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RÉSUMÉ 

Les gliomes sont des cancers qui se retrouvent dans le cerveau. Il y a plusieurs types de gliomes, et ceux-
ci sont catégorisés en 4 grades. Les grades I et II représentent les gliomes à bas grades qui possèdent les 
meilleurs pronostics. Les grades III et IV représentent les gliomes à hauts grades qui possèdent les pires 
pronostics. Les gliomes de grade IV comprennent les glioblastomes (GBM), un type de cancer du cerveau 
qui est très agressif. L’agressivité de ce dernier est due en premier lieu à l’altération de l’expression de 
plusieurs protéines qui permettent la survie des cellules cancéreuses qui composent la tumeur. Les cellules 
d’une tumeur ne possèdent pas toutes les mêmes types d’altération, ce qui fait en sorte qu’il peut y avoir 
des sous-populations de cellules cancéreuses différentes. Une de ces sous-populations est les cellules 
souches cancéreuses (CSC). Celles-ci ont la capacité de résister aux différents traitements chimiothérapeu-
tiques, et elles sont parfois responsables de la récurrence d’un GBM. Elles sont caractérisées entre-autres 
par une surexpression de certains gènes connus sous le nom de marqueurs à CSC. La transition épithélio-
mésenchymateuse (TÉM) est une autre caractéristique des CSC. Les protéines qui sont surexprimées du-
rant ce phénomène sont connues sous le nom de marqueurs de la TÉM. À cause de cela, il est important 
de trouver des traitements pour éradiquer les CSC de GBM. La recherche présentée ici se concentre sur 
les mécanismes d’acquisition d’un phénotype souche de cellules cancéreuses de GBM. Cela a été fait en 
utilisant les cellules de GBM afin d’obtenir des sphéroïdes, une structure en trois dimensions permettant 
de mimiquer le phénotype souche. L’agent pharmacologique qui a été utilisé dans cette étude est l’épigal-
locatéchine-3-gallate (EGCG). Puisque la recherche se concentre sur la chimioprévention, l’EGCG a été in-
troduit pendant la formation des sphéroïdes. Les résultats démontrent que l’EGCG peut prévenir l’acqui-
sition du phénotype souche de GBM, réduire l’expression des marqueurs à CSC et de la TÉM ainsi que les 
autres protéines impliquées dans la progression tumorale. Cette dernière n’a pas besoin de son récepteur, 
le récepteur à la laminine 67LR, afin de remplir cette fonction. Une baisse de l’expression du récepteur à 
la laminine 67LR a inhibé la capacité des cellules de GBM à former des sphéroïdes. Une baisse de son 
expression résulte en une baisse de l’expression des protéines impliquées dans la progression tumorale 
des CSC de GBM. Nous avions aussi découvert que la baisse de l’expression du récepteur à la laminine 
67LR mène à la réduction de la protéine SNAIL, un marqueur de la TÉM. En outre, il a été intéressant de 
déterminer son rôle dans l’acquisition du phénotype souche. Les résultats démontrent que la répression 
de SNAIL a résulté en une baisse de la taille des sphéroïdes. Cependant, elle n’a pas d’effet aussi important 
que le récepteur à la laminine 67LR sur l’expression des protéines impliqués dans les voies de signalisation 
qui permettent la progression tumorale. En conclusion, il est possible d’affirmer que l’EGCG est important 
dans la prévention de l’apparition des cellules souches de glioblastome et il peut inhiber la progression 
tumorale et ce, sans l’aide du récepteur à la laminine 67LR. Cependant, le récepteur à la laminine 67LR 
semble jouer un rôle aussi important dans la progression tumorale des glioblastomes. Ce dernier peut en 
effet inhiber l’acquisition du phénotype souches des cellules de glioblastomes. Il semble aussi avoir un lien 
direct avec la TÉM à travers la régulation de l’expression de SNAIL. 

Mots clés : Cellules souches cancéreuses, glioblastome, épigallocatéchine-3-gallate, récepteur à la lami-
nine 67LR, SNAIL, transition épithélio-mésenchymateuse 
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CHAPITRE 1  

INTRODUCTION 

 

1.1 Définition du cancer 

Le cancer est une maladie qui affecte des milliers de canadiens. En 2022, le nombre de nouveaux cas est 

estimé à 233 900 et le nombre de décès est estimé à 85 100. Le vieillissement de la population contribue 

à l’augmentation du nombre de décès reliés au cancer (Brenner et al., 2022). De plus, des habitudes de vie 

tels que l’inactivité physique, l’obésité, et le tabagisme contribuent à l’augmentation du nombre de cas 

(Arneth, 2019). 

Le registre GLOBCAN de 2018 de l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) démontre que les types de 

cancers ayant des taux de mortalités les plus élevés sont le cancer des poumons, du foie, du pancréas, de 

l’œsophage, et la leucémie. En effet, les taux de mortalité de ces types de cancer sont de 84%, 93%, 94%, 

89% et 71% respectivement. Ces derniers, à l’exception de la leucémie, font partie des types de cancer 

dont les taux de survie après 5 ans de traitement sont les plus faibles (Mattiuzzi & Lippi, 2019). 

Une étude effectuée par White et al. a compilé les incidences de cancers aux États-Unis en 2009. Les ré-

sultats démontraient que le nombre de cas de cancers augmentaient jusqu’à l’âge de 70 ans, pour ensuite 

baisser. Une tendance similaire sur les risques d’avoir un diagnostic de cancer a été observée (White et al., 

2014). Il est possible d’observer des résultats similaires sur le nombre de décès liés au cancer au Canada 

plusieurs années plus tard (Figure 1.1). De plus, la cause principale de décès chez les personnes de 90 ans 

et plus est le cancer, et il y a des chances que le taux augmente à cause du vieillissement de la population 

(https://cancer.ca/en/cancer-information/resources/publications/2021-canadian-cancer-statistics). 

1.1.1 Altérations génétiques des cellules cancéreuses 

Le cancer regroupe un ensemble de maladies où les cellules se multiplient de façon incontrôlée (Visvader, 

2011). L’ensemble des nouvelles cellules crées porte aussi le nom de néoplasme (Louis et al., 2002). La 

formation des néoplasmes survient lorsque les cellules subissent des altérations au niveau de leur ADN.   
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Des altérations tels que la modification d’un acide aminé important, une insertion, une  délétion ou une 

duplication de certains segments d’un gène ainsi qu’une modification dans l’arrangement des chromo-

somes peut contribuer à la formation d’un néoplasme (Cullen & Breen, 2016).  

Un autre facteur à considérer est le changement au niveau de l’épigénétique. Une altération au de l’ex-

pression de certains gènes peut contribuer à la formation des néoplasmes. L’expression des gènes peut 

être modifiée via la méthylation de l’ADN, l’acétylation des histones et l’expression des microARN. Par 

exemple, la méthylation des gènes codants pour les suppresseurs de tumeurs, ce qui mène à l’arrêt de 

leur expression, se manifeste dans des cancers tel que le cancer du sein, du colon et des reins (Cullen & 

Breen, 2016).  

Les gènes dont la mutation engendre les néoplasmes sont divisés en trois catégories : les suppresseurs de 

tumeurs, les gènes responsables de réparer l’ADN et les proto-oncogènes (Tandel et al., 2019). Les sup-

presseurs de tumeurs sont responsables de contrôler le cycle cellulaire, et en particulier l’apoptose (Evan 

& Vousden, 2001). Deux signalisations sont possibles afin d’amorcer l’apoptose. Soit que la cellule amorce 

elle-même le signal, ou que le signal vient d’une autre cellule. La mort cellulaire est ralentie s’il y a une 

altération dans une des voies, et elle peut être arrêtée s’il y a une altération dans les deux voies (Evan & 

Vousden, 2001; Burch, 2012). Une altération dans les gènes responsable de réparer l’ADN peut engendrer 

le cancer. S’il y a des mutations dans l’ADN qui ne sont pas corrigés, ceci peut engendrer la formation des 

Figure 1.1 : Incidence des cancers au Canada de 2017 à 2019 en fonction du sexe. Adapté de https://can-
cer.ca/en/cancer-information/resources/publications/2021-canadian-cancer-statistics. Consulté le 11 
janvier 2023 
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néoplasmes (Cullen & Breen, 2016). Le rôle des proto-oncogènes est d’engendrer la mitose et d’inhiber la 

mort cellulaire (Rak et al., 1995; Yarden et al., 1987). Des protéines telles la protéine RAS sont responsables 

de réguler la division cellulaire (Greenberg et al., 1985), et une altération dans des gènes comme celui qui 

code pour la protéine RAS entraîne la multiplication incontrôlée des cellules (Tandel et al., 2019). 

1.1.2 Acquisition du phénotype des cellules cancéreuses 

Les néoplasmes vont par la suite acquérir un phénotype différent des cellules non-cancéreuses (Rulyak et 

al., 2003). Cependant, les cellules qui sont dans le néoplasme n’auront pas toutes le même phénotype. En 

effet, l’instabilité génétique va permettre l’hétérogénéité des cellules qui constituent la tumeur. Ces mo-

difications vont faire en sorte que les nouvelles cellules qui constitueront la tumeur seront de plus en plus 

agressives, ce qui va promouvoir la progression tumorale ainsi que la métastase (Figure 1.2). De plus, la 

tumeur peut devenir de plus en plus résistante aux traitements thérapeutiques (Burrell et al., 2013).  

1.1.3 La métastase 

La métastase est un phénomène où des cellules parmi une tumeur la quittent afin de coloniser les tissus 

environnants ou distants. Les cellules vont se déplacer en utilisant les vaisseaux sanguins et le système 

lymphatique (Bacac & Stamenkovic, 2008; Duffy et al., 2008). Ainsi, les cellules cancéreuses vont se déta-

cher de la tumeur primaire afin de s’installer dans un autre tissu ou organe. Celles-ci peuvent par la suite 

se multiplier afin de créer une tumeur secondaire (Denardo et al., 2008).  

1.2 Le cancer du cerveau 

Les risques de développer un cancer du cerveau a augmenté durant les 20 dernières années. Les cas de 

cancer chez les hommes sont entre 0,01 et 12,7 par 100 000 personnes, tandis que les cas chez les femmes 

sont entre 0,01 et 10,7 par 100 000 personnes. L’incidence des cas de cancer est la plus élevée dans le 

nord de l’Europe, et l’incidence la plus basse est en Afrique (Mail et al., 2016). Le taux de mortalité globale 

des cancers localisés dans le système nerveux est de 3.4 par 100 000 personnes (Khodamoradi et al., 2017). 

1.2.1 Catégorisation des tumeurs en fonction de leur origine 

Les tumeurs peuvent être des tumeurs primaires ou les tumeurs métastatiques. Les tumeurs primaires 
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représentent les tumeurs qui se sont formées dans le SNC (Fox et al., 2011; Lapointe et al., 2018). Les 

tumeurs métastatiques représentent des tumeurs qui ne se sont pas formées dans le SNC à l’origine. Ce 

sont des tumeurs qui viennent de plusieurs types de cancer tels que le cancer des poumons, du sein, de la 

peau, des reins et du tube digestif (Posner, 1996; Sawaya et al., 2012; Weinberg et al., 2001).  

Figure 1.2 : Formation des tumeurs possédant une population hétérogène de cellules. La cellule tumorale 
est formée à partir d’une cellule saine grâce à une mutation. La prolifération incontrôlée résultera à la 
formation de nouvelles cellules qui sont génétiquement instables, ce qui mène à la formation de nouvelles 
cellules cancéreuses phénotypiquement différentes. Toutes ces cellules constitueront la tumeur maligne. 
Certaines d’entre elles vont ensuite métastaser. (Cullen, J. M., & Breen, M., 2016) 
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 Les tumeurs cérébrales sont classifiées en fonction du type de cellules d’où elles proviennent. La majorité 

des tumeurs du SNC sont des gliomes (Lapointe et al., 2018). Ces dernières représentent 81% des tumeurs 

malignes (Ostrem et al., 2014), et elles représentent la majorité des tumeurs primaires (Ostrem et al., 

2013). Les gliomes sont formés lorsque les cellules gliales du SNC ont une multiplication incontrôlée. Les 

cellules gliales sont des cellules autres que les neurones dans le SNC (Jessen, 2004). Cela comprend les 

astrocytes, les oligodendrocytes et les épendymes. Ce sont elles qui formeront des astrocytomes, des oli-

godendrocytomes et des épendymomes respectivement. Il existe aussi des oligoastrocytomes (mélange 

de gliomes) et des gliomes qui ne sont pas spécifiés (Ostrom et al., 2016; Shergalis et al.,2018).  

Cependant, il n’y a pas de définition standard pour les gliomes (Ostrom et al., 2016). C’est pour cela que 

des tumeurs comme les médulloblastomes, des types de tumeur qui sont constitués de cellules neuronales, 

de gliomes et de cellules musculaires (Valtz et al., 1991), des gangliomes anaplastiques, des types de tu-

meur qui possèdent des cellules neuronales et des cellules gliales (Lucas et al., 2015), et les plexus cho-

roïdes du papillome, des types de tumeur dont les cellules épithéliales sont des cellules gliales (Wolburg 

& Paulus, 2010), peuvent entrer dans la catégorie de gliomes (Figure 1.3) (Shergalis et al., 2018).  

Figure 1.3 : Classification des tumeurs cérébrales. Il y a des gliomes, des tumeurs où les cellules qui les 
constituent viennent des cellules gliales du SNC, et il y a les tumeurs d’où les cellules ne viennent pas des 
cellules gliales du SNC. Les chiffre en parenthèses représentent l’incidence sur 100 000 personnes. (Sher-
galis, A. et al., 2018)  
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1.2.2 Classification des tumeurs en fonction de leurs mutations génétiques 

Les tumeurs retrouvées dans le cerveau peuvent être classifiées en fonction du type de mutation géné-

tique qu’elles possèdent (Lapointe et al., 2018). La première mutation possible est celle dans le gène IDH 

(isocitrate déshydrogénase). Celle-ci code pour des enzymes IDH, qui possèdent des rôles dans plusieurs 

processus métaboliques, tels que le cycle de Krebs, le métabolisme de la glutamine, la lipogenèse et la 

régulation réducto-oxydative (Koh et al., 2004; Badur et al., 2018; Lee et al., 2004). Une mutation dans ce 

gène résulte en des altérations dans le métabolisme cellulaire, ce qui initie la cancérogenèse (Han et al., 

2020).  

Une mutation dans le gène BRAF (homologue de l’oncogène viral du sarcome murin v-raf B1) est aussi 

possible. Celui-ci est un gène codant pour la protéine kinase sérine/thréonine BRAF faisant partie de la 

famille RAF (Maeaka & Janku, 2018). Il est un effecteur de la voie de signalisation de ERK (kinase régulée 

par le signal extracellulaire Ras-Raf) et la voie de protéine kinase activés au mitogène MAPK/ERK, des voies 

de signalisations impliquées dans la division et la différenciation cellulaire (Matallanas et al., 2011).  

Il est aussi possible de classifier les tumeurs à travers la présence d’une mutation dans le gène TP53 (La-

pointe et al., 2018). Ce gène code pour la protéine p53 qui est un suppresseur de tumeurs. Il est respon-

sable de maintenir l’intégrité de l’ADN d’où son nom gardien du génome. La cellule répond à ce dommage 

en arrêtant son cycle cellulaire ou en initiant l’apoptose et la senescence (Fulci et al., 1998). Une mutation 

dans ce gène résulte en une instabilité dans le génome d’une cellule (Muller & Voudsen, 2013), et peut 

engendrer la progression tumorale des cancers (Leroy al., 2013).  

La mutation dans le gène ATRX peut aussi contribuer à la survie des tumeur cérébrales (Park et al., 2017). 

Ce gène code pour une protéine qui joue un rôle dans la recombinaison, la réparation et la régulation de 

la transcription de l’ADN (Clynes et al., 2013). Elle est aussi responsable de remodeler la chromatine (Haase 

et al., 2018). Une baisse de l’expression ou une mutation de ce gène sont observées dans plusieurs types 

de cancers de cerveau.  

Il y a aussi ce qu’on appelle la codélétion 1p/19q qui survient lorsqu’il y a une délétion du bras court du 

chromosome 1 (1p) et une délétion du long bras du chromosome 19 (19q) (Bradner et al., 2022). Ce phé-

nomène pourrait être un résultat d’une translocation non-balancée entre les bras des chromosomes 1 et 

19 (Jenkins et al., 2006; Griffin et al., 2006). Les effets biologiques de la codélétion ne sont pas encore 
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clairs, mais elle permet la cancérogenèse et elle permet la classification des tumeurs du cerveau (Mizogu-

chi et al., 2012).  

Il y a en dernier lieu une mutation dans le gène de la reverse transcriptase du télomère humain (TERT). 

Celle-ci code pour la sous-unité catalytique des télomérases qui peut élonger les télomères, et ainsi main-

tenir l’intégrité des génome (Podlevsky & Chen, 2012).  La hausse de l’activité des télomérases est une des 

caractéristiques principales des cancers. D’ailleurs il y a une augmentation de l’expression de TERT dans 

90% des cas de cancer (Low & Tergaonkar, 2013; Shay & Bacchetti, 1997; Shay et al., 2001). 

1.2.2.1 Classification des gliomes 

Les gliomes peuvent être caractérisés en fonction du taux de croissance des cellules cancéreuses. L’Orga-

nisation Mondiale de la Santé (OMS) les a classés en 4 grades différents (I, II, III et IV) Les grades I et II 

regroupent les tumeurs de bas grade et les grades III et IV regroupent les tumeurs de haut grade (Weller 

et al., 2015). La nouvelle classification de 2021 permet la ségrégation des tumeurs en fonction de leurs 

caractéristiques histologiques et moléculaires (Louis et al., 2021). Cette classification est une mise à jour 

de la classification établie en 2016 (Louis et al., 2016).  

Les gliomes de grade I sont des tumeurs circonscrites. Des tumeurs circonscrites sont des tumeurs dont la 

démarcation entre la masse et les tissus environnants est claire (Qin et al., 2014). Ces dernières sont ma-

joritairement des tumeurs bénignes et Il est possible de les exciser. Celles-ci ne possèdent pas la mutation 

IDH. Les patients ayant ce type de tumeurs ont les meilleurs pronostics (Louis et al., 2016). 

Ensuite, il y a les tumeurs diffuses. Il n’y a pas de démarcation claire entre les tumeurs et les cellules saines 

alors la chirurgie n’est pas suffisante pour retirer ces types de tumeurs. Cette catégorie regroupe les tu-

meurs de grades II, III et IV. Les tumeurs seront alors classées en fonction de leurs propriétés histologiques. 

