFR Ozyme D38B1 Rabbit 1/1000
GAPDH Millipore MAB374 Mouse 1/3000
GFAP Merck MAB360 Mouse 1/1000

HK2 Proteintech 22029-1-AP Rabbit 1/5000
Integrin a5 Cell Signaling D7B7G Rabbit 1/1000
LDHA Proteintech 19987-1-AP Rabbit 1/5000
NKX2-5 Cell Signaling E1Y8H Rabbit 1/1000
OCT4 Cell signaling 27508 Rabbit 1/1000

SOX2 Cell Signaling 27488 Rabbit 1/1000
IgG-HRP anti-mouse Promega W4018 Goat 1/10000
IgG-HRP anti-rabbit Promega W4028 Goat 1/10000

Tableau 2 : Liste des anticorps utilisés pour Western Blot

12. NKX2.5

12.1 Plasmides

Des plasmides codant pour la protéine d’intérét NKX2.5 ont été acquis aupres de la société
Proteintech. Pour produire une quantité suffisante de plasmides pour nos expériences, nous
avons procéd¢ a leur amplification par transformation bactérienne. Les plasmides ont été
introduits dans des bactéries compétentes par choc thermique. Les bactéries transformées ont
ensuite été cultivées sur un milieu sélectif contenant I’antibiotique pour sélectionner
uniquement les bactéries transformées. Suite a la croissance des colonies bactériennes,
I’extraction des plasmides a été effectuée a 1’aide d’un kit d’extraction d’ADN standard selon
les instructions du fabricant. Les plasmides extraits ont ensuite été quantifiés et leur qualité a

été vérifiée par électrophorese sur gel d’agarose apres digestion avec des enzymes de restriction.

107



12.2 Transfection cellulaire

La transfection cellulaire consiste a introduire un ou plusieurs fragments d’ADN exogenes dans
les cellules. La technique repose sur I’inclusion de plasmides dans des liposomes, qui vont ainsi
pouvoir rentrer dans la cellule par endocytose ou par fusion du liposome avec la membrane
plasmique. L expression du matériel transfecté n’est que transitoire car le plasmide ne s’intégre
pas au génome de la cellule. Les cellules ont été¢ ensemencées dans des plaques 6 puits a raison
de 0,5.106cellules/puit. Elles sont transfectées 24h aprés ensemencement, avec 1’agent de
transfection lipofectamine 2000 (ThermoFisher) dans un milieu Opti-MEM™ [ Reduced-
Serum Medium (Thermo Fisher Scientific). Les cellules ont été transfectées avec le plasmide
NKX2.5 ou le plasmide vide. Un contrdle avec du milieu optiMEM seul ainsi qu’un contrdle
lipofectamine seul ont été réalisées. Les cellules sont ensuite incubées pendant 24h. Le plasmide
pcDNA3.1(+) NKX2.5 et pcDNA3.1(+) pneg ont ét¢ commandé sur ProteoGenix ou produit

par transformation bactérienne et amplification
13. RT-qPCR

Les cellules sont ensemencées dans une plaque 6 puits avec une densité de 0,5 million de
cellules par puits et sont cultivées dans un milieu optiMEM pur, ou supplémenté¢ de
lipofectamine 2000 (Thermofisher), du plasmide négatif (5 png) ou du plasmide NKX2.5 (5 ug),
pendant une période de 24 heures. Les cellules sont ensuite lavées avec du PBS 1X puis lysées
avec 350 pl de tampon RLT provenant du kit d’extraction (RNEasy Plus Mini Kit, Qiagen). La
procédure RNeasy est une technologie bien établie pour la purification de I’ARN. Cette
technologie associe les propriétés de liaison sélective d’une membrane a base de silice a la
rapidit¢ de la technologie microspin. Les échantillons biologiques sont d’abord lysés et
homogénéisés en présence d’un tampon contenant du guanidine-thiocyanate fortement
dénaturant (tampon RLT), qui inactivera immédiatement les RNAses pour assurer la
purification d’'un ARN intact. De 1’éthanol est ajouté pour fournir des conditions de liaison
appropriées, et 1’échantillon est ensuite appliqué sur une colonne de spin mini RNeasy, ou
I’ARN total se lie a la membrane et les contaminants sont efficacement éliminés par lavage.
L’ARN de haute qualité est ensuite élue dans 100 pl d’eau. La quantité d’ARN extraite est
ensuite déterminée par spectrophotométrie UV-Visible, en utilisant le NanoDrop™One
(ThermoFisher). La transcription inverse est ensuite réalisée avec le kit iScript™ Reverse
Transcription Supermix (BioRad), en utilisant 1 ug d’ARN. Les échantillons sont ensuite placés

dans un thermocycleur (T100, Biorad) pour la réaction de transcription inverse selon le
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programme iScript : une phase de priming (5 minutes a 25°C), une activation de la transcriptase

inverse (46 minutes a 46°C) et une inactivation de la transcriptase inverse (1 minute a 95°C).

La qPCR (PCR quantitative ou PCR en temps réel) est effectuée en utilisant un mélange

réactionnel comprenant les amorces spécifiques (Tableau 3) et le SYBR GreenTM comme

réactif. Pour chaque puits d’une plaque optique MicroAmpTM de 96 puits (Applied

BiosystemsTM), 15 ul de ce mélange sont déposés. L’ADNc, préalablement obtenu par

transcription inverse, est dilué 5 fois avec de I’eau exempte de RNase. Ensuite, 5 pl de cette

solution diluée sont ajoutés a chaque puits, permettant d’atteindre une concentration finale de

50 ng par puits. La qPCR est effectuée a I’aide du StepOnePlus™ (4376357, Thermofisher) et

du logiciel StepOneTM (v2.3). L’ARNI18S a été utilis¢ comme contréle endogéne.

Géne cible Fabriquant Référence Amorces/Transcrit détecté

RNAI18S Invitrogen 426826 Y4744 (D03) | 5’-TGTGGTGTTGAGGAAAGCAG-3’
Thermo Fisher | 426826 Y4744 (D04) | 3’-TCCAGACCATTGGCTAGGAC-5’

GAPDH Invitrogen 710832 L3872 (H11) | 5’-GTCACCAGGGCTGCTTTTAACTCT-3’
Thermo Fisher | 710832 L3872 (H12) | 3’-GGAATCATATTGGAACATGTAAACCAT-5’

GPI Qiagen PPH00897C NM_000175.3

HK2 Qiagen PPH00983B NM_000189.4

LDHA Qiagen PPH02047H NM_005566.3

TPI1 Qiagen PPHO02051A NM_000365.5

Tableau 3 : Liste des primers utilisés pour la qPCR
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Partie 1: Hétérogénéité et plasticité moléculaire des glioblastomes : une

exploration basée sur I’activité d’un réseau de régulateurs

Contexte de I’étude

Afin de mieux comprendre I’hétérogénéité et la plasticité moléculaire des GB, un projet
collaboratif avec I’équipe du Professeur Elati, expert en bioinformatique au laboratoire
CANTHER de Lille, a ét¢ entrepris. L’hétérogénéité et la plasticité des tumeurs sont deux défis
majeurs en neuro-oncologie. Ces phénomenes contribuent significativement a la malignité
prononcée et a la résistance aux thérapies de ces tumeurs. Le projet a débuté par une analyse
approfondie des données transcriptomiques extraites de la base de données CCLE 2019Q1, qui
porte sur des dizaines de lignées cellulaires de GB. Une approche par biologie des systémes,
orchestrée par 1’équipe de bioinformaticiens de Lille (équipe CANTHER), a permis de tisser
un réseau de régulateurs et de co-régulateurs hautement spécifiques au GB, dévoilant un
paysage moléculaire complexe. En exploitant les profils d'expression génique, nous avons
réussi a prédire l'activité des régulateurs, déterminant s'ils sont actifs (indiqués en rouge) ou
inactifs (marqués en bleu), ainsi que l'influence des régulateurs sur leurs geénes cibles,
notamment en termes de répression ou d'activation de leur transcription. En intégrant I’analyse
de milliers d’échantillons de tumeurs de patients grace a la base de données GlioVis, une
classification innovante des GB en sept sous-classes a été établie, chaque sous-classe se
distinguant par des activités régulatrices propres, ainsi que par des caractéristiques moléculaires

et biologiques uniques.
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ABSTRACT

We present GBM-cRegMap, an online resource offering a comprehensive co-regulatory influence
network perspective on Glioblastoma (GBM) heterogeneity and plasticity. By leveraging representation
learning algorithms, we derived two components: GBM-CoRegNet, a highly specific co-regulatory
network of tumor cells, and GBM-CoRegMap, a unified network influence map comprising 1612
tumors from 16 studies. By applying GBM-cRegMap, we illustrated the synergy between the two
components by refining GBM molecular classification, pinpointing potential key regulators, and
aligning the transcriptional profiles of tumors and in vitro models. By amalgamating a vast dataset, we
validated proneural (PN)-mesenchymal (MES) axis and identified three subclasses within the classical
(CL) tumours (astrocyte-like (CL-A), epithelial basal-like (CL-B), and ciliary-rich (CL-C)) as well as
a neural normal-like subclass (NL). As a widely applicable closed loop, spanning preclinical models to
tumors and back, GBM-cRegMap has been provided to the GBM research community as an easy-to-

use web tool (https://gbm.cregmap.com).

