Université de Poitiers
Faculté de Médecine et de Pharmacie

ANNEE 2018-2019 Thése n°

THESE
POUR LE DIPLOME D’ETAT

DE DOCTEUR EN PHARMACIE
(Arrété du 17 juillet 1987)

et

MEMOIRE
DU DIPLOME D’ETUDES SPECIALISEES

DE PHARMACIE HOSPITALIERE
(Décret 88-996 du 19 octobre 1988)

présentée et soutenue publiquement
le 16 septembre 2019 a POITIERS
par BERTHY Elise

Impact des polluants pesticides sur I’agressivité et la réponse aux
traitements des glioblastomes

Composition du jury :

Président : - Monsieur DUPUIS Antoine, Pharmacien, Professeur d’Université et Praticien
Hospitalier, CHU de Poitiers

Membre : - Monsieur ZEMMOURA llyess, Neurochirugien, Maitre de Conférences d’Université
et Praticien Hospitalier, CHRU de Tours

Directeurs de these : - Madame ANDRE Virginie, Pharmacien, Praticien Hospitalier, CHRU de
Tours

- Monsieur OLIVIER Christophe, Pharmacien, Maitre de Conférences
d’Université, UFR des Sciences Pharmaceutiques et Biologiques de Nantes




Université de Poitiers
Faculté de Médecine et de Pharmacie

ANNEE 2018-2019 Thése n°

THESE
POUR LE DIPLOME D’ETAT

DE DOCTEUR EN PHARMACIE
(Arrété du 17 juillet 1987)

et

MEMOIRE
DU DIPLOME D’ETUDES SPECIALISEES

DE PHARMACIE HOSPITALIERE
(Décret 88-996 du 19 octobre 1988)

présentée et soutenue publiquement
le 16 septembre 2019 a POITIERS
par BERTHY Elise

Impact des polluants pesticides sur I’agressivité et la réponse auX
traitements des glioblastomes

Composition du jury :

Président : - Monsieur DUPUIS Antoine, Pharmacien, Professeur d’Université et Praticien
Hospitalier, CHU de Poitiers

Membre : - Monsieur ZEMMOURA llyess, Neurochirugien, Maitre de Conférences d’Université
et Praticien Hospitalier, CHRU de Tours

Directeurs de these : - Madame ANDRE Virginie, Pharmacien, Praticien Hospitalier, CHRU de
Tours

- Monsieur OLIVIER Christophe, Pharmacien, Maitre de Conférences
d’Université, UFR des Sciences Pharmaceutiques et Biologiques de Nantes




UNIVERSITE DE POITIERS

Faculté de Médecine et de Pharmacie

Annee unmversitare 2018-2019

PHARMACIE

Professeurs

CARATO Paseal, Chinme Theérapeutique
COUET Wilkam, Pharmacte Clinique
DUPULS Anitoine, Pharmacie Climgue
FAUCONNEAU Bemard, Toxicologme
GUILLARD Jerome, Pharmaceo chunme
IMBERT Chnistme, Parasitologie
MARCHANWD Sandine, Pharmacocmétiqus
OLIVIER. Jean Christophe, Galénique
PAGE Guyléne, Bicloge Cellulaire

FABOUAN Svlve, Chinwe Phyvsique, Chinme Analviique

FAGOT Stephame, Sante Publique
SARROUILHE Demis, Phy=iologie
SEGUIN Frangois, Biophyaique, Biomathématiques

Alaitres de Conférences

F

F

F

BARFA Arme hnmmelope-Hematologie
BARRIEE. Laurence, Biochime

BODET Charles, Bactencloge (HDE)

BON Delphine_ Biophysique

BEILLATLT hlien Phamacologie

BUYTCE Tubien Microbiolozie

CHARVET Carolme, Phy=miolozie

DEBOEDE Mane, Sciences Phy=ico-Chimigues
DELAGE Jacques, Biomathématiques, Biophy=igue
FAVOT Laure, Biologia Cellulaire ot Moleculame
GIFARDOT Manon, pharmacognose, botamque,
bodrvernite  vegetale

GEEGOIRE Micolas, Phammacologie (HDR)
HUSSATN Didja, Pharmacie Galémgue (HOE)
DGR AND Sabnna, Toxmcologe

MARTVINGT -MOUNIE. Cécile Pharmzco chinme

= PATHW Stephamie. Tomeologie (HDE)

= RIOUE BILAW Agmnes, Biochimme

¥ TEWES Fredenc, Chimue at Pharmaco clunme

¥ THEVEMOT Sarzh, Hyméne et Sante publique

* THOREAU Vincent, Biologie Callulaira

¥ WAHL Anne Pharmaco clumme, Produts naturels

AHU
#  BINSON Gullaums

PAST - Maiire de Conférences Associe
¥ DELOFFRE Clement, Pharmacien
¥ HOUNEANLIN Lydwin, Pharmacien

EI;I“EE“I Ll diEl:i.
# DEBAIL Dhdier
F GAY hahe

Poste de Doctorant
¥ FREYSSIM Aline




fm UnvERSITE DE POITIERS

CSfuult de ChiGdamne o de " Eharmacis

L niviersits
Y Uiers

B Blogen

Année umiversitaire 2018 - 2019

LISTE DES ENSEIGNANTS DE MEDECINE

AlLAL Joseph, thérapeutique

BATAILLE Benoit, neurnchinurgie (retraite 097520-19)

BRIDOUY, Frank, nephrologie

BURUCOA Christophe, bactericlogie — virdloge

CARRETIER Michel, mnlnega'ﬂ'zleimhﬂEMHi
CHEZE-LE REST Catherine, biophysique et médecine nucléaire
CHRISTIAENS Luc, cardiclogie

CORBI Pierre, chirurgie thoracique ef candio-vasculaire
DAHYOT-FIZELIER Claire, mlsIEuhge resnirmation
OEBAEME Berirand, mmmm

FALRE JEEn—PrElTE. anatomie
Fﬂl'lEI.]':avn'lnmr

GERVAIS Hlisabeth, r

GOLLIOM Jear-Michel, anatomie ef cytologie pathologiques
GUILLEVIM Reérmy, Mdﬂgreatmaga}emaiﬁie

HALET Thiesry, biochimie et biologie moléculaine
HOUETO Jean-Lue, neurslogie

INGRAND Fierre, biostaistigues, informatique médicale
JAAFARI Mematollah, psychiatne d adultes

JABER Mohamed, cytologe et histologie

JAYLE Christophe, chirurgie thoracique t cardio-vasculaire
KARAYAN-TAPON Lucie, cancenologie

KEMOLUN Gilles, médecine physique ef de réadaptation (en
détachement)

KRAIMPS Jean-Louis, chirurgie generale
LECLERE Franck. chinegie plastique, reconsirucmics
LECROM Jean-Claude, biochimie et biologie molaculaire
LELEL Xavier, hematologie

LEVARD Guillaume, mn.rgeﬂatie

MCHEIK. Jiad, chinurgie infantle

MEURICE Jean-Claude, pneumologie

MIGEOT Virginie, santé publique

MILLOT Frédéric, peuiﬂie encologie pédiatrique
MIMOZ Olivier, anesthesiologie — reanimalion

MEALl Jean-Philippe, neurclogie

ORIOT Denis, pediatrie

FACCALIN Marc, gériatrie

PERALILT Marie-Christine, phammacologie cinique
PERDRISOT Rémy, biophysigue et medecane nudéaire
PIERRE Fabrice, gynécologie et ohstétrique

PRIES Piare, chirurgie u‘ﬂ'mpedrq.re el raumatologique
RICHER .Jean-Fiemre, anatomie

RIGOARD Philippe, neurcchinurgie

ROBERT Rene. réanimation
ROBLOT France, maladies infectieuses, maladies
tropicales

ROBLOT Pascal, medecine inteme

RODIER Marie-Heléne, parasitologie &t mycologie
SAULMIER Pierre-Jean, therapeutique
SCHNEIDER Fabrice, chirurgie vasculaire
SILVAIN Christine, a‘temiug'e
TASU Jean-Pieme, rEI:Iu:lugeel imagerie medicale

i
%

ALBOLNY-LLATY Marion, 5mtepublqle

BEBY-DEFALIX ba:aﬂnge—vrdnpe
BEN-BRIK Eric, medecine du travail {en détachement)
BILAN Frodéric. oonds

BOURMEYSTER Micolas, bicloge cellulaire
CASTEL Ollivier, bacténologie - virslogie — hygiéne
COUDRCY Remy, reaun‘uzhml-mrmssmn1a1|
GHEH'ITEHJJ“E bacténiologie — virclogie

DlAZ . physiclogie

FROLUIN Eric, MEHWW
Gﬁﬂmhhgdl bacteériclogie-virskogie (en mission 1

JA".I'ALE-I..E incent, ne;ﬂ'mm-_;le

ef
HM-!M‘.EHT—PAI_THIEHaﬁrE maladies infectieuses
SAPANET Michel, medecine legale
THUILLIER Raphadl, biochimie et biclogie moléculaine

E

= BIMNDER Philippe
= GOMES DA CUNHA Jose

Bat D - & e de la Milsmrie — TSA 51115 - 85073 POTTIERS CEDEX 9 - France

EO549.4543.43

- & 0549 45 43.05



Professeurs associés de meédecine générale

BIRAULT Frangois
FRECHE Bemard
MIGHOT Stéphanie
PARTHEMAY Pascal
WALETTE Thierry

LI I I ]

Maitres de Conférences associés de médecine générale

ALDIER Fascal
ARCHAMBALULT Pierrick
BRABANT Yann
VICTOR-CHAFLET Valérie

& & @

Enseignants d Anglais

« DEBAIL Didier, professeur certifie
GAY Julie, professeur agrége

Professeurs émérites

DORE Bertrand, urologss (0872020)
EUGEMNE Michel, physiologie (03/2012)
= GIL Roger, neurclogie (0372020}
»  GUILHOT-GAUDEFFROY Frangois, hématologie et transfusion
(0E/2020)
= HERPIM Daniel, cardiolegie (08/2020)
KITZIS Alain, bicdogie callulaire (16/02/2018)
MARECHAUD Richard, médecine interne (24111/2020)
MACT Gérand, bicchimie et biclogie moléculaire (03/2021)
RICCO Jean-Baptiste, chinurgie vasculaire (J8/2020)
SENOM Jean-Louis, psychiatre d'adultes (03/2020)
TOUCHARD Guy, néphrologie (08/2021)

LI

LI I )

Professeurs et Maftres de Conférences honoraires

AZIUS Gérard, bactériologie-virclogie

Al CALAY Michel, rhumatologie

ARIES Jacques, anesthésiclogie-réanimation

BABIN Michéle, anatomie et cytologie pathologiques

BABIM Philippe. anatomie et cytologie pathologiques

BARBIER Jacques, chirurgie genérale (ex-eémérite)

BARRIERE Michsl, biochimie et biclogie moleculaire

BECQ-GIRAUDON Bertrand, maladies infectiewses,

maladies tropicales (ex-eémente)

BEGOM Frangois, biophysique, médecine nucléaire

BOINOT Catherine, hématologie — transfusion

BONTOUX Daniel, rhumatologie (ex-&merite)

BURIN Pierre, histologie

CASTETS Monique, bactérialogie -virologie - hygigne

CAVELLIER Jean-Frangois, biophysigue et médecine

nuzlésire

»  CHANSIGAUD Jean-Pieme, biclogie du developpement et

de la reproduction

CLARAC Jean-Pieme, chirurgie orthopédique

DABAM Alain, cancerclogie radicthérapie [ex-émerite)

DAGREGORID Guy, chinmrgie plastique et reconstructrice

DESMAREST Marie-Cecile. hematologie

DEMAMNGE Jean, cardiclogie et maladies vasculaires

FAUCHERE Jean-Louis, bactériologie-virokogie [ex-

emerite)

FONTANEL Jean-Pieme, Dto-Rhino Laryngologie {ex-

emerite)

GRIGNON Bernadette, bactériologie

GUILLARD Olivier. biochimie et biclegie moléculaire

GUILLET Gérard, dermatologie

JACQUEMIN Jean-Louis, parasitologie et mycologie

medicale

KAMIMA Pierre, anatomie |ex-emérite)

KLOS5EK Jean-Michel, Oto-Rhino-Laryngologie

LAPIERRE Frangoise, neurochirurgie (ex-émérite)

LARSEMN Christian-Jacques, biochimie et biclogie

mioléculaire

LEVILLAIM Pierme, anatomie et cytologie pathologiques

MAGHMIN Guillzume, gynécologie-obstétrique (ex-emérite)

MAIN de BOISSIERE Alain, pediatrie

MARCELLI Daniel, pedopsychiatrie [ex-emeérite)

MARILLALD Albert, physiclogie

+  MEMNU Paul, chirurgie thoracique et cardio-vasculaire (ex-
emerite)

=  MORICHAU-BEAUCHANT Michel, hépato-gastro-
entéralogis

= MORIN Michel, radiclegie, imagerie medicale

+ PAQUEREAL Joél, physiclogie

POINTREAU Philippe, bicchimie

POURRAT Olivier, médecine interne [ex-emérite)

REIZS Daniel, bicchimie

RIDEAL Yves, anatomie

SULTAN Ywette, hematologie et transfusion

TALLINEAU Claude, biochimie et biolagie moléculaire

TAMZER Joseph, hématologie et transfusion (ex-eémérite)

+»  VANDERMARCQ Guy, radiclogie et imagerie medicale

& 8 @ L] ® & o B 8 W ® & & B & @ ® R B & o F B oW

& & @

® & ® B @

L]

& & B oW

Bat. D1 - 6 rue de la Milétne — TSA 51115 - 86073 POITIERS CEDEX 9 - France
WO545454343- 80549454305



Remerciements

A Monsieur Antoine Dupuis, PU-PH - CHU de Poitiers
Pour avoir accepté de présider ce jury de thése, veuillez trouver ici mes sincéres remerciements. Je
garde un excellent souvenir de mon passage a Poitiers, soutenir ma these, ici, en votre présence, me

fait particulierement plaisir.

A Monsieur llyess Zemmoura, MCU-PH — CHRU de Tours

Pour me faire I’honneur de participer a ce jury de thése, veuillez trouver ici mes remerciements les
plus sinceres. Je tiens également a vous exprimer ma reconnaissance pour m’avoir mis en contact
avec Gwennaelle Soulard, coordinatrice de la banque BCB-G, sans qui cette thése n’aurait pu étre

réalisée.

A Madame Virginie André, PH — CHRU de Tours

Pour avoir accepté de diriger la partie clinique de cette these, pour I’intérét que tu y as porté et le
temps que tu y as consacré, je tiens sincerement a te remercier. Merci également pour les 2 semestres
effectués a tes cotés, 2 semestres particulierement enrichissants, 1’oncologie ayant toujours suscité

chez moi un réel intérét.

A Monsieur Christophe Olivier, MCU - Faculté de Pharmacie Nantes

Parce que vous €tes a I’origine de ce travail de thése, veuillez trouver ici toute ma reconnaissance et
mes remerciements les plus sincéres. J’ai commencé mon internat avec une idée en téte : « aller faire
de la recherche a Nantes ». Merci de m’avoir permis d’atteindre ce but. Cette année au sein du
CRCINA aura était extrémement enrichissante tant sur le plan humain que professionnel. Merci

également pour votre encadrement sans faille au cours de mon master 2 puis durant ce travail de these.

Parce que cette thése n’aurait pu étre réalisée sans 1’aide précieuse de Gwennaelle Soulard,
coordinatrice de la banque BCB-G au sein du CHU d’Angers, qu’elle trouve ici ’expression de toute
ma gratitude et de mes plus sinceres remerciements. Merci pour tout le temps consacré, merci d’avoir
répondu présente a toutes mes sollicitations et enfin merci de m’avoir toujours transmis les données
en temps et en heure.

Un grand merci également a I’équipe d’aide méthodologique CoMeth du CHRU de Tours, et plus

particulierement a Marc Tassi, interne au sein du SIMEES du CHRU de tours. Merci pour votre



expertise, votre aide et vos conseils. Marc, un énorme merci, pour le temps, 1’intérét que tu as porté

a ce projet ainsi que pour tout le travail d’analyse que tu as réalisé.

Enfin, je tiens particulierement a remercier toutes les personnes qui de prét ou de loin, ont transformé
cet internat en formidable aventure professionnelle mais aussi, et surtout, en formidable aventure

humaine !

Ainsi, merci a tous les pharmaciens qui ont pu m’encadrer, me transmettre leur savoir au cours de
cet internat : merci aux pharmaciens du CH de Cognac, du CHU de Poitiers et du CHRU de Tours.
Merci également aux membres de I’équipe 9 du CRCINA, avec un merci particulier a Lisa et Fanny.
En effet, C’est en partie grace a vous que cette these a pu étre effectuée puisque c’est vous qui m’avez
initiée aux différentes techniques de base de culture cellulaire.

Merci également aux différents préparateurs et externes en pharmacie avec qui j’ai pu travailler

et échanger.

Un grand merci a tous les co-internes ou co-master rencontrés au cours de cet internat. De la
coloc en maison de retraite & Cognac, au bureau des internes a Trousseau, en passant par 1’open space
et I’internat de Poitiers ainsi que le piano de Kaplan, la cuisine et la salle de culture du CRCINA, tout
aura été parfait ! Merci a Julie, Rudy, JB, Vivien, Julie, Karen, Myléene, Christel, Marion, Bérenger,
Lucile, Delphine, Marine, Tilda, Ophélie, Floriane, Nina,... parce que sans vous cet internat n’aurait
probablement pas été aussi bien !

Merci aux copains-copines du sport, pour tous les moments partagés, sur une piste, une route, un
chemin, un vélo, un terrain de hand, un court de tennis, a la mer, a la montagne, au sein d’une piscine,
d’un lac, d’une riviére, d’une salle d’escalade, de squash... Parce que le sport, c’est la vie et a
plusieurs c¢’est quand méme plus sympa !

Merci a mes amis de toujours, pour leur amitié fidele, sincere et leur indéfectible soutien ! Un grand

merci pour tous les merveilleux moments déja partagés et ceux a venir !

Le plus grand merci ira & ma famille, notamment a mes parents et & mon frére : merci pour votre
soutien et votre amour. Merci de me pousser a réver toujours un peu plus et de me ramener sur terre

lorsque je réve un peu trop !

Enfin, merci a tous ceux que j’oublie mais qui auront contribué a transformer toutes ses années

d’étude en années bonheur !



ADI
AMM
BCB-G
BCL-2
BCL-XL
BHE
BPTES
CAF
CAFADI
CCL2
CCL5
COX2
CPT1
CSC
CRCINA
CXCL12
CXCR4
DAPI
DDT
DJA
DMEM/F-12
DMSO
ECAR
EFSA
EGF
ELISA
ETX
FACS
FGF
GBM
GFAP

Abréviations

Acceptable daily intake

Autorisation de Mise sur le Marché

Base de données Clinico-biologiques de Glioblastomes
B-cell lymphoma-2

B-cell lymphoma-extra large

Barriere hémato-encéphalique
Bis-2-(5-phenylacetamido-1,3,4-thiadiazol-2-yl)ethyl sulfide
Cancer Associated Fibroblast

CAF exposés aux pesticides

C-C motif chemokine ligand 2

C-C motif chemokine ligand 5

Cyclooxygénase 2

Carnitine Palmytransférase

Cellules Souches Cancéreuses

Centre de Recherche en Cancérologie et Immunologie Nantes-Angers
C-X-C Motif Chemokine Ligand 12

C-X-C Chemokine Receptor 4
4',6-DiAmidino-2-Phénylindole
Dichlorodiphenyltrichloroethane

Dose journaliere acceptable

Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12
Diméthylsufoxide

Extracellular Acidification Rate

Autorité Européenne de Sécurité des Aliments
Epidermal Growth Factor

Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay

Etomoxir

Fluorescence Activated Cell Sorting

Fibroblast Growth Factor

Glioblastome multiforme

Glial Fibrillary Acidic Protein



GLS
HK?2
HR
HRP
ICT-107
IC 95%
IDH
IGF-1
IL-6
IRM

AV

JC
LL-37
MC
MEM
ME-T
MGMT
MPC
MSC
MSC ADI
MVE
NaCl
NAOH
NR
OCR
OCT4
PBS
PesCA
PGE:
PVDF
RCF
RPM
SALL 4
SDF-1
SDS

Glutaminase

Hexokinase 2

Hazard Ratio

Horseradish peroxydase
ImmunoCellular Therapeutics-107
Intervalle de confiance a 95%
Isocitrate dehydrogenase

Insulin Like Growth Factor 1
Interleukine-6

Imagerie par Résonance Magnétique
Intraveineuse

Jésus-Christ

Leucine-Leucine 37

Milieu conditionné
Alpha-Minimum Essential Medium
Microenvironnement tumoral
06-methylguanine DNA methyltransferase
Mitochondrial pyruvate carrier
Mesenchymal stem cell — Cellule souche mésenchymateuse
MSC exposees aux pesticides

Corps multivésiculaires

Chrorure de sodium

Hydroxyde de sodium

Non renseigné

Oxygen Consumption Rate

Octamer binding transcription factor 4
Phosphate Buffered Saline
Pesticides and Cell Aging
Prostaglandine E>

Polyvinylidéne difluoride

Force Centrifuge Relative

Rotation par minute

Sal-like protein 4

Stromal cell-Derived Factor 1

Sodium dodécyl sulfate



SDS-PAGE
SEM
SIMEES
a-SMA
SNC
SOX 2
StemPest
SVF
T™MZ
UK5099
VEGF

SDS-polyacrylamide gel electrophoresis

Standard Error of the mean

Service d’Information Médicale, Epidémiologie et Economie de la santé
a-Smooth muscle actin

Systeme nerveux central

Sex (determining région Y)-box 2

Pesticides and Stem cells

Sérum de veau foetal

Temozolomide
(E)-2-cyano-3-(1-phenylindol-3-yl)prop-2-enoic acide
Vascular Endothelial Growth Factor



Liste des figures

Figure 1 : représentation schématique du SNC, inspirée de Kamur, 2014...........ccccceeeveeveeneenn.......6

Figure 2: représentation schématique du rble du gene mgmt dans la résistance au

113111 1 | I 11

Figure 3 : rble des MSC dans le microenvironnement tumoral — inspirée de Whiteside,

Figure 5 : protocole de co-culture et obtention des milieux conditionnés MC MSC, MC CAF, MC
MSC ADIL MC CAF AD L. ... e e e e e e e e e ae e eaas 20

Figure 6 : démarche expérimentale — exposition d’une primoculture gliale aux MC de MSC, CAF

Figure 7 : exploration de la respiration mitochondriale....................ooooiiiiiii 25
Figure 8 : protocole de dilution limitante...............ooiiiiiii e 27

Figure 9 : ¢étude par FACS des marqueurs de surface des MSC et CAF apreés 21 jours d’exposition

DD g 01113 1 [ (1 28

Figure 10 : étude par FACS du marqueur de surface CD10 aprés 21 jours de

CUEUT . . .o e 29
Figure 11 : effets des pesticides surleSMSC et CAF ... ..ot 30

Figure 12 : effet de la co-culture CAF ADI-cellules tumorales sur la prolifération et la viabilité des
cellules tumorales gliales COXCa. ... ...ouuiiniii i e eeene e 32

