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Introduction 

 

Parmi les principales causes de décès en France, le cancer est la première chez 

l’homme et la seconde chez la femme sur la période de 2005 à 2009. Il correspond à 

un développement anarchique d’un certain type de cellules, échappant aux différents 

mécanismes de régulation, moléculaires et cellulaires, dont les conséquences mettent 

la vie du patient en danger. Malgré les recherches actuelles permettant une meilleure 

compréhension de la tumorogenèse ainsi que des mécanismes de développement, le 

cancer reste le mal premier du XXIème siècle. En effet, on compte plus de 385 000 

nouveaux cas en France lors de l’année 2015 (Les cancers en France - Edition 2015 

-Institut National Du Cancer), même si le vieillissement de la population, l’amélioration 

des outils diagnostiques ainsi que les politiques préventives mises en place à travers 

la France, et de nombreux pays dans le monde, peuvent expliquer cette augmentation. 

Les cancers du poumon, du sein et du côlon sont les plus fréquents mais bénéficient 

d’un taux de guérison élevé. À l’inverse, certains cancers, de prévalence bien plus 

faible, présentent des taux de mortalité plus élevés. 

 

Parmi ces derniers, les tumeurs issues des cellules gliales - les gliomes – sont 

associées à un pronostic sombre. La classification de l’Organisation Mondiale de la 

Santé (OMS) permet de distinguer les gliomes selon le type de cellules initiatrices 

(astrocyte, oligodendrocyte, épendymocyte) et de grader chaque gliome selon son 

degré de malignité (Louis et al. 2007). Cette classification a récemment été mise à jour 

afin de prendre en considération des données moléculaires qui apportent des 

informations pronostiques et permettent de guider la décision thérapeutique, 

notamment pour le sous-groupe des gliomes diffus qui rassemble des astrocytomes et 

oligodendrogliomes particulièrement invasifs (Louis et al. 2016). La prise en charge 

thérapeutique des gliomes diffus repose sur une exérèse chirurgicale lorsqu’elle est 

possible, suivie d’une radiothérapie (RT) associée à du témozolomide (TMZ) pour les 

hauts-grades (grades III et IV), ou l’une de ces modalités thérapeutiques pour les 

grades II. Malgré l’approche multimodale dans le traitement des gliomes diffus de haut-

grade, les récidives sont nombreuses et la médiane de survie est faible : elle varie de 
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10 à 15 mois selon les études (Smith, Jenkins 2000; Alifieris, Trafalis 2015). Une des 

explications à cet échec repose sur l’apparition d’une chimiorésistance et d’une 

radiorésistance précoce des cellules cancéreuses (Dean, Fojo, Bates 2005). Une 

meilleure compréhension des mécanismes mis en jeu dans la résistance aux 

radiations ionisantes (RI) et aux agents chimiothérapeutiques est donc un prérequis 

indispensable afin de pouvoir proposer des traitements plus efficaces aux patients 

souffrant de gliomes diffus. 

 

L’étude des mécanismes de résistance cellulaire aux traitements repose sur des 

travaux réalisés in vitro sur lignées cellulaires tumorales et in vivo sur modèle animal 

reproduisant la pathologie humaine. Actuellement, le modèle murin est celui utilisé 

pour les différentes études (Stylli et al. 2015). Cependant, il présente de nombreux 

inconvénients : les tumeurs chez la souris sont induites et des injections stéréotaxiques 

sont nécessaires afin d’étudier le développement tumoral intracérébral. De plus, les 

souris utilisées pour la recherche sont des souris immunodéficientes ; l’interaction 

entre le système immunitaire et le développement tumoral ne peut donc pas être pris 

en compte dans les études actuelles. Enfin, le modèle murin ne permet pas d’utiliser 

certains outils diagnostiques et thérapeutiques utilisés chez l’Homme tels que 

l’Imagerie par Résonance Magnétique (IRM) ou la chirurgie stéréotaxique. Le chien 

représente quant à lui un modèle animal très intéressant pour l’étude des gliomes 

diffus car il peut spontanément développer ces tumeurs avec une prévalence similaire 

à celle rapportée chez l’Homme (Song et al. 2013).Outre les avantages inhérents au 

modèle spontané (immunocompétence, diversité clonale, similarité des mécanismes 

oncogéniques avec la pathologie humaine), le chien présente un avantage anatomique 

majeur par rapport au modèle murin : la grande taille de son encéphale permet 

d’utiliser les mêmes outils d’imagerie et de RT que ceux utilisés pour le patient humain. 