INTRODUCTION

Glioblastoma (GBM), the most common and aggressive brain and central nervous system malignancy,

represents a significant challenge in neuro-oncology. Accounting for 48.6% of malignant brain tumors



and 57.7% of all gliomas, GBMs is among the most lethal and aggressive forms of cancer. Despite
standard therapy (Stupp protocol, which combines surgery, chemotherapy, and radiotherapy), most
patients succumb within 15 to 18 months'. Intrinsically, GBMs exhibit highly heterogeneous
histopathology and molecular characteristics. Current approaches struggle to capture the full complexity
of GBM, often leading to an incomplete understanding and limited therapeutic options. The diversity
of GBM is multi-faceted, encompassing population heterogeneity, intra-tumoral heterogeneity, tumor
plasticity, and the influence of the microenvironment and therapy. These facets, which impact clinical
outcomes and tumor progression, require comprehensive exploration. This heterogeneity underscores
the need for a comprehensive and in-depth understanding of the molecular landscape of GBM to

develop more effective therapeutic strategies.

Past research has attempted to classify GBM into subtypes based on bulk gene expression profiling with
varying degrees of success. The Philips group first defined three major tumor subsets: proneural,
mesenchymal, and proliferative’. Later, Verhaak et al.’ proposed a classification encompassing four
subtypes: proneural (PN), neural (NEU), classical (CL), and mesenchymal (MES), which was
subsequently revised to three subtypes, excluding the Neural subtype®. Further nuances in GBM
classification arise from considering additional parameters, such as the glioma CpG island methylator
phenotype (G-CIMP). More recent single-cell studies have revealed additional layers of intra-tumoral
heterogeneity due to the co-existence of immune cells, as well as plasticity of transcriptional programs
within the same tumor. Neftel et al.° deconvolute the phenotypic states of GBM cells into four major
lineage-specific cellular identities: astrocyte-like (AC), mesenchymal-like (MES), neural progenitor
cell-like (NPC) and oligodendrocyte progenitor cell-like (OPC). The Lavarone group’ uncovered based
on the most active pathways four states along two axes, a metabolic axis including mitochondrial
(MTC), and glycolytic/pluri-metabolic (GPM) and a neurodevelopmental axis including
proliferative/progenitor (PPR) and neuronal (NEU) states. However, despite ultimately proposing the
same number of subtypes, the four classification schemas are largely non-overlapping, failed to predict
survival and inform on pharmacologic vulnerability. Except, the MES subtype has been reproducibly

identified across the different studies, with the worse prognosis.

These observations imply that promising route for dissecting GBM heterogeneity is to understand the
gene regulatory networks (GRN) that give rise to different molecular subtypes and cell states. GRN
provides a conceptual modelling framework and toolkit for abstracting, inferring, integrating, and
interpreting data representing these complex biological systems. To date, computational approaches
that have proven successful are those that allow for the reverse-engineered construction of context-
specific GRN (e.g., ARACNe® and LICORN®'? using a bulk-transcriptome and SCENIC'" using single-
cell data). A second key breakthrough in regulatory network exploration made possible by
CoRegNet'*"* and VIPER' was the consideration of the activity of regulators, rather than just their



expression, based on evaluations of the expression of target genes, with the aim of detecting master
regulators. In the context of GBM, numerous recent studies have relied on the inference of PN/MES
subtype-specific regulatory networks, mostly from TCGA patient or single-cell data. Using SCENIC,
three important transcriptional factors have been identified: FOSL2, CEBPB, and EPAS1, which are
dominant in mesenchymal cells". Similarly, previous studies using ARACNE have confirmed that

CEBPB and STAT3, the master regulators, cooperate with FOSL2 to mediate PN to MES transition'®.

Therefore, we argue that the application of omics and systems biology approaches has significantly
contributed to GBM research. However, the field now faces a challenge in that data and knowledge are
distributed across numerous studies and databases. Each study showed a notable increase in data size,
complexity, and specificity. Consequently, fostering collaboration among biologists necessitates a
concerted effort to centralize data from these investigations into an easily accessible and intuitive
system-level approach. Centralization serves as a crucial prerequisite for constructing comparable and
comprehensive oncological system models. To tackle this challenge, we introduced GBM-cRegMap, a
robust web-based tool designed to allow researchers to rapidly access a unified co-regulatory influence
network view of GBM cancer. GBM-cRegMap delves into representation learning, a pivotal aspect of
machine learning, in which algorithms extract significant patterns from raw data and transform them
into more interpretable, accessible, and shared representations. The GBM-cRegMap tool incorporates
the workflow illustrated in Fig. 1A, integrating data from over 20 transcriptome studies of tumors and
cell lines (Supplementary Table S1). The GBM-cRegMap tool enables users to explore similarities and
differences between subtypes, identify possible core regulators, detect rare subtypes, align tumors with
cell line transcriptomic profiles, and define new targets associated with different tumor states and
plasticity. The GBM-cRegMap boasts an intuitive interface that is accessible to users without expertise
in bioinformatics. For all generated networks and plots, users can run various annotations, add new
data, and download the raw data necessary to reproduce the plots in future analyses or publications. The
wide range of computational network biology, machine learning, visualization, bioinformatics software,
and resources required to achieve this are listed in Supplementary Table S2.

We validated the utility of this tool by proposing an alternative description of GBM cancer
heterogeneity based on regulatory network activities that are detectable across cohorts. Additionally,
we identified new targets associated with different tumor states, plasticity, and resistance to therapy,
showcasing the versatility and significance of GBM-cRegMap in advancing our understanding of GBM

at the system level.



RESULTS

Representation Learning and Evaluation of GBM-cRegMap Reference Components.

Using h-LICORN, we first generated a gene regulatory network (GRN) from the transcriptome of 42
GBM cancer cell lines from CCLE 2019Q1 with a curated list of regulators composed of transcription
factors (TFs) and co-factors (co-TFs) (n = 2,375). We used transcriptomes from GBM tumor-derived
cell lines to strengthen the signal specific to GBM cells and to prevent the introduction of possible bias
due to the use of less homogeneous transcriptomic data from GBM tumors containing the contribution
of non-specific signals and signals associated with the tumor microenvironment. The resulting GRN
was composed of 539 co-regulators (Supplementary Table S3), 8269 target genes and 32360 regulatory
interactions were significantly enriched in validated TF-gene interactions and transcription factor-
binding sites (p <le-100). Based on the shared targets of each pair of TFs/co-TFs (Supplementary Table
S4), the GBM-GRN was transformed into a co-regulatory network (GBM-CoRegNet) using the
CoRegNet package'’. GBM-CoRegNet (Fig. 2A) contains 2171 co-operativity interactions enriched in
PPIs (p <le-100). Moreover, the functional enrichment analysis unveiled a substantial enrichment
(adjusted p-value < 0.01) of biological processes related to GBM within the identified TFs/co-TFs.
These processes include neuron differentiation (GO:0030182), mesenchymal cell differentiation
(GO:0048762), central nervous system development (GO:0007417), as well as aspects of the GBM
microenvironment such as cellular response to Hypoxia (GO:0071456) and cellular response to
oxidative stress (G0:0034599). Additionally, core pathways implicated in GBM, including NOTCH,
Wnt, and PTEN/PI3K/Akt, exhibited significant enrichment. Furthermore, many regulators with the
largest number of target genes, such as CCNDI, SOX2, GATA3, MYC, SNAI2, MEF2C, FOSL?2,
CEBPB, and EPASI, have already been shown to be associated with GBM*®'>!®, This demonstrates
that the inferred GBM-CoRegNet is biologically representative.