Les tumeurs de grade II ont habituellement une atypie nucléaire, et les tumeurs de grade III ont habituel-

lement une augmentation de la division cellulaire (Louis et al., 2016). Comparé aux tumeurs de grade I, 

ces dernières possèdent la mutation dans le gène IDH et peuvent avoir des mutations dans les gènes TP53 

et ATRX (Eckel-Passow et al., 2015; Batista et al., 2016). Les pronostics des patients atteints de ces types 

de cancer peuvent varier entre 2 à 12 ans (Lapointe et al., 2018). 
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Il y a par la suite les tumeurs de grade IV. Celles-ci ont soit une augmentation de la prolifération microvas-

culaire, soit une nécrose ou les deux. Le pronostic est habituellement de 5 ans (Eckel-Passow et al., 2015; 

Batista et al., 2016). Les tumeurs de grade IV regroupent aussi les glioblastomes (GBM). La majorité d’entre 

elles ne possèdent pas la mutation du gène IDH. Celles qui possèdent la mutation viendraient des tumeurs 

ayant des grades plus faibles qui possédaient déjà la mutation avant qu’elles se transforment en GBM. Ces 

tumeurs seraient des tumeurs secondaires (Ohgaki et al., 2004; Ohgaki & Kleihues, 2007), et elles possè-

dent un meilleur pronostic que les GBM qui ont la forme wild type (WT) du gène IDH. De plus une mutation 

dans le gène IDH et une codélétion 1p/19q permet aussi un meilleur pronostic. Une mutation dans le gène 

TERT affaibli le pronostic (Eckel-Passow et al., 2015). 

1.3 Les glioblastomes 

Le GBM est le type de gliome le plus agressif. Celui-ci fait partie du grade IV parmi les types de gliomes, et 

le taux de survie après 5 ans est de 5% (Tamimi & Juweid, 2017). Les GBM se retrouvent habituellement 

dans les lobes frontaux, temporaux, pariétaux and occipitaux du cerveau (Chakrabarti et al., 2005). 

L’âge moyen des personnes atteintes de cette maladie est de 64 ans. L’incidence augmente chez les per-

sonnes âgées de 65 à 84 ans, mais elle diminue chez les personnes de 85 ans et plus (Ostrom et al., 2013). 

L’âge moyen et médian pour le diagnostic des GBM primaires sont de 55 ans et 64 ans, et l’âge médian 

des glioblastome secondaires (ou métastatiques) est de 40 ans (Ostrom et al., 2013; Chakrabarti et al., 

2005; Wilson et al., 2014). En général, l’incidence de GBM aux États-Unis est plus élevée chez les hommes 

(Thakkar et al., 2014). 

Les GBM sont constitués de trois types de cellules : les cellules souches neuronales, les astrocytes dérivés 

des cellules souches neuronales ainsi que les cellules précurseurs des oligodendrocytes. L’expression des 

marqueurs présents à la surface des cellules ainsi que la morphologie cellulaire des GBM sont similaires 

aux cellules normales du SNC, et leurs profils génétiques sont similaires (Yao et al., 2018). De plus, une 

étude sur les GBM chez des souris a démontré que plusieurs types de cellules du SNC tels que les cellules 

souches neuronales (Zhu et al., 2005), les astrocytes dérivées des cellules souches neuronales (Chow et al., 

2011) ainsi que les cellules précurseurs d’oligodendrocytes sont capables de se développer en GBM (Figure 

1.4) (Lui et al., 2011). À cause de cela, les GBM sont aussi connus sous le nom de GBM multiformes (Soeda 

et al., 2015).  
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1.3.1 Caractéristiques pathologiques des glioblastomes 

Les GBM possèdent plusieurs caractéristiques qui permettent la progression tumorale (Figure 1.5). Une de 

ces caractéristiques est la prolifération cellulaire incontrôlée qui est due aux mutations génétiques que les 

cellules peuvent avoir. Les mutations permettent aussi de maintenir la survie cellulaire (Greaves & Maley, 

2012; Merlo et al., 2006).  

Une autre caractéristique des GBM est leur atypie cellulaire. En effet, leur noyau a une forme ovale ou 

allongée, et les chromatines sont hyperchromatiques (plus foncées que d’habitude) et sont agglomérées 

ensemble. Le ratio noyau/cytoplasme dans les cellules est plus élevé que d’habitude, et il y a aussi un 

pléomorphisme nucléaire (irrégularités dans la forme et la taille des noyaux) (Schult et al., 2005).  

La vascularisation autour des GBM est aussi très élevée (G Linkous & M Yazlovitskaya, 2011).  Les nouveaux 

vaisseaux formés sont morphologiquement similaires à des glomérules rénaux. Les cellules endothéliales 

qui constituent les vaisseaux sanguins sont différents des cellules épithéliales des vaisseaux sanguins nor-

maux. En effet, celles-ci se superposent l’une sur l’autre, ont une hyperplasie, et sont hétérogènes au 

niveau de leurs formes et leurs tailles. La surface des vaisseaux sanguins possède des péricytes, ce qui 

empêche le contact avec les astrocytes. Sans le contact avec les astrocytes, les péricytes ne peuvent pas 

créer la barrière encéphalo-rachdienne (Rojiani & Dorovini-Zis, 1996; Ballabh et al., 2004; Cleaver & Mel-

ton, 2003). De plus, les GBM possèdent des thrombus vasculaires (coagulation du sang) ce qui endommage 

les cellules épithéliales. Le dommage aux vaisseaux sanguins permet l’extravasion des globules rouges 

(Saima & Anwar, 2006).  

Figure 1.4 : Origine des glioblastomes. Les glioblastomes peuvent venir des astrocytes, des oligodendro-
cytes et/ou des cellules neuronales qui vont subir des mutations qui mène à la cancérogenèse. (Wu, W. et 
al., 2021) 
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Les GBM possèdent aussi des régions nécrotiques. Il y a deux types de régions nécrotiques. Le premier 

type consiste en la présence d’une région qui se retrouve au centre de la tumeur, ce qui résulte à un faible 

apport sanguin. Ce phénomène est observé dans les tumeurs primaires. Le deuxième type est lorsqu’il y a 

plusieurs petits centres nécrotiques dans la tumeur. Cela peut arriver dans les tumeurs primaires et se-

condaires. Ces centres nécrotiques sont entourés par de pseudo-palissades (Kleihues, P. et al., 2000). Ces 

derniers sont des régions où il y a une haute cellularité (Brat, D. J. et al., 2004). 

Les pseudo-palissades peuvent être de 30 à 1500 µm de largeur et de 50 à 3500 µm de longueur. Les 

pseudo-palissades de moins de 100 µm ne sont pas en proximité des centres nécrotiques. Cependant, plus 

les pseudo-palissades sont volumineuses, plus il y a des chances qu’un centre nécrotique y soit présent. 

C’est le cas pour celles dont la tailles sont plus de 500 µm. Leurs centres nécrotiques possèdent des lu-

mières vasculaires qui sont soit viables, en train de dégénérer ou ont subi une thrombose (Brat et al., 2004).  

En sachant les aspects qui permettent la progression tumorale des GBM, il est important de traiter les 

personnes atteintes de ce type de cancer. Pour le moment, les traitements utilisés ne sont pas suffisants 

pour éradiquer complètement celles-ci.  

Figure 1.5: Résumé des caractéristiques des glioblastomes. (Shergalis, A. et al., 2018) 
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1.4 Traitements actuels pour les glioblastomes 

L’objectif des traitements utilisés pour traiter les GBM a pour but d’éradiquer le plus possible la tumeur. 

Ceci peut se faire en excisant la tumeur. Cela peut se faire aussi en utilisant la chimiothérapie qui consiste 

à utiliser des molécules afin d’attaquer l’ADN des cellules cancéreuses et ainsi engendrer la mort cellulaire 

de celles-ci. Sinon, il est possible d’utiliser la radiothérapie où le but est aussi de tuer les cellules cancé-

reuses.  

1.4.1 Chirurgie 

Une chirurgie peut être envisageable dépendant de la localisation de la tumeur. Dans certains cas, faire 

une chirurgie permet de confirmer un diagnostic de la tumeur, d’améliorer le pronostic, et d’identifier les 

différentes mutations qui y sont présentes (Lacroix et al., 2001). Cependant, ce type de traitement n’est 

pas suffisant pour traiter une personne malade car les GBM ont la capacité de s’infiltrer dans des endroits 

qui ne sont pas accessibles. D’ailleurs, la médiane de survie est de 3 à 6 mois (Davis et al., 1998). À cause 

de cela, il est envisageable de combiner la chirurgie avec d’autres méthodes telle que la radiothérapie et 

la chimiothérapie. 

1.4.2 Chimiothérapie  

1.4.2.1 Témozolomide  

Le premier agent chimiothérapeutique est le témozolomide (TMZ).  Cette molécule a été acceptée comme 

traitement par le Food and Drug Administration (FDA) en 2005. Son rôle est d’alkyler ou de méthyler l’ADN, 

plus spécifiquement les résidus de guanines aux positions O-6 et N-7 (Stupp et al., 2014). Habituellement, 

le traitement au TMZ est combiné avec la radiothérapie. Cette combinaison augmente le temps de survie 

moyen jusqu’à 14,6 mois comparé à 12,1 mois avec la radiothérapie uniquement (Stupp et al., 2005). 

Il est recommandé par le ESMO (European Society of Medical Oncology) que le TMZ soit administré à tous 

les jours avec une radiothérapie qui est donnée 5 jours par semaines aux 4 semaines avec 6 cycles de 

radiation (Stupp et al., 2014).   

1.4.2.2 Carmustine  

La Carmustine est un agent alkylant approuvé par la FDA en 2002. Le rôle de la Carmustine est de former 

des liens entre deux nucléotides dans le côté intérieur de l’ADN afin d’éviter la réplication de celui-ci (Xing, 
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et al., 2015). Son utilisation a permis d’augmenter la médiane du taux de survie (11,6 à 13,8 mois). Cepen-

dant, l’utilisation de ce type de traitement peut engendrer une fuite du liquide céphalo-rachidien à cause 

de la pression qui est exercée sur l’œdème du cerveau (Westphal et al., 2006).  

1.4.2.3 Lomustine 

 La lomustine est un composé alkylant nitrosouré dont le rôle est de faire des liens alkyl entre deux nu-

cléotides dans un même brin d’ADN. Ce traitement est idéal parce qu’il peut pénétrer facilement la bar-

rière hémato-encéphalique grâce à sa forte solubilité lipidique (Cheng et al., 1972; Baer et al., 1993). De 

plus, une étude qui est dans sa troisième phase d’essai clinique a prouvé que la combinaison de la lomus-

tine avec le TMZ permet d’augmenter le temps de survie des patients. Le temps de survie en général est 

de 31,4 mois lorsque le TMZ seul a été utilisé. Cependant, le temps augmente à 48,1 mois lorsque la lo-

mustine est ajoutée par la suite (Herrlinger et al., 2019). 

1.4.2.4 Cyclophosphamide   

Le rôle du cyclophosphamide (CPA) est de créer des liens alkyls en utilisant son métabolite phosphoramide 

moutarde. Celui-ci peut créer des liens croisés, ce qui empêche l’ADN de fonctionner comme il faut. Par 

conséquent, les cellules cancéreuses ne peuvent plus croître et se reproduire (Chamberlain & Tsao-Wei, 

2004; Chamberlain & Tsao-Wei, 2006).  

Une étude en phase II sur le CPA a démontré que le temps de survie sans progression (progression free 

survival) peut augmenter. Le temps de survie sans progression est défini comme le temps entre le début 

d’une tâche à faire (dans le cas du cancer, le début de l’administration du traitement en question) et le 

décès du patient (Gutman et al., 2013). Dans le cas de l’étude, le CPA a permis un temps de survie sans 

progression de 20% lorsqu’il y a un GBM qui ne répond plus au TMZ, et un de 30% avec les astrocytomes 

anaplastiques (Chamberlain & Tsao-Wei, 2004). La figure 1.6 résume les mécanismes utilisés par les trai-

tements chimiothérapeutiques. 

1.4.3 Radiothérapie 

La radiothérapie est une technique couramment utilisée pour traiter le cancer. 50% des patients atteints 

de cancer recevront une radiothérapie. Le but de la radiothérapie est de tuer les cellules cancéreuses. Pour 

ce faire, la radiation émise vers les cellules sera une radiation ionisante. Les particules vont entrer dans les 

cellules pour ensuite soit la tuer, ou endommager son ADN (Baskar al., 2012). La radiation peut cibler 
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malheureusement autant les cellules cancéreuses que les cellules saines, mais il est plus facile pour les 

cellules saines de se rétablir lorsque leur ADN est endommagé. Ce n’est cependant pas le cas pour les 

cellules cancéreuses, alors elles ne pourront pas se diviser et elles seront tuées. Malgré cela, le but de la 

radiothérapie sera toujours d’éviter le plus que possible les cellules saines (Begg et al., 2011). 

Si la radiothérapie est combinée avec la chirurgie, son but sera de réduire la taille de la tumeur lorsqu’elle 

sera utilisée avant. Si une chirurgie est effectuée avant, la radiothérapie sera utilisée pour éliminer les 

dernières cellules cancéreuses (Baskar et al., 2012). L’unité utilisé par le système international pour mesu-

rer la radiation émise est le Gray (Gy), qui signifie joule/kilogrammes (Einstein, A. J. et al., 2007). 

Pour les patients de 70 ans et moins, la radiothérapie est combinée avec la TMZ. La radiothérapie devrait 

être démarrée le plus tôt possible afin d’avoir des meilleurs résultats. Habituellement, la radiation partielle 

est recommandée pour traiter le GBM. Celle-ci est effectuée après la chirurgie et le type de radiation uti-

lisée est la radiation à rayonnement externe.  La dose utilisée est de 60 Gy, et ce à des fractions de 2 Gy 

qui est administré sur 6 semaines (Sulman et al., 2017).  

La radiothérapie hypofractionnée est recommandée pour les patients de plus de 70 ans. Cette technique 

de radiothérapie a permis un temps de survie jusqu’à 20 mois (Jastaniyah et al., 2013). Elle permet de 

limiter la repopulation des tumeurs, d’augmenter la mort cellulaire et de réduire le temps de traitement 

en général (Budach et al., 1997; Hingorani et al., 2012).  

Une des façons d’utiliser cette technique selon une étude serait d’administrer 60 Gy en 20 fractions. Selon 

l’étude, cette technique aurait permis que le taux de survie après un an soit de 40% avec un temps de 

survie sans progression de 5,2 mois. De plus, de la toxicité accrue limitée dans l’œdème du cerveau a été 

présente chez 2 patients seulement (Sultanem et al., 2001). Cependant, il n’y a pas de méthode fixe de 

radiothérapie hypofractionnée pour les patients de plus de 70 ans. Il y a encore beaucoup de recherche qui sont en 

cours. 
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1.4.4 Les défis à surmonter pour le traitement des glioblastomes 

Malgré tous les traitements possibles, il y a plusieurs facteurs qui rendent le traitement des GBM plus 

difficile. Un de ces facteurs est la barrière hémato-encéphalique. Celle-ci est composée de cellules endo-

théliales où il y a très peu de fenestrations et de vésicules endocytaires. Cependant, il y a beaucoup de 

jonctions serrées entre les cellules endothéliales (Rubin & Staddon, 1999; Wolburg & Lippoldt, 2002). La 

barrière hémato-encéphalique est aussi renforcée avec des astrocytes et des péricytes. Le tout forme un 

réseau de capillaires qui empêche l’entrée des molécules présentes en circulation dans le cerveau (Van 

Tellingen et al., 2015; Hendricks et al., 2015). Puisque la barrière a une faible perméabilité (Lipinski et al., 

2012), les molécules pouvant atteindre le cerveau sont des molécules qui ont une meilleure solubilité lipi-

dique et qui sont plus petites (Wong et al., 2013). Par exemple, la TMZ a une pénétration relative de 20% 

lorsqu’elle est administrée oralement à cause de sa petite taille et ses propriétés lipophiliques (Agarwala 

& Kirkwood, 2000; Ostermann et al., 2004). De plus, les cellules endothéliales qui constituent la barrière 

hémato-encéphalique possèdent des protéines qui inhibent l’entrée des drogues vers les tumeurs (Van 

Tellingen et al., 2015; Hendricks et al., 2015; Miller et al., 2008).  

Figure 1.6: Résumé des mécanismes utilisés par les traitements chimiothérapeutiques. (Zhang, H. et al., 
2019)  



 

28 

Un autre aspect qu’il faut considérer lors du traitement des GBM est l’hétérogénéité des cellules qui cons-

tituent une tumeur. En effet, un ensemble de cellules d’une tumeur peuvent avoir des mutations diffé-

rentes que d’autres cellules constituant la même tumeur (Sunderl et al., 2011). De plus, une étude effec-

tuée par Sottoriva et al. a démontré que parmi 38 fragments venant de 9 patients ayant un GBM, certaines 

altérations au niveau de l’ADN étaient seulement présentes dans certaines cellules composants les tu-

meurs (Sottoriva et al., 2013). Alors, il est important de trouver un traitement capable d’agir sur plusieurs 

altérations génétiques à la fois.  

Un troisième aspect important à considérer du traitement de GBM est la présence de cellules souches 

cancéreuses (CSC). Celles-ci sont différentes des autres cellules cancéreuses pouvant constituer un GBM 

et elles peuvent contribuer à la survie de la tumeur (Kreso & Dick, 2014). 

1.5 Les cellules souches 

Les cellules souches sont des cellules qui ne sont pas encore différenciées. Ces dernières vont éventuelle-

ment devenir des cellules différenciées dans les tissus des organes. Leurs caractéristiques principales sont : 

la capaciter de s’auto-renouveler (très forte prolifération), de se cloner (le clonage commence à partir 

d’une seule cellule), et dans l’habilité de se différencier en plusieurs types de cellules. Elles sont présentes 

dans les stages fœtal, embryonnaire, et adulte chez l’humain. Dans les stages post-natal et adulte, les 

cellules souches sont présentes dans des organes différentiés et elles y jouent un rôle dans la réparation 

des tissus à la suite d’une blessure. (Coonley et al., 2005; Vats et al., 2005). 

1.5.1 Les cellules souches cancéreuses  

Les CSC ont été identifiées dans plusieurs types de cancer tel que la leucémie (Lapidot et al., 1994), le 

cancer du sein (Al-Hajj et al., 2003) et le cancer du cerveau (Singh et al., 2003). Les CSC seraient respon-

sables de la résistance de certains types de cancer à la chimiothérapie et de la radiothérapie (Kreso, & Dick, 

2014), de la métastase, et elles sont capables d’éviter la mort cellulaire (Kreso, et al., 2013). Tout comme 

les cellules souches, les CSC peuvent aussi s’auto-renouveler (Clarke et al., 2006).   

Les CSC résideraient dans un micro-environnement qui serait essentiel à leur fonctionnement. Ces micro-

environnements sont connus sous le nom de niche (Ju et al., 2022). Les cellules souches matures résident 

dans celles-ci en attendant qu’elles deviennent des cellules différenciées. On peut retrouver des niches 
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pour cellules souches dans plusieurs tissus épithéliaux, tels que l’intestin, ainsi que dans les systèmes neu-

ronaux, épidermiques et hématopoïétiques (Voog & Jones, 2010). Il y a aussi des niches pour les CSC. On 

peut y trouver entres-autre des cellules cancéreuses, des cellules stromales et endothéliales, de la matrice 

extracellulaire (MEC), des vaisseaux sanguins (Chen et al., 2013; Mohyeldin et al., 2010) et des exosomes 

(Battle & Clevers, 2017; Yi et al., 2013). Deux modèles ont été proposés afin d’expliquer la formation des 

CSC, et de l’hétérogénéité que les cellules peuvent avoir (Figure 1.7).  