Le modèle canin semble donc être plus pertinent que le modèle murin pour l’étude des 

gliomes diffus de l’Homme (Candolfi et al. 2007). Cependant, avant de pouvoir l’utiliser 

comme modèle d’étude dans un contexte de recherche en radio-oncologie 

comparative, il est indispensable de démontrer la similarité de réponse à la RT entre 

gliomes canins et humains. Cette caractérisation de la réponse tumorale radio-induite 

devra se faire dans un premier temps sur différentes lignées cellulaires de gliomes 

canins préalablement caractérisées.  
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Face aux limites de la RT dans le traitement des gliomes diffus, de nouvelles 

stratégies sont actuellement étudiées pour en améliorer l’efficacité ou pour la 

remplacer. Dans ce contexte, la virothérapie représente une option thérapeutique 

particulièrement intéressante. En effet, depuis le début du XXème siècle, des cas de 

rémission cancéreuse ont été observés lors d’infection virale concomitante. Depuis la 

découverte des virus, nombre d’entre eux ont présenté des propriétés oncolytiques. 

Les virus oncolytiques (VO) correspondent à des virus qui ont la capacité de détruire, 

directement ou non, les cellules cancéreuses et qui ne s’attaquent pas aux cellules 

saines. D’une part, les VO détruisent les cellules cancéreuses via leur cycle lytique ou 

via la lyse des cellules endothéliales. D’autre part, l’activité virale au sein de la tumeur 

est responsable d’une réactivation du Système Immunitaire (SI) antitumoral : les VO 

jouent un rôle essentiel dans l’immunothérapie anti-cancéreuse. De nombreux virus 

ont présenté des propriétés anti-cancéreuses et ont fait l’objet de virothérapie anti-

tumorale. Les virus les plus étudiés sont l’Herpès Simplex Virus de type 1 (HSV-1), les 

Adénovirus (Ad), les poliovirus et les paramyxovirus tels que le virus de la rougeole. 

Ces virus ont été modifiés afin d’améliorer leur spécificité tumorale, leurs propriétés 

oncolytiques ou leur pouvoir immunogène. Ces virus sont appelés des virus armés. 

De nombreux essais thérapeutiques sont en cours à travers le monde avec ces VO 

armés. Une autre approche de la virothérapie correspond à l’utilisation combinée avec 

d’autres agents anticancéreux tels que des molécules anticancéreuses (Bartlett et al. 

2013 ; Lawler et al. 2016 ; Spencer et al. 2015).  

Le virus myxomateux est aussi un VO (Lun 2005). L’avantage présenté par le 

Myxomavirus (MYXV) par rapport aux autres VO ci-dessus, est sa spécificité d’hôte 

des lagomorphes. Ainsi, il a démontré une innocuité vis-à-vis des cellules humaines et 

canines in vitro et in vivo (Jackson et al.,1966). De plus, l’absence d’anticorps 

préexistants fait du virus myxomateux un candidat intéressant pour la virothérapie 

oncolytique.  

 

Dans un contexte de recherche translationnelle, le chien atteint de gliomes 

diffus représente un modèle d’étude pertinent qui pourrait être utilisé dans un futur 

proche pour des études précliniques visant à évaluer l’efficacité de stratégies 

thérapeutiques innovantes telles que l’association du MYXV à la RT. La mise en place 

de telles études précliniques chez le chien nécessite dans un premier temps d’évaluer 
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in vitro, sur lignées cellulaires de gliome canin préalablement caractérisées, l’efficacité 

anti-tumorale de la RT, du MYXV et de l’association des deux.  

Ainsi mon projet de thèse vétérinaire a pour buts de : 

(i) Réaliser la caractérisation phénotypique et génotypique de différentes 

lignées cellulaires de gliome canin de haut-grade de malignité,  

 

(ii) Caractériser la réponse radio-induite de ces lignées cellulaires, 

 

(iii) Évaluer l’efficacité oncolytique de la souche SG33 du MYXV sur ces 

lignées cellulaires 

 

 Dans une première partie, une revue de la littérature visant à détailler les 

différents éléments nécessaires à la compréhension du sujet sera réalisée. Une 

approche générale du gliome chez l’Homme, mais aussi chez le chien sera faite afin 

de mieux comprendre cette entité pathologique. Puis dans un second temps, nous 

étudierons les différents VO étudiés actuellement et nous nous intéresserons plus 

particulièrement au MYXV. 

 Dans une deuxième partie, nous ferons une présentation du matériel et des 

méthodes mis en œuvre ainsi que des résultats obtenus pour chacune des 

problématiques de ce travail de thèse. 
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A. Les gliomes diffus 

 

1. Définition histopathologique 

 

(a)  Les cellules de la glie 

 

Les gliomes correspondent aux tumeurs du SNC issues des cellules gliales. 

Initialement, ce type cellulaire a longtemps été considéré comme un simple support du 

tissu nerveux en permettant le maintien de son architecture et de sa stabilité (Louis et 

al. 2007). La découverte des différents types de cellules gliales a montré que ce tissu 

joue un rôle bien plus important au sein du SNC. Ainsi, on distingue deux grands types 

cellulaires (Dimou, Gotz 2014) (figure 1): 

- La microglie : ces cellules forment le système immunitaire inné du SNC et 

est capable de phagocytose. Elle est au contact des neurones et peut 

supprimer les synapses défaillantes. On parle de synaptic stripping 

(Kettenmann 2013). 