Next, we compiled a GBM meta-cohort from 16 GBM tumor cohorts (Supplementary Table S3) and
computed sample-independent gene regulatory influences using the inferred GBM-GRN (see Methods).
Although the 2021 WHO-CNS'” edition no longer classifies IDH-mutant gliomas as GBM, we included
these tumors in our cohort to comprehensively explore the molecular landscape of high-grade gliomas.
The resulting meta-cohort influence data achieved both significant feature reduction and sample size
augmentation (single GBM bulk expression cohort: <500 samples x =~18000 features vs. meta-cohort
influence data: 1612 samples x 539 features). Because of its greater sensitivity, as well as its ability to
capture both local and global relationships'®, we use Uniform Manifold Approximation and Projection
(UMAP)" to visualize the meta-cohort influence data in two-dimensional embedded space, hereafter
denoted as “GBM-CoRegMap”. To ensure that the resulting GBM-CoRegMap simulates tumor

heterogeneity and does not result from potential confounding factors, we annotated samples according



to Verhaak subtypes using their published gene expression classifier. Fig. 2B-C, shows that GBM-
CoRegMap successfully removed batch effects and recapitulated the state-of-the-art heterogeneity of
GBM. Furthermore, in comparison to gene expression, an influence-based Verhaak subtypes classifier
achieved a 33% average increase in cross-batch prediction performance, as evaluated using area under
curve measure (AUC) with the PAMR (prediction analysis for microarrays) classifier (Supplementary
Table S5). Consistent with the GBM literature™®, the subtype showing the highest homogeneity were
the MES and the lowest were the CL and NEU subtypes, as shown in Fig. 2C, pointing to the need for
refinement of the Verhaak classification. The large sample size of the GBM-CoRegMap allows for

greater statistical power in subtype identification and minimizes sampling bias®.

A Meta-Cohort Analysis of 1612 Tumors Refines GBM Molecular Classification into Seven

Classes with Biological and Clinical Relevance.

GBM-cRegMap-based unsupervised clustering resulted in seven distinct molecular classes (Fig. 2C-
D). These classes were named according to Verhaak's prior subtyping. These seven molecular classes
exhibited varying sample sizes, with the following distribution: 17% proneural (PN), 6% proneural-low
proliferative (PN-L), 11% normal-like neural (NL), 18% classical-astrocyte-like (CL-A), 9% classical-
basal-like (CL-B), 14% classical-cilia-rich (CL-C), and 25% mesenchymal (MES). We initiated our
analysis by characterizing the GBM-cRegMap classes at both transcriptomic (Fig. 3A, Supplementary
Tables S6-7) and genomic (Fig. 3C) levels, leading to the identification of associated pathways and
biological processes (Fig. 3B-D). Subsequently, we examined the cellular state as described by Neftel
et al.” single cell study (Fig. 3D), cellular immune components of the tumor microenvironment (TME)

(Fig. 3D-F), and clinical outcome (Fig. 3E).

The PN, PN-L, and NL subclasses are primarily characterized by attributes of developmental processes,
including proneural, gliogenesis, and neural signatures. The PN and PN-L subclasses comprised the
majority of the PN_Verhaak tumors, indicating a further subdivision of the proneural subtype into two
distinct entities*. They also correlated as progenitor cell states (NPC- and OPC-like), as described by
Neftel et al.”. The PN subclass is enriched in cellular division and mitotic cell cycle pathways,
expressing the highest levels of proliferation markers MKI67 and DLGAPS5. In contrast, PN-L exhibited
a low proliferative state. Both subclasses exhibited a high frequency of 7P53 mutations (> 59%)
compared with the other subtypes (0-32%). PDGFRA mutations were almost exclusive to the PN
subclass (PN: 16%, PN-L: 0%), whereas mutations in IDH1 were more frequent in PN-L (PN-L: 52%,
PN:14%). The NL subclass comprised 42% of NEU Verhaak subtype, harboring a distinct cluster of
GBM with a 'normal-like' transcriptomic profile enriched in neuron developmental-associated pathways
and neurogliomal synaptic communication. We identified common genes signature with the newly

identified ‘normal-like’ IDH-WT subtype by Nguyen et al.*!, such as SLC3241 (vesicular gamma-



aminobutyric acid transporter) and SYT5 (synaptotagmin 5). We identified mutations in PTEN in 57%
of our NL cases. Moreover, mutations in S74G2 were more frequent in this subgroup, observed in 21%
of cases. While STAG?2 deficiency characterizes only a small subset, increasing preclinical evidence
supports its role as a driver of tumor formation and resistance to standard therapies. This finding is
particularly noteworthy given the growing body of preclinical evidence suggesting that STAG2
mutations may play a critical role in tumor formation and treatment resistance’**. Our identification of
this mutation within the NL subclass underscores the need for further investigation of its role and
potential as a therapeutic target. The CL-A, CL-B, and CL-C subclasses comprised the majority of
CL_Verhaak tumors. These three subclasses showed similarity to the genetic patterns of the Classical
Verhaak subgroup with high EGFR alteration rate and lower rate of 7P53 for CL-A and CLA-B (Fig.
3C). In contrast to the CL-A subclass, the CL-B and CL-C are distributed orthogonally across the
Verhaak subtypes. More importantly, these three subclasses define previously unknown GBM subtypes
that reveal the tumor microenvironment and metabolic, mutational, and clinical information. The CL-
A subclass enriched in an astrocyte-like meta-signature (Fig. 3D, Cellular State score**), cell migration
signature, and pronounced activation of the EGFR, Sonic hedgehog, and MAPK signaling pathways
(Fig. 3A). It also showed upregulation of MEOX2 homeobox TF and fatty acid synthesis genes
(ELOVL2, ACSL3, PLA2G5), and high expression of the stem cell markers NES and Notch (Fig. 3A).
The CL-B demonstrates enrichment in factors associated with stem cell survival (SERPINB3, NANOG,
SALLA4), the coagulation pathway, keratinization, and cell-cell adhesion (Fig. 3A) — features commonly

2527 Moreover, its enrichment in the oxidative

expressed in basal squamous epithelial cells
phosphorylation (OXPHOS) pathway signature might associate CL-B with a mitochondrial subtype that
could be potentially treated with specific mitochondrial inhibitors®. Notably, pseudo-epithelial and
epithelial morphologies, although uncommon in GBM, are acknowledged as subtypes in the 2021 WHO
classification of CNS tumors and are potentially associated with poorer prognoses®. Unlike CL-A and
CL-C, CL-B did not overexpress EGFR and exhibited a lower mutation rate (CL-A: 41%, CL-B: 21%,
CL-C: 32%)); instead, it showed an increased mutation rate of FLG (CL-A: 14%, CL-B: 26%, CL-C:
13%) and an exclusive mutation rate of NRAS (4%) and PPARG (2%). The CL-C (cilia-rich) subclass
was notably enriched in unexpected processes linked to cilia, including cilia assembly, movement, and
organization, along with OXPHOS, lipid metabolism, and dopamine metabolic processes (Fig. 3A-B-
D, Supplementary Table S7). The transcriptional CL-C landscape is further shaped by the activation of
pivotal cell signaling pathways, such as STAT3 and RPS6KAI, and epigenetic regulators, such as
HDACI, HDACS5, CBX4, and SUV39H2. Prominent genes upregulated in this subtype, including
DDIT4L and LGR6 (known to facilitate DNA repair and chemoresistance***") and ETNPPL (a negative
regulator of glioma growth®?), further characterize the CL-C subclass. Unlike the other two classical
subclasses, CL-C exhibited a lower proliferative signature (p < 0.01) and increased mutation rates of
TP53 (CL-A: 14%, CL-B: 19%, CL-C: 32%) and DNAHY (CL-C: 7%). In Parkinson's disease, the

primary cilium plays a pivotal role in mediating cellular reactions to oxidative stress, thereby supporting



the survival of dopamine neurons®’. Recent studies have linked suppressed ciliogenesis in glioma stem
cells (GSCs) to continuous self-renewal, while restoring ciliogenesis shifts GSCs towards the
differentiation state, suggesting that cilium-targeting could be a potential treatment for GSCs
proliferation®. Finally, the MES subclass strongly aligns with the MES_Verhaak subtype, the Lavarone
and the single-cell MES-like state. This alignment reflects reported mesenchymal identity features,
such as an increased mutation rate and reduced NF1 expression®. The MES subclass is enriched in the
epithelial-mesenchymal transition (EMT) and immune-associated pathways. It also showed a
preference for glycolysis/hypoxia-related functions and lipid metabolism, but showed no enrichment

for the OXPHOS signature (Fig. 3A-B-D, Supplementary Table S7).