Figure 13 : effet de la co-culture CAF ADI-cellules tumorales sur le caractere souche des cellules
tumorales gliales COXCa. ... .ottt et ettt e e et e earea e e 33

Figure 14 : effet de la co-culture CAF ADI-cellules tumorales sur la sensibilité au TMZ des cellules

BUIIO AL ES . . oottt 34

Figure 15 : effet de la co-culture CAF ADI-cellules tumorales sur le métabolisme des cellules
tUMOrales glialeS COXCa. ... ..ui i e 36



Figure 16 : les cellules COXCa co-cultivées avec des CAF pré-exposés aux pesticides forment

d’avantage de ClONES ........ooiiii i e e 37
Figure 17 : schéma de I’eXpérimentation..............ouuiiiiruintineatietat et e ee e e e enanaens 38

Figure 18 : effet du MC de CAF pré-exposés aux pesticides (MC CAF ADI) sur le métabolisme des
cellules tumorales gliales COXCa. ... ...uiinriiii e e e e e e 39
Figure 19 : teneur en CCL5 du MC de CAF pré-exposés aux pesticides par rapport a celle du MC de
LN 4107 T4 001 40
Figure 20 : impact des pesticides sur la sensibilité au traitement par témozolomide des cellules
tumorales gliales COXCa. ... .ottt e et et et e e 42
Figure 21 : schéma bilan de I’impact des MSC et des MSC pré-exposées aux pesticides dans le
MICrOeNVIroNNemMENt tUMOTAL. ....... ..ottt et eeee et e e eeenns 47
Figure 22 : comparaison des groupes « patients professionnellement exposes aux pesticides » et «
patients NON eXPOSES AUX PESTICIACS M. .. .uueenntiit et e e e e eeaeenneenns 53
Figure 23 : impact de 1’exposition professionnelle aux pesticides sur la survie globale, la survie sans

rechute et I’age au diagNOSTIC. ... v ettt ettt et et et et e 58



Liste des tableaux

Tableau | : classification des astrocytomes selon ’OMS 2007, selon Louis et al., 2007................. 7
Tableau Il : concentrations des pesticides utilisés dans le mélange....................coceeiiiiiininnn. 18

Tableau 11l : taux d’ensemencement cellulaire en fonction du temps d’exposition au

TEMOZOLOMIAE. . oottt e e e e e e 23

Tableau 1V : anticorps primaires UtiliSES. ... ....uiuiiritit ittt 24



Sommaire

R (011 (0T (1 o o] o RSP PRPR 1
A.  Pesticides : utilisation, exposition et impact sur 12 santé ............cccoorereiiininninecenee 1
1. UtiliSation deS PESTICIARS ........ocviiiiieiei e 2
2. EXPOSItION QUX PESTICIURS .....cvvevieiiieie ettt ns 3
3. Mesure de I’eXposition auX PESHICIACS ......cccviiviriieiiiiiiiiei e 4
4. PESTICIARS BT CANCEIS .....viiveeiieeieeiie ettt st et e st e s beebeeneesreeneeenee e 5
B.  Glioblastome : inCidence, tralteMeNnt..........cocoiiiiiiiiiieieee e 6
1. Incidence des glioDIASTOMES ..........c.coviiiiiiiii e 8
2. TIAITEMEINES «.eeeteiie ettt et e st e e e s e saeeseeereesbeesteaneesreeseaneenneeneeas 8
3. Glioblastome et résistance au traitemMeNnt ............cooveeieieiinicseee e 10
C.  Projet d’étude et contexte de recherche..........cooviiiiiiiiiiiii e 14
[l.  Etude expérimentale : impact d’un mélange de pesticides sur ’agressivité des glioblastomes et
12 CIMIOTESISTANCE ... ettt ettt bt bbbt e s et et et et e et e nbeerennes 15
A, MatEriels et MEINOUES. ........cviieieieee et sre e ens 17
1. PESTICIARS ...ttt ettt bbbttt ettt bbb reenes 17
2. Culture cellulaire et tralteMENT ..........ooviriiiie e e 18
3. Etude de I'expression des protéines par Western-blot..............ccovvvvvivesreceseeessenennes 23
4. Analyse du métabolisme par technique SEaNorse®...........coovveeveeeveeeeeeeie e, 24
5. Analyse du CYCle CRIIUIAITE ..........cviiieie e 26
6. Dosage de la chemokine CCL5 dans le MC de MSC et CAF, exposés ou non aux
pesticides, Par teSE ELISA ... e 26
7. Test de CIONOQENICITE ..........oooieiiecce et 27
8. ANAIYSE STALISTIGUE ...ttt se bbbt r e 27
B. RESUITALS ...ttt et b et et e bt re e s et et e b sbenbeebeareenean 28
1. Impact des pesticides sur les cellules stromales et induction des CAF .........c.ccccoeeneeee. 28
2. Impact de la co-culture CAF (+/- pesticides)-cellules tumorales gliales......................... 31
3. Impact du milieu conditionné de CAF pré-exposés aux pesticides sur les cellules
TUMOTAIES GHIAIES ... bbb bbb 38
4. Impact direct des pesticides sur les cellules tumorales gliales ... 41
C. D oW 5] o] o OSSPSR 42
I1l.  Etudes cliniques : impact d’une exposition professionnelle aux pesticides sur I’agressivité et
12 FEPONSE AUX trAITEMENTS ... .c.eiiiiiiiecie ettt et e e te e be e esreesbeebesneesreeneeas 48
A, MatErielS et MEINOUES..........ceiieieieee et neenes 48
1. Format de 1’étude, base de données et autoriSAtIONS..........cccvvvveeeiiirieeeeiiiiieeeesiireeesannneeens 48
2. POPUIALION ... et e et e e be e s b e e be e s raeere e 49
3. CritereS e JUGEMENT .......oiuiiiiii ettt st b et saesbesbeaneene e 49



B.

C.

V.

4. SHALISTIQUES ..ttt ettt et e b e b e bt et e et r b nneens 49

RESUITALS ...ttt et b bbbttt et bbb b e b ene s 50
1. Composition des deux populations EtUIEES...........ccvrerririieieere e 50
2. Analyse de I’impact de 1’exposition professionnelle aux pesticides, (du sexe, de 1’age et
du traitement) sur la survie globale et la survie sans rechute des patients.............ccccceeevevieennene. 55

D oW 5] o] OSSPSR 59

CONCIUSION QENETAIE ...ttt e s be e e re e aeenaenneenns 64



. Introduction

A. Pesticides : utilisation, exposition et impact sur la santé

Le terme « pesticide », dérivant des mots latin « pestis » (fléau) et « caedere » (tuer), désigne toute
substance ou préparation utilisée pour prévenir, contréler ou éliminer des organismes jugés
indésirables, qu’ils s’agissent de plantes, d’animaux, ou de champignons. Les pesticides peuvent étre
classés selon leur cible ou encore selon leur composition chimique. Selon leur cible, 3 grands groupes
de pesticides se distinguent :

- les herbicides, luttant contre les plantes adventices par perturbation de la photosynthese,
par inhibition de la synthése des acides aminés, des lipides... ;

- lesinsecticides, luttant contre les insectes nuisibles par une action neurotoxique, ou encore
par inhibition de la respiration cellulaire ou de la mise en place de la cuticule ;

- les fongicides, luttant contre les champignons pathogenes par inhibition de la respiration
cellulaire, par perturbation du métabolisme des glucides, de la synthése protéique, de la
division cellulaire...

Facteurs importants du développement de la production agricole dans les années 1950, les pesticides
constituent aujourd’hui, I’'une des préoccupations environnementales a 1’échelle planétaire. Leur
utilisation remonte pourtant a 1’Antiquité. En effet, VIII siecles avant Jésus-Christ (JC), Homere
faisait déja référence a I’emploi du soufre comme agent de fumigation dans son ceuvre « 1’Odyssée ».
Au I*" siécle aprés JC, Pline I’ancien, naturaliste romain, recommande 1’usage de 1’arsenic comme
insecticide. Toutefois, c’est au cours du XXM siécle que I’utilisation des pesticides connut un
veritable essor avec la naissance de la chimie organique. Ainsi, au cours des années 1900 sont
apparus, entre autres, les organochlorés, les organophosphorés, les carbamates... Les organochlorés,
avec notamment le DDT (Dichlorodiphényltrichloroéthane), ont été massivement utilisés dans les
annees 1940, notamment, pour lutter contre les poux, le typhus ou encore le paludisme. Mais, en
raison, entre autres, de leur longue rémanence dans I’environnement, la plupart de ces composés ont
été interdits dans les années 1970. Ils ont alors été remplacés par les organophosphorés, intéressants
de par leur faible persistance dans I’environnement. Mais, ces derniers présentent toutefois une réelle
toxicité pour les vertébrés. Les organophosphores sont des inhibiteurs, notamment, de
I’acétylcholinestérase, enzyme dégradant 1’acétylcholine en choline inactive et en acétate. De cette
inhibition résulte une accumulation en acétylcholine au niveau des systémes nerveux central et
périphérique, accumulation responsable d’une hyperstimulation des récepteurs nicotiniques et
muscariniques provoguant notamment une bronchoconstriction pouvant entrainer la mort par
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asphyxie. Ainsi, par exemple, I’un des premiers organophosphorés synthétise est le tabun, un gaz de
combat produit par les allemands lors de la seconde guerre mondiale mais non utilisé au cours de ce

conflit.

1. Utilisation des pesticides

Lutter contre les plantes adventices, lutter contre les champignons, les insectes et parasites s’attaquant
aux cultures mais aussi désinfecter I’eau potable, protéger les bétails des infections, lutter contre les
parasitoses humaines, les poux... : I'utilisation des pesticides est multiple. Selon leurs usages, ces
produits relevent de quatre réglementations européennes :

- les produits phytosanitaires utilisés essentiellement en milieu agricole, mais aussi pour
I’entretien des espaces verts, des voiries et des jardins de particuliers. Ils visent a protéger
les végétaux contre tous les organismes nuisibles ;

- les biocides regroupant les désinfectants, les produits de protection (du bois notamment),
les produits antiparasitaires et les autres produits biocides tels que les produits utilisés pour
I’embaumement et la taxidermie ;

- les médicaments vétérinaires regroupant les médicaments utilisés pour lutter contre les
parasites des animaux d’élevage et de compagnie ;

- les médicaments a usage humain regroupant les médicaments utilisés en dermatologie, en

infectiologie ou en parasitologie pour lutter contre les parasitoses humaines.

La grande majorité des pesticides utilisés sont des produits phytosanitaires et le principal utilisateur
est le milieu agricole. Par exemple, en 2008, en France, environ 90% des pesticides vendus, 1’ont été
pour des usages agricoles (Gatignol et al., 2010).

De maniére globale, la consommation de pesticides a doublé tous les 10 ans entre 1945 et 1985
(Bonnefoy, 2012) pour atteindre un pic de consommation en 1999 ou 120 000 tonnes de pesticides
ont été vendues en France (UIPP 2016). Depuis les années 2000, les quantités vendues ont tendance
a décroitre et a se stabiliser aux alentours de 60 000 tonnes depuis 2010. Cette diminution puis
stagnation s’expliquent notamment par 1’utilisation de molécules plus efficaces mais aussi par une
prise de conscience de la dangerosité de ces produits, notamment via la diffusion de documentaires

tels que « La mort est dans le pré » (Guéret, 2012).



2. Exposition aux pesticides

De par leurs usages multiples depuis des décennies, leur rémanence, les pesticides sont aujourd’hui
présents dans tous les milieux de I’environnement : dans le sol, 1’air, les eaux de surface et
souterraines, mais aussi dans les fluides biologiques humains. Deux types d’expositions humaines se
distinguent : 1’exposition professionnelle et [’exposition environnementale. L’exposition
professionnelle est discontinue mais prolongée et parfois de haute intensité. Bien que les agriculteurs
soient les plus concernés par cette exposition, il convient d’y associer, les personnes en charge ou
ayant étaient en charge de I’entretien des voiries, des voies ferrées, des terrains de sports et de loisirs,
des espaces communaux ; les jardiniers ; les paysagistes ; les professionnels intervenant dans la
désinsectisation des locaux, dans 1’hygiéne publique, dans les soins vétérinaires, dans le traitement
des bois et la manipulation des bois traités, ou encore dans la production de pesticides. Toutefois, ces
derniéres années, de nombreuses lois tendent a restreindre 1’utilisation des pesticides. En effet, la loi
Labbé en 2014, modifiée par la loi sur la transition écologique votée en 2015, interdit, a partir du 1°
janvier 2017, I'utilisation de produits phytosanitaires pour I’entretien des espaces verts, foréts,
promenades et voiries accessibles ou ouverts aux publics. Malgré ces réglementations récentes, les
personnes concernées par 1’exposition professionnelle aux pesticides sont ou ont été nombreuses. Les
principales étapes d’exposition sont la préparation des mélanges, leur épandage et le nettoyage des
cuves. A ces 3 principales étapes d’exposition, il faut ajouter celle survenant lors des taches de ré-
entrées, c’est a dire I’exposition survenant au cours des taches reéalisées au contact des cultures
préalablement traitées (taille, récolte,...).

L’exposition environnementale est, quant a elle, de plus faible intensité mais chronique. Elle est le
résultat de la contamination de I’ensemble de I’environnement par 1’utilisation professionnelle ou non
des pesticides. Bien que des lois récentes (lois Labbé et de la transition écologique) tentent de limiter
cette utilisation non professionnelle en interdisant la vente et la détention de produits phytosanitaires
aux particuliers au 1° janvier 2019, 1’'un des problemes majeurs aujourd’hui, est le passage des
pesticides ou de leurs résidus dans la chaine alimentaire exposant la population mondiale. En Europe,
presque 90% des aliments sont contaminés par au moins un pesticide et pres de 3% sont contamines
par un taux supérieur aux réglementations (EFSA, 2017). Bien que cette contamination pour chaque
pesticide pris individuellement soit faible et réglementée, les aliments ne sont pas contaminés par un
mais par un cocktail de pesticides. Les individus ne sont donc pas exposes a un seul ou a une seule
famille de pesticides mais a un mélange de substances. En effet, en France, ces dernieres années, le
pourcentage d’aliments poly-contaminés a doublé : il est passé de 15% en 1997 a 38% en 2016
(DGCCREF, 2018). Majoritairement pour chaque pesticide, les individus sont exposés a une dose

faible, largement inférieure a la dose journaliéere admissible (DJA ou ADI «acceptable daily
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intake ») : quantité estimée d'une substance préesente dans les aliments ou dans I'eau potable pouvant
étre consommée durant toute une vie sans présenter de risque appréciable pour la santé. Mais, les
effets de cette poly-exposition chronique par de faibles doses de pesticides sont encore, a ce jour, peu
connus. Cette exposition multiple et complexe pourrait mener a des effets additifs ou synergiques
(Orton et al., 2014) c’est-a-dire qu’un ou plusieurs pesticides pourraient augmenter fortement les
effets d’un autre. A cette contamination alimentaire s’ajoute la contamination de 1’air intérieur et

extérieur, ou encore des eaux distribuées.

3. Mesure de I’exposition aux pesticides

La connaissance des expositions est un élément clef en épidémiologie environnementale et
professionnelle. En effet, les études cas-témoins visent a comparer 1’exposition des sujets malades a
celles des sujets non malades ; les études de cohorte visent a comparer la fréquence de la maladie des
sujets exposés a celle des sujets non exposes. Dans ces deux cas, la validité des résultats dépend donc
de la capacité a définir correctement 1’exposition des sujets. L’objectif d’une étude d’exposition est
d’identifier, avec le plus de précision possible, les produits en cause et de quantifier, dans la mesure
du possible cette exposition par une estimation de l’intensité, de la durée et de la fréquence
d’exposition.

Il existe deux types d’estimation de 1’exposition aux pesticides : une méthode directe par analyse
d’échantillons (prélevements biologiques, mesures dans I’environnement...) et une méthode
d’analyse indirecte faisant recours a des questionnaires, des matrices emploi-expositions...

La plupart des analyses d’exposition par méthode directe se font a partir du sang ou des urines. Une
connaissance de la pharmacocinétique des pesticides et de leurs métabolites est donc nécessaire. Cette
méthode nécessite également de disposer de techniques de dosages appropriées. De plus, la majorité
des pesticides utilisés aujourd’hui ont une demi-vie relativement courte (quelques jours) obligeant la
réalisation des dosages peu de temps aprés 1’exposition et restreignant donc 1’étude aux expositions
récentes ou chroniques. Pour pallier a cette limite, ces dernieres années, les cheveux, matrice
couramment utilisée en toxicologie et médecine légale de par leur capacité a archiver de longues
périodes d’exposition, présentent un intérét croissant (Béranger et al., 2018). Cette capacité a archiver
de longues périodes d’exposition dépend toutefois de la longueur des cheveux : en supposant une
pousse de cheveux de 1 cm par mois, un cheveu de 3 cm permettra alors d’estimer 1’exposition des 3
derniers mois. Bien que présentant un intérét supérieur au sang et aux urines, les cheveux ne
permettent toutefois pas d’estimer I’exposition totale. Or, pour des études s’intéressant a des
pathologies a temps de latence long comme les cancers, il est capital de prendre en compte I’ensemble

des expositions survenues au cours de la vie. Pour cela, I’estimation de 1’exposition par des méthodes
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indirectes est intéressante. En effet, les méthodes indirectes via des questionnaires, des systemes
d’informations géographiques, des matrices emploi-exposition tentent de reconstituer 1’historique de

I’exposition aux pesticides.

4, Pesticides et cancers

Depuis longtemps, la contribution de I’environnement dans la survenue de cancer est suspectée : dés
la fin du XVIII*™ siécle une association est établie entre la survenue de cancer du scrotum et
I’exposition professionnelle a la suie.

Les pesticides, en luttant contre les ravageurs nuisibles, ont limité les pertes agricoles, permettant
ainsi d’augmenter considérablement les rendements agricoles, ces derniers ayant plus que doublé au
cours de ces dernieres décennies (Expertise collective Inserm, 2013). En outre, bien que les pesticides
soient congus pour tuer des organismes nuisibles, il est important de préciser qu’ils ne sont pas pour
autant dénuer de toxicité vis-a-vis des autres especes. Ainsi, en 1962, la biologiste américaine, Rachel
Carson, denonca pour la premiére fois la toxicité écologique et sanitaire des pesticides dans son
ouvrage « Le Printemps Silencieux » (Carson, 1962). Ce livre, a I'impact retentissant, contribua
notamment a la naissance des mouvements écologistes et a I’interdiction du DDT aux Etats-Unis dans
les années 1970. Suivirent de nombreuses études épidémiologiques qui mirent en évidence une
augmentation de I’incidence de certains cancers (lymphomes, leucémies, myélomes, cancers de la
prostate, du testicule, mélanomes et tumeurs cérébrales) chez les agriculteurs, population d’individus
normalement reconnue pour son mode de vie sain. Les agriculteurs étant les individus les plus exposés
aux pesticides, dés lors, un lien a été établi entre I’utilisation de pesticides et la survenue de cancers.
Ainsi, aujourd’hui, de nombreux pesticides sont classés comme agents cancérigénes probables
(groupe 2A) ou possibles (groupe 2B) par le Centre International de Recherche sur le Cancer. Les
mécanismes d’action des pesticides en cancérogenése peuvent étre multiples : altération du matériel
génétique, déséquilibre des processus de survie et de mort cellulaire, liaison a des récepteurs
nucléaires ou hormonaux, bioactivation métabolique ou encore génération de stress oxydant
(Expertise collective Inserm, 2013). Récemment, Sylvain Lamure, hématologue au CHU de
Montpellier et Pascale Fabro Peray, médecin de santé publique au CHU de Nimes, ont montré que
I’exposition professionnelle agricole aux pesticides pourrait étre un facteur de mauvais pronostic en
terme de réponse au traitement, de survie sans maladie active et de survie globale dans le lymphome
B diffus a grande cellule. En effet, le taux de non réponse compléte au traitement est de 22.4 % pour
les patients exposés aux pesticides alors qu’il est de 11.3 % pour les patients non exposés (p=0.007),
70 % des patients exposés sont vivants sans rechute a 2 ans, contre 82 % pour les non exposés

(p=0.0088) et 81 % des patients agriculteurs exposés sont vivants a 2 ans contre 92 % pour le reste
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de la population (p=0.005) (Lamure et al., 2017). Enfin, également dans la population agricole, les
études ¢épidémiologiques ont mis en cause l’utilisation au long cours de pesticides dans
I’augmentation de la survenue de tumeurs cérébrales : lors d’une étude cas-témoins réalisée dans le
sud-ouest de la France entre 1999 et 2001, Provost et al., constaterent une augmentation significative
du développement de tumeurs cérébrales (OR=2.16, IC 95 % = 1.10- 4.23) et de gliomes (OR=3.21,
IC 95 % = 1.13-9.11) chez les patients exposés aux pesticides (Provost et al.,2007). Une étude réalisée
dans le Midwest, aux Etats-Unis, entre 1995 et 1998, a quant-a elle montré que 1’absence de lavage
de mains (OR = 3.08, 95 % IC 95 % = 1.78-5.34) et de changement de vétements (OR = 2.84, IC 95
% = 1.04-7.78) aprés ’application de pesticides était associée a une augmentation de la survenue de

gliomes chez les résidents fermiers (Ruder et al., 2009).

B. Glioblastome : incidence, traitement

Les gliomes représentent 70 % des tumeurs cérébrales primitives. Ce sont des tumeurs du systeme
nerveux central (SNC) dérivant essentiellement de cellules gliales. Le systéme nerveux central est
constitué de I’encéphale et de la moelle épiniere ; elle-méme composée des neurones et de cellules
gliales. Ces cellules gliales, également appelées glie, assurent le soutient et la protection des cellules
nerveuses (Allen et al., 2009). On distingue la magroglie, composée d’astrocytes, d’oligodendrocytes
et de cellules épendymaires et la microglie constituée de macrophages (Figure 1).

lw\\‘-
Capillaire Neurones
Astrocyte Oligodendrocyte
Pieds AXones
périvasculaires myelinises
Cellule Myeline
épendymaire (coupe)
Liquide Microglie

cérébrospinal

Figure 1 : représentation schématique du SNC, inspirée de Kamur, 2014




En 2007, la classification des gliomes, selon I’OMS, repose sur le phénotype des cellules tumorales :

e les astrocytomes : partageant les caractéristiques morphologiques et immunohistochimiques

des astrocytes notamment caractérisés par un marquage GFAP (Glial Fibrillary Acidic

Protein) positif ;

e les oligodendrogliomes : partageant les caractéristiques des oligodendrocytes ;

e lesoligoastrocytomes ou tumeurs mixtes : partageant les caractéristiques des astrocytes et des

oligodendrocytes.

Cette classification repose également sur le grade de malignité : du grade I, le moins agressif, au grade

IV, le plus malin. Le grade est défini a partir de cinqg criteres : la densité cellulaire, les atypies

nucléaires, 1’activité mitotique, la prolifération endothéliocapillaire et la nécrose (Louis et al., 2007).