Il y aurait en premier lieu le modèle hiérarchique. Dans ce modèle, tout commencerait avec une cellule 

souche qui n’a plus de régulation, ce qui donne naissance à une CSC. La cellule en question fera partie 

d’une population distincte des cellules cancéreuses conventionnelles. Les cellules comme celles-ci ne sur-

vivent pas pour longtemps mais elles peuvent s’auto-renouveler de façon incontrôlée (Kreso & Dick, 2014). 

Par conséquent, le seul moyen d’éradiquer complètement le cancer est d’éliminer les CSC qui seraient 

responsables de créer des tumeurs malignes. 

Le deuxième modèle est le modèle stochastique. Le principe de ce modèle est que n’importe quelle cellule 

présente dans une tumeur peut faciliter l’initiation et la progression tumorale. Selon ce modèle, le micro-

environnement tumoral est seulement un facteur qui contribue à l’initiation d’une tumeur (F Quail et al., 

2012). Ce phénomène serait dû à une ou plusieurs mutations génétiques dans une cellule qui contribuerait 

à une prolifération incontrôlée, ce qui résulterait en l’apparition d’une tumeur maligne (Greaves & Maley, 

2012; Burrell, et al., 2013). 

De plus, le modèle hiérarchique et le modèle stochastique seraient reliés ensemble à cause de la plasticité 

phénotypique des CSC. Ce phénomène arrive lorsque les cellules cancéreuses peuvent se transformer en 

CSC, et vice-versa. Cela peut permettre la survie à long terme des cellules cancéreuses (F Quail et al., 2012; 

Chaffer & Weinberg, 2015).    

1.5.2 Les cellules souches de glioblastomes 

Les cellules souches de GBM sont des cellules souches cancéreuses (CSC) qui se retrouvent dans les 

gliomes malins. Celles-ci peuvent se différencier en astrocytes, oligodendrocytes et en neurones (Huang 

et al., 2010). Selon la littérature, il n’y aurait pas d’origine fixe des cellules souches de GBM. En effet, des 

cellules cancéreuses peuvent se transformer en cellules souches de glioblastomes à travers des altérations 
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génétiques (Huang et al., 2010). De plus, il y a la possibilité que les cellules de GBM se transforment en 

cellules souches grâce à la plasticité cellulaire des cellules cancéreuses (Gao et al., 2014). Des changements 

 

 

 

dans le micro-environnement où les cellules sont localisées tels que la déprivation en nutriments et 

Figure 1.7: Mécanismes pouvant amener à la formation des cellules souches cancéreuses de glioblas-
tomes. (Plaks, V., Kong, N., & Werb, Z., 2015) 
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l’hypoxie peuvent engendrer des changements menant à l’apparition des CSC de GBM (Heddleston et al., 

2009; Heddleston et al., 2010). 

1.5.2.1 Les caractéristiques des cellules souches de glioblastomes 

Les caractéristiques de ces cellules sont : l’auto-renouvellement (Huang et al., 2010), la pluripotence, la 

formation de neurosphères (Cruceru et al., 2013), la prolifération, la modulation de la réponse immunitaire 

(Huang, Z. et al., 2010), la différenciation cellulaire et le haut taux de mortalité (Gilbert & Ross, 2009; 

Schiffer et al., 2014). L’invasion est une autre caractéristique des CSC de GBM. En effet, une recherche a 

démontré in vitro et in vivo que ces dernières ont une capacité d’envahir davantage les tissus normaux 

que les tumeurs qui n’ont pas de cellules souches cancéreuses (Cheng et al., 2011).  

L’hypoxie est aussi un aspect important pour les cellules souches de GBM. Un faible taux d’oxygène est 

associé à la maintenance des cellules non-différenciées. Alors, une hypoxie permet d’augmenter la pro-

portion de cellules souches de GBM ainsi que l’expression de marqueurs à CSC. Elle permet aussi la forma-

tion d’un phénotype de CSC qui, par conséquent, engendre l’angiogenèse. De plus, la présence de régions 

hypoxiques et nécrotiques signifie que les tumeurs sont plus agressives (Huang et al., 2010; Mason, & 

Ratcliffe, 2014). D’ailleurs, il y a des chances que les CSC résident dans des niches périvasculaire où le taux 

d’oxygène est faible (Heddleston et al., 2009). 

1.5.2.2 Génotype des cellules souches de glioblastomes  

Les cellules souches de GBM ont des gènes qui sont souvent surexprimés. Ils vont servir de marqueurs afin 

de les identifier parmi toutes les autres cellules cancéreuses. Les marqueurs sont par conséquent exprimés 

dans les cellules qui sont résistantes aux traitements thérapeutiques (Figure 1.8). Un des gènes qui peut 

être utilisé comme marqueur à CSC est le gène qui code pour la prominin1 (CD133). La CD133 est une 

glycoprotéine qui se situe au niveau de la membrane des cellules, et est utilisée comme marqueur de la 

surface cellulaire (Singh et al., 2003). Son rôle dans les cellules normales et dans les cellules cancéreuses 

n’est pas très bien défini (Brescia et al., 2013).  

Cependant, l’expression de la protéine CD133 peut beaucoup varier dans les gliomes. De plus, il est tou-

jours possible d’avoir des gliomes dépourvus de la protéine CD133 qui peuvent s’autorenouveler comme 

des CSC (Beier et al., 2007). À cause de cela, il est conseillé de regarder l’expression de plusieurs  
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marqueurs à la fois. D’autres gènes qui peuvent être utilisés comme marqueurs sont les facteurs de trans-

cription SOX2 et NANOG. SOX2 (Sex-determining region Y (SRY) – box 2) joue un rôle dans la maintenance 

des cellules souches dans les tissus, et elle est aussi très sollicitée dans la phase embryonnaire (Kamachi & 

Kondoh, 2013). Elle joue aussi un rôle dans la maintenance des CSC dans plusieurs tissus, incluant le cer-

veau. Il y a un lien entre l’expression de cette dernière et la maintenance des CSC des GBM (Gangemi et 

al., 2009; Garros-Regulez et al., 2016).  

NANOG (Homeobox protein Nanog) est un facteur de transcription qui joue un rôle dans la pluripotence 

des cellules souches embryonnaires (Ye et al., 2021). De plus, il rend les CSC plus malignes. Il y a en effet 

un lien entre la surexpression de NANOG et la présence des traits propres aux CSC dans des cellules can-

céreuses (Seo et al., 2017; Yadav & Shankar, 2019; Guo et al., 2019). Une étude récente a démontré que 

la surexpression de NANOG permettrait la progression tumorale des CSC de glioblastomes (Ye et al., 2021). 

Il y a plusieurs autres gènes dont l’expression est élevée dans les cellules souches de GBM en général tels 

que CD15, A2B5, L1CAM, et Oct3/4 (Huang et al., 2010; Gilbert & Ross, 2009).  

Figure 1.8: Résistance des cellules souches de glioblastomes aux traitements thérapeutiques. Les tumeurs
sont traitées par chimiothérapie, radiothérapie et/ou par chirurgie. Les CSC de glioblastomes survivent la 
thérapie, ce qui facilite la récurrence des glioblastomes.  (Singh, N. et al., 2021) 
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1.5.2.3 Phénotype des cellules souches cancéreuses de glioblastome 

La présence de différents facteurs environnementaux, de la plasticité cellulaire, ainsi que les différentes 

altérations génétiques vont faire en sorte que plusieurs phénotypes de CSC de GBM sont possibles. À cause 

de cela, il est difficile de définir le phénotype typique des CSC de GBM (Gimple et al., 2019).  

1.5.2.4 Les mécanismes de chimiorésistance des cellules souches de glioblastomes 

La résistance aux traitement anticancéreux des cellules souches des GBM contribue à la récurrence du 

cancer du cerveau après un traitement. Cela est dû à l’hétérogénéité des cellules au sein d’une tumeur 

ainsi que la plasticité de celles-ci. Les CSC de GBM sont capables de se rétablir après une haute dose de 

radiothérapie. Une analyse histologique de cellules avant et après une radiation a prouvé que la quantité 

de cellules qui exprimaient la protéine CD133 après le traitement augmente de façon significativement. 

Cela voudrait donc dire que la CD133 serait utile pour la résistance à la radiothérapie (Tamura et al., 2010).  

Il y a aussi un lien entre l’expression de CD133 dans les cellules souches de GBM et la résistance au TMZ. 

Comme il a été mentionné auparavant, le but du TMZ est de former des liaison alkyls dans les brins d’ADN 

afin que la réplication génétique soit inhibée, ce qui amène à l’apoptose (Lee, 2019). Cependant, la pré-

sence de CD133 dans les cellules mène aussi à l’expression de MGMT, une protéine qui joue un rôle dans 

la réparation de l’ADN (Liu et al., 2006; Nakada et al., 2012). De plus, les cellules dont leur expression de 

MGMT est élevée se retrouvent au centre des tumeurs, alors elles sont moins accessibles aux traitement 

chmiothérapeutiques (Pistollato et al., 2010). 

Les cellules souches de GBM peuvent aussi résister à la TMZ à travers la surexpression des protéine anti-

apoptotiques. Des gènes tels que BCL-2 (B-cell lymphoma 2), BCL2L1 (BCL2 like 1) et MCL1, sont surexpri-

mées dans les cellules souches de GBM résistantes au TMZ (Hsieh et al., 2011). Aussi, les cellules souches 

de GBM peuvent être résistantes à plusieurs autres types de médicaments. Ce phénomène est possible 

grâce aux transporteurs ABC (ATP-binding cassette). Cela inclut les protéines MRP1 (ABCC1), MRP3 (ABCC3) 

et MRP4 (ABCC4), des protéines qui ont une forte expression dans les gliomes (Uribe et al., 2017). Ces 

protéines vont pomper les médicaments à l’extérieur des cellules (Zhang et al., 2017). De plus, les pro-

téines MRP1, MRP3 et MDR1 (ABCB1) sont fortement exprimées dans les CSC de GBM (Uribe et al., 2017).  
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La protéine CD133 joue aussi un rôle dans la multirésistance. En effet, les CSC exprimant cette dernière 

ont une plus forte expression des protéines MRP1 et MDR1 que dans les autres cellules cancéreuses dif-

férenciées (Bi et al., 2007). De plus, la plasticité des cellules souches des GBM fait en sorte que l’expression 

de MRP1 dans les cellules exprimant CD133 s’élève lorsque des cellules similaires aux CSC de GBM sont 

traités avec le TMZ, l’étoposide et avec d’autres traitements chimiothérapeutiques (Zhang et al., 2015; Liu 

et al., 2015). 

1.5.2.5 L’étude des cellules souches cancéreuses de glioblastome 

La compréhension des différentes caractéristiques des CSC de GBM nous permet de trouver des tech-

niques afin de les étudier dans un modèle in vitro. La première technique serait de former des neuros-

phères en culture en utilisant des lignées cellulaires de GBM. Cette technique est la plus populaire. Les 

neurosphères ne seraient pas adhérentes, ce qui fait en sorte que la culture est en trois dimensions. Elle 

permettrait d’étudier l’aspect d’auto-renouvellement que les CSC de GBM possèdent (Lee et al., 2006; 

Wan et al., 2010).  

Il existe une autre technique qui permet d’avoir une culture des cellules en trois dimensions. Elle se con-

centre sur la formation des sphéroïdes. Cette technique consiste à prendre plusieurs cellules individuelles. 

Celles-ci vont s’agglomérer, et un sphéroïde va être créée, contrairement à un neurosphère où on utilise 

une seule cellule qui va par la suite proliférer afin d’avoir la structure en trois dimensions (Ruiz-Garcia et 

al., 2020).  

Étudier le cancer en trois dimensions permet la préservation de plusieurs caractéristiques biologiques des 

tumeurs originales dans des conditions in vitro (Wang et al., 2013). Il y a aussi un lien entre l’expression de 

la protéine CD133 avec la formation de neurosphères ainsi que les caractéristiques qu’on voit typiquement 

dans les CSC de GBM (Beier et al., 2007). Il est aussi possible d’identifier les CSC de GBM en vérifiant l’ex-

pressions de plusieurs autres marqueurs à CSC tels que SOX2, MYC, NESTIN, CD44, LICAM et A2B5 (Brescia 

et al., 2012). 

Le désavantage des neurosphères est qu’elles ne peuvent pas représenter la hiérarchie cellulaire (cellules 

souches à CSC) (Pastrana et al., 2011), et elle ne peut pas représenter le microenvironnement qui joue un 

rôle dans la formation des tumeurs de CSC de GBM (Lee et al., 2006; Lathia et al., 2011). 
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Une deuxième manière d’étudier les CSC de glioblastomes est d’utiliser la cytométrie en flux. Cette tech-

nique permet d’analyser les cellules individuellement (Ishiguro et al., 2017). L’analyse se fait en vérifiant 

l’expression des marqueurs à CSC, notamment ceux qui se retrouvent à la membrane des cellules. Cela 

inclut la CD133 (Bar et al., 2010), l’intégrine α6 (Lathia et al., 2010) et la CD15 (Galdieri et al., 2021).  

1.6 La transition épithélio-mésenchymateuse (TÉM) 

La transition épithélio-mésenchymateuse (TÉM) est un phénomène important qui est habituellement uti-

lisé pour la guérison des blessures, le développement embryonnaire et le remodelage des tissus (Kalluri & 

Weinberg, 2009; Zeisberg & Neilson, 2009). La TÉM est un processus par lequel des cellules épithéliales 

qui se retrouvent normalement dans la membrane basale deviennent polarisées. Elles vont subir plusieurs 

changements biochimiques qui va leur permettre d’avoir le phénotype mésenchymateux (Figure 1.9). Les 

cellules auront par conséquent la capacité de migrer et d’envahir des tissus plus facilement, elles seront 

plus résistantes à l’apoptose, et il y aura une augmentation de l’expression de protéines de la matrice 

extracellulaire (MEC).  

La TÉM est un phénomène qui est très commun dans les cellules cancéreuses. Elle peut rendre les cellules 

cancéreuses plus malignes, induire le phénotype souche (Mani et al., 2008), et elle contribuerait à la ré-

currence des tumeurs après un traitement de radiothérapie (Mahabir et al., 2014). Elle est notamment 

présente chez les tumeurs primaires lorsqu’elles vont se métastaser dans un autre tissu (Kalluri & Wein-

berg, 2009; Zeisberg & Neilson, 2009). Afin de créer par la suite les tumeurs secondaires, celles-ci vont 

reprendre le phénotype épithélial.  

La TÉM est un phénomène que l’on peut observer dans les gliomes, incluant les GBM (Kahlert et al., 2013). 

L’acquisition du phénotype mésenchymateux fait en sorte que les tumeurs sont plus agressives et plus 

invasives, ce qui mène à un pauvre pronostic. Les types de GBM ayant les pronostics les plus pauvres sont 

les GBM ayant un phénotype mésenchymateux. Ce type de phénotype peut être obtenu à cause de la 

récurrence des tumeurs, c’est-à-dire que lorsque des glioblastomes non-mésenchymateuses se transfor-

ment en glioblastomes mésenchymateuses à la suite d’un traitement anti-cancéreux (Phillips et al., 2006; 

Verhaak et al., 2010). 
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Les cellules mésenchymateuses qui pourraient contribuer au développement des GBM peuvent exprimer 

les marqueurs de cellules souches qu’on voit dans les cellules souches neuronales, ce qui peut les rendre 

résistantes à la chimiothérapie et à la radiothérapie (Bao et al., 2006; Bhat et al., 2013; Zhang et al., 2013). 

1.6.1 Marqueurs de la TÉM 

Il est possible de déterminer si des cellules sont en train d’acquérir le phénotype mésenchymateux à tra-

vers l’expression de certains gènes qui seront utilisés en tant que marqueurs de la TÉM. Un de ces mar-

queurs est le gène SNAI1 qui code pour la protéine SNAIL. Cette protéine fait partie de la famille d’activa-

teurs transcriptionnels SNAIL. Elle inhibe l’expression de E-cadhérine, une protéine qui est responsable de 

l’adhérence cellulaire, ainsi que plusieurs autres marqueurs épithéliaux (Kalluri & Weinberg, 2009; Zeis-

berg, & Neilson, 2009; Bouler et al., 2006). Elle permet aussi l’augmentation de l’expression de plusieurs 

marqueurs mésenchymateux (Cheng et al., 2012).   

Un des marqueurs dont l’expression est régulée par SNAIL est le gène FN1 qui code pour la protéine fibro-

nectine (Cheng et al., 2012). La fibronectine est une glycoprotéine qui se retrouve à la surface des cellules 

(Hynes 1973). Elle régule plusieurs fonctions biologiques, dont l’adhésion cellulaire (Lin et al., 2019), la 

migration (Sheppard et al., 1995), et l’invasion (Lin, et al., 2019).  

En général, la fibronectine engendre la métastase, ce qui contribue à la malicité des tumeurs. Dans le cas 

du cancer du cerveau, la fibronectine se situe habituellement dans les vaisseaux sanguins associés aux 

tumeurs (Kochi et al., 1983), et à l’intérieur et autour des cellules de gliomes in situ (Morris & Esiri, 1991). 

Figure 1.9: Principe de la transition épithélio-mésenchymateuse. Certains marqueurs sont plus exprimés 
dans les cellules épithéliales que les cellules mésenchymateuses. Leurs expressions seront réduites lorsque 
les cellules deviendront polarisées afin d’amorcer la TÉM. Le phénotype mésenchymateux mène à une 
forte expression de nouvelles protéines. (Kalluri, R., & Weinberg, R. A., 2009) 
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Une étude sur des cellules de gliomes in vitro a démontré que celles-ci peuvent migrer en réponse de la 

présence de la fibronectine. Cette même étude a démontré que les cellules de gliomes dans un modèle in 

vivo se concentrent vers la fibronectine (Ohnishi et al., 1991).  

1.7 Voies de signalisation impliquées dans la progression tumorale des cellules souches de glioblas-

tomes 

Les marqueurs de CSC et de la TÉM ne sont pas les seules protéines dont l’expression est élevée dans les 

GBM. Il y a en effet plusieurs autres protéines qui subissent une surexpression. Ces protéines sont impli-

quées dans des voies de signalisation qui permettent la progression tumorale. Il y a en premier lieu les 

voies de phosphorylation. C’est un phénomène où une protéine en particulier se fera ajouter un groupe-

ment phosphate, ce qui va soit activer ou désactiver celle-ci. La phosphorylation va par la suite engendrer 

une voie de signalisation qui provoquera un changement dans la cellule. Il y a aussi les voies anti-apopto-

tiques, ces dernières sont utilisées afin d’éviter la mort cellulaire. Il y a aussi des voies de signalisation qui 

sont impliquées dans la réparation de l’ADN lorsque celui-ci est endommagé. 

1.7.1 AKT/PI3K 

AKT (homologue cellulaire de l’oncogène du virus thymome akt8) est une protéine kinase de sérine/thréo-

nine de la famille de kinase AGC. Elle joue un rôle dans la croissance cellulaire, la différentiation et la survie. 

L’AKT a plusieurs gènes cible qui jouent un rôle dans la mort cellulaire, la morphologie, la suppression de 

tumeurs ainsi que le métabolisme des cellules. La phosphorylation de l’AKT est possible grâce à la protéine 

PI3K (phosphatidylinositol-3-kinase) (Bozulic & Hemmings, 2009). Celle-ci va en premier lieu créer la mo-

lécule PIP3. La protéine PDK1 ainsi que l’AKT vont toutes les deux se lier à la PIP3. La PDK1 va par la suite 

phosphoryler l’AKT à la thréonine 308 (Bozulic & Hemmings, 2009; DiNitto & Lambright, 2006). 