To characterize the cellular components of the TME in each GBM subclass, we inferred the fraction of
cellular states and stromal/immune cells using GBMdeconvoluteR** and consequently tumor cell purity
by applying PUREE®. PN is enriched with neural-progenitor-like (NPC) cells, while the PN-L subclass
is associated with the presence of oligodendrocytes. CL-A was enriched in astrocyte-like cells (AC).
Similarly, the activated dendritic cell gene signature was significantly greater in the CL-B subtype,
suggesting that this subtype may benefit from dendritic cell vaccines. CL-C is enriched in mast cells.
MES is associated with macrophage, monocyte, and immune cell infiltrations. The NL subclass was
associated with the presence of B cells, in line with a previous study?', suggesting a distinct
immunological profile for NL gliomas (Fig. 3D). NL and MES had the lowest tumor purity, followed,
in increasing order, by PN-L, CL-B, and CL-C, whereas CL-A and PN showed the highest tumor purity
(Fig. 3F).

To determine the impact of our GBM refined classification on clinical outcomes, we used the log-rank
test and compared the results with Verhaak's classification (Fig. 3E). In terms of overall survival, the
best outcome was associated with the PN-L subclass (Fig. 3E, p<0.001). By contrast, the CL-C subclass,
along with MES and CL-A, was associated with the worst outcomes. Although Verhaak's and
Lavarone's classifications categorized CL-B, and CL-C subclasses as CL and MTC respectively, our
subdivision highlighted a clear difference in the overall survival distribution between these two
subclasses. We also confirmed previously reported associations with sex and age (Supplementary Table
S8), such as the MES subclass being overrepresented in male samples, while the median age of the
patients was shown to be lower for the PN and PN-L subclasses than for the others. Interestingly, CL-

A did not show gender differences with respect to other subclasses.

To study the subclass switch resulting from tumor progression, we examined 96 matched primary and
recurrent GBM samples. The evolutionary trajectory of recurrent GBM (Fig.3G, Supplementary Table
S9) was marked by a significant decrease (~80%) in the CL-A class (from 14.9% to 3%), followed by

43% of the CL-C class (from 20.9% to 11.9%), and an even greater increase in the NL class, more than



80% (from 3% to 22.4%). The MES class was mainly stable (following previously identified rates),
showing a lower increase of ~20% (from 22.4% to 26.9%), and the PN class remained stable, with an
even lower increase of 7% (from 20.9% to 22.4%). Approximately 60% of recurrent NL samples were

derived mainly from the CL-B and CL-C classes.

Definition of GBM Subclass-Specific Differential Subnetworks and Corresponding Cell Line

Repertoires

To gain insight into subtype-specific active co-regulatory networks, first, differentially influent
regulators (DIRs) were inferred using the Seurat:findmarker function!s with the default Wilcoxon
rank-sum test (Iig.4A, Supplementary Table S10). We then took advantage of publicly available
datasé regarding the effect of CRISPR-Cas9-mediated knockout (AVANA 190Q4 DepMap data) of the
selected regulators on our defined GBM-derived cell lines for each subclass (Fig. 4B). CoRegQuery
was assigned with high confidence and robustness (Supplementary Table S11) a specific class to 27 of
42 GBM Cancer Cell Lines (GBCCL), revealing a heterogeneous pattern of subclasses across the GBM
cell line panel (Fig. 4C). The PN co-regulatory subnetwork confirmed their high-proliferation state,
visible on transcriptomic analysis, composed of cell cycle, survival, and proliferation markers such as
CCND1, CDC6, FOXM1, BIRCS, and E2F'7. In addition, several regulators with unexplored roles in
the PN subtype (e.g., PA2G4, DEPDCI1, ATAD2, and TFAP2C) have been identified, which are
predominantly involved in cell division, cell cycle, and proliferation. The PN-L class is characterized
by high activity of transcriptional regulators implicated in the negative regulation of DNA-templated
transcription, such as SALL2, ZNF'704, GBX2, and CREB3L4, with an expected downregulation of
PN cell cycle regulation and proliferation-associated TI-co-TTFs. CRISPR-Cas9 AVANA 190Q4
analysis showed a greater dependence on ZNI'536, HOXA2, and PBX4 for PN cell lines. The NL co-
regulated subnetwork comprised PRDM16, SP100, TNIP1, ZFP3, MEIS3, POUSEF 3, SNCA, ZNF'704,
TRB23,and ZNF'711 regulators. Genes such as PRDM16 and MEILS3 are instrumental in cell-lineage
development and fate decisions. PRDM16, in particular, is linked to stem cell maintenance and cellular
differentiation??. SP100 and SNCA correlate with reduced malignancy in GBM cell line3#s9 hinting
their potential role in mitigating malignancy within this class. Moreover, in the NL class, SMADS3 has
emerged as a regulator associated with favorable prognosis. Its inhibition, coupled with the
stimulation of the neurogliomal circuit, accelerates tumor progression®. Unsurprisingly, SNAIZ,
PAXS, FOSL2, EPAS1, RUNX2, and EGFR were associated with the top-ranking influence score for
MES-specific regulators, but also with the top dependency scores, highlighting their known roles in
the mesenchymal state. Note that the user can explore any gene viability score using the GBM-
CoRegMap tab, as well as the calculated influence scores. As an example, we here used MES TT
SNAI2 (Fig. 4D). Further data established the role of the hypoxic tumor microenvironment in MES
GBM, which is suggested by the inclusion of EPASI in the MES co-regulated subnetwork, and of

CEBPD, recently identified as a master transcription factor for hypoxia-regulated genes in GBM*.



Unlike the Proneural/Mesenchymal axis, few TFs/co-TFs have been characterized as key regulators
of Verhaak-Classical tumors. Our analysis revealed that the CL-A co-regulated subnetwork included
epigenetic modifiers, such as DLXI1 and HDACIO, as well as NKX2-2 and GLISI (Fig. 4A,
Supplementary Table S10). CRISPR-Cas9 analysis confirmed the crucial roles of HDAC10, ZNF671,
and ZNF'181 in this class (Fig. 4B). The CL-B co-regulated subnetwork includes HDAC10, PRAME,
PPARG, SALL1, and STAT6. CRISPR-Cas9 analysis confirmed that the main regulators of CL-B
were LBX2, HES4, and PITX1. Notably, the CL-B subclass features high activity of the transcription
tactor PPARG, a master metabolic regulator implicated in tumor stromal-epithelial crosstalk and
carcinogenesis*?. Furthermore, the CL-B class relies heavily on PRAME regulator (Fig. 4B), an
oncoprotein linked to advanced tumor stages and poor prognosis, underlining its clinical relevance?s.
The CL-C co-regulated subnetwork included PAX6, HDAC5, POU3SF2, SOX2, NKX2-5, EBF'4, and
GLIS2. CRISPR-Cas9 analysis (Fig. 4B) showed that the main regulators of CL-C were PAXS,
POUSF2, and ZNF580. Within this subclass, SOX2 exerts a significant regulatory influence,
maintaining the ability of bidirectional conversion between stem and differentiated states, thus

promoting the aggressiveness of this subclass®+.
Phenotypic Plasticity upon GSC Differentiation and Chemotherapy Treatment

At the cellular level, the malignant characteristics of GBM are largely attributed to the GBM stem cells
(GSCs). These cells, endowed with stem-like properties, can self-renew, generate diverse cancerous
cell populations, and initiate tumors in vivo®. The GSC lines NCH644 and NCH421k, when cultured
as neurospheres (NS), a condition that preserves their stem-like state, as evidenced by the expression of
stem cell markers such as SOX2, CD133, and Nestin, were found to align with the PN subclass and CL-
B/C, respectively. The predicted molecular subclass of NCH644 in the stem state is consistent with
previous work described by Herold-Mende et al.*® (Fig. 5A). However, upon differentiation induced by
FBS, a distinct shift in the regulatory networks was observed. After differentiation, NCH644 may shift
to the MES subclass, whereas NCH421k moves to the CL-C subclass. This transformation was evident
not only at the regulatory network level, but also in their phenotypic features (Fig. 5B). When cultured
in monolayer conditions followed by differentiation, as evidenced by the expression of the
differentiation marker GFAP, NCH644 cells displayed astrocytic traits and significant ITGAS
expression, a mesenchymal marker not found in NCH421k cells. Moreover, differentiated NCH421k
cells, which belong to the CL-C subclass characterized by a low proliferation signature, exhibited
reduced proliferation compared to NCH644 cells (Fig. 5C). This study highlights the plasticity of GSCs

during differentiation, and the correlation between specific subclasses and phenotypic features*.