Le grade | correspond a des tumeurs bégnines, bien délimitées, a croissance lente ; le grade II,

¢galement a des tumeurs de croissance lente mais ayant une tendance a ’infiltration du tissu sain. Le

grade Il correspond quant-a lui a des tumeurs a croissance rapide avec un caractere infiltrant

important. Enfin, le grade IV correspond aux tumeurs caractérisées par une croissance rapide, une

nécrose et une infiltration importante du tissu sain. Les astrocytomes de grade 1V, les plus malins,

sont appelés glioblastomes (Tableau I).

Astrocytomes | Différenciation Densité Atypies Activité | Nécrose | Prolifération
cellulaire nucléaires mitotique vasculaire
Grade Il : Bien différencié | Modérée | Occasionnelles | Absente | Absente Absente
astrocytome
diffus
Grade Il : Plages Augmentée Présentes Présente | Absente Absente
astrocytome d’anaplasie
anaplasique focales ou
diffuses
Grade IV : Faible Elevée Marquées Marquée | Présente Présente
glioblastome

Tableau | : classification des astrocytomes selon ’OMS 2007, selon Louis et al., 2007

Cette classification présente toutefois certaines limites. En effet, elle manque de reproductibilité intra-

et inter-individuelle notamment du fait de I’hétérogénéité tumorale, de la non représentativité du
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prélevement, de la difficulté a distinguer les cellules tumorales du parenchyme sain, ou encore de

I’absence de biomarqueurs spécifiques permettant de reconnaitre le type précis des cellules tumorales.

En 2016, la nouvelle classification de I’OMS tient compte, en plus des criteres histologiques, de
criteres génotypiques (mutations d’IDH1/2 (Isocitrate Déshydrogénase 1/2), codélétion 1p/19q),

rendant ainsi cette classification moins subjective et plus précise.

1. Incidence des glioblastomes

Le glioblastome ou Glioblastome Multiforme (GBM) est la tumeur primaire cérébrale la plus
fréquente : elle représente 40% des tumeurs cérébrales. L’age moyen, au moment du diagnostic, est
de 61,9 ans (Zouaoui et al., 2012). Cette tumeur prédomine chez les hommes dans un rapport de 1,5
a1,8/1 selon les études (Baldi et al., 2010).

11 s’agit d’une tumeur plutot rare, son incidence étant de 3 cas pour 100 000 habitants en France. Mais
son pronostic est sombre : la moyenne de survie est de 15 mois une fois le diagnostic établi (Ostrom

et al., 2015). Ce pronostic critique atteste de I’inefficacité du traitement actuel.

2. Traitements

Le traitement actuel repose, lorsqu’elle est possible, sur une exérése chirurgicale. La qualité de
I’exérese est un facteur pronostic majeur. Elle doit étre la plus large possible de la tumeur sans
entrainer de déficit cognitif majeur. Plusieurs techniques permettent d’aider le chirurgien: la
neuronavigation, 1’échographie peropératoire, 1’écho neuronavigation, 1’imagerie par résonance
magnétique (IRM) peropératoire ou encore le guidage par fluorescence via 1’acide 5-amino-
lévulinique (Jacquesson et al., 2012). Afin d’apprécier la qualité de I’exérése, une IRM doit étre
réalisé dans les 72 h suivant I’intervention. L’exérése est compléte lorsqu’aucune prise de contraste
résiduelle n’est observée a I’IRM postopératoire (Carpentier, 2008). Elle est qualifiée de subtotale ou
partielle lorsque respectivement plus ou moins de 90 % de la masse tumorale ont été résequée.
Toutefois, il est important de préciser qu’en raison du caractere infiltrant des glioblastomes, cette
exérese ne peut étre totale. Lorsqu’une résection chirurgicale est impossible, notamment en raison de
I’état général du patient ou encore de la localisation tumorale, une simple biopsie sera réalisée afin
d’établir le diagnostic anatomopathologique.

En post-opératoire, le traitement standard est une association de radio- et chimiothérapie (Stupp et
al., 2005). La chimiothérapie usuellement utilisée est le témozolomide (TMZ), un agent alkylant
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empéchant la réplication de I’ADN. En fonction de I’dge et de 1’état du patient, le protocole
thérapeutique standard est le protocole Stupp associant de la radiothérapie (2 Gy/jours 5 j/7j pendant
6 semaines pour un total de 60 Gy) au témozolomide (75 mg/m? tous les jours pendant 6 semaines
puis 150 & 200 mg/m? pendant 5 jours toutes les 4 semaines a renouveler 6 fois). Bien que ce protocole
ait permis d’augmenter la survie moyenne des patients de 12,1 mois (traitement par radiothérapie
seule) a 14,6 mois (traitement par le protocole Stupp), il n’existe, a I’heure actuelle, aucun traitement
permettant la guérison définitive des patients atteints de glioblastome. En effet, a plus ou moins long
terme, le patient va présenter une récidive tumorale. Une progression tumorale correspond a une
augmentation supérieure ou égale a 25 % du produit des diamétres de la prise de contraste, a
I’apparition de nouvelles 1ésions ou a I’aggravation de 1’état neurologique du patient.

Concernant le traitement de ces récidives, il n’existe aucun consensus (Hundsberger et al., 2016).
Suivant I’age du patient, le délai entre 1’exéreése initiale et la survenue de la récidive, le volume et
I’envahissement tumoral, la dose d’irradiation déja délivrée, une reprise neurochirurgicale et/ou une
ré-irradiation peuvent étre proposées (Parck et al., 2013). La carmustine, la lomustine et la
fotemustine, appartenant a la famille des nitroso-urées, sont les agents alkylants disposant d’une
AMM (autorisation de mise sur le marché) de 2°™ ligne. La carmustine peut étre utilisée de maniére
locale : des implants biodégradables imprégnés de carmustine (Gliadel®) peuvent étre déposés dans
la cavité d'exérése. Ces implants possédent une AMM pour le traitement de 1°® (seul ou en association
avec le protocol Stupp) ou de 2°™ ligne lorsqu'une résection chirurgicale est réalisable (Brem et al.,
1995). Il est toutefois important de préciser que I’implantation de Gliadel® est un critére d’exclusion
de la majorité des essais cliniques testant de nouvelles molécules. La carmustine peut également étre
utilisée par voie intraveineuse (1V) : cure de 150 a 200 mg/m?2 toutes les 6 semaines sans dépasser la
dose cumulée de 1200 mg/m2 (ANOCEF, 2018). La lomustine (Belustine®), quant a elle, est utilisée
par voie orale (100 a 130 mg/m? toutes les 6 semaines) (Wick et al., 2010) et la fotemustine par voie
IV (100 mg/m2a J1, J7 et J14, repos thérapeutique de 4 a 5 semaines puis injection a la dose de 100
mg/m? toutes les 3 semaines). Le bévacizumab, anticorps monoclonal dirigé contre le Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF), facteur clef de la vasculogénése et de I’angiogénése, ne possede
pas d’AMM pour le traitement des tumeurs cérébrales. Toutefois, ¢c’est une molécule particulierement
utilisée dans le traitement des récidives. Elle est généralement utilisée en association, par exemple a
la lomustine ou a I’irinotécan, un inhibiteur de la topo-isomeérase I, enzyme contrélant la structure de
I’ADN (irinotécan 125 mg/m? tous les 15 jours et bévacizumab 10 mg/kg tous les 15 jours). Grace a
I’association bévacizumab-lomustine, le taux de survie globale a 9 mois est de 63 % alors qu’il est de
38 % pour le groupe bévacizumab seul et de 43 % pour le groupe lomustine seule (Taal et al., 2014).
De méme, cette association permet d’augmenter la survie sans progression de 3.22 mois

(bévacizumab seul) a 4.96 mois (p=0.08) (Weathers et al., 2016). L’association bévacizumab-
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irinotécan permet, quant-a elle, d’augmenter la survie sans progression a 6 mois de 38.8 %
(bévacizumab seul) & 48.3 % (p=0.046) (Zhang et al., 2012). Toutefois, le bévacizumab n’a jamais
obtenu d’AMM pour le traitement des récidives, en raison, notamment, du manque de preuve de
I’augmentation de la survie et de I’absence de comparaison avec une autre molécule.

Enfin, du fait de I’inexistence d’un traitement efficace a ce jour, de nombreux travaux de recherche
et de nombreuses études cliniques sont en cours. Par exemple, une étude de phase II de 1’Hopital
Avicenne-Bobigny vise a comparer le nivolumab au témozolomide, en association avec la
radiothérapie chez les sujets nouvellement diagnostiqués de glioblastome MGMT-méthylé
(MethylGuanine MethylTransferase) ; une étude de phase III de I’Hopital Pitié-Salpétriere vise a
étudier la sécurité et I’efficacité de I’ICT-107 (ImmunoCellular Therapeutics-107) chez les patients
nouvellement diagnostiqués de glioblastome aprés résection et chimioradiothérapie. L’ICT-107 est
une immunothérapie a base de cellules dendritiques autologues ciblant 6 antigénes différents associés
au glioblatome, notamment des biomarqueurs de cellules souches cancéreuses. Ainsi, I’ICT-107

surmonte les mécanismes d’échappement tumoral.

3. Glioblastome et résistance au traitement

Le glioblastome est connu pour étre une tumeur de trés mauvais pronostic puisque moins de 10% des
patients sont encore en vie 5 ans aprés le diagnostic. Ce pronostic atteste de 1’existence de plusieurs
mécanismes de résistance tels que 1’existence de gene codant pour des enzymes inactivant la
chimiothérapie, I’existence d’un microenvironnement favorable au développement tumoral, de

cellules échappant aux traitements telles que les cellules souches cancéreuses...

a- Meéthylation du promoteur de la MethylGuanine MethylTransferase (MGMT)

Le gene mgmt situé sur le chromosome 10 code pour une enzyme impliquée dans la réparation de
I’ADN : la O-méthyl-guanine-ADN-méthyltransférase (MGMT). En effet, cette enzyme inhibe
I’activité des agents alkylants tel que le TMZ en transférant sur elle-méme le groupement alkyle de
1I’Oe-methylguanine, groupement qui inhibait la réplication de I’ ADN.

La méthylation du promoteur de la MGMT entraine une inhibition de la transcription de ce gene et
donc un défaut de production de ’enzyme MGMT (Figure 2). Ainsi, une méthylation du promoteur
de la MGMT est un facteur de bon pronostic, d’une meilleure sensibilité au traitement par TMZ (Bell
etal., 2018).
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Figure 2 : représentation schématique du role du géne mgmt dans la résistance au traitement

b- Microenvironnement tumoral

Aux alentours des cellules tumorales, de nombreuses cellules avoisinantes interagissent entre elles
afin de former un microenvironnement tumoral (ME-T) favorable a la prolifération et a ’agressivité
des cellules tumorales. Parmi ces cellules du ME-T, les cellules souches mésenchymateuses (MSC)
jouent un réle clef (Whiteside, 2018). Les MSC sont des cellules multipotentes adultes capable
d’auto-renouvelement et de différenciation en ostéoblastes, en chondrocytes ou encore en adipocytes
(Pittenger et al., 1999). Elles peuvent provenir de la moelle osseuse, du tissu adipeux, du placenta ou
du cordon ombilical. Elles expriment les marqueurs de surface CD73, CD90 et CD105 et n’expriment
pas les marqueurs CD14, CD20, CD34 et CD45 (Dominici et al., 2006). Elles ont un tropisme pour
les cellules tumorales et les sites inflammatoires. Elles sont ainsi retrouvées dans le
microenvironnement de nombreux cancers dont celui du glioblastome (Birnbaum et al., 2007). Les
MSC jouent alors un réle crucial dans la progression et I’agressivité tumorale (Figure 3). En effet, il
existe un dialogue bidirectionnel entre les cellules tumorales et les MSC. Par exemple, les cellules
tumorales vont sécréter de I’IGF-1 (Insulin Like Growth Factor 1) (Makinoshima et al., 2009) ou du
LL-37 (Leucine-Leucine 37) entrainant le relargage par les MSC de CCL5 (C-C motif chemokine
ligand 5), connue pour favoriser les métastases du cancer du sein (Karnoub et al., 2007). Ce dialogue
bidirectionnel peut donc s’effectuer par I’intermédiaire de facteurs solubles mais aussi de vésicules
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extracellulaires telles que les exosomes (Whiteside, 2018). Les exosomes sont les plus petites
vésicules extracellulaires connues a 1’heure actuelle. Ils sont formés au sein des endosomes par
bourgeonnement interne de la membrane endosomique entrainant la formation de corps
multivésiculaires (MVE) contenant de nombreux exosomes. Ces MVE vont pouvoir fusionner avec
la membrane plasmique conduisant au relargage des exosomes dans le milieu extracellulaire. Ces
exosomes présentent de nombreux intéréts : étant synthétisés a I’intérieur de la cellule, ils ont le profil
génétique et moléculaire de leur cellule mére. Ils peuvent transporter des protéines, des acides
nucléiques, des enzymes, des facteurs solubles, ont une longue demi-vie et passent la barriere hémato-
encéphalique (BHE) (Abels et al., 2016). lls sont ainsi responsables d’une communication autocrine,
juxtacrine ou méme paracrine. Les exosomes, mais aussi les facteurs solubles secrétés par les cellules
tumorales, vont agir sur les MSC qu’ils vont transformer en MSC pro-tumorales appelées CAF
(Cancer-Associated Fibroblasts) (Borriello et al., 2017). Ces CAF ont acquis des fonctions pro-
tumorales. A leur tour, ils vont sécréter des exosomes agissant sur les cellules tumorales mais aussi
sur les autres cellules du ME-T telles que les cellules immunitaires, les cellules endothéliales
conduisant a une progression tumorale, une augmentation de 1’agressivité tumorale ou a une
résistance au traitement (Yang et al., 2015). En effet, il a été montré que les CAF jouent un role clef
dans la résistance au traitement. lls sécrétent fortement la chimiokine CXCL12 (C-X-C Motif
Chemokine Ligand 12) également appelée SDF-1 (Stromal cell-Derived Factor 1). CXCL12 est la
seule chimiokine pouvant se fixer au récepteur tumoral CXCR4 (Teicher et al., 2010). Cette fixation
entraine alors une augmentation de 1’expression des protéines anti-apoptotiques BCL-2 (B-cell
lymphoma 2) et BCL-XL (B-cell lymphoma-extra large). Ainsi, par exemple, 1'utilisation d’un
antagoniste de CXCR4 permet de rétablir la sensibilité a la gemcitabine des cellules cancéreuses
pancréatiques (Singh et al., 2010). De plus, en réponse a des facteurs solubles sécrétés par les cellules
tumorales, les CAF sécrétent a leur tour la chimiokine CCL2 (Chemokine Ligand 2) qui induit I’auto-
renouvelement des cellules souches cancéreuses par activation de la voie Notch (Tsuyada et al.,
2012).

c- Cellules souches cancéreuses

Les cellules souches cancéreuses (CSC) sont d’autres acteurs clefs de la structure tumorale. En effet,
ces cellules sont connues comme résistantes au traitement (notamment de par leur possibilité de
passage en quiescence et la surexpression de protéines inhibitrices de 1’apoptose) et comme étant
probablement a 1’origine des récidives tumorales. Elles ont été initialement mises en évidence par
Singh et al.. IIs ont montré qu’une population de cellules CD133" possédant des propriétés de cellules

souches in vitro, était capable d’initier des tumeurs in vivo. Ces tumeurs initiées étaient identiques a
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la tumeur initiale (Singh et al., 2004). Deux modéles tentent d’expliquer 1I’hétérogénéité tumorale : le
modéle stochastique et plus récemment le modéle hiérarchique. Selon ce dernier, seules les CSC sont
responsables de I’initiation, de la progression, de la récurrence tumorales (Dick, 2008) ainsi que de
la résistance au traitement (Catalano et al., 2011). L’identification de ces cellules est donc capitale
mais complexe. Le premier marqueur utilisé pour I’identification des CSC gliales est le marqueur de
surface CD133 (Singh et al., 2004), marqueur de surface des cellules souches nerveuses saines.
Toutefois, 1’identification des CSC ne peut reposer uniquement sur 1’expression de ce marqueur
puisque des cellules gliales CD133" sont capables d’initier un glioblastome chez des rats
immunodéprimés (Wang al al., 2007). D’autres marqueurs sont donc nécessaires. SOX2, OCT4,
NANOG et SALLA4, des facteurs de transcription impliqués dans la maintenance des cellules souches,

sont d’autres marqueurs caractéristiques des CSC (Yi et al., 2016).
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Figure 3 : role des MSC dans le microenvironnement tumoral — inspirée de Whiteside, 2018

Les MSC et CAF jouent donc un role clef au sein du ME-T et notamment dans 1’échappement
thérapeutique du glioblastome (Figure 3). Tout élément capable de modifier 1’activité, le métabolisme
des MSC ou des CAF, parait susceptible de moduler I’impact de ces acteurs du ME-T sur le tissu

tumoral et donc la réponse au traitement.
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C. Projet d’étude et contexte de recherche

Cette thése est le résultat de deux études : une étude fondamentale réalisée au sein de 1’équipe 9,

« Apoptose et progression tumorale », du Centre de Recherche en Cancérologie et Immunologie
Nantes-Angers (CRCINA) et une étude clinique rétrospective, réalisée gréace a la banque de données
BCB-G (Base de données Clinico-biologiques de Glioblastomes), base clinico-biologique nationale
regroupant 29 centres et ayant pour coordinateur le Pr Philippe Menei.

La premicre partie de ce travail est une étude fondamentale étudiant I’impact d’un mélange de 7
pesticides (pesticides figurant, au début de ce projet, parmi les plus présents dans 1’alimentation des
européens (4 de ces 7 pesticides étant aujourd’hui retirés du marché)) sur les MSC du
microenvironnement tumoral. Plus précisément, il s’agit d’étudier I'impact éventuel de la
modification de la niche par ces pesticides (utilisés aux doses nutritionnelles ADI (Acceptable daily
Intake), doses considérées comme sans effet chez ”’homme) sur 1’agressivité tumorale et la résistance
au traitement. De facon plus ciblée, ce travail étudie I’impact des pesticides sur I’interaction CAF-
cellules gliales cancéreuses.

La deuxieme partie de cette thése est une ¢étude clinique étudiant 1’impact d’une exposition
professionnelle aux pesticides sur 1’agressivité et la réponse au traitement des glioblastomes. Plus
exactement, il s’agit de comparer la survie globale, la survie sans progression et 1’age au diagnostic
des patients professionnellement exposés aux pesticides a ceux n’ayant pas déclaré y avoir été

eXPOSEs.
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Il. Etude expérimentale : impact d’un mélange
de pesticides sur I’agressivité des glioblastomes
et la chimioreésistance

L’équipe 9 du CRCINA possede une expertise dans I’étude du ME-T du glioblastome. Oliver et al
ont notamment montré que les MSC favorisaient la croissance in vitro du gliome par transfert de
mitochondries. Cette équipe posséde également une expertise dans 1’étude de la résistance au
traitement chimiothérapeutique au témozolomide (Gratas et al., 2014). Depuis quelques années, elle
s’intéresse a I’impact d’un mélange de 7 pesticides, figurant ou ayant figuré, parmi les plus présents
dans I’alimentation des européens (extrapolation in vitro des doses nutritionnelles ADI) sur les MSC
du ME-T. Ainsi les projets StemPest (Pesticides and Stem cells) et PesCA (Pesticides and Cell Aging)
ont montré que les pesticides, a ces doses, aprés 21 jours, induisent une sénescence spécifique des
MSC, des modifications métaboliques et une réorientation de la différenciation vers la production
d’adipocytes (Hochane et al., 2017). La comparaison de ces cellules exposées avec celles d’un sujet
agé, ou celles issues de multiples passages a montré que ces expositions aux pesticides a des doses
non cytotoxiques, induisent une altération de marqueurs métaboliques et une modification des
propriétés immunomodulatrices comparables a celles observées au cours du vieillissement (Leveque
et al., 2019). Enfin, la modification du sécrétome des MSC, constatée par analyse RNAseq et
confirmée par qPCR (Figure 4), laisse penser que I’interaction MSC-cellules tumorales serait
modifiée. En effet, I’augmentation de la sécrétion d’IL-6 (Interleukine-6) est connue pour générer un
microenvironnement inflammatoire favorisant la survie, la croissance des cellules souches gliales et
contribuant a la malignité (Wang et al., 2009). La surexpression de la prolactine et de la leptine sont
connues pour favoriser I’invasion des gliomes (Alkharusi et al., 2016) (Han et al., 2014), celle d’IGF-
1 pour réguler la radioprotection adaptative dans les cellules souches de gliome (Osuka et al., 2013).
L’amplification de la voie COX-2/PGE; (Cyclooxygénase 2/Prostaglandine E>) est, quant a elle,
connue pour favoriser la capacité d'autorenouvellement des CSC dans les gliomes et la résistance au
rayonnement (Cook et al., 2016). Enfin, le relargage constatée de CCL2 (Chemikone Ligand 2) est
connue pour induire 1’auto-renouvélement des CSC (Tsuyada et al., 2012).
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Figure 4 : modification du sécrétome des MCS exposées aux pesticides (Leveque et al., 2019)

a- Up regulation de génes, par analyse RNAseq, dans les MSC apreés 21 jours d’exposition aux pesticides a la dose ADI
b- Confirmation du RNAseq par gPCR c- teneur en CCL2 (quantifiée par Elisa) du sécrétome de MSC pré-exposés aux
pesticides (aux doses %ADI, ADI et 3ADI) par rapport a celle du sécrétome MSC non exposés (* = p<0,05, ** = p<0,01)
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La premiére partie de ce travail de thése vise a étudier I’impact de ce mélange de 7 pesticides sur les
MSC ou CAF du ME-T, plus précisément 1’impact sur la relation MSC/CAF-cellules tumorales. Pour
cela, I’'impact par contact direct (co-culture) et par contact indirect (via leur sécrétome) des CAF pré-
exposés aux pesticides sur la survie, I’agressivité, le métabolisme et la réponse au traitement de

cultures primaires de cellules gliales tumorales humaines a été évalué.

A. Matériels et méthodes

Tous les milieux utilisés pour la culture cellulaire proviennent de Life Technologies (UK), les facteurs
de croissance, de PeproTech (USA) et le Témozolomide, d’Interchim (France). Tous les produits
chimiques, dont les pesticides, proviennent, sauf précision, de Sigma Aldrich (Saint Louis, MO,
USA).

1. Pesticides

A partir des données de I’EFSA (Autorité Européenne de Sécurité des Aliments), au début du premier
projet sur ce theme, 7 pesticides figurant parmi les plus forts contaminants de I’alimentation des
européens (EFSA, 2010) ont été identifiés : le chlorpyrifos-éthyle, le diméthoate, le diazinon,
I’iprodion, 1’imazalil, le maneb et le mancozeb.

Un mélange de ces 7 composes a été réalisé (Tableau I1). Chacun a été utilisé a une dose correspondant
a I’extrapolation in vitro de sa dose journaliére admissible (DJA ou ADI).