L’activation de la protéine AKT fait partie des mécanismes de la tumorigenèse (Testa & Bellacosa, 2001). 

Cela peut être fait à travers la protéine PI3K. En effet, une mutation dans cette protéine peut engendrer 

une surproduction de PIP3, ce qui peut augmenter le taux d’activation d’AKT (Hart & Vogt, 2011). De plus, 

une mutation dans le domaine PH, un domaine présent dans la protéine AKT qui est sollicité lors de sa 

liaison avec PIP3, peut aussi la suractiver (Carpten et al., 2007). 
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1.7.2 MSK1/2 

MSK1 et 2 (mitogen and stress activated kinase) sont des protéines kinases. Elles possèdent 2 domaines 

kinase : un domaine N-terminal qui fait partie de la famille de kinase AGC et un domaine C-terminal qui 

fait partie de la famille de kinase de calmoduline (Caenepeel et al., 2004). La phosphorylation se fait par 

les protéines ERK1/2 et p38 (Deak et al., 1998; McCoy et al., 2005). Les protéines MSK1 et 2 sont localisées 

dans le noyau. Leur substrat sont les histones H3 et les facteurs de transcription CREB et ATF1. Elles peu-

vent phosphoryler la protéine CREB (Arthur, 2008), mais les mécanismes moléculaires qui régulent la phos-

phorylation ne sont pas encore clairs (Reyskens & Arthur, 2016). 

1.7.3 CREB 

La protéine CREB (cyclic-AMP response element binding protein) (Xiao, X. et al., 2010) est un facteur de 

transcription qui régule la prolifération, la survie et la différenciation cellulaire (Shaywitz & Greenberg, 

1999; Mayr & Montminy, 2001; Sakamoto & Frank, 2009). Afin d’être active, elle doit être phosphorylée à 

la sérine 133 (Shaywitz & Greenberg, 1999). La phosphorylation permettra une liaison avec la protéine 

CBP (CREB binding protein) afin de démarrer la transcription des gènes cibles (Mayr et al., 2001). 

Plusieurs protéines peuvent phosphoryler la protéine CREB. Il y a entre autres la protéine PKA (protéine 

kinase A dépendant à l’AMPc), la PKC (protéine kinase C), les CaMK (calmoduline kinase) et la RSK (protéine 

kinase S6 ribosomique p90) (Shaywitz & Greenberg, 1999; Mayr & Montminy, 2001; Sakamoto & Frank, 

2009; Brindle et al., 1993; Enslen et al., 1995; Gubina et al., 2001). Il y aurait des liens entre la formation 

des tumeurs ainsi que la progression tumorale avec la phosphorylation de CREB (Sakamoto & Frank, 2009). 

1.7.4 GSK3αβ 

GSK3 (glycogen synthase kinase 3) est une protéine kinase sérine/thréonine qui possède plusieurs subs-

trats. Celle-ci contient deux isoformes : l’isoforme alpha et l’isoforme beta (Sutherland, 2011).  Mais elle 

possède une plus forte affinité pour les substrats qui sont déjà phosphorylés. (Frame et al., 2001). 

La phosphorylation de la GSK3 au niveau du N-terminal mène à son inhibition. L’inhibition de la GSK3α se 

fait en phosphorylant la sérine 21 et celle de la GSK3β se fait en phosphorylant la sérine 9 (Sutherland et 

al., 1993; Sutherland & Cohen, 1994). La phosphorylation au niveau du N-terminal empêche la GSK3 de 

reconnaître ses substrats qui sont déjà phosphorylés (Frame et al., 2001). 
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La phosphorylation de la GSK3 menant à son inhibition est faite par les protéines PKB ou la protéines 

p90RSK (Cross et al., 1995; Eldar-Finkelman et al., 1995). Elle peut aussi être inhibée à travers la voie de 

PI3K/AKT (McCubrey et al., 2012). Puisque l’activité de la protéine AKT est accentuée dans plusieurs types 

de cancer, la phosphorylation de GSK3 sera par conséquent accentuée aussi. En effet il y a un lien entre la 

présence de GSK3 et la progression tumorale dans plusieurs types de cancer, incluant le cerveau (Duda, et 

al., 2020). 

1.7.5 RSK 

La famille de protéines RSK (ribosomal s6 kinase 90 kDa) représente un ensemble de protéines kinases de 

sérine/thréonine qui sont activées par la voie ERK/MAPK. Les protéines RSK jouent des rôles dans la proli-

fération cellulaire, la croissance cellulaire et la différenciation cellulaire (Anjum & Blenis, 2008; Romeo et 

al., 2012).  

RSK possède 4 isoformes (RSK 1 à 4) (Sulzmaier & Ramos, 2013). Les études démontrent que les isoformes 

RSK1, RKS2 contribueraient à la progression tumorale, plus particulièrement la migration des tumeurs (Fu-

jita et al., 2003; Kang et al., 2010; Smolen, et al., 2010). L’isoforme RSK3 contribuerait aussi à la progression 

tumorale, mais au niveau de la prolifération et la survie cellulaire (Yoon et al., 2021; Serra et al., 2013). 

L’isoforme RSK4 agirait comme un suppresseur de tumeurs. En effet, la RSK peut arrêter le cycle cellulaire 

des cellules cancéreuses (Lòpez-Vicente et al., 2011) 

1.7.6 Les voies de signalisation anti-apoptotiques 

L’apoptose fait partie des mécanismes que les cellules cancéreuses veulent éviter afin qu’elles puissent 

proliférer. Pour ce faire, des protéines anti-apoptotiques comme BCL-XL et BCL-2 sont surexprimées (Sasi 

et al., 2009; Zhou et al., 2011). Celles-ci font partie de la famille de protéines BCL-2. Cette famille regroupe 

aussi les protéines pro-apoptotiques et les protéines pro-apoptotiques qui contiennent uniquement des 

domaines BH3 (BCL-2 homology region 3) (Samali et al., 2009). De plus, elles jouent aussi un rôle dans la 

résistance des traitements, et une surexpression de ces protéines est synonyme d’un pauvre pronostic 

(Feibig et al., 2006).  

Les protéines pro-apoptotiques sont responsables de perméabiliser les membranes des mitochondries 

(Adams & Cory, 2007). La perméabilisation va permettre le relâchement de la molécule cytochrome C, ce 

qui va engendrer l’apoptose. Cela est possible grâce aux protéines sensibilisantes de la famille BH3. En 
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effet, celles-ci vont se lier aux protéines anti-apoptotiques afin de les inhiber (Letai et al., 2002; Kuwana 

et al., 2005; Certo et al., 2006). De plus, les protéines activatrices de la famille BH3 vont se lier aux pro-

téines pro-apoptotiques. Celles-ci vont s’oligomériser, et il y aura un relâchement de cytochrome C (Youle 

& Strasser, 2008; Moore, et al., 2007). L’apoptose est inhibé lorsque les protéines pro-apoptotiques inte-

ragissent avec les protéines activatrices de la famille BH3 afin qu’elles ne puissent pas activer les protéines 

pro-apoptotiques (Moore, et al., 2007). 

1.7.7 Poly (ADP-ribose) polymérase 1  

La Poly (ADP-ribose) polymérase 1 (PARP) est une protéine nucléaire qui a plusieurs fonctions telles que la 

réparation de l’ADN endommagé, et l’initiation de la réparation par l’excision de base (Dantzer et al., 2000). 

Lorsque l’ADN est endommagé, PARP va s’associer à l’endroit endommagé, et une longue chaîne de poly-

mères de poly(ADP ribose) sera ajoutée. Le NAD+ est utilisé en tant que substrat, ce qui va causer une 

déplétion intracellulaire de NAD+. La protéine PARP aura par la suite une charge négative, ce qui va faire 

en sorte qu’elle va se dissocier du brin d’ADN afin que la réparation soit ensuite amorcée. PARP possède 

une forme clivée que l’on voit habituellement durant l’apoptose (Herceg & Wang, 2001). 

Une surexpression de la protéine PARP a été constatée dans plusieurs type de cancers, et est un signe d’un 

pauvre pronostic (Liu et al., 2016; Rojo, et al., 2012). Cependant, plusieurs recherches sur les inhibiteurs 

de PARP sont en cours afin de déterminer quel produit pourra inhiber la réparation de l’ADN dans les 

cellules cancéreuses, et ainsi améliorer les résultats de traitement avec la chimiothérapie et la radiothéra-

pie (Ricks et al., 2015). De plus, une étude récente a démontré la présence de PARP dans plusieurs échan-

tillons de glioblastomes (Duriez & Shah, 1997). 

1.8 L’épigallocatéchine-3-gallate 

L’EGCG est une molécule qui vient principalement du thé vert. Cependant, il peut y en avoir dans les fruits 

(Chen et al., 2004) Cette molécule fait partie de la catégorie des catéchines (Balentine et al., 1997). Celui-

ci fait partie des composés polyphénoliques avec un squelette de diphényl de propane (Figure 1.10) (Hig-

don & Frei, 2003; Anandh Babu & Liu, 2008; Moulishankar et al., 2020). L’EGCG représente 48 à 55% des 

catéchines présentes dans le thé vert (Shahidi, 2000). 
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1.8.1 Propriétés de l’EGCG 

L’EGCG peut avoir plusieurs avantages au niveau de la santé. Cette dernière et les autres catéchines du 

thé vert ont des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires, antihypertensives, anti-diabétiques, anti-

mutagéniques, antibactériennes et antivirales (Dufresne & Farnworth, 2001; Higdon & Frei, 2003; Khan & 

Maukhtar, 2007; McKay, & Blumbreg, 2002).  

L’EGCG est aussi notamment connu pour avoir des effets positifs sur les maladies cardio-vasculaires. En 

effet, une étude sur 40 000 japonais a démontré que les personnes buvant plus de 2 tasses de thé vert par 

jour avaient moins de risque de mourir par des maladies cardiovasculaires que ceux qui buvaient moins 

d’une demi-tasse par jour. Les risques de décès étaient de 22% et 33% respectivement (Kuriyama et al. 

2006).  

L’EGCG joue aussi un rôle dans la prévention du cancer. En effet, une étude a été effectuée sur 60 hommes 

ayant des néoplasie intraépithéliale prostatique de haut grade (HG-PIN). Le HG-PIN est une lésion préma-

ligne d’un cancer de prostate dont 30% des hommes affectés développeront éventuellement un cancer de 

la prostate à l’intérieur d’un an. Dans cette étude, la moitié des sujets (30 personnes) devaient consommer 

trois doses de 200 mg de catéchines de thé vert qui contenait principalement de l’EGCG à 51,88% (ainsi 

que d’autre types de catéchines). L’autre moitié (30 personnes) ont reçu un placebo. Parmi les 30 per-

sonnes qui ont reçu le placebo, 9 d’entre eux ont développé un cancer de la prostate à l’intérieur d’un an. 

Parmi ceux qui ont eu le traitement de catéchines, seulement une personne a développé un cancer de la 

prostate. Tout cela a été fait sans la présence de symptômes secondaires (Bettuzzi et al., 2006).  

Une autre étude sur des cellules cancéreuses gastriques a déterminé que l’utilisation de l’EGCG à 80 µg/ml 

inhibe la croissance cellulaire des cellules cancéreuses gastriques SGC7901 lorsque celles-ci sont dans un 

environnement hypoxique. De plus, l’EGCG a pu aussi induire l’apoptose dans un environnement hy-

poxique et ce, de façon dose-dépendante (Fu et al., 2019). 

Une troisième étude a été faite sur l’effet de l’EGCG sur les cellules cancéreuses de gliome U251. Les ré-

sultats ont démontré que l’EGCG induit l’apoptose dans les cellules cancéreuses de façon dose-dépen-

dante. Une augmentation de l’EGCG a aussi résulté à une baisse de la viabilité des cellules, à une baisse de 

l’invasion cellulaire, ainsi que la baisse de l’expression des protéines dans la voie des MAPK, une voie qui 

est sollicité lors de la croissance des tumeurs (Li et al., 2014).  
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Les effets anti-cancéreux de l’EGCG sont médiés à travers plusieurs mécanismes cellulaires tels que l’alté-

ration du cycle cellulaire (Gupta et al., 2004), la suppression de la voie de signalisation des MAPK (mitogen-

activated protein kinase) ainsi que les récepteurs de protéines tyrosine kinase (RTK) (Shimizu et al., 2011; 

Singh et al., 2011), l’inhibition de l’expansion clonale des CSC initiatrices de tumeurs (Lin et al. 2012) et la 

production des changement épigénétiques dans l’expression des gènes (Lee et al., 2005). Cependant, les 

mécanismes moléculaires que l’EGCG utilise pour remplir ces fonctions ne sont pas encore claires (Negri 

et al., 2018). 

De plus, une étude de Xie, C. R. et al. a démontré que l’EGCG est capable de réduire l’expression de la 

protéine MGMT, une protéine qui rend les glioblastomes résistantes à la TMZ. L’étude a aussi démontré 

que le traitement des GBM à l’EGCG était moins cytotoxique que le celui au TMZ (Xie et al., 2018).  

 

 

1.8.2 Biodisponibilité de l’EGCG 

Malheureusement, la biodisponibilité cérébrale de l’EGCG est très faible. En effet, le temps de demi-vie de 

cette dernière chez les humains est de 3,5 à 4 heures (Lee et al., 2002; Mereles & Hunsteein, 2011). La 

faible biodisponibilité peut être due à une faible absorption de celle-ci dans les intestins (Smith et al., 2010). 

En effet, l’EGCG administré de façon oralement est souvent absorbée dans le sang à travers l’intestin. Il a 

Figure 1.10 : Structure moléculaire de l'EGCG (Steinmann, J. et al., 2013). Le squelette de diphényle de 
propane est encerclé en noir 
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été reporté chez les humains que la plus grande concentration plasmatique d’EGCG était de 0,15 µM après 

avoir pris deux tasses de thé vert (Zhang et al., 2013). 

Dans le cas du cancer du cerveau, la faible biodisponibilité cérébrale peut être due à la perméabilité de la 

barrière hémato-encéphalique. En effet, la taille de l’EGCG pourrait être un obstacle afin qu’elle puisse 

passer à travers la barrière hémato-encéphalique. Une étude de Pervin et al. a démontré que les métabo-

lites de l’EGCG, l’EGC ((-)-épigallocatéchine) et le GA (gallate) pouvaient mieux passer à travers la barrière 

hémato-encéphalique que l’EGCG (Pervin et al., 2017). De plus, une autre étude de Lin et al. a découvert 

que la biodisponibilité plasmatique après une ingestion orale de l’EGCG dans des rats en liberté de mou-

vement était de 4,95%. Ils ont découvert par la suite que la concentration moyenne d’EGCG dans diffé-

rentes régions de cerveau de rat était de 5ng/ml 15 minutes après une administration intraveineuse de 50 

mg/kg (Lin et al., 2011).  

La polarité d’une molécule est aussi un facteur à considérer si celle-ci doit passer à travers la barrière 

hémato-encéphalique. Les molécules les moins polaires ont plus de facilité à passer à travers la barrière. 

En effet, puisque l’EGCG a plus de groupements polaires que ses métabolites, sa perméabilité sera affaiblie 

(Pervin et al., 2017).  

1.8.3 Interaction entre l’EGCG et le récepteur à la laminine 67LR 

L’EGCG peut agir en tant que ligand à un récepteur à la laminine 67LR. Celui-ci est une protéine transmem-

branaire dont l’expression augmente dans les cellules cancéreuses (Negri et al., 2018). Une étude de Ta-

chibana et al. a démontré que parmi les autres molécules retrouvées dans le thé vert tels que la catéchine, 

l’épicatéchine, l’épigallocatéchine, la caféine et quercetine, c’est l’EGCG qui possède la plus grande affinité 

avec le récepteur à la laminine 67LR. De plus, l’interaction entre l’EGCG et le récepteur à la laminine 67LR 

a inhibé la croissance tumorale d’une lignée de cellules cancéreuse A549 (Tachibana et al., 2004).  

1.9 Récepteur à la laminine 67LR 

1.9.1 Structure  

Le récepteur à la laminine 67LR est une protéine membranaire. Cependant, le cDNA venant d’un modèle 

murin et d’un modèle humain codant pour cette protéine possédait seulement 295 nucléotides, ce qui est 

l’équivalent d’une protéine de 32 kDa. Une analyse sur un gel de SDS-polyacrylamide a déterminé que la 
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protéine aurait un poids moléculaire d’environ 37 kDa (Montuori & Sobel, 1996). Par conséquent, il serait 

possible que cette protéine, qui porte le nom de 37LRP serait un précurseur du récepteur à la laminine 

67LR (Rao et al., 1989).  

Le mécanisme de transition de la protéine 37LRP au récepteur à la laminine 67LR n’est pas entièrement 

compris. Il se pourrait qu’il y ait une dimérisation de 2 protéines 37LRP et que le récepteur à la laminine 

soit acylé par des acides gras tels que le palmitate, l’oléate et le stéarate. Puisque les acides aminés dans 

le 37LRP et le récepteur à la laminine 67LR sont identiques, il y aurait donc une homodimérisation en 

utilisant des liens hydrophobes très forts qui sont médiés par les acides gras (Landowski et al., 1995). Les 

protéines 37LRP et récepteur à la laminine 67LR se retrouvent dans les radeaux lipidiques des membranes 

cellulaires. Elle possèdent un domaine transmembranaire avec le N-terminal qui se retrouve dans le côté 

cytosolique. Le côté C-terminal se retrouve dans la MEC où l’interaction avec les ligands se fera (Figure 

1.11) (Jovanovic et al., 2015). 

1.9.1.1 Fonction  

Comme il a été mentionné plus tôt, le côté C-terminal du récepteur à la laminine 67LR peut servir de 

récepteur à plusieurs types de ligands tels les laminines, qui sont les ligands principaux. La laminine-1 est 

le ligand principal parmi toutes les laminines. Celle-ci est une glycoprotéine qui se retrouve dans la MEC. 

Elle est aussi un hétérotrimère qui possède une sous unité α, β et γ (Patarroyo et al., 2002).  

Le récepteur à la laminine 67LR possède d’autres fonctions physiologiques dans la cellule (Kinoshita et al., 

1998). Il joue un rôle dans la maintenance des structure nucléaires en interagissant avec les histones. De 

plus, le récepteur à la laminine 67LR est un homologue de p40, la protéine qui est associée au ribosome 

40S qui est essentielle pour traiter l’ARN qui est requis pour l’assemblage de l’ARN ribosomique de 18S 

ainsi que la maturation du ribosome 40s (Ford et al., 1999).  

1.9.2 Rôle du récepteur à la laminine 67LR dans les cellules cancéreuses. 

Le récepteur à la laminine 67LR contribue à la progression tumorale des cellules cancéreuses. En effet, une 

surexpression de cette protéine augmente son interaction avec la laminine. Cette interaction va mener à 

une dégradation de la lame basale. Cela se ferait en dégradant des protéines présentes dans la MEC tels 
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que le collagène IV. Les cellules pourront par la suite commencer leur invasion en utilisant les vaisseaux 

sanguins (Turpeenniemi-Hujanen, et al., 1986; Ardini et al., 2002).  