Next, we utilized the CoRegQuery function to examine transcriptomic data obtained from our previous
work?’, where we compared the untreated US7MG cell line with its TMZ-resistant variants, U87MG-
R50 (continuously exposed to 50 uM TMZ) and U87MG-OFF (post-TMZ removal), to gain insight into



the regulatory mechanisms behind treatment resistance. We found that the TFs/co-TFs influence the
network in U87MG-OFF cells more closely resembled that of naive US7TMG cells, potentially due to
both being cultured without TMZ, in contrast to the U§7MG-R50 cells grown with TMZ (Fig. 6A). In
response to TMZ treatment and the resistance phenotype, the activated subnetwork included MDM2,
CDKN2B, NKX2-5, CCNE1, AJUBA, and TP63. Conversely, the repressed subnetwork included
PAXS, EGFR, AHR, SMAD3, CCND1, and FOSLI (Fig. 6B). Regulatory network analyses identified
MDM2 as one of the most deregulated regulators between TMZ-resistant and TMZ-sensitive cell lines,
highlighting elevated MDM2 activity in TMZ-resistant cell lines compared to that in TMZ-sensitive
cell lines. This observation aligns with that of a previous study that highlighted MDM2's role in TMZ
resistance via the p53 pathway*’. Our findings emphasize the potential of MDM2 as a therapeutic target
in GBM and underscore the importance of regulatory network analyses for understanding therapy
resistance. To highlight GBM-cRegMap capabilities, we further provided experimental evidence
showing that GBM-cRegMap can accurately measure the regulator activity, even for proteins whose
encoding gene differential expression was not detected. For this purpose, we focused on two genes:
PAX8 and EGFR. Notably, the mRNA expression of these two genes did not differ among the three
cell lines. However, by inferring the influence of proteins (TFs/co-TFs) based on the expression of their
context-specific targets through regulator network analysis, we detected distinct variations in the
activity of these regulators (Fig. 6B-C). Further Western blot analysis revealed that both PAX8 and
EGFR protein levels were repressed in US7MG-R50 cells (Fig. 6D-E). Thus, GBM-cRegMap
successfully predicted regulator activity, underscoring its utility and precision. Moreover, in line with
previous research by Slatter et al. (2014)*®, which demonstrated that a reduction in PAX8 expression
led to a decrease in glioma cell growth in vitro, our findings revealed that the US7MG R50 cell line
exhibited lower PAXS8 activity and protein expression, in part linked to a consequent decline in cell

proliferation®’.
DISCUSSION

GBM, characterized by its high heterogeneity and plasticity, is highly resistant to treatment, leading to
poor patient prognosis. We introduced GBM-cRegMap, a powerful web-based tool to provide
researchers with rapid access to a unified co-regulatory influence network view of GBM cancer. Many
of the software tools we used are based on techniques originating in artificial intelligence (Al),
especially representation learning: H-LICORN’, CoRegNet'?, LatNet*’ and Seurat™ (Fig. 1). Using the
H-LICORN algorithm and the CoRegNet package, we presented the first GBM-specific co-regulatory
network, inferred without any a priori knowledge. More specifically, we convert the inferred GRN into
a co-operativity network of transcription factors and cofactors (TFs/co-TFs; co-activators and co-
repressors). A major reason for focusing on co-operative TFs/co-TFs is that disease phenotypes,

including disease progression and treatment response phenotypes, have been shown to be maintained



by small groups of TFs and co-TFs'®. Compared to other approaches, we used transcriptomes from
GBM tumor-derived cell lines for the first time to produce a more reliable GRN and prevent the
introduction of possible bias due to the use of less homogeneous transcriptomic data from GBM tumors
containing the contribution of non-specific signals and signals associated with the tumor
microenvironment. Notably, many of the regulators forming part of the network were previously
associated with GBM and/or neural differentiation, emphasizing the biological representativity of the
inferred GBM-CoRegNet. Subsequently, we demonstrated that it was also relevant to build a
harmonized tumor heterogeneity map, GBM-CoRegMap, that encompasses a meta-cohort analysis of
1612 tumors from 16 studies. We showed that GBM-CoRegMap successfully removed batch effects
and recapitulated the state-of-the-art heterogeneity of GBM. More importantly, our comprehensive
GBM-CoRegMap led to a novel molecular classification of GBM into seven distinct classes, which
aligns well with previous reports. Each subtype is uniquely defined by the activity of a regulatory
network, which reveals distinct biological and clinical implications. We confirmed and expanded our
knowledge about the proneural (PN) and mesenchymal (MES) subtypes and distinguished three
classical-like subtypes (CL-A: astrocyte-like, CL-B: epithelial basal-like, CL-C: ciliary-rich), as well
as NL (normal-like) and low-proliferative PN-L (Proneural-Low) subtypes. The discovery of distinct
subtypes of classical GBM, such as CL-C with ciliary-rich features and CL-B with epithelial traits,
highlights unique molecular and biological processes. The poor prognosis of the CL-C subtype, linked
to its ciliary characteristics, underscores the potential of primary cilia in GBM oncogenesis and
resistance to therapy. This finding suggests that targeting cilia-associated pathways could be crucial,
particularly for treating challenging subtypes, such as CL-C. Our study supports the existence of the
normal-like (NL) subtype identified by Nguyen in 2020°' which encompasses 49% of the
NEU_Verhaak subtype. The NL subtype is characterized by a “normal” transcriptomic profile that is
enriched in neuron developmental-associated pathways. Additionally, we discovered alterations in the
tumor suppressor gene PTEN in 57% of NL cases, along with a higher frequency of STAG2 mutations
in this subtype, underscoring its distinct tumor characteristics. It should be noted that increasing
evidence supports the notion that some GBs hijack neuronal mechanisms to fuel their own growth ',
This finding challenges the earlier perspective of Wang et al.*, who suggested that the neural subtype
defined by Verhaak might lack a tumor-specific signature, thereby questioning its classification as a

distinct tumor subtype.

The CoRegMap tab is also empowered by downstream analyses, such as annotation of the map with
molecular subtype, tumor purity, regulator influence, copy number variation, somatic mutations,
clinical data, or gene essentiality scores. Additionally, it enables alignment and colocalization of
patient-derived cell models within the reference tumor heterogeneity map. We aligned the cell lines
with the tumor subtypes, aiding clinical translation. While many cell lines were classified as mixed

using Verhaak gene expression classifiers, our approach successfully classified them. Supervised



classification assigns 27 Cancer Cell Lines to GBM-cRegMap subtypes with high confidence. However,
some limitations of this study persist. The cell line classification mainly covers MES, PN, and CL-C,
necessitating other cell models for recapturing classes, such as CL-A, CL-B, and PN-L. Our
classification system also facilitates TF/coTF inferences for each subtype. Based on our analysis of the
influence and dependency scores, we identified the pivotal regulators for each subclass. Key regulators
of the PN subclass are ZNF536, HOXA2, and PBX4. ZNF671, ZNF181, and HDAC10 were prominent
in the CL-A subclass. The CL-B subclass is regulated by LBX2, HES4, and PITX1, whereas the CL-C
subclass is regulated by PAX6, POU3F2, and ZNF580. Notably, in the MES subclass, the master
regulators CEBPB and SNAI2 were highly active, consistent with our expectations. Moreover, the MES
subtype shows a distinct influence from the tumor microenvironment, as indicated by the activity of
hypoxia-related regulators, such as EPAS1 and CEBPD. This suggests a significant impact of hypoxic

conditions on these tumors.

The online GBM-cRegMap tool empowers GBM research and clinical communities to incorporate their
transcriptomic data via the CoRegQuery function, deepening our understanding of GBM's multi-faceted
landscape. Our study underscores two key applications of the GBM-cRegMap. First, we characterized
GSC heterogeneity and plasticity upon differentiation. Second, we explored the phenotypic plasticity
of differentiated GBM cells in response to treatment. This analysis emphasizes the utility of the tool for
tracking the adaptability of tumor cells during and after treatment, which is vital for understanding the
mechanisms underlying treatment resistance and tumor recurrence. A notable finding is the activation

of the MDM2 regulator, which corroborates with previous research*’.

In conclusion, we provide a new comprehensive tool to study the co-regulatory networks driving the
heterogeneity and plasticity of GBM cancer. GBM-cRegMap has a significant potential to aid in patient
stratification and opens enormous possibilities for characterizing suitable therapeutic targets for the

molecular heterogeneity of GBM.