L’ADI, exprimée en mg/kg/jour est fixée par la commission européenne (European Commission,
2016). Elle correspond a la quantité estimée d'une substance, présente dans les aliments ou dans I'eau
potable, qui peut étre consommée durant une vie sans présenter de risque appréciable pour la santé.
Supposant une absorption totale chez un individu de 60 kg avec un volume sanguin de 5 L, la
concentration plasmatique en umol/L a ainsi €té extrapolée pour chaque pesticide. Les pesticides ont
été dissous dans du dimethylsufoxide (DMSO), la teneur finale en DMSO dans le milieu était
inférieure a 0.1%, concentration sans effet sur les cultures. Les MSC ont été exposées au mélange de
pesticides pendant 21 jours et le milieu a été changé tous les 2-3 jours. Les MSC ne recevant pas de
pesticides ont été cultivées en milieu de culture additionné d’une quantité équivalente de DMSO.
Afin d’étudier I’impact d’une exposition directe des cellules tumorales aux pesticides, deux autres
doses ont été utilisées : la dose %ADI et la dose 3ADI. La dose %ADI correspond a la teneur en
pesticides que I’on retrouve dans 1’alimentation (EFSA, 2013). La dose 3ADI correspond, comme

son nom I’indique, a 3 fois la dose ADI.
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Pesticides ADI ADI en mg/L Masse ADI Exposition | %ADI
(mg/kg) pour un moléculaire | (umol/L) | population | (umol/L)
individu de 60 (9/mol) (% ADI)
kg et un volume
sanguinde 5 L
Chlorpyrifos- | 0,01 0,12 350,59 0,3 3.30 0.01
éthyle
Diméthoate | 0,001 0,012 229,26 0,1 24.67 0.01
Diazinon 0,0002 0,0024 304,35 0,01 36.67 0.003
Iprodione 0,06 0,72 330,17 2,2 0.47 0.01
Imazalil 0,025 0,3 297,18 1,0 6.87 0.07
Maneb 0,05 0,6 265,3 2,3 32.07 0.73
Mancozeb 0,05 0,6 266,51 2,3 32.07 0.72

Tableau Il : concentrations des pesticides utilisés dans le mélange

2. Culture cellulaire et traitement

a- Cellules utilisées

Les MSC ont été fournies par la CHRU de Tours. Elles proviennent de dons de moelle osseuse de
donneurs jeunes (25-35 ans). Les consentements oraux des patients ont été obtenus. Elles ont été
cultivées dans du milieu MEM (Alpha-Minimum Essential Medium) supplémenté par 20% de sérum
de veau feetal (SVF), 1% de glutamax, alternative a la glutamine contenant 200 mM de dipeptide L-
alanyl-L-glutamine dans une solution a 0,85% NaCl, du FGF (Fibroblast Growth Factor) (1,5 ng/mL)
et une solution de pénicilline/streptomycine (aux concentrations respectives de 100 U/mL et 100
ug/mL). Le milieu a été changé tous les 2-3 jours. Les MSC ont été utilisées au maximum jusqu’au
6°™Me passage.

Les primocultures de GBM sont issues d’exéréses tumorales réalisées au CHU de Nantes. La
primoculture utilisée, COXCa, est constituée de cellules semi-adhérentes de sous-type pro-neural.
Elle a été cultivée dans du milieu défini sans serum afin de conserver I’hétérogénéité tumorale, en
particulier, les cellules souches cancereuses. Ce milieu défini est le milieu DMEM/F-12 supplémenté
par 40 ng/mL de FGF, 40 ng/mL d’EGF, 2 pg/mL d’héparine, du supplément N2 1x, du supplément
B27 1x, 100 U/mL de pénicilline et 100 pg/mL de streptomycine. 70% du milieu a été changé tous
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les 2-3 jours.

Les cellules ont été cultivées a 37°C sous 5% de CO. en atmosphére humide.

b- Obtention du milieu conditionné de 48h de COXCa

Les cellules tumorales ont été ensemencées dans des boites de pétri Falcon de 100 mm a une densité
de 500 000 cellules par flasque dans 10 mL de milieu défini. Lorsque les cellules COXCa étaient a
90% de confluence, la totalité du surnageant était récupérée, centrifugée 5 min a 2000 rpm (rotation
par minute) pour éliminer les cellules en suspension, aliquotée et congelée a -80°C : obtention du
milieu conditionné (MC) de 48h de COXCa.

c- Exposition des MSC/CAF au mélange de pesticides et co-culture

Les MSC ont été cultivées dans des flacons Falcon de 75 mm? a une densité de 150 000 cellules par
flasque dans 10 mL de milieu MEM. Apres 24h, les cellules ont été exposees (MSC ADI) ou non
(MSC) au mélange de pesticides pendant 21 jours.

A J19, pour 48h, les MSC ont été cultivées en milieu défini sans sérum. Parallelement, a J19 certaines
flasques de MSC ont été cultivées pour 48h en présence de 30% de milieu conditionné de
primoculture gliale afin de transformer les MSC en CAF spécifiques de cette primoculture.

AJ21, les MSC ou CAF +/- ADI ont été quantifiés et soit co-cultivés avec des cellules tumorales soit
maintenus dans du milieu défini. La co-culture cellules stromales-cellules tumorales a été réalisée
dans un rapport 1 : 4 (4 fois plus de cellules tumorales) pendant 6 jours dans 10 mL de milieu défini.
En parallele, des MSC et CAF +/-ADI ont été cultivés dans du milieu défini de J22 a J27 afin de
recueillir du MC dépourvu de sérum et de pesticide. A J24 et J26, le milieu des MSC et CAF +/-ADI
a été récupéré, centrifugé 5 min a 2000 rpm, aliquoté et congelé a -80°C : obtention de milieu
conditionné (MC) de MSC et CAF +/-ADI de 72 et 48h (Figure 5).
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Figure 5 : protocole de co-culture et obtention des milieux conditionnés MC MSC, MC CAF, MC
MSC ADI, MC CAF ADI

d- Analyse des marqueurs de surface des MSC et CAF par FACS

Au terme des 21 jours de culture des MSC ou CAF en présence ou non de pesticides, les cellules ont
éteé récupérées par action de 1’accutase, quantifiées par comptage au Bleu Trypan et ensemenceées dans
une plaque 96 puits. L’analyse de I’expression des marqueurs CD73, CD90, CD105, CD14, CD20,
CD34 et CD45 a été réalisée par FACS grace au kit MSC Phenotyping kit (Miltenyi Biotec). Pour
chaque condition, deux marquages ont été réalisés : 100 000 cellules ont été marquées par le MSC
Phenotyping Cocktail (CD73-APC, CD90-FITC, CD105-PE, CD14-PerCP, CD20-PerCP, CD34-
PerCP et CD45-PerCP dilués au 15°™ dans du PSB BSA 1%) et 100 000 par 1’Isotype Control
Cocktail (IgG1-FITC, IgG1-PE, IgG1-APC, IgG1-PerCP, IgG2a-PerCP dilués au 15°™ dans du PBS
BSA 1%). La plaque a été centrifugée 1 min a 700 rcf (force centrifuge relative), le surnageant a été
jeté et les cellules ont été reprises par 100 uL. de MSC Phenotyping Cocktail ou d’Isotype Control
Cocktail. La plaque a alors été incubée 1 h, sur glace, a 1’abri de la lumiére. Puis la plaque a été

centrifugée 1 min a 700 rcf, le surnageant a été jeté et les culots ont été repris par 100 pL de PBS
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BSA 1%.

L’étude du marquage de CD10 a été effectuee grace au fluorochrome BV421 : 100 000 cellules ont
été incubées avec 100 pL d’anticorps anti CD10-BV421 (dilué au 100°™ dans du PBS BSA 1%) et
100 000 avec I’isotype contrdle.

La lecture a été effectuée par cytométrie en flux a 1’aide d’un analyseur FACS Canto (BD Biosciences,

France). Les analyses ont éte realisées grace au logiciel FlowLogic (Miltenyi).

e- Analyse de la résistance des cellules gliales cancéreuses (co-cultivées avec des MSC

ou CAF +/-ADI) au traitement par témozolomide

Lors des 6 jours de co-culture MSC ou CAF +/- ADI - cellules tumorales gliales, certaines flasques
ont été exposées a deux concentrations de TMZ : 200 uM et 400 uM. Les flasques contrbles ont été
exposeées a un volume correspondant de DMSO. A la fin des 6 jours de culture, les cellules tumorales
ont été décollées des boites avec de I’accutase. Leur prolifération et leur viabilité ont été analysées

par comptage au Bleu Trypan.

f- Impact des milieux conditionnés de MSC ou CAF +/-ADI sur les primocultures de

glioblastome humain

Les cellules tumorales ont été ensemencées dans des boites de pétri Falcon de 100 mm a une densité
de 500 000 cellules par boite dans 10 mL de milieu défini. Apres 24h de prolifération, le milieu a été
changé, et remplacé par 7 mL de milieu défini associé a 3 mL de milieu conditionné de MSC ou CAF

+/- ADI pour trois jours de culture (Figure 6).
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3 jours en milieu défini sans sérum sans pesticides
P

€

(30% MC + 70% milieu défini)

COXCa
500 000 cellules

Figure 6 : démarche expérimentale — exposition d’une primoculture gliale aux MC de MSC, CAF
+/-ADI

g- Exposition directe de la primoculture gliale au mélange de pesticides

Les cellules tumorales ont été ensemencées dans des boites de pétri Falcon de 100 mm a une densité
de 200 000 cellules par boite dans 10 mL de milieu défini. Aprés 24h de prolifération, une boite n’a
pas été exposéee aux pesticides mais a recu le volume correspondant de DMSO (puits COXCa), une
boite a été exposee aux pesticides a la dose %ADI (puits COXCa %ADI) et une autre boite a la dose
3ADI (puits COXCa 3ADI). Ces cellules ont été cultivées pendant 21 jours.

h- Analyse de la résistance au traitement par témozolomide des cellules gliales
cancéreuses exposées directement aux pesticides par test au Prestoblue®

Au terme des 21 jours d’exposition aux pesticides, les cellules tumorales (COXCa, COXCa %ADI,
COXCa 3ADI) ont été récupérées par action de 1’accutase, centrifugées, comptées au Bleu Trypan et
réensemencées dans des plaques 96 puits Falcon. Le taux d’ensemencement par puits était adapté au
délai de culture : avoir suffisamment de cellules en fin de culture pour pouvoir réaliser le test au
Prestoblue ; ne pas atteindre le taux de confluence trop tét, confluence qui limiterait la multiplication
des cellules et donc biaiserait le résultat (Tableau I11). Dés le lendemain de 1’ensemencement, les
cellules étaient exposées a différentes concentrations de TMZ (0, 200 et 400 uM) pendant différents

délais (3 jours, 6 jours, 10 jours et 12 jours).
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Durée d’exposition au témozolomide 3 jours 6 jours | 10 jours | 12 jours
Nombre de cellules & ensemencer par puits 10 000 5000 2 000 1000
(100 pL)

Tableau Il : taux d’ensemencement cellulaire en fonction du temps d’exposition au témozolomide

70% de milieu a été changé tous les 2-3 jours. Pour de ne pas perdre les cellules mortes ou
sénescentes, la plaque était centrifugée (1 min - 700 rcf) avant le changement de milieu. Apres 3, 6,
10 ou 12 jours d’exposition au TMZ, le taux de prolifération des cellules a été détermine par test au
Prestoblue® (Invitrogen), un dosage colorimétrique : 10 pL du réactif Prestoblue® étaient ajoutés dans
chaque puits. La plaque était conservée 3 heures, a 37°C, en présence de CO> et a I’abri de la lumiére.

La lecture spectrophotométrigue était ensuite faite a 570 nm.

3. Etude de I'expression des protéines par Western-blot

Extraction des protéines :

Les cellules ont été récupérées par action de I’accutase, lavees avec du PBS (Phosphate Buffered
Saline) et centrifugées a 1000 rpm pendant 5 min. Les culots cellulaires ont été utilisés pour
I'extraction des protéines totales.

Les cellules ont été lysées dans du tampon RIPA (contenant 40 pg/mL d’une solution d’inhibiteur de
protéases) et par sonication (10 cycles 30s « on », 30s « off »), puis centrifugées (13 000 rpm, 15 min,
4 °C). Un dosage protéique colorimétrique a été effectué sur le surnageant, maintenu sur glace, grace
au kit BCA (Bicinchoninic Acid Kit) Protein Assay. La lecture spectrophotométrique s’est faite a 562
nm. La concentration en protéines a été déterminée grace a la réalisation d'une gamme étalon (0 a 20
ug/mL) d'albumine sérique bovine

Analyse de ’expression protéique :

Les protéines (50 pg) ont été mélangées a du tampon de charge, puis dénaturées 5 min a 95 °C.

Les protéines ont eté separées par électrophorese de zone en condition dénaturante (SDS-PAGE).
Pour cela, un gel de polyacrylamide a 12% ou 15% a été utilisé. La migration a été réalisée a 50 puis
100V dans du tampon de migration jusqu’a ce que le bleu de bromophénol, colorant du tampon de
charge, sorte du gel.

Les protéines ont ensuite été transférées sur une membrane de PVDF (polyvinylidéne difluoride).

Préalablement, cette membrane a été trempée successivement dans des bains de méthanol, d'eau et de
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tampon de transfert. Le gel de polyacrylamide a été également placé quelques minutes dans le tampon
de transfert avant d’étre mis au contact de la membrane. Le transfert s’est effectue durant 1h30 a 30V.
Une fois le transfert réalisé, la membrane a été incubée 1h30 sous agitation dans du tampon de blocage
(PBS 1X/Lait en poudre 5 %) afin de saturer les sites aspécifiques. La membrane a alors été incubée
une nuit a 4 °C avec 1’anticorps primaire (Tableau V) dilué dans du PBS 1X-Tween 0,1%/BSA 1%.
La membrane a ensuite été lavée 3 fois 15 minutes dans du tampon de lavage (PBS 1X/Tween 0,1 %)
afin d'éliminer I'exces d'anticorps primaire, puis incubée 1h a température ambiante en présence de
I’anticorps secondaire couplé a une peroxydase et dilué dans du PBS 1X-Tween 0,1%/BSA 1%. La
membrane a enfin été de nouveau lavée 3 fois 15 minutes dans le tampon de lavage (PBS 1X/Tween
0,1 %) afin d’éliminer I’excés d’anticorps secondaire. La révélation a été effectuée grace a I’utilisation
du systéme Luminata Forte (Millipore), substrat de la peroxydase, sur I’appareil Bio-Rad et grace au

logiciel Image Lab™.

Anticorps Hote Fournisseur Dilution Taille (kDa)
ACTINE Souris Millipore 1/10 000 42
BAX Lapin Pharmingen 1/1000 20
BCL-XL Lapin Novus 1/1000 30
NANOG Lapin Abcam 1/500 35
SALL 4 Souris Abcam 1/500 112
SOX 2 Lapin Active motif 1/1000 42
SURVIVINE Lapin Abcam 1/1000 16
R-TUBULINE Souris Abcam 1/10 000 52

Tableau IV : anticorps primaires utilisés

4. Analyse du métabolisme par technique Seahorse®

Au terme des 6 jours de co-culture ou des 3 jours d’exposition au MC, les cellules tumorales ont eté
récupérées apres action de I’accutase. Les métabolismes oxydatif et glycolytique des cellules
tumorales ont été étudiés grace a I’appareil Seahorse® XF24 Flux Analyzer (Agilent). 24 heures avant
de réaliser I’analyse Seahorse, chaque puits de la cartouche Seahorse contenant une sonde mesurant
la vitesse de consommation d’oxygene (métabolisme oxydatif) et une autre, la vitesse d’acidification

du milieu (métabolisme glycolytique), a été réhydraté par 1 mL de XF calibrant. La cartouche, fermée
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hermétiquement, a éte conservée a 37°C dans une étuve sans CO». Pour permettre 1’adhésion des
cellules tumorales COXCa semi-adhérentes, chaque puits de la plaque de culture XF-24 a été pré-
incubé 20 minutes avec du CellTak™ (BD-Bioscience). Ensuite, 50 000 cellules ont été ensemencées
dans chaque puits dans du milieu DMEM, sans bicarbonate, supplémenté avec du glucose 10 mM,
du pyruvate 1 mM et de la glutamine 2 mM. Le pH de ce milieu a été ajusté a 7,5 par ajout de NaOH.
Pour déterminer les parametres mitochondriaux, la vitesse de consommation d’oxygéne (OCR
« Oxygen Consumption Rate ») a été mesurée initialement puis aprés injection d’etomoxir (ETX) 40
uM;, inhibiteur de la carnitine palmytransférase (CPT1), enzyme clef de la lipolyse intervenant dans
I’étape initiale du transfert des Acyl-CoA dans la mitochondrie ; d’UK5099 ((E)-2-cyano-3-(1-
phenylindol-3-yl)prop-2-enoic acide) 2 uM, inhibiteur du mitochondrial pyruvate carrier (MPC) ; de
BPTES (Bis-2-(5-phenylacetamido-1,3,4-thiadiazol-2-yl) ethyl sulfide) 10 uM, inhibiteur de la
glutaminase transformant la glutamine en glutamate et de Roténone-Antymicine 1 uM, inhibiteurs de
la chaine respiratoire (Figure 7). La différence entre I’OCR avant injection et ’OCR apreés injection
de I’inhibiteur, a permis de déterminer I’importance des différentes voies dans la respiration

mitochondriale. Pour étudier la glycolyse, la vitesse d’acidification du milieu (ECAR) a été mesurée

en basal.

Glucose Glutamine Acides gras

LUT1/4 SLCIAS Membrane cellulaire
Gluiose Glutamine Acide gras
BPTES
Glucose-6-phosphate \/ l
i Acvl-CoA

Pyruvate glutamate b ETX

Lactate fols
MPC Membrane mitechondriale
interne
Pyrlivate UK5099
. Booxvdation Agv!-s gé
Acétvl-CoA  ~

Cycle de Krebs

nan: ot Antimvcine o -
' ‘J K D: j .
et FADH, ; \_j
Transport d‘g; ? %
Roténone /\ Expulsionﬁ‘ H

Figure 7 : exploration de la respiration mitochondriale
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5. Analyse du cycle cellulaire

Au terme des 6 jours de co-culture ou des 3 jours d’exposition au MC, les cellules tumorales ont été
décollées par action de I’accutase, centrifugées (5 min-1000 rpm), reprises dans 1 mL de PBS 1X. En
parallele, une « solution de coloration de lyse » a été préparée par dilution du DAPI (4',6-diamidino-
2-phénylindole - colorant) au 1/50°™ dans du tampon de lyse (permettant la perméabilisation des
cellules par lyse acide). 20 pL de la suspension cellulaire ont été melangés a 20 uL de cette solution
de coloration de lyse. Apres 5 min d’incubation a 37°C, la réaction a été stoppée par ajout de 20 uL
de tampon de stabilisation et la lecture effectuée gréce au protocole Two-Step Cell Cycle Analysis du
Nucleocounter 3000 (ChemoMetec).

6. Dosage de la chemokine CCL5 dans le MC de MSC et CAF, exposés ou

non aux pesticides, par test ELISA

Le dosage de CCL5, chemokine impliquée dans I’invasivité tumorale, a été réalisé sur les MC de 72h
de MSC, MSC ADI, CAF et CAF ADI grace au kit Quantikine®Elisa (R&D Systems). Dans chaque
puits de la plague 96 puits a été fixé un anticorps monoclonal dirigé contre la chemokine CCL5
humaine. Une gamme étalon a été préparée avec de la CCL5 humaine. 100 pL d’échantillons et de
gamme étalon ont été ajoutés dans les puits. Un triplicat a été réalisé pour chaque échantillon et point
de gamme. La plaque a alors été incubée 2 h a température ambiante puis lavée 3 fois afin d’éliminer
tout ce qui n’a pas été retenu par I’anticorps anti-CCL5. Puis 200 puL d’anticorps anti-CCL5 couplé a
une enzyme (HRP — horseradish peroxydase) ont été ajoutés. La plaque a été incubée 1 h a
température ambiante et 3 nouveaux lavages ont été réalisés pour éliminer I’excés d’anticorps anti-
CCL5 HRP non fixé. 200 pL d’une solution contenant le substrat de la HRP et une substance
chromogéne ont été ajoutés. Au cours des 20 min d’incubation a I’obscurité et a température
ambiante, une coloration bleue, proportionnelle a la quantité de CCL5 fixée, est apparue. La réaction
a été stoppee par ajout de 50 pL d’acide sulfurique. La densité optique a été lue a 450 nm contre une
longueur d’onde de correction de 560 nm. La teneur en CCL5 dans les échantillons a alors était
déterminee grace a la gamme étalon. Cette teneur a été rapportée au nombre de cellules correspondant
au MC.
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7.

Test de clonogénicité

Le test de clonogénécité mesure la capacité des cellules a proliferer et a former des clones apres un

traitement cytotoxique.

Au terme des 6 jours de co-culture, en présence ou non de TMZ a la concentration de 200 ou 400

MM, les cellules ont eté décollées par action de 1’accutase. Les cellules ont alors été comptées et

réensemencées dans une plaque 96 puits selon le principe suivant (Figure 8) :

A
_—B—_—
B
100 pL
de D
milieu
défini
dans E
chaque
puits F
G
L

8.

Figure 8 : protocole de dilution limitante

Analyse statistique

Dans chaque puits A : 200
pL de milieu défini
contenant 400 cellules

100 pL de chaque puits A
dans chaque puits B

100 pL de chaque puits B
dans chaaue puits C

100 uL de chaque puits C
dans chaque puits D
100 pL de chaque puits D
dans chaque puits E
100 pL de chaque puits E
dans chaqgue puits F

100 pL de chaque puits F
dans chaque puits G
100 pL de chaque puits G
dans chaque puits H

100 pL de chaque
puits H a la poubelle

Le nombre de réplicats « n » est précisé pour chagque expérience. Les resultats ont été analysés par
comparaison des moyenne +/- SEM (Standard Error of the Mean) grace aux tests one-way Anova

(test de Tukey) ou Mann Whitney. Ces analyses ont été effectuées sur le logiciel GraphPad Prism®.

Les différences avec un p<0,05 ont été considérées comme significatives (* = p<0,05, ** = p<0,01 et

*% = n<0,001).
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B. Résultats

1. Impact des pesticides sur les cellules stromales et induction des CAF

Dans le but de mimer 1’exposition chronique de la population aux mélanges de pesticides et d’évaluer
I’impact de ces xénobiotiques sur la relation microenvironnement tumoral-cellules cancéreuses, des
MSC ont été exposées a un mélange de 7 pesticides pendant 21 jours (MSC ADI).