Le récepteur à la laminine 67LR est surexprimé dans plusieurs types de cellules cancéreuses, incluant can-

cer du sein, du colon, du col de l’utérus, des poumons, des ovaires, de l’estomac, de la thyroïde, de la 

prostate, de l’utérus, et la leucémie (Nadji et al., 1999; Sanjuàn et al., 1996; Al-Saleh et al., 1997; Fontanini 

et al., 1997; Van der Brule et al., 1994; Montuori et al., 1999; Waltregny et al., 1997; Van de Brûle et al., 

1996; De Manzoni et al., 1998). 

1.9.2.1 Expression du récepteur à la laminine 67LR dans les gliomes 

Comme les autres types de cancer, les gliomes auraient aussi une surexpression du récepteur à la laminine 

67LR. En effet, une étude de Wu, H. et al a déterminé que l’expression de la protéine 37LRP est plus élevée 

dans une lignée cellulaire de gliome comparé à des cellules normales venant du cerveau. De plus, une 

réduction de son expression en utilisant un shRNA (short-hairpin RNA) a réduit la prolifération cellulaire 

(Wu et al., 2016). Une seconde étude de Chen et al. a déterminé que l’expression du récepteur à la lami-

nine 67LR est plus élevée dans les astrocytes à haut grade. Une baisse de l’expression de celui-ci dans les 

cellules cancéreuses de glioblastomes peut réduire le taux de migration (Chen et al., 2009).  

 

Figure 1.11: Structure moléculaire du précurseur au récepteur à la laminine 67LR. (Jovanivic, K. et al., 2015)
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1.10 Projet de recherche 

1.10.1 Hypothèses 

Nous croyons que l’utilisation de l’EGCG modulera l’acquisition du phénotype souche des cellules de GBM. 

L’EGCG va aussi inhiber la surexpression des marqueurs à CSC, de la TÉM et de toutes les protéines qui 

seraient impliquées dans la progression tumorale. Afin de remplir cette fonction, nous croyons que l’EGCG 

aura besoin du récepteur à la laminine 67LR puisque celui-ci est un récepteur pour l’EGCG. De plus, nous 

pensons que le SNAIL a un rôle à jouer dans l’acquisition d’un phénotype souche de glioblastome et dans 

la progression tumorale puisque celle-ci jour un rôle dans la TÉM, un phénomène qui peut être observable 

dans les gliomes. Comme il a été mentionné plus tôt, le caractère mésenchymateux que les cellules ob-

tiennent engendre l’expression de marqueurs à cellules souches. Alors, il se pourrait que les marqueurs à 

cellules souches en question sont aussi exprimés dans les CSC de GBM, et que le tout soit engendré par la 

hausse de l’expression des marqueurs de la TÉM tels que SNAIL. 

1.10.2 Objectifs de la recherche 

Le projet de recherche possède plusieurs objectifs. Le premier objectif est de déterminer si l’EGCG peut 

prévenir l’acquisition d’un phénotype souche de glioblastomes dans un modèle in vitro en cultivant des 

cellules de GBM U87 en sphéroïdes. L’acquisition du phénotype souche comprend aussi l’expression des 

marqueurs à CSC, de la TÉM ainsi que toutes les voies de signalisation qui pourraient contribuer à la pro-

gression tumorale des CSC de GBM. Le deuxième objectif est de déterminer si l’EGCG a besoin du récepteur 

à la laminine 67LR afin de prévenir l’acquisition du phénotype souche. Pour ce faire, il faudra observer ce 

qui se passe lorsque son expression est réduite dans les cellules cancéreuses. Le dernier objectif est de 

déterminer si SNAIL est important dans l’acquisition du phénotype souche cancéreux. 
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2.1 Résumé 

Résumé : Les neurosphères sont des prédicteurs significatifs des résultats cliniques chez les patients at-
teints de glioblastome (GBM), et sont couramment utilisés pour l’étude des cellules souches cancéreuses 
(CSC) du cerveau. Objectif : Nous souhaitons déterminer l’impact qu’un traitement à base d’épigallocaté-
chine-3-gallate a sur le processus qui mène à l’acquisition d’un phénotype de CSC dans la formation des 
sphéroïdes. Méthode : Des neurosphères ont été générées à partir des cellules cancéreuses adhérentes 
humaines U87 de GBM. Les neurosphères ont été obtenues sous des conditions qui engendrent les carac-
téristiques des CSC. Des lysats d’ARN et de protéines totales ont été isolés afin de vérifier l’expression des 
gènes par RT-qPCR et l’expression des protéines par immunobuvardage. Résultats : Comparé aux cellules 
adhérentes parentales, l’expression des marqueurs à CSC Nanog, Sox2 et CD133 ainsi que les marqueurs 
de la transition épithélio-mésenchymateuse (TÉM) Fibronectine, Snail et la protéine ribosomique SA (pro-
téine codée par le gèneRPSA) du récepteur à la laminine 37/67 kDa dans les neurosphères a augmenté. Le 
traitement à l’EGCG inhibe l’expression de ces gènes et réduit la taille des neurosphères de façon dose-
dépendante. Une signature apoptotique a été aussi retrouvée avec des transductions de signaux accrus 
impliquant les protéines GSK, RSK et CREB. L’EGCG peut réduire la taille des sphéroïdes, et empêche l’ac-
quisition du phénotype de CSC ainsi que celui de la TÉM. Cela a été reproduit par la baisse de l’expression 
du gène RPSA, et partiellement pour celle de Snail. Conclusion : Cette étude met en évidence un lien de 
signalisation entre les gènes RPSA et Snail, et supporte l’impact de chimioprévention que l’EGCG peut 
exercer sur l’acquisition d’un phénotype de CSC à travers sa capacité de cibler les évènements de trans-
duction intracellulaire.  

2.2 Abstract 

Background: Three dimensional neurospheres are a significant predictor of clinical outcome in glioblas-
toma patients, and are commonly used to uncover brain cancer stem cell (CSC) biology and the acute in 
vitro pharmacological impact of chemotherapeutic drugs. Objective: Here, we wished to rather assess the 
chemopreventive ability of diet-derived epigallocatechin gallate (EGCG) to impact the process that leads 
to the acquisition of CSC stemness traits upon spheroids formation. Methods: Three-dimensional tu-
morspheres were generated from adherent human U87 glioblastoma cancer cell cultures under conditions 
that recapitulate stemness features. Total RNA and protein lysates were isolated for gene assessment by 
RT-qPCR and protein expression by immunoblot. Results: Compared with their parental adherent cells, 
tumorspheres expressed increased levels of the CSC markers Nanog, Sox2, CD133, as well as of the epithe-
lial-to-mesenchymal transition markers Fibronectin, Snail, and 37/67 kDa laminin-1 receptor ribosomal 
protein SA (RPSA). EGCG treatment reduced dose-dependently tumorspheres size and inhibited the tran-
scriptional regulation of those genes. An apoptotic signature was also found in spheroids with increased 
signal transducing events involving GSK, RSK, and CREB. EGCG was found to decrease spheroids size, and 
reverse the acquisition of CSC/EMT phenotype. This was mimicked by RPSA gene silencing, but partially by 
Snail silencing. Conclusion: This work highlights a signaling axis linking RPSA/Snail, and supports the chem-
opreventive impact that diet-derived EGCG may exert on the acquisition of CSC traits through its capacity 
to target intracellular transducing events. 
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2.3 Introduction 

Glioblastoma (GBM) is the most malignant primary brain tumor in adults with WHO grade IV. GBM is highly 

vascularized with highly invasive and malignant cells leading to increased mortality in patients with an 

average survival of 15 months (Arvold and Reardon, 2014; Land et al., 2020; Xie et al., 2014). The high 

vascularization capacity of GBM provides nutrients and oxygen to tumor inner cells exposed to hypoxia 

and nutrient deficiency, leading to rapid tumor growth and metastasis. Although this high vascularization 

suggests anti-angiogenic treatment strategies may be efficient, the presence of blood-brain barrier is a 

major obstacle for delivering anti-angiogenic chemotherapeutic drugs to the brain tissue (Arvanitis et al., 

2020). In addition, resistance to standard cancer therapies including chemotherapy and radiotherapy, is 

thought to be responsible for brain cancer recurrence and metastasis (Alves et al., 2021). This is in part 

attributable to cancer-initiating/cancer stem-like cells (CSC), defined as a small highly malignant subpop-

ulation of cancer cells that are endowed with higher tumor-initiating ability. Strategies to prevent the ac-

quisition of cancer stemness or to target brain CSC to overcome therapy resistance, have recently led to 

innovative therapeutic approaches to prevent tumor relapse (Sun et al., 2019). Epigenetic diet approaches 

against CSC are, among the recent research avenues, emerging as a very new strategy with a good future 

expectation to treat cancer patients (Pistollato et al., 2014; Ahuja et al., 2016; Ghasemi et al., 2021). 

Oncogenic transformation of normal stem cells can give rise to CSC, but CSC can also originate from de-

differentiation of bulk tumor cells. Thus, factors promoting the increase of normal stem cell pools or stim-

ulating the acquisition of stemness features by tumor cells can have serious consequences on cancer origin 

and progression. The role of lifestyle factors, such as high caloric diet, alcohol drinking and smoking, con-

tribute to the widening of stem cell pools and the induction of CSC features in tumors are also hypothe-

sized (Chiodi and Mondello, 2020). Several bioactive dietary components are of particular interest in the 

field of epigenetics. Many of these compounds display anticancer properties and may play a role in cancer 

prevention. Numerous studies suggest that several nutritional compounds have epigenetic targets in can-

cer cells. Importantly, emerging evidence strongly suggests that consumption of dietary agents can alter 

normal epigenetic states as well as reverse abnormal gene activation or silencing. Epigenetic modifications 

induced by bioactive dietary compounds are thought to be beneficial (Hardy and Tollefsbol, 2011). 

Primary malignant tumors originate from small numbers of cells which become highly proliferative through 

mutations occurring in oncogenes, tumor suppressors or DNA repair genes (Lee et al., 2010). Although the 

genetic mutations eventually lead to formation of large and complex vascular tumors, they all go through 
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an avascular (devoid of blood vessels) hypoxic mode at their early stage of growth (Muz et al., 2015). 

Having insight into this stage of growth is valuable in understanding the behavior of tumors at subsequent 

phases.  

Tumor spheroids are predominantly used as in vitro models of avascular tumor growth (Taghibakhshi et 

al., 2019). They are spherical aggregations of cancer cells which are supplemented with a controlled 

amount of nutrient. Spheroid size, cell numbers, and fractions of hypoxic, quiescent, and proliferative cells 

are then relatively easy to track, which enables to quantitatively investigate these parameters on CSC phe-

notype acquisition (Amereh et al., 2021). 

Phenolic compounds are a vast group of substances with anticarcinogenic functions, anti-inflammatory, 

and antioxidative activities (Rudrapal et al., 2022). It appears that these characteristics aim at neutralizing 

CSC development, their microenvironment, and metabolism in part through epigenetic mechanisms. Nat-

urally occurring compounds, mainly phytochemicals have gained immense attention in recent times be-

cause of their wide safety profile, ability to target heterogeneous populations of cancer cells as well as 

CSC, and their key signaling pathways. Thus, targeting CSC and relevant signaling pathways by phytochem-

icals has recently been considered as a novel approach for brain cancer therapy (Chan et al., 2018). 

Epigallocatechin-3-gallate (EGCG), a biological active polyphenol found in green tea leaves, can suppress 

brain cancer cell proliferation, and induce apoptosis (Le et al., 2018), but its specific effects on stemness 

traits in brain malignancies remain unclear. It is therefore important to explore the chemopreventive prop-

erties of EGCG targeting CSC proliferation and survival (Negri et al., 2018; Jiang et al., 2020). The role of 

polyphenols in overcoming cancer drug resistance has also been inferred (Maleki Dana et al., 2022). EGCG 

has been shown as a potent inhibitor of U87 glioblastoma cell growth and these effects are in most cases 

mediated by apoptosis (Liu et al., 2020). 

Here, we generated an in vitro grade-IV brain cancer spheroid model from a primary culture of U87 glio-

blastoma cells. Transcriptomic analysis confirmed the increased expression of classical CSC-associated 

genes promoting CSC-like characteristics in brain cancer cells. Among those genes are CSC biomarkers, 

epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) and integrin signaling, that contribute to maintain an undif-

ferentiated and pluripotent state, while others are involved in cell motility self-renewal and chemo-

resistance. We further highlighted a new role of a signaling axis involving a 37/67 kDa Laminin receptor 
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ribosomal protein SA (RPSA)/Snail in neurospheres formation that regulates a combined apop-

totic/EMT/CSC phenotype involved in chemoresistance and invasion and that can be targeted by EGCG. 

2.4 Materials and Method 

2.4.1 Materials 

Sodium dodecyl sulfate (SDS) and bovine serum albumin (BSA) were purchased from Sigma-Aldrich Corp 

(St Louis, MO). Cell culture media was obtained from Life Technologies Corp (Carlsbad, CA). Electrophore-

sis reagents were purchased from Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, USA). The HyGLO™ Chemilumines-

cent HRP (horseradish peroxidase) Antibody Detection Reagents were from Denville Scientific Inc. (Metu-

chen, NJ). Micro bicinchoninic acid (BCA) protein assay reagents were from Pierce (Micro BCA™ Protein 

Assay Kit; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). The GSK, RSK, CREB inhibitors were from Milli-

poreSigma (Sigma Aldrich). The monoclonal antibodies against pAKT (Ser473) (D9W9U, #12694), and the 

polyclonal antibodies against PARP (#9542), BCL-2 (50E3, #2870), BCL-XL (54H6, #2764P), PI3K were all 

from Cell Signaling Technology. The polyclonal antibodies against Glycogen synthase kinase-3 alpha and 

beta (GSK3-α/β) (D75D3, #5676), phosphorylated (P)-GSK3-α/β (Ser21/9, #9331), C-AMP Response Ele-

ment-binding protein (CREB) (D76D11, #4820), phosphorylated (P)-CREB (Ser133), and the monoclonal 

antibody against the 90 kDa ribosomal S6 kinases (RSK1/RSK2/RSK3) (32D7, #9355), phosphorylated 

p90RSK (ser380) (D3H11, #11989) were all purchased from Cell Signaling Technology Inc (Danvers, MA, 

USA). Monoclonal Antibody against Human mitogen- and stress-activated protein kinase 1 (MSK1, S376, 

#AF2518), phosphorylated (P)-MSK1 (#MAB1094) and MSK2 (S360, #MAB2310) were purchased from R&D 

Systems Inc (Minneapolis, MN, USA). HRP-conjugated donkey anti-rabbit and anti-mouse immunoglobulin 

(Ig) G secondary antibodies were from Jackson ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA). EGCG was 

from MP Biomedicals (Santa Ana, CA). All other reagents were from Sigma-Aldrich Corp. 

2.4.2 Cell culture 

Human U87 glioblastoma cells were purchased from American Type Culture Collection (ATCC; Manassas, 

VA, USA). Serum starvation was performed by culturing the cells in Eagle’s minimal essential medium 

(EMEM; Gibco BRL, Grand Island, NY, USA) and 100 units/mL penicillin/streptomycin, and from which the 

10% inactivated fetal bovine serum (Hyclone Laboratories, Logan, UT, USA) was not added. Cells were 

cultured at 37°C under a humidified 95%-5% (v/v) mixture of air and CO2. U87 neurosphere formation was 

performed as follows: 80-90% adherent U87 monolayer cells were trypsinized and plated in low adhesion 
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24-well plates (Corning Costar, Corning, NY, USA) at a density of 2x105 cells/ml in complete media for 24-

72 hours. Then, supernatant was removed, and serum-free EMEM was supplemented with 10 ng/ml hu-

man basic fibroblast growth factor (Gibco, Thermo Fisher, 13256029), 20 ng/ml human epidermal growth 

factor (Gibco, Thermo Fisher, PHG0315), 5 g/ml insulin (Sigma Aldrich, I3536) and bovine serum albumin 

(BSA) (Sigma Aldrich, A9418-5G) at 4% (v/v) was carefully added to the dishes. Spheroids were defined as 

rounded aggregates of cells with a smooth surface and poor cell-to-cell definition. Cells were cultured at 

37°C under a humidified 95%-5% (v/v) mixture of air and CO2. 

2.4.3 Total RNA isolation, cDNA synthesis, and real-time quantitative PCR 

Total RNA was extracted from cell monolayers or from tumorspheres using 1 mL of TriZol reagent for a 

maximum of 3x106 cells as recommended by the manufacturer (Life Technologies, Gaithersburg, MD). For 

cDNA synthesis, 1-2 µg of total RNA were reverse-transcribed using a high-capacity cDNA reverse tran-

scription kit (Applied Biosystems, Foster City, CA) or in the case of the gene array: R2 First Strand kit (QI-

AGEN, Valencia, CA). The cDNA was stored at -80oC prior to PCR. Gene expression was quantified by real-

time quantitative PCR using iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA). DNA amplification was car-

ried out using an Icycler iQ5 (Bio-Rad) and product detection was performed by measuring binding of the 

fluorescent dye SYBR Green I to double-stranded DNA. The following primer sets were from QIAGEN: 

GAPDH (Hs_GAPDH_1_SG, QT00079247), Peptidylprolyl Isomerase A (PPIA) (Hs_PPIA_4_SG, QT01866137), 

β-Actin (Hs_Actb_2_SG, QT01680476), Snail (Hs_SNAI1_1_SG, QT00010010), Fibronectin 

(Hs_FN1_1_SGQT00038024), CD133 (Hs_PROM1_1_SG, QT00075586), NANOG (Hs_NANOG_2_SG, 

QT01844808), SOX2 (Hs_SOX2_1_SG, QT00237601), and RPSA (Hs_RPSA_1_SG, QT00044310). The rela-

tive quantities of target gene mRNA were normalized against internal housekeeping genes PPIA and 

GAPDH. The RNA was measured by following a ∆CT method employing an amplification plot (fluorescence 

signal vs. cycle number). The difference (∆CT) between the mean values in the triplicate samples of target 

gene and the housekeeping genes was calculated with the CFX manager Software version 2.1 (Bio-Rad) 

and the relative quantified value (RQV) was expressed as 2−∆CT. 

2.4.4 Total RNA library preparation 

Total RNA (500 ng) was extracted from U87 treated cells and used for library preparation. The quality of 

the RNA was assessed with the Bioanalyzer RNA 6000 Nano assay on the 2100 Bioanalyzer system (Agilent 

technologies, Mississauga, ON), and all samples had a RNA integrity number (RIN) above eight. Library 
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preparation was carried out with the KAPA mRNA-Seq HyperPrep kit (KAPA, Cat no. KK8581). Ligation was 

made with Illumina dual-index UMI, and 10 PCR cycles were required to amplify cDNA libraries. Libraries 

were quantified by QuBit and BioAnalyzer DNA1000. All libraries were diluted to 10 nM and normalized by 

qPCR using the KAPA library quantification kit (KAPA; Cat no. KK4973). Libraries were pooled to equimolar 

concentrations. Three biological replicates were generated. 

2.4.5 RNA sequencing 

High RNA quality was verified as above, and samples sequenced using the Illumina NextSeq500 sequencer 

at the Genomics Core Facility of the Institute of for Research in Immunology and Cancer (IRIC, Montreal, 

QC). 