MATERIALS AND METHODS

GBM-cRegMap development

Transcriptome public data collection. The transcriptomic and clinical outcome data of GBM tumors
were collected from GlioVis*® including 16 datasets with a total of 1612 samples ( Supplementary Table
S1). Further cell-line transcriptomic data were downloaded from the Cancer Dependency Map
(DepMap)*® and GEO, including 12 datasets with 42 commercial cell lines, xx stem cells, and xx normal
brain samples (Supplementary Table S1). For consistency, all gene identifiers were transformed into
HGNC (HUGO Gene Nomenclature Committee (HGNC) symbols. All of the above datasets were also
classified using the Verhaak classifier from the GlioVis web application. The RNA-seq datasets that



had been downloaded from the GEO database were normalized using the edgeR> R package, with
TMM normalization and log transformed counts per million. Microarray data were normalized using

the standard workflow of the limma> R package.

Regulatory elements and interactions public data collection. A list of regulators containing 2,375
genes from two different sources (1,639 transcription factors (TF) with experimentally validated DNA
binding specificity™ and 752 transcription cofactors (TcoF) with experimental validation information®
was utilized. The regulation evidence (TF-Target) list included 2,269,717 interactions retrieved using a
wide range of bioinformatics tools and databases (listed in Supplementary Table S2) from 1) ChIP-seq
data downloaded directly from the ChEA2 database; 2) human transcription factor binding site (TFBS)
models, in the form of position weight matrices (PWM), recovered with MotifDB R/Bioconductor. The
promoter sequences were scanned for these TFBS using the PWMEnrich R/Bioconductor package, and
3) the TF-Target list was completed using the tftargets R package and evidence from databases (e.g.,
TRED, ITFP, ENCODE, BEDOPS, TRRUST). The co-operative evidence (TF-TF) list included
1,257,053 protein-protein interactions (PPI) interactions from various PPI databases (e.g., BioGrid,

HIPPIE, STRING, and HPRD) obtained with the iRefR R package.

Gene regulatory network inference. gene regulatory networks were inferred using the CoRegNet
Bioconductor package'’. Starting from transcriptomic data and a list of human regulators, CoRegNet
uses the hLICORN algorithm’ to capture regulatory interactions between regulators and target genes in
four steps: (1) Transcriptomic data is discretized into values of -1, 0 and 1 according to per-gene
distribution. Genes present in the transcriptomic dataset were split into regulators and target genes, and
only those with a minimum support of non-zero values after discretization were retained. (2) A frequent
itemset algorithm identifies potential sets of co-activators and co-inhibitors among regulators. (3) For
each target gene, a list of candidate co-activator and co-inhibitor sets (GRN) was selected according to
a regulatory program (association rule) metric. (4) Each GRN candidate for each gene was scored based
on the regression between the expression of GRN set regulators and the expression of the gene
concerned. For each gene, the top ten GRN candidates, according to the R2 score, were retained.
CoRegNet can then be used to select the best GRN for each gene based on interaction evidence data.
Regulatory and co-operativity evidence was incorporated into each candidate GRN with an integrative
selection algorithm, yielding an R2 score for each of the integrated datasets. The GRN with the highest
merged score was selected. CoRegNet builds a co-regulatory network GBM-CoRegNet from the GRN's
obtained, by setting a co-operativity relationship between a pair of regulators TFi and TFj if they have

a minimum of five target genes in common and the relationship is significant (p =< 0.01) according to

TFiNTFj
TFiUTFj’

the Jaccard similarity co-efficient formula:



Network-based regulatory influence signal quantification. The regulatory network structure
provides the set of activated and repressed genes under reference conditions. Based on this structure,
we can capture the influence of each regulator, which is a latent signal of the regulator activity in each
sample based on its observed effect on downstream entities. For each regulator, a Welch t-test was
performed to compare the distribution of activated Arand repressed Ir genes. The influence of

regulator r is computed as follows:
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where E(A") and E(I') are the expression of the activated and repressed genes in the samples,
respectively. E(4") and E(T) are their respective means, and y4" and /" are their standard deviations. A
regulator is active only when it activates A"and represses I as expected by the regulatory network
model. This is reflected by a positive welch t-test value. Thus, the higher the value of Influence(r) the
more the regulator r is active in the sample. In this work, we compute the Influence of a regulator only
if it at least has five or more activated or five or more repressed genes. It is worth noting that due to the
tight thresholds used in the network construction, it is possible that some local gene networks get filtered
and thus some regulators could have either of their activated or repressed target gene sets with less than
five genes. In this case, we fill the smaller set (having less than 5 target genes) with the target genes for
which that regulator has the highest R2 regression score. This allows us to capture the Influence values
for a maximum number of regulators. In addition, for some regulators the expression values of some of
its target genes could be missing in some tumor samples for which we want to compute the influence.
In this case, we estimate the missing expression values with the LatNet method* using as a reference
dataset the cell lines expression. It can occur that the expression of some target genes cannot be
estimated for a particular sample making the computation of the influence of a regulator not possible.
In this (rare) case, the missing influence value for that sample is assigned the median of the obtained

influence values for that regulator on the other samples.

Seurat Clustering. cRegMap subclass computation was performed with the Seurat R package™
according to a modularity optimization-based clustering approach. The smart local moving (SLM)
graph clustering algorithm was applied to a shared nearest neighbor graph (SNN) plotted from the
influence data. When using the Seurat package, before clustering, the Seurat:: ScaleData function was
used with default parameters to scale the influential data. Seurat::RunPCA was called with 20 PCs, and
all other parameters were set at default values. Clustering with the Seurat package was performed on

all calculated principal components using the Seurat::FindNeighbors function with default parameters,



followed by the Seurat::FindClusters function with a specified resolution of 0.8 resulting in seven

clusters.

Mapping and annotating query datasets. Mapping and annotating query datasets involve a multistep
process. Initially, CoRegQuery utilized GBM-CoRegNet to compute the regulatory influences of the
input dataset. Subsequently, a Support Vector Machine (SVM) model was employed to classify the
query samples. We utilized the €1071 R package’’, implementing an SVM with a radial kernel and a
one-vs-rest strategy for multiclass classification. The SVM model was trained based on the influences
and classifications derived from the tumor cohort. In the next step, CoRegQuery employs the
Seurat::ProjectUMAP function to project the query dataset samples into (Uniform Manifold
Approximation and Projection) coordinates of GBM-CoRegMap. The Seurat function identifies the
nearest reference sample neighbors and their distances for each query sample and performs a UMAP
projection by supplying the calculated neighbor set along with the UMAP model previously computed
in GBM-CoRegMap.

The GBM-cRegMap webserver. GBM-cRegMap is written in the R language and uses the functions
of several widely used packages (Supplementary Table S2) available from Bioconductor and CRAN
based on the Golem ** framework. This framework simplifies the development and deployment of a
stable and robust web application using R Shiny*’. A plotly graphics system is used to generate
interactive visualizations, with interactions enabled by brushing or clicking on them in the Shiny
framework. GBM-cRegMap is released on Docker® with all packages necessary to prevent update
conflicts. The GBM-cRegMap web application was deployed with Google Cloud Run and is publicly
available from https://blca.cregmap.com. The GBM-cRegMap user interface includes three main tabs:
“CoRegNet,” “CoRegMap” and “CoRegQuery.” With the "CoRegNet" tab, the GBM-CoRegNet
network was visualized via a Shiny applet in the R package visNetwork®'. The CoRegNet network
representations are intuitively understandable by biologists (Fig. 2A). They also facilitate the integration
of several layers of information over the nodes and edges. This tab is designed to allow users to explore
the co-regulatory network and to identify core active co-regulators in a single sample (e.g., cell line) or
a particular phenotype (e.g., tumor subtype) for further analysis. The "CoRegMap" tab displays an
interactive UMAP plot of the regulatory influence signal matrix with the Seurat R package. The
"CoRegMap" tab also allows users to annotate samples with several items of information, including
molecular subtype, influence of the regulator, copy number variation, somatic mutations, clinical data
and a CRISPR/Cas9 screen-based DepMap gene essentiality score for the survival/proliferation of cell
lines. Finally, query datasets can be mapped to GBM-cRegMap references with the “CoRegQuery” tab.
GBM-cRegMap allows users to easily upload their expression datasets or retrieve expression datasets
from the Gene Expression Omnibus (GEO). As input, expression data can be uploaded in CSV format,

or as a GEO series ID, also known as GEO accession code, which is used by BLCA-cRegMap to extract



the gene expression dataset and experimental information from GEO. GBM-cRegMap calculates, in a
few seconds, the influence of regulators on the new data, displaying the results in the reference GBM-
CoRegNet and GBM-CoRegMap using the machine learning procedure of mapping and annotating the
query dataset.