Aprés 19 jours d’exposition aux pesticides, certaines flasques de MSC ont été cultivées pendant 48h
en présence de MC de cellules tumorales dans le but de les transformer en CAF. A J21, I’expression
de marqueurs de surface caractéristiques des MSC ainsi que celle de CD10, marqueur permettant de

caractériser les CAF, a été étudiée (Figures 9 et 10).

a- Les pesticides ne modifient pas I’expression des marqueurs de surface des MSC et CAF

1009 AMEAr

_ [ MSC
L I MSC ADI
80 4 [ CAF
O CAF ADI

60 4

40

% cellules positives J21

|l|| [] las
O

Figure 9 : étude par FACS des margueurs de surface des MSC et CAF aprés 21 jours d’exposition aux

pesticides
Analyse des marqueurs de MSC CD73, CD105, CD90, CD14, CD20, CD34 et CD45 dans les MSC et CAF exposés ou

non aux pesticides. (n=2)

Les cellules exposées ou non aux pesticides présentent une expression des marqueurs sélectionnés
CD73, CD105 et CD90. CD90, bien que plus faiblement exprime, reste d’expression constante quel
que soit le traitement. L’expression des marqueurs CD14, CD20, CD34 et CD45, marqueurs de
contr6le négatif, est quasi nulle et non modifiée par les traitements (Figure 9).

L’exposition au mélange de pesticides n’altére donc pas le phénotype des cellules stromales.
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b- Le milieu conditionné (MC) de cellules tumorales COXCa induit I’expression de CD10,

marqueur caractéristique de CAF

Il est aujourd’hui établi que le stroma tumoral renferme une population hétérogéne de CAF induite
par les effets directs (contact) et indirects (sécrétome) des cellules de la tumeur sur les cellules du
microenvironnement tumoral. Afin de reconstruire un modéle de co-culture similaire a la réalite, les
MSC ont été cultivées en présence de 30% de MC de cellules tumorales gliales COXCa pendant 48h

en vue de les activer en CAF.
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Figure 10 : étude par FACS du marqueur de surface CD10 aprés 21 jours de culture

Etude de I’expression du marqueur d’activation CD10 chez les MSC et CAF. (n=1)

Le taux d’expression du marqueur CD10 est de 2.5% pour les MSC alors qu’il est de 30% pour les
CAF (Figure 10).
Le MC de culture primaire de cellules gliales tumorales induit I’activation des MSC en CAF comme

I’atteste 1I’induction du marqueur CD10.
c- Les pesticides freinent la prolifération des MSC sans pour autant modifier leur viabilité
Les MSC ont été ensemencees a un taux de 150 000 cellules par flasque et exposées pendant 21 jours

aux pesticides. Nous avons évalué, dans un premier temps, I’impact de cette exposition chronique au

mélange de pesticides sur la morphologie, la prolifération et la viabilité des cellules stromales.
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Figure 11 : effets des pesticides sur les MSC et CAF

Les cellules ont été ensemencées a un taux de 150 000 cellules par flasque a JO et cultivées pendant 21 jours en présence
(MSC ADI et CAF ADI) ou non de pesticides (MSC et CAF). a- Photos réalisées au microscope Zeiss observer Z1

(objectif x10) aprés 21 jours de culture. (n=3) b- Taux de prolifération (par comptage au Bleu Trypan) a J21 (n=3) Test

de Tukey (Anova) : p<0,05 c- Viabilité par test d’exclusion au Bleu Trypan. (n=3) d- Cycle cellulaire a J21. (n=1)

Le traitement par pesticides ne modifie pas la morphologie cellulaire (Figure 11a). Toutefois, ce

traitement freine la prolifération des MSC et CAF (Figure 11a et 11b) mais n’altére pas leur viabilité

(Figure 11c), confirmant ce qui a été montré par Hochane et al. en 2017.

La capacité proliférative des MSC ADI et CAF ADI étant diminuée, 1’étude de leur cycle cellulaire a

J21 paraissait intéressante. Le test, réalisé une seule fois, ne montre pas de différence sur cet essai

unique (Figure 11d).
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2. Impact de la co-culture CAF (+/- pesticides)-cellules tumorales

gliales

Nous avons ensuite évalué I’impact de la modification de ces acteurs clefs (MSC et CAF) du
microenvironnement tumoral sur les capacités prolifératives, métaboliques et sur la sensibilité au
traitement de référence (TMZ) des cellules tumorales. Pour cela, un modele de co-culture a été realise.
Compte tenu de I’impact du sécrétome des cellules tumorales sur les MSC au sein de la niche pour
les transformer en CAF, nous avons choisi de ne présenter ici que les résultats des co-cultures CAF
+/-ADI-cellules tumorales gliales COXCa.

Afin d’étudier I’impact direct des CAF pré-exposés aux pesticides sur les cellules tumorales gliales,
nous avons réalisé une co-culture CAF +/-ADI-cellules tumorales COXCa pendant 6 jours comme
définie par Oliver L. et al. (publication en préparation).

a- Les CAF pré-exposes aux pesticides, dans un modeéle de co-culture avec COXCa, ne

modifient ni la prolifération, ni la viabilité des cellules tumorales gliales

Pour étudier I’impact de la co-culture de CAF pré-exposés aux pesticides sur la prolifération et la
viabilité des cellules tumorales gliales (Figure 12a), nous avons comparé, par comptage au Bleu
Trypan, le nombre de cellules tumorales a J21 (J21 = début de la co-culture = JO co-culture) au nombre
de cellules a J27 (J27 = fin de la co-culture = J6 co-culture) en présence de CAF pré-exposés ou non

aux pesticides.

a
| MSC +/-ADI | ‘ CAF +/-ADI-COXCa (1:4) ’
J0 J19| MCCOXCa(30%) | J21 127
b (CAF) COXCa (CAF ADI) COXCa

)
[Py el

J6 co-culture
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Figure 12 : effet de la co-culture CAF ADI-cellules tumorales sur la prolifération et la viabilité des

cellules tumorales gliales COXCa

a- Schéma de I’expérimentation. Les MSC ont été cultivées pendant 19 jours en présence (MSC ADI) ou non de pesticides
(MSC) avant d’étre différenciées en CAF par exposition pendant 48h au MC de COXCa. A J21, les CAF ont été mis en
co-culture avec les cellules COXCa dans un rapport 1:4 pendant 6 jours dans un milieu défini sans pesticide. b- Photos
réalisées au microscope Zeiss observer Z1 (objectif x10) aprées 3 et 6 jours de co-culture. (n=3) c- Taux de prolifération
(par comptage au Bleu Trypan) des cellules COXCa aprés 6 jours de co-culture par rapport au taux d’ensemencement &
JO de la co-culture. (n=3) d- Viabilité des cellules tumorales COXCa par test d’exclusion au Bleu Trypan aprés 6 jours de

co-culture. (n=3) e- Cycle cellulaire des cellules COXCa aprés 6 jours de co-culture. (n=3)
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a un phénomene de cytophagie facilitant la croissance des cellules tumorales (Molnar et al., 2013). A
J3 de la co-culture, dans ce rapport 1:4, des CAF et des CAF ADI sont encore présents. En revanche,
apres 6 jours de co-culture, nous n’observons plus de CAF ni de CAF ADI mais uniquement des
cellules tumorales. Ainsi, apres 6 jours de co-culture nous disposons d’une population de cellules
tumorales COXCa « pure » ayant subi les effets potentiels des cellules stromales (Figure 12b).

La co-culture avec des CAF pré-exposés au mélange pesticides ne modifie ni la prolifération (Figure
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12¢) ni la viabilité (Figure 12d) des cellules tumorales. De la méme facon, le cycle cellulaire des

cellules COXCa ne semble pas affecté (Figure 12e).

b- La pré-exposition des CAF au mélange de pesticides impacte le niveau d’expression des

marqueurs de cellules souches cancéreuses des cellules COXCa

Bien que la co-culture des cellules tumorales avec des CAF pré-exposés aux pesticides ne modifie ni
la prolifération ni la viabilité des cellules tumorales, nous avons voulu évaluer I’impact de cette co-
culture sur le niveau d’expression de marqueurs de cellules souches cancéreuses (CSC) dans la
population COXCa. En effet, les CSC étant connues comme étant responsables de I’initiation, de la
progression, de la récurrence tumorales et de la résistance au traitement (Dick, 2008), il parait
primordial de regarder si la proportion de CSC est modulée par cette co-culture. Pour cela, nous nous
sommes intéressés a 1’expression protéique de 3 facteurs de transcription impliqués dans la
maintenance des CSC : SALL 4, SOX 2 et NANOG.

ACTINE = s 42 KDa

SOX2 42 KDa
B-TUBULINE g # === 52KDa
NANOG *~  37KDa

B-TUBULINE e s s 52 KDa

Figure 13 : effet de la co-culture CAF ADI-cellules tumorales sur le caractére souche des cellules

tumorales gliales COXCa

Apres 6 jours de co-culture CAF +/-ADI-COXCa, les cellules ont été récupérées et I’expression protéique de SALL 4,
SOX 2 et NANOG a été analysée par Western blot. (n=3)

La co-culture de COXCa avec des CAF induit une diminution de I’expression proteique des
marqueurs SALL 4 et SOX 2. Lorsque les cellules stromales ont été pré-exposées aux pesticides avant
leur mise en culture avec COXCa, la diminution de 1’expression de SALL 4 est tres atténuée et les
facteurs SOX 2 et NANOG sont sur-exprimes (Figure 13).
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c- Les CAF pré-exposes aux pesticides perdent leur role de protection des cellules

tumorales face a un traitement chimiothérapique

Les modifications de la proportion de CSC sous I’effet d’un microenvironnement pré-exposé ou non
aux pesticides nous a conduit a évaluer les effets sur la balance survie/apoptose et sur la réponse au
traitement chimiothérapique de référence : le TMZ. Pour cela, la co-culture a été réalisée en presence
de deux concentrations de TMZ (200 et 400 uM) pendant 6 jours (Figure 14a). Le taux de

prolifération des cellules COXCa et leur viabilité ont alors été analysés par comptage au bleu Trypan.
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Figure 14 : effet de la co-culture CAF ADI-cellules tumorales sur la sensibilité au TMZ des cellules

tumorales

a- Schéma de I’expérimentation. Les MSC (transformées en CAF de J19 a J21) ont été cultivées pendant 21 jours en
présence (CAF ADI) ou non de pesticides (CAF). A J21, la co-culture a été réalisée dans un rapport (1:4) et entretenue
pendant 6 jours dans un milieu défini sans pesticide en présence d’une gamme de TMZ (0, 200 ou 400 uM). b- Taux de
prolifération (par comptage au Bleu Trypan) aprés 6 jours de co-culture en présence de témozolomide. (1 = taux de
prolifération entre JO co-culture et J6 co-culture dans les conditions contrdles) (n=3) Test de Mann Whitney : p<0,05 c-

Expression protéique, par Western-blot, des cellules COXCa au terme des 6 jours de co-culture. (n=3)

La co-culture des COXCa avec les CAF majore la résistance au traitement par TMZ, et ce
significativement a 200 uM et 400 uM de TMZ. La pré-exposition des CAF aux pesticides semble
induire la perte de soutien de la niche tumorale au traitement TMZ avec un retour d’une mortalité

comparable a la population COXCa témoin cultivée seule (Figure 14b).
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Compte tenu de ces observations, nous avons évalué I’expression de protéines intervenant dans la
balance survie/apoptose. L’expression des protéines pro-apoptotique BAX et anti-apoptotiques BCL-
XL et SURVIVINE a été étudiee par Western-blot (Figure 14c). La mise en co-culture des cellules
COXCa avec les CAF induit une surexpression de BCL-XL. Les CAF protegent donc les cellules
COXCa de la mort par apoptose. En revanche, les cellules COXCa co-cultivées avec des CAF ADI
sur-expriment la protéine pro-apoptotique BAX. Cette co-culture avec des CAF ADI entraine
également une perte de la sur-expression de BCL-XL et une sous-expression de la SURVIVINE. Les
CAF ADI semblent rendre les cellules COXCa plus sensibles a la mort par apoptose. Ils favorisent
méme cette mort puisqu’on a une augmentation du rapport BAX/BCL-XL et une diminution de
I’expression de la SURVIVINE.

d- L’exposition des cellules stromales aux pesticides altére leur impact sur la modification

du métabolisme des cellules cancéreuses gliales

Les cellules stromales assurent un soutien prolifératif aux cellules cancéreuses et contribuent a définir
un profil métabolique énergétique augmenté et favorable a la croissance de la tumeur (Shan et al.,
2017). A ce titre, nous avons souhaité étudier le métabolisme des cellules cancéreuses COXCa co-
cultivées avec des CAF pré-exposés ou non au melange de pesticides.

Pour cela, nous avons mesuré, grace a I’appareil Seahorse®, la vitesse de consommation d’oxygéne
(OCR), reflet de la phosphorylation oxydative mitochondriale, et la vitesse d’acidification du milieu
extracellulaire (ECAR), reflet de la glycolyse. L’utilisation des inhibiteurs du CPT1 (ETX), du MPC
(UK5099) et de la GLS (BPTES) a permis d’étudier I’importance respective des acides gras, du
glucose et de la glutamine dans la respiration mitochondriale (Figure 7)
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Figure 15 : effet de la co-culture CAF ADI-cellules tumorales sur le métabolisme des cellules

tumorales gliales COXCa

Aprés 6 jours de co-culture, les cellules tumorales (trés nettement a confluence) ont été récupérées et leur métabolisme a
été analysé grace a I’appareil Seahorse® XF24 Flux Analyzer. a- Métabolisme glycolytique des cellules COXCa, (CAF)
COXCa et (CAF ADI) COXCa. (n=3) b- Métabolisme glycolytique (ECAR basal) et métabolisme oxydatif (OCR basal)
de ces mémes cellules. (n=3) c- Importance des différentes voies métaboliques dans la respiration mitochondriale. (n=3)
Test de Mann Whitney *p<0,05

La co-culture (CAF) COXCa induit une augmentation du métabolisme global par rapport a la culture
de cellules COXCa seules. Cette modification métabolique disparait avec les CAF ADI (Figures 15a
et 15b). En effet, ’ECAR basal et I’OCR basal de (CAF) COXCa sont supérieurs a ceux de COXCa
et (CAF ADI) COXCa. Les cellules (CAF) COXCa semblent donc plus glycolytiques et plus
oxydatives que les cellules COXCa et (CAF ADI) COXCa.

L’exploration par voie métabolique montre que les cellules COXCa utilisent pour leur respiration
mitochondriale a 50% les acides gras, 25% le glucose et 5% la glutamine. En presence des cellules

stromales CAF, on note une majoration de la phosphorylation mitochondriale des acides-gras (70%)
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et de la glutamine (10%) et une diminution de celle du glucose (20%). Ce switch métabolique
n’apparait plus quand la niche est pré-exposée aux pesticides. Ainsi, on note une diminution
significative de I’utilisation des acides-gras et de la glutamine pour la respiration des (CAF ADI)
COXCA par rapport au (CAF) COXCa (Figure 15c).

e- Test de clonogeénicité
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Figure 16 : les cellules COXCa co-cultivées avec des CAF pré-exposés aux pesticides forment

d’avantage de clones

a — Traitement des cellules avant la réalisation du test de clonogénécité. b - Impact de la préexposition aux pesticides des
cellules stromales sur la capacité clonogéne des cellules COXCa. ¢ - Impact de cette capacité clonogene aprés un

traitement chimiotherapique par témozolomide a 200 et 400 uM pendant 6 jours (n=1)

Les cellules COXCa co-cultivées avec des CAF ADI forment 3 fois plus de clones que les cellules
CAF COXCa (Figure 16b).

De méme, aprés un traitement de 6 jours par du TMZ a la concentration de 200 uM, les cellules
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COXCa co-cultivées avec des CAF ADI ont une capacité clonogene deux fois plus importante que
les cellules COXCa co-cultivées avec des CAF. Les résultats obtenus en présence d’une concentration
de 400 UM en TMZ ne sont pas interprétables : cette concentration était trop forte ou alors le taux de
ré-ensemencement des cellules COXCa était trop faible pour permettre le développement de clone.
Toutefois, la aussi, apres un traitement par TMZ a la concentration de 400 pM, les cellules COXCa
co-cultivées avec des CAF ADI semblent avoir une meilleure capacité clonogéne, c’est-a-dire une
meilleure capacité de prolifération aprés traitement chimiothérapeutique que les cellules COXCa co-

cultivées avec des CAF (Figure 16c¢).

3. Impact du milieu conditionné de CAF pré-exposés aux pesticides sur

les cellules tumorales gliales

Aprés avoir étudié I’impact direct des CAF pré-exposés aux pesticides sur les cellules tumorales grace
a un modele de co-culture, nous nous sommes focalisés sur I’impact des pesticides sur le sécrétome
des cellules stromales, et les conséquences de ces modifications éventuelles sur les cellules
cancéreuses COXCa. Pour cela, nous avons cultivé les cellules tumorales pendant 3 jours en présence
de 30% de milieu conditionné (MC) de 48h de CAF pré-exposés (MC CAF ADI) ou non (MC CAF)

aux pesticides pendant 21 jours. Il est a noter que ce MC ne contenait pas de pesticides (Figure 17).

| MSCl +/-ADI | ; Milieu défini sans sérum et sans pesticide |

Recueil du Recueil du T
—p
MC de 72h MC de 48h 127

I I
10 119  MCCOXCa(30%) | J21

l | COXCa | l

I | g
JO 30 % MC 48h CAF 13
CAF ADI

Figure 17 : schéma de I’expérimentation

Dans un premier temps, nous avons constaté que le MC de CAF pré-exposés aux pesticides ne
modifiait ni la prolifération, ni la viabilité, ni la sensibilité au traitement des cellules tumorales. Il ne
modifiait pas non plus I’expression des facteurs de transcription impliqués dans la maintenance des
CSC, ni celle des protéines regulant la balance survie/apoptose. En revanche, il modifie le
métabolisme des cellules tumorales gliales de facon comparable aux co-cultures.

La congélation des MC pourrait constituer une source d’explication possible quant a ce faible effet

du MC, un changement des conditions de test est donc a prévoir pour la poursuite des études.
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a- Le MC de CAF pré-exposés ou non aux pesticides semble modifier le métabolisme des

cellules tumorales gliales

Comme pour le modele co-culture, nous avons éetudié I’impact du MC de CAF pré-exposés aux

pesticides sur le métabolisme grace a 1’appareil Seahorse® et a 1’utilisation des inhibiteurs du CPT
(ETX), du MPC (UK5099) et de la GLS (BPTES).
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Figure 18 : effet du MC de CAF pré-exposés aux pesticides (MC CAF ADI) sur le métabolisme des

cellules tumorales gliales COXCa

Les cellules tumorales COXCa ont été exposées pendant 3 jours a 30% MC de CAF +/-ADI. Puis, elles ont été récupérées

et leur métabolisme a été analysé grace a 1’appareil Seahorse® XF24 Flux Analyzer a- Métabolisme glycolytique basal
(ECAR) et métabolisme oxydatif basal (OCR) des cellules COXCa, (MC CAF) COXCa et (MC CAF ADI) COXCa.

(n=1) b- Importance des différentes voies métaboliques dans la respiration mitochondriale. (n=1)
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Comme pour la co-culture, les cellules (MC CAF) COXCa semblent étre plus oxydatives et plus
glycolytiques que les cellules COXCa et (CAF ADI) COXCa. La pré-exposition des cellules
stromales aux pesticides semble conduire a la perte de ce soutien métabolique (Figure 18a). Les
cellules (MC CAF) COXCa et (MC CAF ADI) COXCa utilisent d’avantage les acides gras (55%) et
moins le glucose (1%) (Figure 18b). Mais, seule la répétition de cette expérience permettra d’en
apprécier la significativité.

Pour résumer, les cellules (MC CAF) COXCa semblent étre plus oxydatives et plus glycolytiques que
les cellules (MC CAF ADI) COXCa. Pour leur respiration mitochondriale, les cellules (MC CAF)
COXCaet (MC CAF ADI) COXCa n’utilisent quasiment pas de glucose mais 2.5 fois plus d’acides-
gras que les cellules COXCa.

b- Les CAF pré-exposés aux pesticides sécrétent d’avantage de CCL5, chimiokine connue

pour favoriser I’invasion tumorale

Afin d’étudier I’impact du milieu conditionné (MC) de CAF pré-exposés aux pesticides sur
I’agressivité des cellules tumorales, nous nous sommes intéressés a la teneur en CCL5 de ce MC. En
effet, il a été montré que la chimiokine CCLS5 était impliquée dans le développement de métastases
de nombreux cancers tels que les cancers pancréatiques et mammaires (Singh et al., 2018 ; Karnoub
et al., 2007).
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Figure 19 : teneur en CCL5 du MC de CAF pré-exposés aux pesticides par rapport a celle du MC de

CAF non exposés

Quantification par Elisa de la sécrétion de CCL5 dans les MC de CAF exposés ou non aux pesticides. La concentration
en CCLS5 a été rapportée au nombre de cellules correspondant a ce MC. Puis cette teneur a été rapportée a celle du MC
CAF (n=3).
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D’apres la figure 19, les CAF ADI sécrétent 1.5 fois plus de CCL5 que les CAF, bien que
statistiquement cette différence ne soit pas significative.

4. Impact direct des pesticides sur les cellules tumorales gliales
Jusqu’a présent nous avons étudié 1’effet indirect des pesticides sur les cellules tumorales par
I’intermédiaire de leur impact sur les CAF. Cependant dans la réalité, les cellules tumorales gliales
sont directement exposées aux pesticides. Afin d’étudier I’'impact d’une exposition prolongée aux
pesticides sur les cellules tumorales gliales, ces derniéres ont été cultivées pendant 21 jours en
présence de 2 doses de pesticides : la dose %ADI et la dose 3ADI. La résistance au TMZ a alors été

étudiée par un test Prestoblue® a J21.

a- Les pesticides ne semblent pas modifier la sensibilité initiale & un traitement unique par

témozolomide des cellules tumorales gliales

Nous avons constaté précédemment que la co-culture des cellules tumorales COXCa avec des CAF
ayant été pré-exposés aux pesticides les sensibilise au traitement par TMZ (Figure 14). Ici, nous nous
sommes intéressés a ’impact direct des pesticides sur la sensibilité au traitement des cellules
tumorales gliales. Pour cela, nous avons exposé ces cellules pendant 21 jours aux pesticides. Puis
nous les avons exposées a une gamme de TMZ (0, 200 et 400 uM) pendant 3, 6, 10 et 12 jours. La

prolifération des cellules COXCa a alors été appréciée grace a la réalisation de tests Prestoblue®.
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Figure 20 : impact des pesticides sur la sensibilité au traitement par témozolomide des cellules

tumorales gliales COXCa

Les cellules tumorales COXCa ont été cultivées pendant 21 jours en présence de 2 doses différentes de pesticides : absence
de pesticide, la dose %ADI et la dose 3ADI. Au 21¢™ jour, les cellules ont été récupérées et ensemencées dans des plaques
96 puits. Le lendemain, elles ont été exposées a différentes concentrations de TMZ (0, 200 ou 400 uM) pendant 3, 6, 10

ou 12 jours. La prolifération des cellules tumorales a alors été analysée par un test Prestoblue. (n=1)

Les 3 graphiques de la figure 20 pouvant se superposer, 1’exposition directe des cellules tumorales

gliales aux pesticides ne semble donc pas modifier leur sensibilité initiale au traitement par TMZ.