2.4.6 Reads alignment and differential expression analysis 

Reads were aligned and sorted by coordinates to the human genome build 38 (GRCh38.p13) with version 

37 of Gencode gene annotations, using the STAR aligner (STAR_2.7.1a) (Chen et al., 2018; Dobin et al., 

2013). Quantification of genes was performed during alignment by STAR. Differentially expressed genes 

among groups were identified using the R packages DESeq2 (v 1.30.1) (Love et al., 2014). After analysis, 

only genes with adjusted p-values (adjp) < 0.05, and log2 fold change ≥1.0 were considered as significant. 

Hierarchical clustering of differentially expressed genes was used to represent the results (R package 

ggplot2). 

2.4.7 Gene set enrichment analysis 

The gene set enrichment analysis was performed with the GSEA software version 4.2.3 (Subramanian et 

al., 2005) with the complete set of normalized input values, using the Hallmark, canonical pathway gene 

sets (chemical and genetic perturbations, BioCarta, Reactome, and Kegg), and Gene ontology gene sets 

(Biological process). Software used for analysis of data during this project included GraphPad Prism and R 

(version >3.4). For all statistical analysis, differences were considered statistically significant if the adjp 

calculated by Student’s t test with Bonferroni correction were <0.05. RNA-Sequencing of the U87 cell lines. 
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2.4.8 Western Blot 

Cells were lysed in a RIPA buffer containing 1 mM each of NaF and Na3VO4 and the Millipore Protease 

inhibitor Cocktail Set I diluted at 1/100. The proteins (10-20 µg) were separated by SDS-polyacrylamide gel 

electrophoresis (PAGE). Next, proteins were electro-transferred to polyvinylidene difluoride membranes, 

and blocked for 1 hour at room temperature with 5% nonfat dry milk in Tris-buffered saline (150 mM NaCl, 

20 mM Tris-HCl, pH 7.5) containing 0.3% Tween-20 (TBST; Bioshop, TWN510-500). Membranes were 

washed in TBST and incubated over night with the appropriate primary antibodies (1/1000 dilution) in 

TBST containing 3% BSA and 0.1% sodium azide (Sigma-Aldrich) at 4°C and in a shaker. After three washes 

with TBST, the membranes were incubated 1 hour with horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit or 

anti-mouse IgG at 1/2500 dilutions in TBST containing 5% nonfat dry milk. Immunoreactive material was 

visualized by ECL. The Clarity Western ECL Substrate kit by Bio-Rad was used to reveal the results. The 

membrane was inserted into the ChemiDoc XRS+ by Bio-Rad under the Chemi application. The exposure 

time varied from a protein to another. 

2.4.9 In silico analysis of transcripts levels in clinical glioblastoma and low-grade glioblastoma tissues 

A Gene Expression Profiling Interactive Analysis (GEPIA) web server was used to analyze the RNA sequenc-

ing expression data of 9,736 tumors and 8,587 normal samples from the TCGA and the GTEx projects (Tang 

et al., 2017). GEPIA provides customizable functions such as tumor/normal differential expression analysis, 

profiling according to cancer types or pathological stages, patient survival analysis, similar gene detection, 

correlation analysis and dimensionality reduction analysis (http://gepia.cancer-pku.cn/detail.php). 

2.4.10 Spheroid size assessment 

Pictures of the spheroids were taken every 24 hours until the 72-hour mark. It was possible to measure 

the perimeter of each spheroid through the Fiji (ImageJ) software since the conversion from pixel to the 

metric system was known. 

2.4.11 Statistical data analysis 

Data and error bars were expressed as mean ± standard error of the mean (SEM) of three or more inde-

pendent experiments unless otherwise stated. Hypothesis testing was conducted using the Kruskal-Wallis 

test followed by a Dunn Tukey’s post-test (data with more than 3 groups) or a Mann-Whitney test (two 
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group comparisons). Probability values of less than 0.05 (*) or 0.01 (**) were considered significant and 

denoted in the figures. All statistical analyses were performed using the GraphPad Prism 7 software (San 

Diego, CA). 

2.5 Results 

2.5.1 EGCG alters neurospheres size and reverses the acquisition of a cancer-stem cell phenotype.  

U87 glioblastoma neurospheres culture conditions were first validated as described in the Methods sec-

tion. Neurospheres appeared to reach maturation at 72 hours (Fig.2.1A, upper panels), whereas the addi-

tion of EGCG prevented neurospheres growth and therefore, their complete formation (Fig.2.1A, lower 

panels). The effect of EGCG on spheroids size was found to be dose-dependent and maximally inhibited 

between 10-30 M (Fig.2.1B). In order to monitor any changes with regards to the acquisition of stemness 

traits, total RNA was extracted from adherent or neurospheres generated upon 72 hours in the presence 

of increasing EGCG concentrations. RT-qPCR analysis revealed that the expression of CSC markers CD133, 

SOX2, and NANOG were all induced in neurospheres, while EGCG dose-dependently reduced their expres-

sion (Fig.2.1C). Next, the cell death resistance phenotype and signaling pathways were investigated at the 

protein level in cell lysates upon spheroids formation. The expression of the anti-apoptotic proteins Bcl-2 

and Bcl-xL was induced in neurospheres in accordance to previous reports (Yang et al., 2009; Xiang et al., 

2011). Interestingly, this was also accompanied by increased expression of the prosurvival phosphorylated 

AKT (Fig.2.1D). Finally, in silico analysis of CD133, SOX2, and NANOG transcript levels was performed on 

clinical samples from GBM and low-grade glioblastoma (LGG) as described in the Methods section. Except 

for NANOG whose expression was relatively lower, both CD133 and SOX2 expression were significantly 

higher in GBM samples (Fig.2.1E, red boxes) than in LGG (Fig.2.1E, grey boxes). Altogether, the acquisi-

tion/expression of stem cell molecular signature is well recapitulated upon spheroid formation and sug-

gests that such phenotype be more present in higher grades of GBM. 

2.5.2 Transcriptomic analysis reveals the reversion of epithelial to mesenchymal transition in profit to 

an apoptotic, senescent, and oxidative program upon EGCG treatment of glioblastoma spheroids.  

To gain insight into the differential transcription regulation that occurs upon EGCG treatment of U87 glio-

blastoma cells, total RNA was isolated from EGCG-treated and control cells, and RNA-Sequencing was per-

formed as described in the Methods section. Unsupervised hierarchical clustering revealed that U87 cells 

treated with EGCG displayed a gene expression signature distinct from that of control U87 cells (Fig.2.2A). 
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To gain further understanding of these differences, we performed gene set enrichment analysis (GSEA). 

Among the processes found to be significantly induced in EGCG-treated cells, these included oxidative 

phosphorylation, senescence, and apoptosis (Fig.2.2B, red dots). This was associated with a significant in-

crease in the transcript levels of the pro-apoptotic regulator BID and several proteasome catalytic subunit 

family members (PSMA3, PSMA4, PSMB3, and PSMB9). The Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2D 

(CDKN2D) which codes for p19INK4D, an essential regulator of apoptosis, DNA damage repair, and senes-

cence were also significantly enhanced (Han et al., 2020). Notably, EGCG increased the transcriptional level 

of gelsolin (GSN), previously reported to impede the malignant phenotype of glioblastoma by reducing cell 

proliferation and invasive properties (Zhang et al., 2020) (Fig.2.2C). 

Negative enrichment in TGF-β, SMAD2/3, and epithelial-mesenchymal transition (EMT) gene signatures 

were observed upon EGCG treatment (Fig.2.2B, blue dot). This corroborated with the repression of the 

SMAD family members (SMAD3, SMAD6, and SMAD7) and TGFBI transcripts. Accordingly, the expression 

of several markers of EMT, such as fibronectin (FN1), collagens (COL12A1 and COL6A3), and lysyl oxidase 

(Lox), was significantly reduced in the EGCG-treated U87 cells (Fig.2.2C). Importantly, we report for the 

first time to our knowledge that EGCG led to the transcriptional downregulation of integrin type 1 family 

members ITGB1, ITGA4, and ITGAV. These integrins have been related with a mesenchymal subset of gli-

oblastoma associated with poor clinical outcome (Wang et al., 2017) and bevacizumab resistance (Car-

bonell et al., 2013). Negative enrichment for glioblastoma signaling pathways was also observed upon 

EGCG treatment. The transcriptional levels of the RTKs MET and EGFR, as well as BRAF and MAPK1 was 

reduced. The expression of cyclin dependant-kinases 6 (CDK6), SRC, and AKT3 was also highly decreased 

in response to EGCG. Several studies reported that the CDK4/6 axis and RTK signaling are concomitantly 

deregulated in glioblastoma, creating an opportunity to develop more effective therapies by targeting 

both pathways (Brennan et al., 2013; Wen et al., 2015; Olmez et al., 2018). Moreover, activation of the 

Met/TrkA-B pathway is involved in therapeutic resistance of glioblastoma to CDK4/6 inhibitors, suggesting 

that dual inhibition of c-Met/Trk and CDK4/6 should be considered in resistant disease (Olmez et al., 2018). 

In conclusion, EGCG reduces the TGF-β/SMAD2/3 signaling pathways impeding EMT and supporting the 

induction of an apoptotic program in glioblastoma cells. 

2.5.3 EGCG alters neurospheres’ epithelial-to-mesenchymal transition phenotype.  

The impact of EGCG was also assessed on the expression of EMT markers Snail, Fibronectin (FN), and RPSA 

(67 kDa Laminin Receptor Protein SA). U87 glioblastoma neurospheres were generated in the absence or 
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pr e s e n c e of i n cr e asi n g E G C G c o n c e ntr ati o ns. T ot al R N A w as e xtr a ct e d fr o m a d h er e nt or n e ur o s p h er e s, 

a n d E M T m ar k er s e x pr e ssi o n w as ass e ss e d at b ot h t h e g e n e a n d pr ot ei n l e v els b y R T- q P C R ( Fi g. 2. 3 A) a n d 

W e st er n bl otti n g ( Fi g. 2. 3 B) r e s p e cti v el y. Si mil ar i m p a ct of E G C G w as o bs er v e d at b ot h t h e tr a ns cri pti o n al 

a n d tr a nsl ati o n al l e v els as c oll e cti v el y S n ail, F N, a n d R P S A w er e i n d u c e d u p o n n e ur o s p h er e s f or m ati o n, 

w hil e t h eir e x pr e ssi o n w a s d os e- d e p e n d e ntl y pr e v e nt e d b y i n cr e asi n g E G C G c o n c e ntr ati o ns. H er e a g ai n, 

i n sili c o a n al y sis of S N AI L, F N, a n d R P S A tr a ns cri pt l e v els w as p erf or m e d o n cli ni c al s a m pl e s fr o m G B M a n d 

L G G. E x c e pt f or S N AI L w hi c h e x pr e s si o n l e v els w er e n ot hi g h er i n eit h er G B M or L G G i n c o m p aris o n t o 

n or m al tiss u e, b ot h F N a n d R P S A e x pr e s si o n w er e f o u n d si g nifi c a ntl y hi g h er i n G B M as w ell as i n L G G 

s a m pl e s ( Fi g. 2. 3 C). 

2. 5. 4  R e pr e ssi o n of t h e 3 7/ 6 7 k D a l a mi ni n- 1 r e c e pt or ri b os o m al pr ot ei n S A ( R P S A) alt ers s p h er oi ds f or-

m ati o n a n d pr e v e nt s t h e a c q uisiti o n of a c a n c er st e m c ell p h e n ot y p e .  

Gi v e n t h e n ot a bl y i n cr e as e d R P S A tr a ns cri pt a n d pr ot ei n l e v els i n n e ur os p h er e s as w ell as i n G B M a n d L G G 

cli ni c al s a m pl e s ( Fi g. 2. 3), t h e f u n cti o n al i m p a ct of R P S A w a s n e xt ass e ss e d. U 8 7 gli o bl ast o m a m o n ol a y ers 

w er e tr a nsi e ntl y tr a nsf e ct e d wit h a s cr a m bl e d s e q u e n c e (si S cr a m bl e d) or wit h a si R N A dir e ct e d a g ai nst 

R P S A ( si R P S A), t h e n n e ur o s p h er e s g e n er at e d i n t h e a bs e n c e or pr e s e n c e of 3 0  M E G C G ( Fi g. 2. 4 A). S p h e-

r oi d si z e w as f o u n d d e cr e as e d t o r el ati v el y t h e s a m e e xt e nt b et w e e n si R P S A a n d E G C G-tr e at e d c ells 

( Fi g. 4 B). C ell l ys at e s w er e h ar v e st e d fr o m a d h er e nt, or s p h er oi ds o bt ai n e d u p o n tr a nsi e nt si S cr a m bl e d or 

si R P S A tr a nsf e cti o n. W e st er n bl ot a n al y sis of E M T m ar k ers a n d R P S A c o nfir m e d t h e sil e n ci n g effi ci e n c y, 

b ut als o t h at S n ail e x pr e ssi o n i n d u cti o n w a s d e cr e as e d c o ns e q u e nt t o r e d u c e d R P S A e x pr e ssi o n ( Fi g. 2. 4 C). 

I n d u c e d a p o pt osis a n d tr a ns d u ci n g p h o s p h or yl at e d i nt er m e di at e s e x pr e ssi o n w as als o f o u n d alt er e d, e x-

c e pt f or C R E B ( Fi g. 2. 4 D). T ot al R N A w as e xtr a ct e d fr o m a d h er e nt c ells a n d n e ur o s p h er e s, a n d R T- q P C R 

a n al y sis r e v e al e d t h at t h e e x pr e ssi o n of t h e C S C m ar k ers P R O M 1 , S O X 2 , a n d N A N O G , a n d E M T m ar k er 

S N AI 1  w as r e pr e s s e d ( Fi g. 2. 4 E). 

2. 5. 5  R e pr e ssi o n of S n ail alt er s s p h er oi ds f or m ati o n, pr e v e nt s t h e a c q uisiti o n of a c a n c er st e m c ell 

p h e n ot y p e, b ut d o e s n ot aff e ct t h e a c q uisiti o n of t h e a p o pt oti c si g n at ur e.  

Gi v e n t h e a p p ar e nt si g n ali n g a xis li n ki n g R P S A t o S n ail, t h e f u n cti o n al i m p a ct of S n ail w as n e xt ass e ss e d. 

U 8 7 gli o bl ast o m a m o n ol a y er s w er e tr a nsi e ntl y tr a nsf e ct e d wit h a s cr a m bl e d s e q u e n c e ( si S cr a m bl e d) or 

wit h a si R N A dir e ct e d a g ai nst S n ail  ( si S n ail), t h e n n e ur o s p h er e s g e n er at e d i n t h e a bs e n c e or pr e s e n c e of 

3 0 µ M E G C G ( Fi g. 2. 5 A). S p h er oi d si z e w a s q u a ntifi e d a n d f o u n d d e cr e as e d t o r el ati v el y t h e s a m e e xt e nt 
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between siSnail and EGCG-treated cells (Fig.2.5B). Cell lysates were harvested from adherent, or spheroids 

obtained upon transient siScrambled or siSnail transfection. Western blot analysis of Snail confirmed the 

silencing efficiency, but the induced RPSA expression found unaltered suggesting RPSA acts upstream of 

Snail (Fig.2.5C). In coherence, induced apoptosis and transducing phosphorylated intermediates expres-

sion was globally found unaltered, whereas only RSK phosphorylation was reduced (Fig.2.5D). Total RNA 

was extracted from adherent or neurospheres, and RT-qPCR analysis revealed that the gene expression of 

CSC markers PROM1, SOX2, and NANOG, was repressed similarly to siRPSA conditions (Fig.2.5E). 

2.6 Discusssion 

Glioblastomas frequently relapse following radiation or chemotherapy, suggesting that a fraction of ther-

apy resistant brain cancer cells remains responsible for the tumor regrowth (Smiley et al., 2022). The re-

cent identification of a brain CSC subpopulation with potent tumorigenic activity supports such therapy 

resistance phenotype, which molecular signature can be partially recapitulated in vitro in CD133-enriched 

neurospheres derived from glioblastoma primary cultures (Pavon et al., 2014). In fact, multivariate analysis 

of cell spheroids, tumor grade and patient age, demonstrated that neurosphere formation was a robust, 

independent predictor of glioma tumor progression (Laks et al., 2009). While such CSC model suites the 

pharmacological studies on the impact of numerous chemotherapeutic drugs on the phenotypic and mo-

lecular signature of spheroid cultures, less is understood when addressing the early events that dictate 

neurosphere generation. 

Here, we demonstrate that U87 glioblastoma neurospheres culture conditions can recapitulate the CSC 

phenotype through, in part, increases in CD133, Sox2, and Nanog expression. In addition, we also observed 

increases in EMT markers including Snail, FN, and RPSA, as well as the adaptative cell survival molecular 

signature including increases in anti-apoptotic BCL-2 and BCL-XL, and of the prosurvival AKT phosphoryla-

tion status. This appears coherent when one considers that the formation of such avascular organoids is 

accompanied with an increased hypoxic microenvironement (Bhattacharya et al., 2020). More importantly, 

EGCG intervention on these early events, which signal and lead to such CSC phenotype, appear to be effi-

ciently targeted when exploiting those chemopreventive properties. 

Natural plants compounds have been reported as modulators of transition processes such as EMT (Avila-

Carrasco et al., 2019), or such as those documented in adipose-derived mesenchymal stem/stromal cells 

where EGCG prevented the onset of an inflammatory and cancer-associated adipocyte-like phenotype in 
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response to the triple-negative breast cancer secretome (Gonzalez Suarez et al., 2022). In terms of EGCG 

chemopreventive effects, here we demonstrate that the acquisition of CSC traits can be reversed conse-

quent to the inhibition of a signaling axis linking RPSA to Snail-dependent and -independent events which, 

in addition, leads to reduced spheroids size and stemness phenotype. As such, expression of both EMT 

biomarkers RPSA and Snail was found induced in 3D neurospheres when compared to 2D U87 glioblastoma 

cells monolayers as summarized herein (Fig.2.6). Snail involvement in EMT has been well documented and 

cancer therapeutic opportunities envisioned (Huang et al., 2022). EGCG intervention against Snail-medi-

ated EMT events were also recently addressed in U87 glioblastoma cells (Djediai et al., 2021) as well as in 

ES2 ovarian cancer cells (Sicard et al., 2021). 

EMT is a trans-differentiation program and a key process in tumor progression which links positively the 

increased expansion of CSC and cells with stem-like properties (Mortezaee et al., 2022). Recent studies 

have provided new insights into the molecular mechanisms underlying sustained EMT in CSC (Saitoh, 2022). 

Interestingly, Snail contributes to several signaling pathways in the regulation of EMT among which those 

involving STAT3 (Sadrkhanloo et al., 2022) and the Hippo pathway (Akrida et al., 2022). The regulation of 

EMT by Snail is also centered by several other signaling pathways, including primary mediators TGFβ, 

Notch, Wnt, TNFα, Hedgehog, and RTKs (Buyuk et al., 2021). Here, we establish for the first time to our 

knowledge a signaling axis requiring the functions of RPSA. Pertinent to our study, Notch3 was found to 

transactivate GSK3 and to inhibit EMT in a breast cancer cell model (Chen et al., 2022). GSK3β regulates 

EMT and CSC properties in triple-negative breast cancer (Vijay et al., 2019). Although speculative, one can 

not preclude that, in our current model, a crosstalk involving MSK/CREB/GSK3may rather regulate 

Snail upstream. As such, Snail is phosphorylated at Ser104/Ser107 and Ser96/Ser100 by casein kinase 1 

and GSK3β, respectively (Xu et al., 2010; Zhou et al., 2004). Here, we also found that RSK phosphorylation 

appears to be a consequence of an upstream RPSA/Snail-dependent signaling which inhibition was shown 

to occur upon either RSPSA or Snail silencing, but also upon EGCG treatment. In accordance, preventing 

tumor recurrence through RSK inhibition resulted in the elimination of the CSC population in a TNBC cell 

model (Davies et al., 2015). 