Characterization of GBM-cRegMap subclasses

Functional enrichment analysis of DEGs. For microarray gene expression analysis, the linear models
for microarray data (LIMMA) R package® was used, and P-values were adjusted using the Benjamini-
Hochberg method. For RNA-seq data gene expression analysis, the edgeR*® R package was used
followed by limma-voom® and standard differential expression (DE) analysis. Gene Ontology (GO)
enrichment analysis was performed using the R packages clusterProfiler®® and enrichR®. Ontologies
with a padj<0.01 and gene counts of more than five were examined. Furthermore, the Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG), Molecular Signatures Database (MSigDB), and
REACTOME pathway databases were searched for enriched terms using the R package msigdbr®.

Analysis of genomic alterations. Somatic mutations were analyzed using the GBM-TCGA dataset.
The TCGAbiolinks R package®® was used to download mutation annotation files (MAF) aligned against

the hg38 sequence, and analysis was performed using the R package maftools®’.

Cellular components deconvolution and Tumor purity scores. The TCGA-GBM dataset was used
to identify the tumor purity of each sample and the abundance of cellular populations with respect to
the GBM-cRegMap classification. Using the PUREE* (pan-cancer tumor purity estimation) web
server, the purity score for each sample of the dataset was calculated and displayed as boxplots for each
class. Utilizing the GBMdeconvoluteR** web-server, the various immune and stromal cell populations

were estimated per sample, and the resulting values were averaged per GBM-cRegMap subclass.

Survival analysis. Survival analyses were performed using the R package survminer®®, overall survival
was calculated using the Kaplan-Meier method, and the log-rank test was used to compare survival

curves.

Classification of cell lines. CoRegQuery assigned a specific class with high confidence (SVM posterior
probability > 0.75) to 27 out of 42 GBM Cancer Cell Lines (GBCCL) (Fig. 4, Supplementary Table
S11), revealing a heterogeneous pattern of subclasses across the GBM cell line panel. We assessed the
robustness of our method by analyzing transcriptomic data from multiple independent datasets for a
single-cell line. These datasets were generated using various transcriptomic profiling techniques,
including microarray and RNA-seq, and sourced from six distinct datasets (Supplementary Table S9).

The classification outcomes were fundamentally consistent across different profiling techniques and



datasets, underscoring the reliability of our classification approach. When we explored the PubMed
citation status of the studied GBCCL (Supplementary Table S11), we revealed a bias, with only five
(150> citations each) out of the 27 cell lines being used extensively by the scientific community. Our
classification system aligns with the literature for these 5 cell lines. For instance, U87MG, a well-known
mesenchymal GBCCL, was assigned to the MES subclass, LN229 to the PN subclass, and T98G, known
to be dependent on Oxidative Phosphorylation®, to the CL-B class. Normal brain samples (GSE15824
n=2 and GSE15209 n=6) were consistently categorized as NL.

Identification and validation of sub-class specific regulators. For the identification of differentially
influential regulators (DIRs), the Wilcoxon rank-sum test from Seurat R package was used, and in each
cluster identification was performed utilizing the Seurat::FindAllMarkers function (cutoff: min.pct:
0.25 and logfc.threshold: 0.20), p-value adjustment was performed using Bonferroni correction.
Additional ranking of DIRs was determined using the Wilcoxon-Mann-Whitney test between the
average CERES dependency score of the cell lines assigned to the subclass versus the average
dependency score of the rest. The CERES dependency score’ of the cell lines was acquired using R

package depmap™.
In-house data generation investigating phenotypic plasticity.

Cell lines, culture and conditions. The US7MG GBM cell line was obtained from the American Type
Culture Collection (LGC Standards Sarl; Molsheim, France). Two TMZ-resistant clonal lines were
established in our laboratory by exposing the US7MG parent line to 50 uM TMZ for extended periods:
U87MG R50 and U87MG R50 OFF. U887MG R50 cells were continuously cultured in a medium
supplemented with 50 pM TMZ, while US7MG R50 OFF was relieved of TMZ pressure after a two-
month treatment period. TMZ (cat #T2577; Sigma Aldrich) was prepared as a 100mM stock solution
in DMSO and stored at 4°C until use. These cell lines were routinely cultured in Eagle's Minimum
Essential Medium (EMEM) with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), 1% sodium pyruvate,
and 1% non-essential amino acids at 37°C with 5% CO,. Glioma stem-like cells NCH644 and NCH421k
were provided by Dr. Christel Herold-Mende*®. Cells were cultured in Dulbecco's modified Eagle’s
medium  (DMEM)  supplemented with Nutrient Mixture F-12 and GlutaMAXm™
(DMEMF12+GlutaMAX™, Gibco™). These cells were cultured under serum-free conditions as
neurospheres (NS) to maintain a stem-like state, and the medium was further enhanced with Bovine
Serum Albumin (BSA), Insulin Transferrin (BIT-100, 20%) (Provitro), Epidermal Growth Factor (EGF,
20 ng/mL), and Fibroblast Growth Factor (20 ng/mL) (Reliatech). Differentiation was induced by
culturing the cells in DMEM/F12 + GlutaMAX™ medium (Gibco™) supplemented with 10% (vol/vol)
FBS (Gibco™) or all-trans retinoic acid (ATRA). Cultures were maintained at 37°C in a humidified



atmosphere containing 5% CO,. Periodic authentication of all cell lines was conducted by Multiplexion

GmbH, coupled with regular testing for mycoplasma contamination, to ensure culture integrity.

RNAseq data. Transcriptomic analyses of the U87, U§7MG R50, and US7MG R50 OFF cell lines were
based on previously reported data’’. For the NCH644 and NCH421k lines in both stem-like and
differentiated states, total RNA was isolated, and biotinylated single-strand cDNA targets were prepared
using the Ambion WT Expression Kit (Cat #4411974) and Affymetrix GeneChip® WT Terminal
Labeling Kit (Cat #900671) according to the manufacturer’s guidelines. The cDNAs were hybridized
onto GeneChip® Human Gene 2.0 ST arrays (Affymetrix) targeting over 40,000 RefSeq transcripts and
approximately 11,000 IncRNAs. The chips were processed and scanned using Affymetrix equipment
and software. Raw data were then analyzed and processed using Affymetrix Expression Console

software version 1.4.1 with default RMA settings.

Western blotting analysis. glioma cell lines NCH421k and NCH644 were cultured as neurospheres
(NS) for stem-like conditions and as monolayers (ML) in differentiated conditions in the presence of
all-trans retinoic acid (ATRA). Cells were lysed with Laemmli sample buffer (60mM Tris-HCI pH 6.8,
20% glycerol, 2% SDS, 0.01% bromophenol blue, and 5%-mercaptoethanol) (Bio-Rad) and heated at
95°C for 10 min. Proteins were separated using precast gradient 4-20% SDS-PAGE gels (Bio-Rad) and
transferred to PVDF membranes (GE Healthcare). The membranes were blocked with 5% nonfat milk
in Tris-buffered saline with 0.1% Tween-20 (TBST) for 1 h at room temperature and then incubated
overnight with primary antibodies against EGFR (42678S, Cell Signaling), PAX8 (10336, Proteintech),
GAPDH (MAB374, Millipore), a-tubulin (T9026, Sigma Aldrich), GFAP (MAB360, Millipore), OCT4
(27508, Cell Signaling), CD133 (372802, Biolegend), Nestin (MAB5326, Millipore), and ITGAS
(D7B7G, Cell Signaling) diluted in TBST with 5% nonfat milk at 4°C. After washing with TBST,
membranes were incubated with horseradish peroxidase (HRP)-conjugated anti-mouse and anti-rabbit
secondary antibodies diluted in TBST with 5% nonfat milk at room temperature for 1 h. The blots were
visualized using an enhanced chemiluminescence (ECL) system with an ImageQuant™ LAS 4000

analyzer (GE Healthcare).

Proliferation assays. To assess cell proliferation, spheroids were generated using the hanging drop
method. A cell suspension of 2000 differentiated cells per 20 pL. growth medium supplemented with
20% methyl cellulose (Sigma Aldrich, M0262) was placed on the inner surface of a petri dish cover.
After 48 h, each spheroid was transferred to a poly L-lysine-coated 24-well plate (one sphere per well).
Spheroid size was monitored over the course of 1 week at 37°C. Microscopic images of spheroids were

captured at 4X magnification on days 0 and 6.