C. Discussion

Depuis les années 1970, un lien est établi entre 1’utilisation professionnelle des pesticides et la
survenue de cancers. Cependant, I’exposition aux pesticides ne se restreint pas a cette population
professionnelle. En effet, la population entiere y est exposée, notamment via 1’eau et 1’alimentation
puisque 90% des aliments sont contaminés par au moins un pesticide (EFSA, 2017) et 38% sont poly-
contaminés (DGCCREF, 2018). Des travaux précedents, réalisés au laboratoire, ont montré qu’un
cocktail de 7 pesticides, parmi les plus fréquemment rencontrés ou ayant été parmi les plus

fréeqguemment rencontrés dans ’alimentation européenne (le chlorpyrifos-éthyle, le diméthoate, le
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diazinon, I’iprodione, 1’imazalil, le maneb et le mancozeb), était capable, a des doses in vitro
extrapolant les doses nutritionnelles ou les doses journaliéres acceptables (ADI), d’induire des effets
importants et spécifiques sur les cellules souches mésenchymateuses (MSC) (Hochane et al., 2017)
(Leveque et al., 2019). Celles-ci étant des acteurs impliqués dans la niche tumorale, nous avons
entrepris d’étudier les effets de cette poly-exposition chronique sur la niche tumorale gliale. Cette
niche tumorale comporte de nombreux acteurs dont des cellules dites Cancer Associated Fibroblast
(CAF), d’origine hétérogene. Les CAF peuvent étre issues des MSC qui, sous I’influence des cellules
tumorales, prennent ce phénotype et participent alors au soutien de la tumeur (Barcellos-de-Souza et
al., 2016). Pour mener cette étude, nous avons construit deux modeéles in vitro : un modeéle de co-
culture CAF pré-exposés aux pesticides-cellules tumorales gliales et un autre modéle exposant les
cellules tumorales gliales aux milieux conditionnés (MC) de CAF pré-exposees aux pesticides
(Figures 5 et 6). L’utilisation d’un milieu adapté pour les cultures primaires de cellules tumorales, a
savoir un milieu sans sérum, a permis de maintenir I’hétérogénéité cellulaire et en particulier, les

cellules souches cancéreuses.

Les CAF pré-exposes aux pesticides ont été obtenus a partir de MSC. Ces MSC ont été exposées au
mélange de pesticides pendant 21 jours. La dose utilisée pour chague constituant du mélange était
I’extrapolation in vitro de la dose ADI, dose qu’un individu moyen de 60 kg peut ingérer
quotidiennement tout au long de sa vie sans risque pour sa santé. Afin de reproduire un modéle de
culture le plus proche de la réalité et selon les conditions prédéfinies par le laboratoire, a J19, les
MSC ont également été exposées pendant 48h a 30% de MC de cellules tumorales gliales COXCa.
Ces MSC ont ainsi été différenciées en CAF (Borriello et al., 2017). Cette obtention de CAF se
caractérise par I’acquisition du marqueur de surface CD10, marqueur caractéristique de CAF associé
a une résistance au traitement et un pronostic de survie sombre dans les cancers du sein et du poumon
(Su et al., 2018). En outre, les CAF expriment toujours les marqueurs de surface CD73 et CD105,
marqueurs de surface caractéristiques des MSC, leurs cellules d’origine (Borriello et al., 2017). Enfin,
le traitement par pesticides n’altérent pas I’expression des marqueurs de surface des MSC ni des CAF
puisqu’au terme des 21 jours de culture, MSC et CAF exposés aux pesticides expriment toujours les
marqueurs CD73 et CD105. Ce traitement est également sans effet sur la viabilité des MSC et des
CAF. En revanche, en présence de pesticides a la dose ADI, les MSC et les CAF proliférent deux fois
moins que les MSC et CAF non exposés. Hochane et al. expliquent ce ralentissement de prolifération,
entre autres, par I’entrée en senescence de 40% des MSC apres 21 jours d’exposition a ce mélange
pesticides a la dose ADI (Hochane et al., 2017). Toutefois, les cellules sénescentes présentent en
théorie un arrét du cycle cellulaire en phase G1 (Gire et al., 1999). Ici, aucune différence n’est
retrouvée entre le cycle cellulaire des MSC et CAF et celui des MSC ADI et CAF ADI. Mais cette
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experience ayant été réalisée une seule fois, aucune conclusion ne peut étre tirée.

Il a été montré que les CAF favorisaient, par leur présence, une résistance au traitement des cellules
tumorales, via notamment la sur-expression de la protéine anti-apoptotique BCL-XL (Singh et al.,
2010). Dans le modele de co-culture que nous avons realisé, les CAF protégent également les cellules
tumorales gliales de I’apoptose puisqu’une sur-expression de la protéine BCL-XL est observée ainsi
qu’une diminution de la sensibilit¢ au TMZ. La présence des CAF au contact des cellules de
glioblastome induit une diminution de I’expression des marqueurs souches SALL 4 et SOX 2 qui
pourrait correspondre a 1’entrée en différenciation des CSC. Cette différenciation pourrait permettre
la croissance tumorale bien qu’ici il n’est pas été mis en évidence que les cellules COXCa co-cultivees
avec des CAF proliféraient d’avantage que les cellules COXCa témoins (mais cela pourrait étre d0 a
nos conditions de culture : fort taux de confluence rapidement, ce qui nécessite de refaire cette
expérience avec des taux d’ensemencement différents). La survenue d’une modification du
métabolisme pourrait expliquer ’acquisition de la résistance au traitement TMZ constatée en
présence de CAF. En effet, les cellules tumorales co-cultivées avec des CAF présentent un
métabolisme différent des cellules COXCa témoins : elles ont un métabolisme global plus important
puisqu’elles sont a la fois plus glycolytique et plus oxydative. De plus, il est a noter que les cellules
de glioblastome co-cultivées avec les CAF n’utilisent pas les mémes substrats pour leur respiration
mitochondriale que les cellules COXCa témoins. En présence de CAF, les cellules COXCa utilisent
d’avantage les acides-gras et la glutamine et moins le glucose pour leur respiration mitochondriale.
Or, il a été montré que I’inhibition de I’oxydation mitochondriale de la glutamine stoppait la
prolifération des cellules tumorales et les sensibilisait a la mort (Chen, et al. 2015). Indirectement, on
peut donc penser que plus une cellule utilise la glutamine pour sa respiration mitochondriale, plus
elle proliférera et plus elle sera résistante au traitement. Cette surconsommation de la glutamine par
les cellules COXCa co-cultivées avec des CAF et donc a rapprocher de leur résistance au traitement.
Le méme raisonnement peut étre effectué pour les acides gras : plus une cellule a la capacité d’oxyder
les acides-gras, plus elle proliféerera et sera resistante au traitement. Un métabolisme élevé est
notamment caractéristique de cellules a haut caractere prolifératif, méme si ici, il n’a pas €té mis en
évidence que les cellules COXCa co-cultivées avec des CAF proliféraient d’avantage que les cellules
COXCatémoins dans nos conditions de culture (fort taux de confluence rapidement). L’augmentation
globale du métabolisme des cellules COXCa co-cultivées avec des CAF pourrait correspondre a une
augmentation de la population de cellules canceéreuses différenciées a partir des CSC. Les pesticides
moduleraient cette capacité en favorisant plutdt, au contraire, progressivement I’autorenouvélement

de la population souche cancéreuse ; ce que semble suggérer le test de clonogénicité.
Pour résumer, les cellules tumorales COXCa co-cultivées avec des CAF, acteur clef du micro-
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environnement tumoral, sont plus résistantes au traitement par TMZ. Cette augmentation de la
résistance au traitement s’accompagne d’une sur-expression de la protéine BCL-XL, d’une
augmentation du métabolisme global, d’une majoration de 1’utilisation des acide-gras et de la
glutamine pour la respiration mitochondriale au profit du glucose qui est moins utilisé et d’une
différenciation des CSC (Figure 21). Lorsque les cellules tumorales COXCa sont co-cultivées avec
le méme taux de CAF mais ayant été pré-exposes pendant 21 jours aux pesticides, nous ne retrouvons
plus ce rble de soutien et de protection des CAF. En effet, co-cultivées avec des CAF pré-exposés aux
pesticides, les cellules tumorales COXCa présentent une sensibilité au traitement proche des cellules
COXCa témoins. Cette augmentation de la sensibilité au traitement s’accompagne notamment d’une
sur-expression de la protéine pro-apoptique BAX et d’une sous-expression de la protéine anti-
apoptotique SURVIVINE. Il y a donc un déséquilibre de la balance survie/apoptose au profit de
I’apoptose. De plus, les cellules COXCa co-cultivées avec des CAF pré-exposés aux pesticides
présentent, comparées aux cellules CAF — COXCa une augmentation du taux d’expression des
marqueurs SALL 4 et SOX 2, une diminution du métabolisme glycolytique et oxydatif ainsi qu’une
diminution de la consommation d’acides-gras et de glutamine pour la respiration mitochondriale
(Figure 21). Cette diminution du métabolisme globale des cellules COXCa co-cultivées avec des CAF
pré-exposes aux pesticides par rapport aux cellules COXCa co-cultivés avec des CAF non exposes
est a rapprocher de 1’augmentation de I’expression des marqueurs SALL 4 et SOX 2. En effet, cette
augmentation d’expression des marqueurs SALL 4 et SOX 2 pourraient signifier que les cellules
COXCa co-cultivées avec des CAF pré-exposes aux pesticides sont enrichies en CSC. Or les CSC
sont des cellules quiescentes ayant donc un métabolisme plus faible. La diminution du métabolisme
globale des cellules COXCa co-cultivées avec des CAF pré-exposés aux pesticides pourraient donc
étre due a un enrichissement en CSC au sein de cette population tumorale. L’impact de 1’exposition
aux pesticides des cellules stromales de fagon chronique pourrait donc présenter un effet délétere
(figure 21). En effet, la réexpression des marqueurs de cellules souches et la diminution du
métabolisme global dans cette condition de co-culture pourraient signifier le maintien d’un pool plus
important de CSC et donc que les cellules résiduelles aprés traitement (méme si la réponse initiale
semble plus importante) pourraient étre beaucoup plus agressives comme en témoigne le test de
clonogénécité. Cet enrichissement en CSC est a rapprocher de 1’enrichissement en CCL2, en IL-6 et
de I’amplification de la voie COX2/PGE. du MC de MSC exposees aux pesticides (Figure 4). En
effet, IL-6 est connu pour générer un ME-T inflammatoire favorisant la survie et la croissance des
CSC (Wang et al., 2009) (Hossain et al., 2015). De méme, I’amplification de la voie COX2/PGE et
I’enrichissement en CCL2 favorisent la capacité d'auto-renouvélement des CSC au sein des gliomes
(Cook et al., 2016) (Tsuyada et al., 2012). Les pesticides favoriseraient donc la mort par apoptose des

cellules tumorales, mais ces pesticides pourraient entrainer un tri cellulaire et conduire a I’apparition
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d’une population cellulaire extrémement résistante au traitement. De plus, les pesticides semblent
stimuler la sécrétion de CCL5, chimiokine connue pour favoriser I’apparition de métastases dans de
nombreux cancers tels que les cancers mammaires et pancréatiques (Karnoub et al., 2007 ; Singh et
al., 2018). L’exposition des cellules stromales aux pesticides pourrait donc augmenter 1’agressivité
des cellules tumorales en favorisant leur invasivité, ce qui reste encore a démontrer. D’autant plus
qu’une surexpression des génes leptine et prolactine, connus pour favoriser 1’invasion tumorale des
glioblastomes (Han et al., 2014) (Alkharusi et al, 2016), a été constaté au sein des MSC ADI (Figure
4). Une étude, par systeme transwell, du potentiel migratoire des cellules tumorales en présence de

MC de CAF pré-exposés ou non aux pesticides pourrait permettre de valider cette hypothése.

Enfin, 1I’étude de I’effet direct des pesticides sur les cellules tumorales gliales a été débutée. Les
pesticides du mélange pouvant traverser la BHE, les cellules tumorales gliales sont donc directement
exposées. Il convient donc d’étudier I’effet direct des pesticides sur la prolifération, le caractére
souche, la résistance au traitement et le métabolisme des cellules tumorales gliales. Dans un premier
temps, nous avons constaté que les pesticides n’avaient pas d’impact direct sur la sensibilité a un
traitement unique par témozolomide des cellules tumorales gliales (Figure 20). La modification de la
sensibilité des cellules tumorales au traitement par témozolomide se ferait donc par I’intermédiaire
de modifications du microenvironnement tumoral. Il reste a vérifier I’impact d”un traitement successif
par TMZ, se rapprochant du schéma Stupp, sur une population de COXCa co-cultivées avec des CAF
+/- pesticides, pour vérifier I’impact véritable de I’exposition aux pesticides sur la résistance au

traitement, tenant compte du test de clonogénicité.
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[11.Etudes cliniques : impact d’une exposition
professionnelle aux pesticides sur I’agressivite
et la réponse aux traitements

In vitro, I’exposition chronique du microenvironnement tumoral a un mélange de 7 pesticides
couramment retrouvés dans 1’alimentation semble conduire a I’apparition d’une population tumorale
gliale plus agressive et éventuellement plus invasive. Nous nous sommes alors poses la question
suivante : cliniquement, des individus exposés aux pesticides de fagon chronique, notamment via leur
profession, développent-ils des glioblastomes plus agressifs ou répondants moins bien aux

traitements ?

A. Matériels et méthodes

1. Format de I'étude, base de données et autorisations

Afin d’étudier I’impact d’une exposition chronique aux pesticides sur I’agressivité et la réponse aux
traitements des glioblastomes, une étude rétrospective, multicentrique a été mise en place. 11 s’ agissait
de comparer la réponse au traitement des sujets professionnellement exposés aux pesticides a celle
des sujets non exposés. Pour cela, nous avons eu recours a la base de données Clinico-Biologiques
de Glioblastomes (BCB-G ou French Glioblastoma Biobank) : base clinico-biologique nationale,
mise en place en 2012, regroupant 29 centres et ayant pour coordinateur le Pr Philippe Menei. Elle a
été déclarée au ministére de 1’enseignement supérieur et de la recherche sous le numéro DC-2011-
1467 et I’établissement a obtenu I’autorisation de cession AC-2017-2993. Cette base a pour but de
réunir suffisamment de patients en vue de constituer des cohortes représentatives de cette pathologie
rare. Pour accéder a cette biobanque, ce projet de thése a été soumis au comite scientifique de la BCB-
G (fiche de soumission - Annexe 1) qui a alors donné son accord. A I’heure actuelle, la base collecte
les données cliniques et biologiques de 621 patients ayant eu un glioblastome. Tous les patients ont
été informés (via une lettre d’information — Annexe 11) du recueil de leurs données au sein de cette
base et ont signé un consentement écrit (Annexe Ill). La lettre d’information et le formulaire de
recueil de consentement ont été validés par le comité de protection des personnes Ouest II, le 5

novembre 2018, sous le numéro CB-2011-04. La mise en conformité de I'étude vis-a-vis de la CNIL
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a été réalisee, la base de données utilisée pour I'étude ayant été déclarée a la CNIL sous le numéro
d'enregistrement 1476342-V2. Enfin, cette étude a regu un avis favorable du groupe éthique clinique,
avis 2019 052 (Annexe 1V).

2. Population

La population étudiée est la population de la base de données BCB-G, a savoir des patients adultes
atteints de glioblastome. Au sein de cette base, 50 patients ont déclarés avoir été professionnellement
exposes aux pesticides. Dans un premier temps, nous avons travaillé sur 50 patients non exposés
apparentés aux patients exposés. Cependant, notre étude manquant alors de puissance, nous avons
choisi de travailler sur 3 fois plus de patients non exposés et de réaliser une analyse multivariée. Ainsi
deux groupes de patients ont été constitués : les patients professionnellement exposés (50 patients) et
les patients non exposés (177 patients). Les données nous ont été fournies par la coordinatrice d’étude
clinique de la BCB-G sous forme de classeurs Excel. Les mentions renseignées étaient : I’identifiant
patient, son sexe, son age au diagnostic, I’indice de Karnofsky (indice témoignant de 1’état clinique
général du patient), la date de la chirurgie primitive, le type d’exérése (compléte, subtotale > 90%,
partielle < 90 % ou simple biopsie), le traitement chimiothérapeutique réalisé en 1% ligne, la date de
survenue de rechutes et la date de déces. Pour les patients exposés professionnellement aux pesticides,

le métier exercé et la durée d’exposition étaient précisés.

3. Criteres de jugement

Le critére de jugement principal était la survie globale. Ce critére a été calculé en soustrayant la date
de la chirurgie primitive a la date de déces. Les critéres de jugement secondaire étaient le délai de

survenue de la premiére rechute et I’age au diagnostic.

4. Statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées grace a ’aide de Marc Tassi, interne en Pharmacie au
Service d’Information Médicale, Epidémiologie et Economie de la sant¢ (SIMEES) du CHRU de
Tours. Une analyse multivariée a été réalisée via le modele de Cox, modéle permettant d’étudier
I’impact de 1’exposition professionnelle aux pesticides sur la survie globale et sans rechute tout en
prenant en compte d’autres variables pronostiques. Les Hazard Ratios (HR) ajustés, rapport des

risques instantanés, ont été estimés ainsi que leur intervalle de confiance a 95 % (IC 95%).
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L’hypothése des risques proportionnels a été vérifiée pour chaque variable par calcul des résidus de
Schoenfeld.

En outre, la comparaison des survies globales et sans rechute brutes, ¢’est-a-dire sans prise en compte
des facteurs pouvant impacter ses survies a été réalisée, a titre informatif, via le test du Logrank.
Enfin, I’4ge au diagnostic a été comparé grace a un test de comparaison de moyennes de deux grand
échantillons indépendants, le t test, et les différents pourcentages, grace a un test Z suivant la loi

normale.

B. Résultats

1. Composition des deux populations étudiées

Afin d’étudier I’impact d’une exposition professionnelle aux pesticides sur 1’agressivité et la réponse
au traitement des glioblastomes, deux groupes de patients ont été constitué a partir de la cohorte de
la banque BCB-G.
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Professionnellement

exposes aux pesticides

Non professionnellement

exposes aux pesticides

Nombre de patients 50 177
Hommes 37 (74 %) 116 (66 %)
Femmes 13 (26 %) 61 (34 %)
Age au diagnostic (ans) 64.20 +/- 10.31 61.35 +/- 9.04
Indice de Karnofsky au diagnostic (%0) 85,88 +/- 12.15 90 +/-0
Antécédents tumoraux 3 (6 %) 14 (8 %)
Cancer du sein 1 4
Tumeur gastrique 2
Cancer de la vessie 2
Cancer de la prostate 1 2
Cancer des testicules 1
Mélanome 1 2
Carcinome basocellulaire 1
Antécédents familiaux de tumeur 6 (12 %) 7 (4 %)

Diagnostic
GFAP +
Olig2 +

IDH1 -

50 % (50 % de NR)
42 % (56 % de NR)
70 % (20 % de NR)

71 % (24 % de NR)
62 % (34 % de NR)
80 % (14 % de NR)
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Figure 22 : comparaison des groupes « patients professionnellement exposés aux pesticides » et

« patients non exposes aux pesticides »
a— Composition des groupes « Professionnellement exposés aux pesticides » et « Non professionnellement exposés aux

pesticides » b- Répartition des patients en fonction de 1’age c- Répartition des patients en fonction de I’indice de
Karnofsky d- Professions exercées par les patients professionnellement exposés aux pesticides. e- Durées d’exposition
professionnelle aux pesticides f- Type de chirurgie réalisée en 1 intention g- Type d’exérése réalisée en 1% intention h-
Traitement chimiothérapeutique instauré en 1 intention (détail Annexe V). i- Traitement faisant suite a la premiére
rechute (détail Annexe V) (* différence significative)

Au sein de la cohorte BCB-G, 50 patients ont déclaré avoir été professionnellement exposés aux
pesticides. La durée moyenne d’exposition de ces 50 patients était de 23.75 +/- 13.75 ans. 42 % des
patients ont été exposés plus de 10 ans mais pour 44 % des patients, la durée d’exposition n’est pas
précisée (Figure 22e). Parmi ces patients professionnellement exposés aux pesticides, trois quarts
étaient des hommes et étaient agriculteurs (Figures 22a et 22d). L’a4ge moyen au diagnostic était de
64.20 +/- 10.31 ans. L’indice de Karnofsky au diagnostic, indice témoignant de 1’état clinique général
du patient, notamment de sa capacité a réaliser différentes taches de la vie quotidienne, était quant a
lui de 85.88 +/- 12.15 %.

Le groupe de patients témoin, patients n’ayant pas déclaré avoir été exposés aux pesticides a été
constitué de fagon aléatoire. Ce groupe contrdle regroupait 177 patients. L’age moyen au diagnostic
était de 61.35 +/- 9.04 ans et I’indice de Karnofsky de 90 %. 66 % d’entre eux, soit les 2 tiers, étaient
des hommes.
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Ainsi, tout d’abord, on ne constate pas de différence significative ni au niveau de 1’age, ni au niveau
de I’indice de Karnofsky au diagnostic. Toutefois, bien que ces moyennes ne soient pas
significativement différentes, on constate que 1.7 fois plus de patients exposés aux pesticides ont plus
de 70 ans au diagnostic et que 12 fois plus de patients exposes ont un indice de Karnofsky inférieur
a 60 % (Figure 22b). Néanmoins, il est important de nuancer ce dernier résultat : le pourcentage de
patients avec un indice de Karnofsky supérieur & 60 % est identique dans les deux groupes et surtout,
le pourcentage d’indice de Karnosky non renseigné est éleve, en particulier dans de groupe « patients
non exposeés » ou il est de 30 % (Figure 22c¢).

En outre, bien que le groupe « patients exposés » soit constitué de d’avantage d’hommes par rapport
au groupe « patients non exposés », cette différence n’est pas significative.

68 % des patients professionnellement exposés ont subi une exérése tumorale qui était complete dans
76 % des cas (Figures 22d et 22e). Enfin, 76 % des patients professionnellement exposés ont été
traités en 1°¢ intention par le protocole Stupp, protocole de référence dans le traitement des
glioblastomes (Figure 22f).

En revanche, on constate que 86 % des patients non exposés ont subi une exérése tumorale qui était
compléte dans 57 % des cas et 95 % des patients non exposés ont été traités en 1% intention par le
protocole Stupp.

On constate donc une différence significative de prise en charge : les patients exposés aux pesticides
sont moins pris en charge par une exérése chirurgicale et moins traités par le protocole Stupp, le
protocole de référence.

Concernant le traitement faisant suite a la 1% rechute, outre I’abstention radio-chimiothérapeutique,
dans les deux cas, c’est 1’association agent alkylant de 2°™ ligne (essentiellement la lomustine)-
bévacizumab qui a été majoritairement utilisée (Figure 22g).