Finally, we highlight the increased levels in RPSA, also termed as the 67-kDa laminin receptor (67LR) and 

correlated its expression to the acquired CSC phenotype un neurospheres. Interestingly, specific targeting 

of multiple myeloma cells has been linked to a high expression of the 67LR (Britschgi et al., 2010; Shammas 

et al., 2006), which has been shown to be a cell surface receptor for EGCG binding (Fujimura et al., 2022). 
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The 67LR is also known to be overexpressed on the cell surface of various tumour cells, and expression 

level strongly correlated with the risk of tumour invasion and metastasis (Menard et al., 1998), and poten-

tially regulating EMT (Morais Freitas et al., 2007). 

2.7 Conclusion 

In conclusion, while neurospheres assays are commonly used to uncover more relevant brain tumor biol-

ogy than traditional culture conditions, one needs to acknowledge that such assays at this stage may still 

preclude direct clinical application. Here, we unravel a new RPSA/Snail original signaling axis regulating 

the global adaptative apoptotic, EMT, and CSC phenotypes triggered upon 3D spheroids culture, and which 

can be prevented through diet-derived intervention such as through EGCG. 
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Figures and legends 

 

Figure 2.1: EGCG alters neurospheres size and reverses the acquisition of a cancer-stem cell phenotype. A) 

U87 glioblastoma monolayers were cultured with the Tumorsphere Medium Xf with SupplementMix for 

the indicated times in the absence or presence of increasing EGCG concentrations and spheroids. The scale 

bar indicates the length of 500 µm Representative phase contrast pictures were taken, and B) 72 hours 

spheroid size quantified as described in the Methods section. C) Total RNA was extracted from adherent 

or neurospheres generated upon 72 hours in the presence of increasing EGCG concentrations. RT-qPCR 

analysis was used to assess the expression of CSC markers CD133, SOX2, and NANOG. D) Cell lysates were 

harvested from adherent or spheroids obtained at 72 hours in the absence or presence of 30 M EGCG. 

Western blot analysis of protein expression was performed as described in the Methods section of the 

described markers. E) In silico analysis of CSC markers transcript levels in clinical samples from GBM (red 

boxes) and LGG (grey boxes) 
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Figure 2.2: Transcriptomic analysis reveals the reversion of epithelial to mesenchymal transition in profit 

to an apoptotic program upon EGCG treatment of glioblastoma spheroids. A) Total RNA was extracted 

from control- and EGCG- treated U87 spheroids from three independent experiments and subjected to 

RNA-Sequencing. Unsupervised hierarchical clustering of all the genes differentially expressed in pairwise 

comparison was tested with adjusted p value ≤ 0.05 and log2 fold change ≥1.0. A log2 type scale was used 

for analysis B) Dot plot showing changes in the normalized enrichment score (NES) for the most enriched 

pathways in EGCG-treated U87 spheroids compared to untreated control cells. FDR p value ≤ 0.05. The top 

up- and down-regulated gene signatures of Hallmark, Canonical pathways, and Gene Ontology. . A log2 

type scale was used for analysis C) Heatmap representation of the relative expression of known phenotypic 

markers for each indicated cellular process. . A log2 type scale was used for analysis 
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Figure 2.3: EGCG alters neurospheres’ epithelial-to-mesencchymal transition phenotype. A) U87 glioblas-

toma monolayers were cultured with the Tumorsphere Medium Xf with SupplementMix to generate sphe-

roids for 72 hours in the absence or presence of increasing EGCG concentrations. Total RNA was extracted 

from adherent or neurospheres, and RT-qPCR analysis was used to assess the expression of EMT markers 

SNAIL, Fibronectin (FN), and RPSA (67 kDa Laminin Receptor). B) Cell lysates were harvested from adherent 

or spheroids obtained at 72 hours in the absence or presence of increasing EGCG concentrations. Western 

blot analysis of protein expression was performed as described in the Methods section of the described 

markers. C) In silico analysis of EMT markers transcript levels in clinical samples from GBM (red boxes) and 

LGG (grey boxes) 
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Figure 2.4: Repression of the 67 kDa Laminin Receptor (RPSA) alters spheroids formation and prevents the 

acquisition of a cancer stem cell phenotype. A) U87 glioblastoma monolayers were transiently transfected 

with a scrambled sequence (siScrambled) or with a siRNA directed against RPSA (siRPSA). Next, the cells 

were cultured with the Tumorsphere Medium Xf with SupplementMix for 72 hours in the absence or pres-

ence of 30 M EGCG. Representative phase contrast pictures of the spheroids formed were taken (the 

scale bar indicates the length of 500 µm), and B) 72 hours spheroid size quantified as described in the 

Methods section. (*** = 0.001 ≥ p ≥0.0001; **** =  0.0001 ≥ p). Cell lysates were harvested from adherent 

or spheroids obtained at 72 hours and upon transient siScrambled or siRPSA transfection. Western blot 

analysis of C) EMT markers RPSA, SNAIL, and -Actin, as well as the indicated D) apoptosis and transducing 

intermediates expression was performed as described in the Methods section. E) Total RNA was extracted 
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from adherent or neurospheres, and RT-qPCR analysis was used to assess the expression of CSC markers 

(CD133, SOX2, and NANOG), and EMT marker SNAIL. 
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Figure 2.5: Repression of SNAIL alters spheroids formation, prevents the acquisition of a cancer stem cell 

phenotype, but does not affect the acquisition of the apoptotic signature. A) U87 glioblastoma monolayers 

were transiently transfected with a scrambled sequence (siScrambled) or with a siRNA directed against 

SNAIL (siSNAIL). Next, the cells were cultured with the Tumorsphere Medium Xf with SupplementMix for 

72 hours in the absence or presence of 30 M EGCG. Representative phase contrast pictures of the sphe-

roids formed were taken (the scale bar indicates the length of 500 µm), and B) 72 hours spheroid size 

quantified as described in the Methods section. (*** = 0.001 ≥ p ≥0.0001; **** =  0.0001 ≥ p). Cell lysates 

were harvested from adherent or spheroids obtained at 72 hours and upon transient siScrambled or siS-

NAIL transfection. Western blot analysis of C) EMT markers RPSA, SNAIL, and -Actin, as well as the indi-

cated D) apoptosis and transducing intermediates expression was performed as described in the Methods 

section. E) Total RNA was extracted from adherent or neurospheres, and RT-qPCR analysis was used to 

assess the expression of CSC markers (CD133, SOX2, and NANOG). 
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Figure 2.6: Schematic representation summarizing the crosstalk linking Snail to RPSA, and the action of 

EGCG on the neurosphere molecular signature. U87 glioblastoma monolayers (2D cell cultures) can be cul-

tured into 3D neurospheres and recapitulate the CSC invasive and chemoresistant phenotypes, through in 

part induction of the epithelial-to-mesenchymal (EMT) process and adaptative response to low O2 levels 

(hypoxia) when spheroids are formed. Neurospheres express increased RPSA levels which contributes to 

both a Snail-dependent and Snail-independent events. EGCG was demonstrated to target Snail-dependent 

signaling through the reduction of EMT biomarkers, RSK phosphorylation, and to lead to reduced spheroids 

size and CSC phenotype. A potential adaptative apoptotic phenotype also involves a Snail-independent 

signaling where RPSA regulates the phosphorylation status of MSK/CREB/GSK3 during spheroids for-

mation. Altogether, current EGCG pharmacological intervention against the acquisition of a CSC phenotype 

supports its chemopreventive properties. 
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CHAPITRE 3 

DISCUSSION 

Le but de la recherche présentée était de déterminer si l’EGCG, une des catéchines venant du thé vert 

(Weiseman et al., 1997), peut prévenir l’aquisition du phénotype souche des GBM. Cela comprend des 

altérations au niveau de l’expression de plusieurs protéines. 

Il y a en premier lieu des protéines dont l’expression est altérée lorsque les cellules cancéreuses se trans-

forment en CSC. D’ailleurs, leurs niveaux d’expressions sont souvent analysés lors des recherches sur les 

CSC. À cause de cela, ces protéines sont connues sous le nom de marqueurs à CSC (Karsten & Goletz, 2013). 

Il y a aussi une altération dans l’expression des protéines anti-apoptotiques. Cela permettrait aux CSC 

d’échapper à l’apoptose et aussi d’acquérir un phénotype de CSC (lui et al., 2006). De plus, plusieurs autres 

protéines impliquées dans des voies de signalisations qui contribuent à la prolifération cellulaire des CSC 

ont une expression altérée dans celles-ci (Brown et al., 2017). En dernier lieu, l’obtention du phénotype 

souche cancéreux peut se faire à travers la transition épithélio-mésenchymateuse (TÉM), un processus où 

les cellules épithéliales deviennent polarisées afin d’avoir un phénotype mésenchymateux. Ce phénomène 

permet la métastase et la migration des cellules cancéreuses (Mani et al., 2008; Iwadate, 2016).  

L’acquisition du phénotype de CSC à travers l’utilisation du modèle de sphéroïdes de cellules U87 a permis 

de confirmer que les marqueurs de CSC CD133, SOX2 et NANOG sont surexprimés lorsque les cellules U87 

sont sous la forme de sphéroïdes que lorsqu’ils sont en monocouche (Fan et al, 2010; Yilmazer, 2018). 

Puisque la recherche se concentre sur la prévention, l’EGCG a été introduit au début de la formation des 

sphéroïdes. Elle a réussi à prévenir la formation de sphéroïdes matures de façon dose-dépendante (Zhu et 

al., 2017), ainsi prouvant les caractéristiques anti-cancéreuses qu’elle possède (Ahn et al, 1999). L’expres-

sion des marqueurs à CSC a été réduite lors du traitement à l’EGCG, ce qui est accord avec l’étude de Zhu 

et al (Zhu et al., 2017).  

La diminution de l’expression de CD133 et NANOG par l’EGCG a été observée en dose-réponse, à l’excep-

tion de SOX2 où l’expression était plus élevée lorsque les sphéroïdes ont subi le traitement à 3 µM d’EGCG. 

C’est seulement à 10 µM que son expression commence à réduire. Il se pourrait que cette concentration 

d’EGCG ne soit pas suffisante pour réduire son expression. En effet, une étude de Tang et al a démontré 
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que l’expression de SOX2 n’est pas réduite dans les CSC de pancréas comparé à NANOG où son expression 

a été réduite (Tang et al., 2012). Cependant, une autre étude de Jiang et al a démontré que l’expression 

de SOX2 était réduite de façon dose-dépendante dans les CSC de poumon (Jiang et al., 2018). Ainsi, l’ex-

pression des marqueurs à CSC peut varier en fonction du type de cancer. Cependant, nous ne sommes pas 

certains si le niveau d’expression des marqueurs à CSC dépend de la taille des sphéroïdes. Les résultats 

pourraient démontrer en effet, que l’expression de ces marqueurs serait une conséquence de la formation 

des sphéroïdes. Cependant, il se pourrait que la surexpression d’un marqueur ou de quelques marqueurs 

à CSC engendrerait la formation (Yilmazer, 2018). 

La transition épithélio-mésenchymateuse (TÉM) est un processus crucial dans la progression tumorale. En 

effet, l’acquisition du phénotype mésenchymateux a manifesté des aspects similaires avec l’acquisition 

d’un phénotype souche dans les cellules cancéreuses (Iwadate, 2016). À cause de cela, il est important de 

déterminer si la TÉM est un processus qui pourrait arriver dans les CSC de glioblastome. Cela a été déter-

miné en regardant l’expression des protéines SNAIL et FIBRONECTINE. Les résultats démontrent que l’ex-

pression de SNAIL, et par conséquent celle de la FIBRONECTINE, est augmentée lorsque les sphéroïdes 

sont formés. Cela veut aussi dire que les CSC peuvent subir une TÉM, et que ces deux gènes y seraient 

impliqués (Liu et al., 2006). L’EGCG réduit l’expression des deux marqueurs de façon dose-dépendante, ce 

qui veut dire qu’il peut prévenir la TÉM. Il n’y a pas beaucoup de recherche sur l’expression de SNAIL et de 

FIBRONECTINE dans des modèles de sphéroïdes de glioblastomes. Cependant, une étude de Zhang et al a 

prouvé que l’utilisation de l’EGCG a ralenti la migration des cellules souches de glioblastomes (Zhang, & 

Jia, 2008).  

Les résultats des sphéroïdes concordent avec les résultats sur les cellules venant des tissus biologiques de 

glioblastome et de gliome à bas grade. En effet, les cellules de GBM ont une plus haute expression des 

marqueurs CD133 SOX2 et NANOG, et l’expression de ceux-ci dans les cellules de gliomes à bas grade est 

plus faible. Cela voudrait dire que plus le grade de gliome est élevé, plus la possibilité d’une acquisition 

d’un phénotype souche est possible. C’est probablement possible à cause de l’instabilité génomique parmi 

les cellules de la tumeur qui fait en sorte qu’il y a un forte sous-population de CSC (Safa et al., 2015). De 

plus, une étude effectuée par Zhang et al. a démontré qu’il y a une corrélation entre l’expression des 

marqueurs de CSC CD133 et Nestin et le niveau de grade du gliome (Zhang et al., 2008). 
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On voit des résultats similaires avec les marqueurs de la TÉM. Nos résultats indiquent que l’expression des 

marqueurs est plus élevée dans les cellules de GBM que dans les cellules de gliomes à bas grades. Cela 

concorde encore avec le fait que les CSC de GBM ont des points en commun avec les gliomes de hauts 

grades. Cela serait le cas aussi avec le TÉM (Ning et al., 2020; Takashima et al., 2019). 

Les résultats transcriptomiques révèlent les voies de signalisation impliquées dans la prévention de l’ac-

quisition d’un phénotype souche à travers l’EGCG. Une des voies de phosphorylation qui est sollicitée lors 

du traitement est la voie de la phosphorylation oxydative. Cela voudrait donc dire que cette voie serait 

nécessaire pour prévenir l’acquisition d’un phénotype souche. La littérature indique que la phosphoryla-

tion oxydative serait utilisée pour la progression tumorale (Van Noorden et al., 2021; Peiris-Pagès et al., 

2016). Cependant, une étude a démontré que l’augmentation de la phosphorylation oxydative peut être 

aussi présente lorsqu’un traitement est utilisé afin de réduire la viabilité des cellules souches de glioblas-

tome (Michelakis et al., 2010). Les différents résultats obtenus sont probablement une conséquence de 

l’hétérogénéité du génome des cellules présentes dans une tumeur. 

Une autre voie de signalisation qui est sollicité lors du traitement à l’EGCG et la voie de la réponse de 

l’interféron alpha (IFN-α). La voie de signalisation de IFN-α implique l’activation de STAT1 (signal trans-

ducer and activator of transcription 1), ce qui résulte à l’activation de protéines supplémentaires impli-

quées dans l’arrêt du cycle cellulaire et de l’apoptose. (Gil, & Esteban, M., 2000; Jagus et al., 1999). Alors, 

il se pourrait que l’EGCG agit en tant que ligand au récepteur de l’IFN-α. Cependant, il n’y a pas d’étude 

qui peut confirmer cette hypothèse, alors de la recherche plus approfondie serait nécessaire.  

La troisième voie qui serait importante lors du traitement à l’EGCG selon les résultats transcriptomiques 

serait la sénescence. La sénescence est un phénomène où il y a un arrêt de la croissance cellulaire. Elle 

peut par conséquent contribuer au traitement thérapeutique contre le cancer (Fakhri et al., 2021). C’était 

le cas dans un étude effectuée par Udroiu et al où les résultats démontrent que l’EGCG augmente le taux 

de sénescence dans les cellules de glioblastome U251 (Udroiu et al., 2019). En sachant cela, il serait pos-

sible que l’EGCG engendre aussi la sénescence dans les CSC de glioblastomes. 

Le traitement à l’EGCG a provoqué aussi la baisse de l’activité de certaines voies de signalisation. Les trois 

plus importantes seraient : la signalisation de TGF-β, la TÉM et la voie de signalisation de l’intégrine. Cela 

voudrait donc dire que ces voies de signalisation contribueraient à la progression tumorale des CSC de 

GBM. En effet, il a été prouvé que la TGF-β peut contribuer à la progression tumorale des GBM (Roy et al., 
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2015) et les CSC mésenchymaux des glioblastomes (Beier et al., 2012). De plus, une étude de Roth, et al. a 

démontré que l’intégrine contrôle l’expression de la TGF-β, et que l’inhibition de celle-ci empêche l’ex-

pression de la TGF-β. De plus, une étude de Lathia et al a démontré qu’il y a une forte expression de l’in-

tégrine α6 dans les cellules souches de glioblastomes. 

Il a fallu par la suite déterminer si les voies de signalisations anti-apoptotiques sont utilisées lors de l’ob-

tention du phénotype souche de CSC de GBM. Cela a été fait en examinant l’expression des marqueurs 

BCL-XL et BCL-2. Leur expression a augmenté lors de la formation des sphéroïdes. Cependant, BCL-XL 

semble avoir une expression plus élevée que BCL-2. Cela veut donc dire que cette protéine serait la plus 

sollicitée dans CSC de GBM afin de permettre la progression tumorale (He et al., 2022; Campbell & Tait, 

2018). L’EGCG permet la baisse de l’expression des deux marqueurs. En effet, l’EGCG inhibe la viabilité des 

cellules cancéreuses, et elle le fait en inhibant l’expression des protéines anti-apoptotiques tels que BCL-

2 et BCL-XL, ainsi qu’en permettant la surexpression des protéines pro-apoptotiques (Zhang et al. 2015; 

Shankar et al. 2007). Cependant, la baisse de leurs expressions n’est pas aussi prononcée que les autres 

protéines analysées en immunobuvardage. Il se pourrait que cette voie de signalisation ne soit pas la plus 

importante pour la prévention de l’acquisition du phénotype souche. On peut en effet le constater dans 

les résultats de données transcriptomiques : parmi les voies de signalisations qui sont sollicitées lors du 

traitement à l’EGCG, l’apoptose semble être la moins importante. 

La voie de signalisation PI3K/AKT est une voie qui est souvent sollicitée lors de la progression tumorale des 

GBM (Chakravarti, A. et al., 2004), ce qui fait en sorte qu’elle pourrait être utilisée pour l’acquisition du 

phénotype souche de celles-ci. Les résultats démontrent une augmentation de l’expression de PI3K et le 

niveau de phosphorylation d’AKT lorsque les sphéroïdes sont formés. Cela veut dire que ces protéines sont 

importantes pour l’obtention du phénotype souche des GBM et possiblement leur progression tumorale 

(Wei et al, 2013). Par la suite, un traitement à l’EGCG réduit l’expression de PI3K. Puisque nous savons que 

l’EGCG réduit la taille des sphéroïdes et empêche la progression tumorale, et que PI3K est impliqué dans 

la progression tumorale, il est normal de voir une baisse de son expression. De plus, une étude de Sun, et 

al. a démontré que l’EGCG peut inhiber l’activité de PI3K (Sun et al., 2020).  