Immunofluorescence assays. Cells were fixed with ice-cold methanol for 10 min. After fixation, the

cells were incubated overnight at 4°C with the primary antibody PAXS8 Proteintech #10336-1-AP



(1:50). The cells were then incubated with a goat anti-rabbit AF488 secondary antibody (1:500) at room
temperature for 2 h. The expression of PAX8 in the U§7MG, U87MG R50, and U7MG R50 OFF cell

lines was observed and analyzed under a fluorescence microscope.
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Figure legend

Figure 1. GBM-cRegMap workflow. The GBM-cRegMap tool features three main elements within
its user interface: CoRegNet, CoRegMap, and CoRegQuery. Leveraging representation learning
algorithms, we derive two components GBM-CoRegNet and GBM-CoRegMap. GBM-CoRegNet is a
highly specific co-regulatory network of tumor cells featuring 539 transcription factors/co-factors and
their 8269 target genes. We used the hybrid-learning co-operative regulatory networks (H-LICORN)
algorithm that integrates data-mining methods with numerical linear regression to efficiently infer a
context-specific GRN® using a more uniform transcriptomic dataset from GBM cancer cell lines.
LICORN stands out in that regard, considering the co-operativity between co-regulators and
incorporating it into the model, bringing it closer to the biological reality compared to other approaches.
More specifically, we convert the inferred GRN into a co-operativity network of transcription factors
and cofactors (TFs/co-TFs; co-activators and co-repressors). The CoRegNet tab allows users to
investigate and evaluate the extent to which phenotype(s) of interest (e.g., tumor subtypes, wild-type vs
treated cell lines), each characterized by a set of active co-regulators, are colocalized in the reference
GBM-CoRegNet network using an intuitive visualization powered by Shiny. Second feature is GBM-
CoRegMap, a unified influence map comprising 1612 tumors from 16 studies, which is enhanced by
downstream analysis data, such as annotation of the map with molecular subtype, tumor purity,
regulator influence, copy number variation, somatic mutations, clinical data, or gene essentiality scores.
Additionally, it enables the possible alignment and colocalization of patient-derived cell models within
the reference tumor heterogeneity map. Finally, "CoRegQuery" assists in analyzing query datasets, even
when few samples are profiled, using GBM-cRegMap synergetic compounds. As input, user can upload
expression datasets or simply providing a GEO (Gene Expression Omnibus) series ID. GBM-cRegMap
swiftly calculates regulator influences for new data, presenting results in GBM-CoRegNet compound
and allows to further investigate selected co-regulators, interactions and systems for relevance to the
study. Furthermore, a supervised machine learning procedure enhances the tool's efficiency in
predicting the localization of the query dataset samples within the GBM-CoRegMap. This ensures
consistent comparison of tumor transcriptional patterns, facilitating potential exploration into tumor
heterogeneity as well as the adaptability of the studied phenotypes.

Figure 2. CoRegMap view of glioblastoma heterogeneity. (A) Co-operativity network inferred from
the transcriptome of 42 GBM cancer-derived cell lines (GBM-CoRegNet). Nodes represent
transcription factors and cofactors (TFs/co-TFs). Node size is proportional to the number of targets of
the TF/coTF. The co-regulatory interactions between nodes are indicated as follows: protein-protein
interactions with published evidence are shown in blue, transcriptional regulation interactions with
published evidence are shown in red and interactions defined solely by the H-LICORN algorithm are
shown in gray. (B) UMAP visualization of the meta-cohort of 1629 tumors showing the difference of
using the transcriptomic (top) and influence (bottom) data of the different datasets. It is evident that the
influence data produce a batch effect-free meta-cohort versus the original RNA expression values. (C)
UMAP visualization of the GBM-cRegMap meta-cohort using sample annotation colors derived from
the Verhaak classification (top) and GBM-cRegMap unsupervised clustering (bottom). (D) Alluvial
plot displaying the GBM-cRegMap metacohort samples with the state-of-the-art classification of
glioblastoma (Verhaak classification on the left) and their corresponding classification proposed by
GBM-cRegMap (on the right).

Figure 3. Molecular and clinical characteristics of GBM-cRegMap classes. (A) Heatmap of RNA-
seq scaled expression data of the TCGA-GBM (n=522) dataset displaying the biologically relevant gene



signatures for each GBM-cRegMap class. On columns the samples are grouped per GBM-cRegMap
class and on rows hierarchical clustering has been used while separating each gene signature per class.
The colors indicate high (red) and low (green) levels of relative expression. (B) Dot plot with
significantly enriched Gene Ontology Biological Processes for each GBM-cRegMap class derived from
clusterProfiler R package. Only GO/BPs presenting an adjusted p-value <0.05 were considered, P-
values were adjusted with the Benjamini-Hochberg method. (C) Oncoplot showing the most important
genomic alterations associated with cRegMap classes. The available data from TCGA-GBM dataset
were used. With red squares are indicated the highest alteration rate values per gene for each class. (D)
Heatmap displaying the cellular state score using the GBMdeconvoluteR tool and the metabolic gene
signature scores using the singscore R package. Asterisks are used to showcase the highest score per
row. (E) Overall survival curve stratified by cRegMap class. Survival analysis is performed with the
Kaplan-Meier method, using the R package survival. Kaplan-Meier curves were generated from the
available meta-cohort clinical data of 1110 patients. (F) Boxplot displaying tumor cell purity scores for
each cRegMap class of the TCGA-GBM samples that were obtained using the PUREE (pan-cancer
tumor purity estimation) webserver.

Figure 4. GBM Subclass-Matched Cell Line Repertoires and Specific Differential Subnetworks.
(A) Visualization of 27 GBM cell lines as predicted by SVM-based classification within the coordinates
of GBM-CoRegMap using CoRegQuery. Dotted lines connect a GBM CCLE sample to another sample
of the same cell line from a different dataset. (B) Left panels: GBM-CoRegNet visualization for each
of the predicted subclasses. Node color (red: high; blue: low) indicates the influence of the
corresponding TF/coTF (as a proxy of TF/coTF activity) and the intensity of the color indicates the
strength of the signal. Node labels of important TFs and co-TFs associated with the subclass are
provided. Right panels: impact on cell viability (CERES dependency score) analysis. For each regulator,
there are two vertical values, the gray dot is the average CERES score for the cell lines not assigned to
the subclass and the colored dot is the average CERES score in cell lines assigned to the subclass. The
dotted horizontal line displays the viability threshold. (C) Heatmap showing the top 10 Differentially
Influenced regulators for each subclass, color values representing the scaled relative influences. (D)
GBM-CoRegMap example plots of the various metadata that can be visualized using the GBM-
cRegMap tool. The top plot shows the SNAI2 regulatory influence while visualizing the topology of
various cell lines, while the bottom plot shows the SNAI2 CRISPR dependency scores for the same cell
lines.

Figure 5: Glioblastoma stem cells plasticity upon differentiation. (A) GBM-cRegMap meta-cohort
visualization projecting the GBM-CoRegQuery results from transcriptomic data of NCH644 and
NCH421k under stem-like state “S” and differentiated state “D”. All conditions were tested in
triplicates. (B) Representative phase contrast images of NCH644 and NCH421k cells showing cellular
morphology and differential protein marker expression using western blotting under neurosphere (NS)
and monolayer, differentiated (ML) conditions. (C) Assessment of proliferative capacity differences
between NCH644 and NCH421k under differentiated states after 6 days of culture. Representative
images show cell morphology of differentiated cells on day 0 and day 6. The graph represents the
average fold increase in sphere size at day 6 (n=6).

Figure 6: Plasticity in response to chemotherapy Temozolomide. (A) GBM-cRegMap meta-cohort
visualization projecting the GBM-CoRegQuery results from transcriptomic data (three replicates each)
of U87MG naive cell lines and TMZ-resistant cells, U87MG R50 and U887MG R50 OFF. (B)
Corresponding CoRegNet influence networks. Node color (red = high; blue = low) indicates the
influence of the corresponding TF/coTF and the intensity of the color indicates the strength of the



influence. Node size and edge color follow the same patterns as indicated in Fig.2 A. (C) Heatmap
showing top Differentially Influenced Regulators (DIRs) for each cell line, color values representing
the scaled relative influences. (D) Detection of PAXS8 and EGFR protein in U§7MG, U87MG R50, and
US7MG R50 OFF by western blotting (representative blot), and their predicted activity based on the
regulatory network (coloured dots under the WB), along with quantitative analysis (n=7) of their
relative protein expression (upper graphs). (E) Detection of PAXS8 protein by immunofluorescence
assays in US7MG@G, U87MG R50, and US7MG R50 OFF cell lines.
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