Par ailleurs, les deux groupes ne présentent pas de différence significative au niveau des antécédents
tumoraux ni des marqueurs diagnostics. Seuls les antécédents familiaux de tumeurs sont différents :
les patients professionnellement exposés aux pesticides ont 3 fois plus d’antécédents familiaux de

tumeurs que les patients non exposés (Figure 22a).
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2. Analyse de I'impact de I'exposition professionnelle aux pesticides,
(du sexe, de I'age et du traitement) sur la survie globale et la survie sans

rechute des patients

Pour étudier I’impact d’une exposition chronique aux pesticides sur 1’agressivité des glioblastomes,
nous nous sommes intéresses a la survie globale aprés diagnostic, ainsi qu’a la survie sans rechute.
Pour cela, nous avons réalisé une étude multivariée via le modele de Cox. L’impact de 1’exposition
professionnelle aux pesticides sur la survie globale et sans rechute a été ajusté sur le sexe, 1’age au
diagnostic et le traitement.

En outre, a titre informatif, la comparaison brute des survies globale et sans rechute, ¢’est-a-dire sans
prise en compte des facteurs pouvant impacter ses survies, a également été réalisée via le test du

Logrank.
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Professionnellement | Non professionnellement

exposés aux pesticides | exposés aux pesticides

Médiane de survie globale brute (mois) 12.1 16.0

Mediane de survie sans rechute brut (mois) 8.4 8.9

Figure 23 : impact de ’exposition professionnelle aux pesticides sur la survie globale, la survie sans

rechute et 1’Age au diagnostic

a- Analyse multivariée réalisée grace au modéle Cox étudiant I’impact de différents facteurs (sexe, age, traitement, et
exposition professionnelle aux pesticides) sur la survie globale des patients atteints de glioblastome. b- Impact de
I’exposition professionnelle aux pesticides sur la survie globale. c- Analyse multivariée réalisée grace au modéle Cox
étudiant I’impact de différents facteurs (sexe, age, chirurgie, traitement, et exposition professionnelle aux pesticides) sur
la survie sans rechute des patients atteints de glioblastome. d- Médiane de survie globale et sans rechute des patients

professionnellement exposés aux pesticides, sans prise en compte des autres facteurs impactant le pronostic

Le HR se définit a un temps t comme le rapport entre la fonction de risque instantané au temps t chez
une population A (par exemple : les femmes) et la fonction de risque instantané au temps t chez la
population contraire B (dans 1’exemple proposé : les hommes). Ainsi, un HR supérieur a 1 signifiera
que la population A est plus a risque que la population B. Toutefois, cette différence de risque ne sera
significative que lorsque I’intervalle de confiance a 95 % ne comprend pas le chiffre 1.

Ainsi, selon la Figure 23a, seuls I’age au diagnostic (HR = 2.26, IC a 95% = 1.61 — 3.18, p < 0.001)
et le traitement thérapeutique recu, a savoir le traitement Stupp (HR = 0.25, IC 2 95% =0.14 0.44,p
<0.001), semblent impacter la survie globale des patients atteints de glioblastome. Logiquement, un
age au diagnostic supérieur a 70 ans est associé a une diminution significative de la survie globale
(HR >1) tandis qu’un traitement par le protocole Stupp, protocole de référence, est un facteur
protecteur (HR<1).

Etre une femme semble étre un facteur protecteur puisque HR = 0.81 < 1 méme si la significativité
statistique ne ressort pas ici (IC a 95 % = 0.60 — 1.10 et p = 0.175).

Enfin, concernant I’exposition aux pesticides, on constate que le hazard ratio est supérieur a 1 (HR =
1.11) mais la différence est non significatives sur cet effectif (IC a 95% =0.77 — 1.61 et p = 0.583).
La courbe de survie des patients professionnellement exposées ou non aux pesticides ne montre
également pas de différences statistiques.

Concernant, la survie sans évolution (Figure 23c), une nouvelle fois étre une femme semble étre un
facteur protecteur (HR = 079), mais de nouveau ceci n’est pas significatif (IC a 95 % = 0.57 — 1.09
et p=0.155). Quant a I’exposition professionnelle aux pesticides, selon ce modele, elle n’impacte en

rien le delai de survenue de rechute. En effet, selon ce modele il n’y a aucune différence entre les
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patients exposés et non exposés (HR =1.01, IC a 95 % = 0.68 — 1.48). Selon cette analyse, seule la
prise en charge initiale par le protocole chimio-radiothérapeutique Stupp apparait comme permettant
de retarder la survenue d’une rechute.

Enfin, si on s’intéresse uniquement aux valeurs brutes, c’est-a-dire en comparant uniquement la
médiane de la survie globale et de la survie sans rechute des deux groupes « patients exposés » et
« patients non exposes » sans tenir compte des autres facteurs, on constate que la survie globale des
patients exposés est de seulement 12.1 mois alors qu’elle est de 16 mois pour les patients non exposés
(différence significative p = 0.021). En revanche, la survie sans rechute n’est pas modifiée : 8.4 mois

pour les patients exposés contre 8.9 mois pour les patients non exposés (Figure 23d).

C. Discussion

In vitro, au cours d’une précédente étude réalisée au sein de 1’équipe « Apoptose et Progression
tumorale » du CRCINA, nous avons constaté que 1’exposition chronique du micro-environnement
tumoral & un mélange de 7 pesticides pourrait augmenter 1’agressivité des cellules tumorales gliales
notamment en entrainant un enrichissement en CSC caractérisé par une augmentation des facteurs de
transcription impliqués dans la maintenance des CSC, a savoir les facteurs SALL 4, NANOG et SOX
2 mais aussi un enrichissement du MC en CCL2 et PGE;, chimiokines favorisant 1’auto-
renouvelement des CSC ainsi qu’en IL-6, connue pour favoriser la survie et la croissance des CSC.
De plus cette exposition aux pesticides favoriserait I’invasivité des cellules tumorales gliales, méme
si cela reste a prouver, par stimulation de la sécrétion de la chimiokine CCL5, de leptine et de
prolactine par les cellules stromales (Figures 4 et 21). En outre, il a été montré qu’une exposition
professionnelle aux pesticides pourrait étre un facteur de mauvais pronostic du lymphome B diffus a
grandes cellules notamment en terme de réponse au traitement, de survie globale et de survie sans
rechute (Lamure et al., 2017). Bien que le lymphome B soit une pathologie de meilleure pronostic
que le glioblastome avec une survie a 5 ans de 53 % (Monnereau et al., 2013) (permettant ainsi
probablement d’observer plus facilement I’impact d’une exposition professionnelle aux pesticides),
nous nous sommes demandés si une exposition aux pesticides, plus précisément si une exposition
professionnelle aux pesticides pourrait étre responsable de la survenue de glioblastomes plus
agressifs, répondant encore moins aux traitements, le glioblastome étant de base connu pour échapper
au traitement, la moyenne de survie étant de 15 mois une fois le diagnostic établi (Ostrom et al.,
2015). 11 s’agissait ainsi de réaliser une étude rétrospective et de comparer la survie globale des

patients exposés professionnellement aux pesticides a ceux n’ayant pas été exposés. La survie sans
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rechute et I’age au diagnostic étaient les criteres de jugement secondaires.

Le glioblastome étant une pathologie rare, I’incidence étant de 3 cas pour 100 000 habitants en
France, nous avons eu recours a une base de données multicentrique, la BCB-G, afin de recueillir un
nombre suffisant de patients. La BCB-G collecte les données de 29 centres, a I’heure actuelle 621
patients atteints d’un glioblastome ont donné leur consentement pour que leurs données cliniques et
biologiques soient recueillies au sein de cette base. Sur ces 621 patients, 50 ont déclarés avoir eu une
exposition professionnelle aux pesticides. Deux groupes ont alors été constitués : les patients atteints
de glioblastome et professionnellement exposés aux pesticides et les patients atteints de glioblastome
mais non exposés aux pesticides. Pour augmenter la puissance du test, nous avons choisi de
sélectionner aléatoirement un nombre conséquent de patients non exposés, a savoir
approximativement 3 fois plus de patients que les exposés soit 177 patients. La prise en compte des
facteurs impactant la survie des patients, tels que 1’age au diagnostic et le traitement réalisé se ferait

alors au moment de 1’analyse grace a I’utilisation du modéle de Cox (Fontaine et al., 2010).

Tout d’abord, épidémiologiquement, on constate qu’au sein de la banque BCB-G, 50 patients ont
déclarés avoir été professionnellement exposés aux pesticides. La banque recueillant les données de
621 patients, 7 % des patients de cette base ont donc été professionnellement exposés aux pesticides.
En France, 5.6 millions d’habitants bénéficient d’une prestation servie par le régime agricole (MSA,
2019). En 2019, la France compte 64.8 millions d’habitants (Ined, 2019). Ainsi, en 2019, 8 % des
francais bénéficie d’une prestation servie par le régime agricole et donc par extrapolation, environ 8
% des francais sont susceptibles d’étre exposés professionnellement aux pesticides. Ainsi, la banque
BCB-G semble refléter la population générale d’un point de vue exposition professionnelle aux
pesticides. Autrement dit, au sein de la banque BCB-G, il ne semble pas y voir plus de patients

exposés professionnellement aux pesticides qu’au sein de la population générale.

L’age moyen de survenue d’un glioblastome dans la population générale est de 61,9 ans (Zouaoui et
al., 2012). De méme, il est de 61.35 ans pour les patients de la base BCB-G n’ayant pas déclaré avoir
été exposés aux pesticides et de 64.20 ans pour les patients y ayant été exposés professionnellement.
Bien que chez les patients professionnellement exposés, la survenue d’un glioblastome semble étre
plus tardive, il n’existe pas de différence significative. Toutefois, il est important de préciser ici que
bien que cet age au diagnostic moyen ne soit pas différent, on constate que 1.7 fois plus de patients
exposes aux pesticides ont, au diagnostic, plus de 70 ans, age limite pour la prise en charge par exérese
chirurgicale suivie d’un protocole Stupp. De méme, bien qu’on ne constate pas de différence
significative concernant I’indice de Karnofsky moyen au diagnostic, il est important de préciser que
12 fois plus de patients exposés aux pesticides ont un indice de Karnosky inférieur a 60 % au
diagnostic, indice de Karnofsky requis pour la réalisation d’une exérese chirurgicale et une prise en
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charge par le protocole Stupp. Toutefois, apparait ici une des limites de la base BCB-G puisque
I’indice de Karnosfy n’est pas renseigné pour 18 % des patients exposés et pour 30 % des patients
non exposés, rendant ainsi la conclusion difficile. En outre, on constate une modification du rapport
homme/femme. En effet, en théorie cette tumeur touche 1.5 a 1.8 hommes pour 1 femme (Baldi et
al., 2010), ratio retrouvé au sein de notre population témoin puisque notre groupe « Patients non
exposés » est constitué de 66 % d’hommes a savoir 1.9 hommes pour 1 femme. Pour le groupe
« Patients exposes », ce sont bien les hommes qui sont d’avantage touchés par le glioblastome mais
ce taux est plus important puisque 2.8 hommes sont touchés pour 1 seule femme. Cette différence,
non significative, s’explique par le fait que les professions exposés aux pesticides, a savoir
essentiellement les métiers de I’agriculture, sont essentiellement exercées par des hommes. En effet,
en 2016, seulement 25.6 % des chefs d’exploitation et 35.1 % des salariés agricoles étaient des
femmes (MSA, 2018). Ainsi d’un point de vu épidémiologique, notre groupe témoin semble étre
représentatif de la population générale : &ge moyen de 61.35 ans au diagnostic et sexe ratio de 1.9
hommes pour 1 femme. En revanche, nous constatons que la population exposée aux pesticides est
Iégerement différente : &ge au diagnostic légerement plus tardif et sexe ratio de 2.8 hommes pour 1
femme. Or bien que cela ne soit pas significatif, le fait d’étre une femme semble étre un facteur
protecteur en terme de survie globale (HR = 0.81, IC a 95 % = 060 -1.10 et p = 0.175) et de survie
sans rechute (HR = 0.79, IC 2 95 % = 0.57 — 1.09 et p = 0.155) (Figure 23a et c).

Enfin et surtout, on constate une prise en charge initiale significativement différente puisque
seulement 72 % des patients exposés aux pesticides subissent une exérése chirurgicale contre 85 %
des non exposés et seulement 76 % des patients exposés sont traités initialement par le protocole
Stupp, protocole de référence, contre 95 % des non exposés. Le standard thérapeutique, a savoir
exérese optimale suivie du protocole Stupp s’applique pour les patients de 18 a 70 ans avec un indice
de Karnofsky supérieure a 60 % (Ma et al., 2010). Or, nous avons constaté une différence significative
quant-a la proportion de patients de plus de 70 ans et ayant un indice de Karnofsky inférieure a 60 %.
Ainsi, cette prise en charge différente, a pondérer toutefois par la qualité de I’exérése, I’exérése des
patients exposés étant compléte dans 78 % des cas alors qu’elle n’est compléte que dans 57 % des
cas pour les patients non exposés, pourrait, entre autre s’expliquer par une différence d’age et d’indice
de Karnofsky au diagnostic. En outre, cette différence de prise en charge s’accompagne d’une
diminution de la survie globale des patients exposés aux pesticides. Outre 1’age et 1’état général du
patient au diagnostic, la localisation de la lésion est le 3*™ élément clef conditionnant la réalisation
d’une exérése. Ainsi, les patients professionnellement exposés aux pesticides pourraient
éventuellement présenter des tumeurs dont la localisation ou I’invasivité rendent difficile la

réalisation d’une exérese.
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Toutefois, si on s’intéresse a I’impact proprement parlé de I’exposition professionnelle aux pesticides
sur la survie globale et la survie sans rechute, ¢’est-a-dire si on normalise les résultats en tenant
compte du sexe, de 1’dge au diagnostic et du traitement réalisé, on constate alors que 1’exposition
professionnelle aux pesticides ne semble pas modifier le pronostic (Figure 23b). De méme, dans ces
conditions, le délai de survenue de rechute ne varie pas, que le patient ait été exposeé ou non aux
pesticides (Figure 23c). Toutefois, il pourrait étre intéressant de répéter cette analyse en s’intéressant
¢galement a la durée de 1’exposition professionnelle des patients. En effet, on sait que des durées
d’exposition supérieure a 10 ans constituent un facteur péjoratif. Par exemple, la maladie de
Parkinson et les lymphomes malins non hodgkinien sont reconnus comme étant des maladies
professionnelle lors d’une exposition professionnelle aux pesticides supérieure a 10 ans (INRS, 2012
et INRS, 2015). Ainsi, nous pouvons nous demander si I’on obtiendrait les mémes courbes de survie
pour des patients exposes plus ou moins de 10 ans aux pesticides (le groupe « Patients exposés » étant
constitué de 14 % de patients ayant été exposes moins de 10 ans aux pesticides, de 42 % de patients
ayant été exposés plus de 10 ans aux pesticides et de 44 % de patients pour lesquels la durée

d’exposition n’est pas renseignée (Figure 22¢)).

Pour résumer, les groupes « Patients exposés » et « Patients non exposés » constituent deux
populations différentes, différentes notamment vis-a-vis de 1’age, de I’indice de Karnofsky au
diagnostic ainsi que de la prise en charge thérapeutique : le groupe « Patients exposés » est constitué
de d’avantage de patients de plus de 70 ans, de d’avantage de patients ayant un indice de Karnosky
inférieur & 60 %, subit moins d’exérése chirurgicale et la prise en charge par le protocole Stupp est
moins fréquente. Cette différence de prise en charge thérapeutique, qui s’accompagne d’une
diminution de la survie globale de 4 mois dans le groupe patients exposés, s’explique probablement
par un age significativement plus élevé au diagnostic ainsi qu’un indice de Karnofsky plus péjoratif.
Toutefois, cette prise en charge différente pourrait également étre le reflet d’une tumeur plus sévere,
plus invasive. Il apparait donc intéressant de comparer la localisation tumorale des patients exposés

aux pesticides a celle des patients non exposés.

Enfin, via cette analyse multivariée, pour deux patients identiques, c’est-a-dire ayant le méme age, le
méme sexe et la méme prise en charge thérapeutique, nous n’avons pas pu montrer que 1’exposition
professionnelle aux pesticides impactait directement la survie globale et la survie sans rechute des
patients atteints de glioblastome. Il est important, toutefois, de préciser ici que notre etude est limitée
par le nombre restreint de patients exposés aux pesticides et comporte un biais de sélection important :
nous n’avons pas d’information sur la situation géographique des patients. Ainsi, il est probable que
le groupe « Patients exposeés », a savoir groupe constitué¢ essentiellement d’agriculteurs, soient

constitues de patients vivants a la campagne alors que le groupe « Patients non exposés » contiennent
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d’avantage d’individus citadins, individus exposés a d’autres pollutions pouvant, elles-aussi, impacter
le pronostic des glioblastomes ; a cela, il faut ajouter I’exposition non professionnelle aux pesticides
de I’ensemble de la population notamment via 1’alimentation ou encore la pollution atmosphérique
pour les individus résidant a proximité des zones d’épandages. Il est également important de préciser
que cette étude a été réalisée sur un nombre limité de patients, nombre limité par la rareté de cette

tumeur.

Ainsi, afin d’étudier proprement I’impact des pesticides sur la réponse au traitement des
glioblastomes et de limiter certain biais de sélection, il serait intéressant de connaitre 1’exposition
réelle aux pesticides des differents individus. Pour connaitre cette exposition réelle, le dosage des
pesticides dans les cheveux, matrice conservée pour chaque patient de la base BCB-G, parait
particulierement intéressant. En effet, il est probable que via cette technique de mesure de
I’exposition, certain patient n’ayant pas déclaré avoir été¢ exposé aux pesticides le soit en réalité. Les

principales limites d’une telle étude restent toutefois son colt et la longueur des cheveux recueillis.
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V. Conclusion générale

Au cours de ces travaux, nous avons tout d’abord montré qu’in vitro, 1’exposition chronique des
cellules stromales a un mélange de 7 pesticides couramment retrouvé, ou ayant été couramment
retrouvés, dans 1’alimentation des européens pourrait engendrer la survenue d’une tumeur gliale plus
agressive. En effet, cette exposition pourrait entrainer un enrichissement en cellules souches
cancéreuses comme en témoigne la surexpression des marqueurs SALL 4, NANOG et SOX 2,
facteurs de transcription impliqués dans la maintenance des CSC, mais aussi I’enrichissement du
sécrétome des MSC exposees aux pesticides en PGE», CCL2, impliqués dans 1’autorenouvélement
des CSC, et en IL-6, connue pour favoriser la survie et la croissance des CSC. Cette exposition a ce
mélange de 7 pesticides entraine également un enrichissement du sécrétome des MSC en CCLS5 et

une surexpression des genes leptine et prolactine, connus pour favoriser I’infiltration tumorale.

Lors d’une étude clinique rétrospective, nationale, multicentrique, réalisée sur 227 patients (50
patients professionnellement exposés aux pesticides et 177 non exposés), hous avons constaté une
diminution de la survie globale des patients professionnellement exposés aux pesticides : la survie
globale des patients professionnellement exposés aux pesticides est de 12.1 mois alors qu’elle est de
16 mois pour les non exposés. Lors de I’analyse multivariée, réalisée grace au modele de Cox, ¢’est-
a-dire en normalisant les patients suivant leur age, leur sexe et leur prise en charge thérapeutique,
nous n’avons pas montré d’impact direct de I’exposition professionnelle aux pesticides sur la survie

globale et la survie sans rechute.

Toutefois, nous avons constaté une différence de prise en charge significative entre ces deux groupes
de patients : les patients professionnellement exposés aux pesticides sont moins pris en charge par
exérese et bénéficient moins du traitement par le protocole Stupp, le protocole de référence. Dés lors,
il s’agit de comprendre cette différence de prise en charge, cette différence est probablement due au
fait que 1.7 fois plus des patients exposés aux pesticides ont plus de 70 ans. Mais cette différence de
prise en charge pourrait également é&tre due a une localisation tumorale différente, a un caractere plus
invasif des glioblastomes survenant chez les individus professionnellement exposés aux pesticides.

Une nouvelle analyse tenant compte de la localisation tumorale semble donc étre nécessaire.

Pour conclure, une poursuite de I’analyse avec prise en compte de la durée d’exposition
professionnelle aux pesticides, de la localisation tumorale, une extension de I’effectif, semble étre le
seul moyen de trancher sur I’impact de 1’exposition aux pesticides sur la survie globale des patients

atteints de glioblastome.
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DESCRIPTIF DU PROJET
Tiire du prejec* : dmde de I'impact de I'expozition professinanelle anx perticides mor I'incidence, I"sgrezzivi! e la réponze
s iraitensent des glioblastome:

Féznmd en francais :

Le glioblastome est la tumeur primaire cerebrale 1z plus fraquente, ot cortains factenrs environnementain:,
tals que les pesticides, mtervierment comme factenrs de risgoes majorant son appariton Ao cours de mon
annés recherche realizss an sein de I"equipe 9, Apoptoze of progression fumorale du Centre de recherche en
Cancérologie et Immunologie MNantes-Angars, nous avons constste qu'on melange de 7 pesticides (chague
pesticide = ete uiilizé 3 la dose d’extrapolation i vitre de sa dose jowrnalisre admissible) powrsil entramer
"appariion d'une popalation bomorals zliale ]:|111_ azreszive et plos mvazive.

Dans le cadre de ma these de fin d° I.'I:I.‘I:EI:I'.'l.E.L___'l gimersis poursuiire ce projet vis une emde climgue. 11 =" agirait
de comparer retrospectivement la répomse au trzitement de: =ujets professiommellement exposes sux
pesticides 2 celle des sujets non profesziommellement exposes : comparzizon ds la zurvis zlobale ou encore
du délzi de surverme de rechutes.

Eéznmt em amplais :

Glioblzstoma is the most primary brain fumor. Some environments] factors, such as pesticides, promots s
pcowrence. During my resestch vear in the team 9, Apopiosiz and tomor prosression of Mantss Anpers
Cancer and Immmunology Canter, we found that 3 mibcture of 7 pesticides (sach pesticids was used =t the &
vitrg extrapolstion dose of its acceptable daily intake) could lead to the development of & more asEressive
and invazive ghial homor population.

Az part of my thezis, [ would like to continue this project via & clinical smdy. Thiz would b= 2 retrospecive
comparizson of the response to testment of subjects ocoupationslly exposed to pesticides to that of non-
pooupationslly exposed subjects © comparizon of overzll survival ar time fo ralapse

Objeceifs | Approchs | Edsaltass anenduos :

Etuds ramospective, mulicenmigque, sur 200 patients.

Constitution de 2 groupes : les patients professionnellement exposas (agriculienrs, petients travaillant dans
'industrie des pesticidas, dans 1'ewtretien du bois, dans entretien des voiries oo des espaces vars) ot les
non professionnellement exposes.