Malgré le fait que la littérature démontre que l’EGCG peut réduire le niveau de phosphorylation d’AKT 

dans des cellules cancéreuses (Sun et al., 2020; Zhang et al., 2015), les résultats démontrent que la baisse 

de la phosphorylation d’AKT n’est pas très significative. Cela pourrait en premier lieu être due au protocole 



 

78 

utilisé. En effet, les sphéroïdes de Zhang et al. ont été obtenus en utilisant un milieu DMEM F12 avec le 

supplément B27, le facteur de croissance de fibroblaste de base à 20 ng/ml et le facteur de croissance 

épidermique à 20 ng/ml, tandis que nous avions utilisé le milieu TumosphereMedium Xf avec le Supple-

mentMix. Cela peut donner des résultats différents. De plus l’activation d’AKT peut se faire via des voies 

de signalisations autres que la PI3K. Ces signalisations pourraient aussi être responsables à la résistance 

aux traitement thérapeutiques. Par conséquent, il serait préférable de viser plusieurs cibles qui sont im-

pliquées dans la voie de signalisation de PI3K/AKT (Sami & Karsy, 2013; Tamburini et al., 2008; Molina et 

al., 2010). 

Un des substrats de la protéine AKT est la protéine GSK3αβ (GSK3). En effet, la phosphorylation de celle-

ci peut se faire à travers la voie de signalisation PI3K/AKT (Wong et al., 2007). Cette voie de signalisation 

pourrait être responsable de l’augmentation de la phosphorylation de GSK3 lors de la formation des sphé-

roïdes. En effet, la phosphorylation de GSK3 mène à une accumulation du promoteur de cycle cellulaire 

Cyclin D1 (Diehl et al., 1998). Cela veut donc dire que l’inhibition de GSK3 est nécessaire pour l’acquisition 

du phénotype de cellules souches de GBM. Le niveau de phosphorylation diminue lorsque l’EGCG est uti-

lisé. Cela peut être due au fait que l’EGCG peut inhiber l’expression de PI3K et la phosphorylation d’AKT et 

par conséquent engendrer la baisse de phosphorylation de GSK3. 

On a voulu par la suite déterminer si l’obtention d’un phénotype de cellules souches provoque la répara-

tion de l’ADN à travers l’activité de PARP. Puisque les cellules souches cancéreuses ont la capacité de ré-

parer l’ADN endommagé afin qu’elles puissent survivre, il est normal qu’il y ait une hausse de son expres-

sion lorsque le phénotype de cellules souches est obtenu (Lesueur et al., 2018). Il y a aussi une augmenta-

tion de la quantité de PARP clivé, ce qui voudrait dire qu’il y aurait des cellules qui deviennent en apoptose 

lors de la formation des sphéroïdes.  Le traitement à l’EGCG ne semble pas baisser la quantité de PARP. 

Cela voudrait donc dire que l’EGCG seul n’est pas suffisant pour empêcher la réparation à l’ADN amorcée 

par cette dernière (Lundholm et al., 2013). Contrairement à la littérature, le traitement à l’EGCG n’en-

gendre pas une hausse de la quantité de PARP clivé. Au contraire, celle-ci diminue lorsque le traitement à 

l’EGCG est effectué. Cela voudrait donc dire que le mécanisme d’apoptose que l’EGCG inflige sur les sphé-

roïdes de GBM ne s’effectue pas à travers le clivage de PARP (Ricks et al., 2015; Siegelin et al., 2008). 

Par la suite, on a voulu savoir si des voies de phosphorylation supplémentaires sont sollicitées lors de 

l’acquisition du phénotype souche chez les glioblastomes. Nous avons entre-autres examiné les niveaux 
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de phosphorylation de MSK1/2 et de CREB, en sachant que lorsque MSK1/2 est phosphorylé, il peut phos-

phoryler la protéine CREB à travers la voie de signalisation des MAPK. De plus, ce dernier peut stimuler la 

progression tumorale des GBM (Daniel et al., 2018). Les résultats démontrent qu’il y a une hausse de la 

phosphorylation des deux protéines que lorsque les sphéroïdes sont formés. Cela veut donc dire que ces 

protéines contribueraient à la progression tumorale des CSC de GBM. L’EGCG peut réduire le niveau de 

phosphorylation de ces deux protéines. Malgré le fait qu’il n’y a pas beaucoup de recherche sur l’effet de 

l’EGCG sur leur niveau de phosphorylation, il a été déjà démontré que l’EGCG peut réduire le niveau de 

phosphorylation de ERK1/2, une protéine qui peut phosphoryler la protéine MSK1/2 (Chung et al., 2001). 

Une baisse de phosphorylation de ERK1/2 résulte à une baisse de phosphorylation de MSK1/2 et par con-

séquent, une baisse de CREB.  

CREB est aussi un substrat pour la protéine RSK. La phosphorylation de celle-ci augmente lors de la forma-

tion des sphéroïdes. Puisque les isoformes RSK1 et RSK2 peuvent être impliqués dans la progression tu-

morale de plusieurs types de cancer (Houles & Roux, 2018), il y a des chances qu’elles soient hyperphos-

phorylés lors de la formation des sphéroïdes. En effet, Sulzmaier et al. a démontré qu’il y a une hausse de 

l’expression de RSK2 dans les glioblastomes afin d’engendrer l’invasion cellulaire. La phosphorylation di-

minue lorsque l’EGCG est introduit (Sulzmaier et al., 2016). En effet, des études récentes ont démontré 

que la protéine RSK2 serait une des cibles de l’EGCG (Chen et al., 2015).  

En sachant que l’EGCG forme une interaction avec le récepteur à la laminine 67LR, il était aussi important 

de déterminer si cette protéine est nécessaire dans la prévention de l’acquisition du phénotype souche 

des cellules de GBM. Il a fallu avant tout déterminer son expression dans les sphéroïdes. Les résultats 

démontrent que l’expression du récepteur à la laminine 67LR augmente lorsque les sphéroïdes sont for-

més. De plus, un knockdown du gène RPSA (gène codant pour le récepteur à la laminine 67LR) empêche 

le développement optimal de ces dernières.  

Le récepteur à la laminine 67LR jouerait aussi un rôle dans la TÉM. En effet, une étude menée par Wu et 

al. a démontré que le précurseur du récepteur à la laminine 67LR, la protéine 37LRP contribuerait à la 

métastase des gliomes (Wu et al., 2016). Sur ce, il serait normal de voir une baisse de l’expression de SNAIL 

et de fibronectine lorsqu’il y a le knockdown du gène RPSA. Les résultats démontrent que ce récepteur est 

nécessaire pour la TÉM (Wang et al., 2014). Les résultats obtenus sont similaires avec les résultats d’ana-

lyse sur les cellules de GBM et les cellules de gliomes à bas grade. L’expression du récepteur à la laminine, 
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de SNAIL et de RIBRONECTINE étaient plus élevées dans les cellules de glioblastome. Tout cela prouve que 

l’expression des marqueurs de la TÉM augmente en fonction du niveau de malicité des tumeurs (Tao et 

al., 2020) 

Cette protéine est aussi nécessaire pour la progression tumorale ainsi que pour la maintenance du phéno-

type souche des GBM (Ménard et al., 1998; Formisano et al., 2012). Malgré le fait que le récepteur à la 

laminine 67LR est un récepteur pour l’EGCG, son expression dans les sphéroïdes diminue lorsque celles-ci 

sont traitées à l’EGCG. Cela voudrait donc dire que l’EGCG peut agir à travers une voie de signalisation 

indépendante au récepteur à la laminine 67LR (Huang et al., 2020; Liu et al., 2019). C’est probablement 

pour cela que l’EGCG peut tout de même réduire la taille des sphéroïdes qui ont subi un knockdown du 

gène RPSA.  

Des analyses supplémentaires ont été effectuées afin de savoir si la baisse de l’expression du récepteur à 

la laminine 67LR engendrait des changements dans les voies de signalisation qui sont impliquées dans 

l’acquisition du phénotype souche des glioblastomes. Une baisse de l’expression du récepteur à la laminine 

67LR résulte à une baisse de l’expression des protéines anti-apoptotiques BCL-2 et BCL-XL. Cela veut donc 

dire que le récepteur régule l’expression de ces marqueurs afin de permettre la progression tumorale des 

cellules souches (Li et al., 2016; Lu et al., 2016). Il se pourrait aussi que la baisse de l’expression amène les 

cellules cancéreuses en apoptose (Moodley & Weiss, 2013). En effet, la quantité de PARP clivé augmente 

lors de la baisse de l’expression du récepteur. 

Une baisse de l’expression du récepteur à la laminine 67LR a mené aussi à une baisse de l’expression de la 

protéine PI3K, ainsi qu’une baisse de la phosphorylation de la protéine AKT et GSK3αβ. En sachant que le 

récepteur à la laminine 67LR permet la prolifération et la survie cellulaire des cellules cancéreuses 

(Moodley & Weiss, 2013), il se pourrait qu’elle puisse être capable de réguler l’activité de PI3K, et par 

conséquent la phosphorylation d’AKT et de GSK3. 

La baisse de la phosphorylation de ERK à travers la baisse de l’expression du récepteur à la laminine 67LR 

pourrait aussi être responsable de la baisse de phosphorylation de MSK1/2 observée dans les résultats 

(Schuck et al., 2003). Cependant, la baisse de l’expression du récepteur à la laminine 67LR n’a pas l’air 

d’être suffisante afin de réduire le niveau phosphorylation de CREB. Il se pourrait que le knockdown ne 

soit pas suffisant pour réduire le niveau de phosphorylation de CREB. 
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La phosphorylation de la protéine RSK baisse lorsque l’expression du récepteur à la laminine 67LR est ré-

duite. Cela voudrait donc dire que le récepteur permet la progression tumorale à travers la hausse de 

phosphorylation de RSK. Il se pourrait que la baisse de phosphorylation soit faite via la protéine ERK ½. En 

effet, une étude réalisée par Wu et al. a démontré que la baisse de l’expression du précurseur du récepteur 

à la laminine 67LR, la protéine 37LRP, peut résulter à une baisse de l’expression de ERK 1/2  (Wu et al., 

2016). De plus, cette dernière peut phosphoryler RSK (Bode & Dong, 2013).  

Nous avons voulu par la suite déterminer si la protéine SNAIL était importante pour l’acquisition du phé-

notype souche des cellules de glioblastomes puisque la baisse de l’expression du récepteur à la laminine 

67LR résultait en une baisse de l’expression de SNAIL. Les résultats démontrent que le knockdown de SNAIL 

empêche la formation optimale des sphéroïdes et inhibe l’expression des marqueurs à CSC. Cela veut dire 

que la protéine SNAIL est importante pour la progression tumorale des CSC des glioblastomes (Kurrey et 

al., 2009) et par conséquent l’acquisition du phénotype souche. Une baisse de l’expression de SNAIL n’a 

en revanche pas d’influence sur l’expression du récepteur à la laminine 67LR. Cela voudrait donc dire que 

SNAIL ne régule pas l’expression du récepteur à la laminine 67LR, mais celui-ci peut réguler l’expression 

de SNAIL. De plus, nos résultats démontrent que SNAIL permet la progression tumorale des cellules 

souches de GBM à travers plusieurs voies de signalisation. L’une d’entre elles est la voie anti-apoptotique. 

En effet, le knockdown de SNAIL a mené à une baisse de l’expression de BCL-XL et BCL-2, ce qui veut dire 

que SNAIL joue un rôle dans la survie cellulaire (Liang et al., 2019).  

SNAIL semble aussi avoir un effet sur l’expression de PI3K/AKT. En effet, l’expression de PI3K est significa-

tivement réduite lorsqu’il y a le knockdown. En sachant que la voie PI3K/AKT peut réguler l’activité de 

SNAIL (Wang et al., 2020), il se pourrait que SNAIL puisse par la suite augmenter l’expression de PI3K et la 

phosphorylation d’AKT afin de permettre la progression tumorale. Cependant, la phosphorylation d’AKT 

et de GSK3 reste encore relativement élevée lors du knockdown. Il se pourrait que SNAIL n’a pas autant 

d’influence sur AKT que sur PI3K. Par conséquent, une forte phosphorylation d’AKT résulte à une forte 

phosphorylation de GSK (Song, 2020)   

Contrairement à la littérature, le clivage de PARP ne semble pas augmenté lors du knockdown de SNAIL 

dans les sphéroïdes (Qi, et al., 2012). En effet, le clivage augmente seulement lorsque les cellules U87 sont 

cultivées en 3 dimensions. Il se pourrait qu’il y ait une résistance à l’apoptose à travers le clivage de PARP 



 

82 

lorsque les cellules obtiennent un phénotype de CSC (Shi et al., 2012). Alors, un knockdown de SNAIL n’est 

pas suffisant.  

Les résultats démontrent aussi qu’il y a un lien entre l’expression de SNAIL et le niveau de phosphorylation 

de MSK1/2, CREB et RSK. En effet, les niveaux de phosphorylation baissent lorsqu’il y a le knockdown de 

SNAIL. Cela veut donc dire que la baisse de l’expression de SNAIL provoque le ralentissement de la pro-

gression tumorale (Wu & Zhou, 2010) des CSC de GBM car le niveau de phosphorylation des protéines qui 

sont habituellement impliquées dans ce processus a diminué.  
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

La recherche présentée avait trois objectifs principaux : le premier était de déterminer s’il était possible 

d’utiliser l’EGCG en tant qu’agent pharmacologique afin de prévenir l’acquisition du phénotype souche 

des cellules de GBM. Pour ce faire, il a fallu examiner la capacité des cellules U87 de GBM à générer des 

sphéroïdes lorsque l’EGCG a été introduit au début de leur formation. Il a fallu par la suite examiner l’ex-

pression des marqueurs à CSC. Puisque l’EGCG peut agir en tant que ligand pour le récepteur à la laminine 

67LR, nous avons fixé comme deuxième objectif de déterminer si le récepteur à la laminine 67LR était 

important pour la prévention de l’acquisition du phénotype souche à l’aide de l’EGCG. Pour ce faire, nous 

avons fait un knockdown du récepteur à la laminine à l’aide d’un siRNA pour RPSA, le gène codant pour le 

récepteur à la laminine 67LR. Il a fallu par la suite examiner la formation des sphéroïdes ainsi que l’expres-

sion des marqueurs à CSC. Le troisième objectif était de déterminer si la protéine snail jouait un rôle dans 

l’acquisition du phénotype souche de GBM, puisque nous avons découvert que son expression était aussi 

réduite lorsqu’il y a eu le knockdown du récepteur à la laminine 67LR. Pour ce faire, nous avons procédé 

aux mêmes étapes que le deuxième objectif, à l’exception de l’utilisation d’un siRNA pour le gène SNAIL. 

Nous avions aussi observé l’état des sphéroïdes. Ces dernières se formaient de manière dose-dépendante 

au bout de 72 heures de traitement. L’ajout de l’EGCG a permis de prévenir la formation optimale de 

sphéroïdes.  

Les résultats ont démontré que l’acquisition d’un phénotype souche résultait à une hausse de l’expression 

des trois marqueurs de CSC CD133, SOX2 et NANOG. Les résultats démontrent que les CSC des GBM ont 

le potentiel d’effectuer la TÉM. En effet, il y a eu une hausse de l’expression des marqueurs de la TÉM 

SNAIL et FIBRONECTINE. De plus, l’acquisition du phénotype souche résulte à une hausse de l’augmenta-

tion de l’expression du récepteur à la laminine 67LR. Un traitement à l’EGCG a permis la baisse de l’expres-

sion de tous ces marqueurs. Ces résultats sont similaires aux résultats obtenus à travers les tissus de glio-

blastome et de gliomes à bas grade. Dans ce cas-ci, les cellules de GBM avaient une plus forte expression 

de ces marqueurs que les cellules de gliomes à bas grade, et l’EGCG permettait la baisse de l’expression 

de ceux-ci. 

L’acquisition du phénotype souche des GBM permet aussi la progression tumorale des CSC des GBM. En 

effet, il y a eu une augmentation de l’expression des protéines impliquées dans les voies anti-apoptotiques, 
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dans la prolifération cellulaire, la survie, la croissance et la différenciation cellulaire des CSC de GBM. Un 

traitement à l’EGCG a permis la baisse de l’expression de ces marqueurs. 

Les résultats transcriptomiques nous ont permis de déterminer les voies de signalisation qui seraient im-

portantes pour la progression tumorale des CSC de glioblastome. Les voies les plus importantes étaient la 

voie de signalisation de la TGF-β, la TÉM et la voie de signalisation des intégrines. Les résultats ont aussi 

démontré les voies de signalisation qui seraient impliqués lors de la prévention de l’acquisition du phéno-

type souche à travers l’EGCG. Les voies de signalisations les plus importantes sont la phosphorylation oxy-

dative, la réponse à l’IFN-α ainsi que la sénescence cellulaire.  

Par la suite, les résultats ont démontré que le récepteur à la laminine 67LR est nécessaire pour la formation 

des sphéroïdes et par conséquent, l’acquisition du phénotype souches des CSC de GBM. Elle serait aussi 

nécessaire pour la progression tumorale des CSC de glioblastomes. Cependant, elle n’est pas nécessaire 

pour la réduction de la taille des sphéroïdes lorsque celle-ci sont traitées à l’EGCG. Nous avons aussi cons-

taté que le récepteur à la laminine 67LR serait important pour la TÉM puisqu’une baisse de l’expression 

de celle-ci a mené à une baisse de l’expression de SNAIL.  

Nous avions ensuite déterminé que la protéine SNAIL était importante pour l’acquisition du phénotype 

souche des CSC de GBM, car un knockdown du gène résultait à une inhibition de la formation des sphé-

roïdes. Tout comme le récepteur à la laminine 67LR, SNAIL jouerait un rôle dans l’expression des mar-

queurs à CSC, mais son implication dans les autres voies de signalisation qui permettent la progression 

tumorale n’est pas aussi importante que le récepteur à la laminine 67LR. 

Il serait éventuellement intéressant de pouvoir déterminer la voie que l’EGCG utilise afin de remplir sa 

fonction puisque nous avons déterminé qu’elle n’interagit pas avec le récepteur à la laminine 67LR dans 

les cellules de GBM. Il serait aussi intéressant d’effectuer un knockout du gène codant pour le récepteur à 

la laminine afin de déterminer si cette action peut contribuer davantage à la prévention de l’acquisition 

du phénotype souche des GBM. Si c’est le cas, on pourrait envisager de trouver un moyen d’inhiber le plus 

que possible son expression afin d’empêcher la progression tumorale des CSC de glioblastomes. Il serait 

aussi possible d’étudier davantage le rôle de la signalisation entre l’intégrine α et la TGF-β puisque les 

résultats et la littérature démontrent qu’il y aurait un lien entre ces voies de signalisation afin de permettre 

la progression tumorale. Par la suite, il serait intéressant de déterminer si les CSC de GBM ont la capacité 
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de migrer puisque les résultats démontrent que la TÉM serait un processus qui est impliqué dans la pro-

gression tumorale de ces dernières.  
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