Comparaizon de la zurvis zlobale, du delsi ds surveme ds rechutes.
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Annexe Il : lettre d’information destinée au patient
rhkrranian ¢ Rl fp Sorib T el O [RE Rl ‘Farmicn velldés CPF CUCST I AHGCSS & 5 noyen brs 334d

LIV PR RO SU SUJEE DI R SSSITRE -
w CONETITUTION DE BASES DE HEE & CLIMICO-SI0LOGIGUE F MIALTIDN SCIPMAIRE 5,
MULTICENTRIGUE S HATIOHALE S & WVIZEE DE RECHERCHE ET I'EVALUATION DE 3 501N 3
& PARTIR DE PATIENT 3 PRE 3ENTANT UME TUMELUR DU 5% 2TEME NERVEUX CENTRAL »

kM=adame, Mademalsale, Monskeur,

ANN de permetire I'égaité e '3CCES AU S0INS 5UT Mensembie du fermiore et de favoriser |3 rechenche sur kes
fumeurs certhralies, plusieuns reseauw de soins ebou bases de donndes clinico-Diologiques ont &2 créés 3ulour de
ces umews : I3 Base de données Clinico-Siologigues de Glicbizstomes (BCE-G ou French Gilobizsioma
Blobank), e réseau LOC pour les ymphomes oculo-carébraux, le résesu POLA pour les tumewrs
oligecendrogiiaies de haut-grade, ke réseau TUCERA pour les tumeurs centbralies ranes Svec 50N SOus-groupe. e
réseau GUITRAD pour les gllomes du fronc cénsbral de Facule et ke résesu REMOCLIP, msesu de réftrence
nafonal sur les tumeurs rares du E-}'EtETE neneLx cantral.

L'ensembie e ces réseaux et bases oe données ne peut s2 constiuer sans voire parfcipation et cebe lefire
d'information a pour objectf de vous delhTer toule Minformaticn nécessalre sur voire role, les MEQues, ks
cantraintes et les bénefices liés 3 celie paricipalion qui ne peut s faire 53ns je recuell de VOIFE CoNsEMEMERt
Ceffe information conceme chacune de ces sWuclures dont les equipes collaborent et mefent keurs acions &n
SO,

Selon ke resultat 'analyse de voire prélévement tumaoral 3u bioc oparatoire, vous pamiciperez 3 F'une des bases ge
donnees cinico-biclogiques chaes précademment - BCE-G, LOC, POLA, TUCERA, GLUTRAD ou REMOCLIP

ez sont les oblectife de ces programmss ot en guol consletars voitre parbicipation?

L'objectl de ces programmes est, dune part, |a oétermination de faclewns de rsque et dautre part, ramelicration
des connaksances pour le diagnastic et e trakement des fumewrs cérébraies nécessitant de réunir &t anafyser une
masse Importanie déchantlions blologhques et de données ciniques associees. C'est en efMet & partr ou
rapprochement entre les resultats O analyses des prakvements biologiques et les données clrigues des maladies
et leur &volution gue tes projets pourmant Stre développes par des aquipes de recherche

Durant wotre prise en charge & IMopkal, des préiévements biologIQUES &t examens raciclogiques pouront e
gffiactues afin @efablir la nature de woire maladie =t dadapier e tEAfiement qul vous sera propose. Les
prélévements ne sont pas toujours ubisSs en Sotalte ot les sUpLS biologigues penerts sonmt oétrults. Viote
participation conslstera 3 autoriser une part que solt réalse un prékvement sanguin suppiementaire dedié 3u
Programime wous concemant et d'autre & autoriser |2 conservation & Futilsation & des s de recherche oe
ce prélidvement dédid, des surples bio EE, données i examens radoiogiques ef données cliniques 3ssociees,

dans les condiions detallikes o-aprés.

2uala prélevaments of quelies donnéss sont concemmes 7

- un predevement de [a lumeur et en limite de I3 tumewr sera réalise lors de Nnierveniion chirungicale,

- un prékvement de sang ou fout aute Iquide biclogique (iquide céphalo-rachikdien, corps itrd e Pl efc )
awant iz ch ]

-un de 5ang aprés |a chirurgle et avant e rabement compliémentaine, pandant vatre sulvl [SCE-G),
- un préyement de cheveux (ou pols pubiens ou akseies) qui Bera réalise U Dioc oparatoires, durant le rasage
d minima effechss avamt lMnieryention cu lors dune consuitElon (BCE-E),

- um prélgyvement de gralese S0UE Culanse éveniusliement effectue 3u niveau de Mncsion lors Ge MNndereaention
chirurgicale (BCB-G),

- En c3g de nowsele chirurgle 3u cours 0e voire subvl l2s mémes prégvements de 53ng & o2 umeur sermnt
egalement preleves et conserves. (SCS-G)

Comment sont gérés ces prélévamants st donnéss recusilla 7

Tous les chantlions préleves dans |2 cadre de ces réseaux of Dasss de dornées seront corsengs sous forme
oodsa, pour une durds [limibse. Ces echantlions seront shiockes, dans ke eenvice dedle die vwoire hipital de prise en
charge, appelé Cenre e Ressources Sioioglques (CRI) — Tumorothéque, charge de paner les achantllons
biclogiques paur |a recherche, de mankene ananyme et confidentielie grice 3 un systéme Informatque specialiss et
agree par la CNIL (Commission Mationale Informatique et Libertés). Pour |3 BCE-G, un envel annued de vos
échantiions Gera realse vers ke CRE du CHU dANGErs pour comsenvation. Alnsl ks ressources biologigues
pouTeni ire mises 3 diEposlion des charchaeurs, 3preés accond dun comibd scientfique, dans ke respect oes lois &t
de Féthique.

Des données clinigues af radiologiques 3s50ckées 3 ces Achantilons et en rapport #vec voire mabde, seront
recuellles 3 parlir de votre dossler medical. Les données recuedlies seront enregisirées de maniers anomme.
dans une base de donness Informatique, par ou persannel hospitailer disposant de codes dacces ef tenu 3u
respect du ecret professionnel.

Cane fous les ¢3g, ke transfert des donnees Wous concamant =& farg an toute confidentaite sous forme codes et
wiire ldentiie ne sera [amalks révaigs.

Fapelawr3



FEEaes | Betenl fu CHSIRTaTaT fu Dl i Wwtwps vabdes G177 QUES | 0 ARGEHS o ) sovessbes J50

mm-mnhmmlmmmm%mmmﬁqﬁui de lachantllon de wotre

r mais egalement de vos liqui biologiques de maniére anomyme, L' de caracteristigues
ﬂﬁﬁull.iﬁmmﬂﬂmcmﬁqmm.lwwﬁmdemh des
turneurs ef leur réponse aux traitements,

Les cheveux (ou pails) & la gramse sous cutande reflatent, en las accumulant, les expositions récentes 3 des
produits chimiques environnementaux (comme les pesticides). dont le rile dans les tumeurs cérdbrales peut &tre

suspacie.

Pour la BCB-G, des cellules issues de voire turneur pourront &ire conservées dans des conditions permettant la
création de populations celulaires de ghoblastornes. @ destination des chercheuws souhaitant étudeer ces
populations parbouliéres de callules.

guﬂ qmmmeﬂ. Que WouS acoeptiez ou que vous refusiaz la conservation et utiisaton de vos donndes

dlinico-biclogiques & des fins de recherche. votre prise en change s efectuera de |la mérme manidre. De plus. méme
ﬁmu:mmmumurd" hul, vous pourmaz & 10U MOMEnt revenir sur volre Jécision Sans que cela Nmpacte volre
prise an charge

iErImon corps humain (articles 16-1 et 16-6 du code civil) : Vs prélévemnents ne pourront ni étre
nidhnhmmnluﬁdunnrmgmriwnrmn.

Données a caractére personnel : conformément au reglement général sur la protection des données o la
bol n*7B-17 du € janvier 1978 relative & lnformatique. au fichiers et aux libertés, wous disposez @ égard des
données médicales assocses aux prélévements d'un droft d'accés, deffacement, de rectfication, de limitaton et
de poriabiité de vos données. Vous disposaz égalerent dun drolt dopposition @ |a transmssion des données
couvertes par le secred médical susceptibles o dtre utilisées dans le cadre de cette recherche. Si vous retirez votre

consenteamant au cours de a recherche, las donndes dija recusilves seront traiides sauf opposition de votre pan.
Cependant oe droit ne pouTa pas §'exercer si rmmﬁmmmmnmmmﬂ
comgromative Fanalyse des donnees de la rechercha. )

Si vous avez des questions cu reclamations a formuler concernant la gestion de vos donnees personnelles, mer
de prendre contact avec be médecn qui vous sult dans le cadre de |a recharche. Si vous avez des guastions sur la
profection des donndes dans le cadre de la recherche, wous pouves comtacter e Délégué & la Protection des
donndes de voire da prise an charge. . o

La Commission Nationale Informatique et Libertds (httos-/wavw.cnil fr) est lautorité francaise habiitée & recevor
toute réclarnation officiells co it e irafemaent mmm. ) ,
MW E::m , dirgcterment ou par [ re d'un medecin de votre chobe, 3 l'ensemble de
was donn :

Recherche solentifi ltmhlmhrmirﬂ'  1a loi de bioéthique du & aodt 2004 précse que les sémaents
du corps hurnain m-ilﬂ-l.rﬂlﬁ- mﬂﬂmm«mmiumqu.h:mmmh
sant lssus ait été informae et ne 8y soit pas cpposde. De plus. aucun examen de vos caractinstiques géndtigues
hirdditaires na sera réalisé sans voire consentement spéofigus dort

Gestion des ressources bicloiques pour la recherche : le décret 2007- 1220 du 10 Aot 2007 précise que
las déléments du corps hurnain utilisés & des fins de rechenche scientifigue dolvert dire pénés par des Centres de
Resscurces Biclogigues déclards et autorisés (arrdss du 18 Aodt 2007). )
Autorisations : ce programme & #ti autorisé par le Ministére de la Recherche et [Agence Rigionale de Santé o1 a
recu un avis favorable du Comité de Protection des Personnes CPP Ouast || Lﬁmméml:w:fhﬂrzml Las
bases de dorndes assockes & o programme ont fait fobjet dune autorisation de |a sion Natonale de
Inforrnatique &t das Liberés

Mecezin asgocis d t rechgrchg  Nom Prinom :
Cute : Signature du médecin :

Ce docurnan! vous apparfient &l vous pouves le communiguer @ voire mégdecin raifan! ou @ vos proches pour avis
i i % ] '.l.' 1 [} Rt By

=1 EREMIPAPE o Vol PieE DOMBEreE AT I8 BErREnT o = I

= EEmpEE o vl BiEnS conmarsl Bar be EIEOMIALIE 38 B necharchE (Soaaier palEnt)

u it B -
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Annexe Il : recueil consentement patient

rhurvanitan R il gi Do Ll B ek T 3 (@1 ‘T veides SRR QUCST 0 ANSEES & 5 s bes 1d4d

FORBULAIRE DE RECUEBN DE CONBENTEMENT ! HON OPPD EITION POUR FARTICIFATION AU PROGEAANME :

= CONETITUTION OE BA BEY DE DOMMEE § CLIKIC-O-E3DL CEIEAE § MULTICHACIFINAIRE S, MULTICENTRIGUE 8
HATIONALE B A VI3EE DE RECHERCHE ET DFEVALUATION DER 304N 3
& PARTIR OE PATIENT 8 FRESENTANT UNE TUBRELR DU Y ITEME NERVEUX CENTRAL =

\/iolre panicipation se fera dams e cadre des projeds | POLA, TUCERA, BCB-G, LOC, GLITRAD ou RENOCLIP,
sElon les resulats danalyses de vos préldvemants chinsicaux

J2 GOUSEIgNE, (NOM, PraNCET ou PaBRNEY. ... ... oo eceeeen, PEE) BB T

Ou Esgnabara de reprécentanic |sgaus @ b= signesors dun consactemEnD CE U0 MSSUr SCUS SEUVEgSTS ds jusics st
walsnie, Cele dun majEur sous urstells 'est dgelemend & cordiion gull SoF assishs car som cumiEur =t gue |8 prEuee de
ressisinnce du Ccormissr figure Sur e forrulsine de comseniEment oo dars e dossier médical Enfin. e corsememert du majer
SoUE fubelle n'esk pas suflisant. | exi ecueill sekon e degré de dscermameant du msjeur prodgs mals Fauinisabon oo uieur est
todours rdcessEne

Ou dlgmesturs d'us proohs s [Ele Ou pabens |8 nécsaghs
sgleoent an tant gos b reprdcentast i Megeisu ), ) proohs da :
Mo, prénom du pabanst]. .. ..., T - L

- de 3 nature du progranme et de ses buts, notamment pour 53 partie 4'&hude de mes caractersiques genstiques
Eans finalke Keniiflanie,

- Que ce programme &l 13 conservation oes échantlions qul ¥ est 3550Cke, 3 MegU POUr 53 MISE &N DELATE. U avis
Tavorable du Comibe de Prolecion des Personnes Angers Cuest || le 15 fevrier 2013,

- gue |e Buls llbre d'accapter ou oe refuser oo pariciper e que e CholX N'LFE 3UCUNE COPSSqUence sur 13 qualte
e Ma prise en charge médicaie hanhuele,

- uUe J& SuUls ore & MUt moment o8 révoquer mon ConsememEnt &1 demander |3 0esucion 0e mes échamilons
5anE CONGEQUENCE 5UM 13 Qualié de ma prise en charge méaicale,

- Bes Modaltés de geston de mes prélevements bicioglques par le Certre de ressources bDiologigues de oplal
0 Je sUS pris 2n charge et notamment concernant leur corsenaion pour une durée IMmités, méme sl je venals 5
décader, ieur wllisation & des fins de recherche dans |e domaine des umeurs ceérgbrales, ainsl que kewr cesshon 3
d'auires cherchelrs publics ou prives du ierboire nafional ou Infemational, pour des eludes dams & méme
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Annexe IV : avis favorable du groupe éthique clinique

CG-RU’* i
1 s FALULTE DFE MDD Oy

GROUPE ETHIQUE D'AIDE A LA RECHERCHE CLINIQUE POUR LES PROTOCOLES DE
RECHERCHE NON SOUMIS AU COMITE DE PROTECTION DES PERSONNES

Etvics CommiTTee IN HUMAN RESEARCH

AVIS

Responsable de la recherche : Dr Vieginie ANDREE | Elise BERTHY
Titre du projet de recherche : Etude de Mmpact d'une exposition professionnelle aux pestickdes sur
I"agressivité et la réponse au traltement des glioblastomes

N’ du projet : 2019 052

Le groupe éthique daide 3 ka recherche clinigue donne un avis

X  FAVORABLE
C  DEFAVORABLE
O SURSISASTATUER

O DECLARATION D'INCOMPETENCE

au projet de recherche n® 2019 052

A Tours, le 03 Juin 2019
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Dr Béatrice Birmelé
Présidente du Groupe Ethigue Clinigue

2, Bd Tean ki - 37044 TOURS Cedex 9 - TUL 021837 0050
Courrael : espacu i quo@chin- o s 1t
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Annexe V : détail des traitements radio-chimiothérapeutigues

Patients exposés

Patients non exposés

Traitement 1 ére intention

Stupp 34 159
Stupp + bévacizumab 4 10
Témozolomide 3 0
Témozolomide + bévacizumab 1 2
Radiothérapie seule 0 2
Pas de traitement 6 3
NR 2 1
Traitement 1ére rechute

Stupp 0 4
Stupp + bévacizumab 1 1
Témozolomide 2 17
Témozolomide + bévacizumab 0 4
Lomustine 2 4
Lomustine + bévacizumab 8 22
Lomustine + Témozolomide + bévacizumab +

irinotécan 0 1
Lomustine + procarbazine + vincristine 0 1
Fotémustine 0 1
Fotémustine + bévacizumab 3 8
Carmustine 1 12
Bévacizumab + irinotécan 4 12
Bévacizumab 4 17
Carboplatine + étoposide 0 2
Carboplatine 0 1
Cyclophosphamide 0 2
Dépatuxizumab mafodotine 0 3
Crizotinib 0 1
Verunafenib 0 1
anti-FGFR3 0 1
Radiothérapie seule 0 3
Pas de traitement 12 33
NR 0 1
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Résumé

La population mondiale est exposée aux pesticides, notamment, via I’alimentation puisque 90% des
aliments sont contaminés par au moins un pesticide. Cette exposition est réglementée mais seulement
pour chaque pesticide pris individuellement : la sécurité des associations, liées a I’utilisation ou a
I’exposition environnementale, n’est pas évaluée. Or les individus ne sont pas exposés a un seul
pesticide mais a un mélange de pesticides puisque pres de 40% des aliments sont poly-contaminés.
Les effets, a long terme, de cette poly-exposition chronique de faibles doses de pesticides sont, encore
a ce jour, peu connus. Cette these se compose de deux études : une étude fondamentale visant a
évaluer les conséquences de la poly-exposition chronique, a un mélange de 7 pesticides (couramment
retrouveés ou ayant été couramment retrouvés dans I’alimentation), d’un acteur clef du micro-
environnement tumoral, les CAF (Cancer Associated Fibroblats), issus de MSC (Cellules Souches
Mésenchymateuses) sur 1’agressivité et la résistance au traitement des cellules tumorales gliales ; et
une étude clinique visant a étudier I’impact d’une exposition professionnelle aux pesticides sur la
survie globale, sur la survie sans rechute et 1’age au diagnostic des patients atteints de glioblastome.

Pour réaliser 1’étude fondamentale, deux modeles in vitro ont été mis en place : un modéle de co-
culture CAF pré-exposés aux pesticides-primoculture de glioblastome (GBM) et un modele
d’exposition d’une primoculture de GBM au milieu conditionné de CAF pré-exposés aux pesticides.
Il a alors ét¢ montré que 1’exposition chronique des CAF aux pesticides pourrait entrainer un
enrichissement en cellules souches cancéreuses (CSC), une surproduction de CCL5, une
surexpression des génes prolactine et leptine, connues pour favoriser 1’invasion tumorale. Ainsi,
I’exposition chronique des CAF aux pesticides pourrait conduire a I’apparition d’une population
tumorale plus agressives et plus invasives.

En outre, une étude clinique nationale, rétrospective, multicentrique, réalisée sur 227 patients (50
patients atteints de glioblatome et professionnellement exposés aux pesticides et 177 patients atteints
de glioblastome mais non exposés aux pesticides) a mis en évidence une diminution de la survie
globale des patients professionnellement exposés aux pesticides : la survie globale des patients
professionnellement exposés aux pesticides est de 12.1 mois alors qu’elle est de 16 mois pour les non
exposés. Une analyse multivariée, réalisée grace au modéle Cox, n’a pas pu mettre en évidence
I’impact direct de I’exposition chronique aux pesticides dans cette diminution de survie.

Toutefois, une différence de prise en charge significative entre les 2 groupes de patients a été
constatée : les patients professionnellement exposés aux pesticides sont moins pris en charge par
exérese et par le protocole Stupp, protocole de référence, que les patients non exposés. Il devient alors
important de comprendre cette différence de prise en charge. Elle est probablement due au fait que
1.7 fois plus de patients exposés aux pesticides est plus de 70 ans. Le pourcentage d’indice de
Karnosky inférieur a 60 % semble également étre plus important dans le groupe patients exposés.
Cette différence de prise en charge pourrait également étre due a une différence de localisation
tumorale ou d’invasivité. Dés lors, une comparaison de la localisation tumorale des patients exposés
et non exposés semble intéressante.

Mots clefs : pesticides, glioblastome, Cellules Souches Mésenchymateuses, Cancer Associated
Fibroblast, microenvironnement tumoral, résistance thérapeutique, agressivité et invasivité tumorale
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D’honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de mon art et de leur
témoigner ma reconnaissance en restant fidele a leur enseignement.
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respecter non seulement la législation en vigueur, mais aussi les regles de I'’honneur, de la
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Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidele a mes promesses.

Que je sois couvert d’opprobre et méprisé de mes confréres sij'y manque.
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Résumé

La population mondiale est exposée aux pesticides, notamment, via I’alimentation puisque 90% des
aliments sont contaminés par au moins un pesticide. Cette exposition est réglementée mais seulement
pour chaque pesticide pris individuellement : la sécurité des associations, liées a I’utilisation ou a
I’exposition environnementale, n’est pas évaluée. Or les individus ne sont pas exposés a un seul
pesticide mais a un mélange de pesticides puisque pres de 40% des aliments sont poly-contaminés.
Les effets, a long terme, de cette poly-exposition chronique de faibles doses de pesticides sont, encore
a ce jour, peu connus. Cette these se compose de deux études : une étude fondamentale visant a
évaluer les conséquences de la poly-exposition chronique, a un mélange de 7 pesticides (couramment
retrouveés ou ayant été couramment retrouvés dans I’alimentation), d’un acteur clef du micro-
environnement tumoral, les CAF (Cancer Associated Fibroblats), issus de MSC (Cellules Souches
Mésenchymateuses) sur 1’agressivité et la résistance au traitement des cellules tumorales gliales ; et
une ¢tude clinique visant a étudier I’impact d’une exposition professionnelle aux pesticides sur la
survie globale, sur la survie sans rechute et 1’age au diagnostic des patients atteints de glioblastome.

Pour réaliser 1’étude fondamentale, deux modeles in vitro ont été mis en place : un modéle de co-
culture CAF pré-exposés aux pesticides-primoculture de glioblastome (GBM) et un modele
d’exposition d’une primoculture de GBM au milieu conditionné de CAF pré-exposés aux pesticides.
Il a alors été montré que 1’exposition chronique des CAF aux pesticides pourrait entrainer un
enrichissement en cellules souches cancéreuses (CSC), une surproduction de CCL5, une
surexpression des génes prolactine et leptine, connues pour favoriser I’invasion tumorale. Ainsi,
I’exposition chronique des CAF aux pesticides pourrait conduire a I’apparition d’une population
tumorale plus agressives et plus invasives.

En outre, une étude clinique nationale, rétrospective, multicentrique, réalisée sur 227 patients (50
patients atteints de glioblatome et professionnellement exposés aux pesticides et 177 patients atteints
de glioblastome mais non exposés aux pesticides) a mis en évidence une diminution de la survie
globale des patients professionnellement exposés aux pesticides : la survie globale des patients
professionnellement exposés aux pesticides est de 12.1 mois alors qu’elle est de 16 mois pour les non
exposés. Une analyse multivariée, réalisée grace au modéle Cox, n’a pas pu mettre en évidence
I’impact direct de I’exposition chronique aux pesticides dans cette diminution de survie.

Toutefois, une différence de prise en charge significative entre les 2 groupes de patients a été
constatée : les patients professionnellement exposés aux pesticides sont moins pris en charge par
exérese et par le protocole Stupp, protocole de référence, que les patients non exposés. Il devient alors
important de comprendre cette différence de prise en charge. Elle est probablement due au fait que
1.7 fois plus de patients exposés aux pesticides est plus de 70 ans. Le pourcentage d’indice de
Karnosky inférieur a 60 % semble également étre plus important dans le groupe patients exposés.
Cette différence de prise en charge pourrait également étre due a une différence de localisation
tumorale ou d’invasivité. Dés lors, une comparaison de la localisation tumorale des patients exposes
et non exposés semble intéressante.

Mots clefs : pesticides, glioblastome, Cellules Souches Mésenchymateuses, Cancer Associated
Fibroblast, microenvironnement tumoral, résistance thérapeutique, agressivité et invasivité tumorale