- La macroglie : on distingue différents sous-types cellulaires 

- Les astrocytes permettent le maintien de l’homéostasie métabolique 

et ionique au sein du cerveau. Par ailleurs, ceux-ci interviennent dans 

la communication neuronale au niveau de la synapse, mais aussi 

dans la cicatrisation lors d’atteinte du SNC. 

- Les oligodendrocytes sont les cellules gliales myélinisantes du SNC.  

- Les épendymocytes sont à l’interface entre le SNC et le Liquide 

Cérébro-Spinal (LCS). 

-  Les cellules gliales NG2 ont été découvertes à l’aide d’anticorps 

NG2, spécifiques du protéoglycane chondroïtine sulfate de type 4. 

Elles forment un réseau péri-neuronal, permettent de stabiliser la 

synapse et sont distribuées dans l’ensemble du cerveau adulte. Elles 

interviennent dans la cicatrisation du tissu nerveux et peuvent se 

différencier en d’autres types cellulaires, tels que des 

oligodendrocytes. 
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Figure 1 Schéma de l'organisation des cellules gliales (d’après Jansen 2014). 
Les astrocytes soutiennent le réseau neuronal et interviennent dans la nutrition des neurones et la communication 
synaptique. Les oligodendrocytes forment des gaines de myéline autour des axones dans le SNC. La microglie 
participe à la défense du SNC et possède la capacité de phagocyter les débris cellulaires. 

 

(b)  Classification des gliomes selon l’OMS  
 

 L’OMS a mis en place une classification des tumeurs cérébrales dès le milieu 

des années 1960, et n’a cessé de l’enrichir avec de nouvelles données. La première 

classification, qui date de 1979, différenciait les tumeurs selon leur type histologique. 

Ainsi, la principale dichotomie se fait entre les cellules astrocytaires, épendymaires et 

oligodendrogliales. La seconde classification de 1993 apporte des informations 

supplémentaires via l’analyse immunohistochimique des différents types cellulaires 

(Kleihues et al., 1993). La troisième classification fournit les profils génétiques des 

cellules afin d’affiner la description des tumeurs cérébrales. Par ailleurs, cette 

nomenclature fait référence pour la première fois à l’épidémiologie, les symptômes 

ainsi que le pronostic pour chaque entité clinique (Kleihues et al. 2002). La 

classification de 2007 s’appuie sur les travaux précédents et fournit de nouvelles 

informations pronostiques sur les tumeurs. Les différents types histologiques de 

gliomes et le grade OMS associé sont présentés dans le tableau ci-après. 
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Tableau 1 Classification des différents types tumoraux (d'après la classification OMS 2007) 

Type Sous-type 
Grade 

I II III IV 

Astrocytomes 

Astrocytome sous épendymaire à cellules 
géantes 

x    

Astrocytome pilocytique x    

Astrocytome pilomyxoïde  x   

Astrocytome diffus  x   

Xanthoastrocytome pléomorphique  x   

Astrocytome anaplasique   x  

Glioblastome    x 

Glioblastome à cellules géantes    x 

Gliosarcome    x 

Oligodendrogliomes 
Oligodendrogliome  x   

Oligodendrogliome anaplasique   x  

Oligoastrocytomes 
Oligoastrocytome  x   

Oligoastrocytome anaplasique   x  

Ependymomes 

Subependymome x    

Ependymome myxopapillaire x    

Ependymome  x   

Ependymome anaplasique   x  

 

Parmi les tumeurs présentées dans le tableau 1, certaines sont particulièrement 

infiltrantes, difficiles à réséquer et posent des problèmes de récidive locale : elles sont 

alors désignées de manière usuelle sous le terme de « gliomes diffus ». Elles 

correspondent aux astrocytomes diffus, anaplasique et de grade IV ainsi que les 

oligodendrogliomes et oligoastrocytomes de grade II et III.  

La cinquième classification OMS de Juillet 2016 apporte une modification 

considérable à celle de 2007. En effet, les paramètres génétiques sont pris en compte 

dans l’établissement du diagnostic, mais aussi du pronostic des tumeurs. Ainsi, la 

classification repose sur le diagnostic histologique en premier lieu, qui est ensuite 

complété par le diagnostic génétique lorsque celui-ci est possible. L’apport des 

données génétiques est responsable d’une restructuration de certains types tumoraux 

(tableau 2). L’un des exemples les plus marquants de cette restructuration concerne 

le groupe des gliomes diffus qui devient alors une entité à part entière, pour laquelle 

certains marqueurs moléculaires ont une valeur pronostique (mutations des gènes 
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IDH1 et IDH2) et d’autres ont une valeur diagnostique telles que la mutation du gène 

ATRX fortement associée aux astrocytomes et la codélétion 1p/19q associée aux 

oligodendrogliomes. Le gène IDH code l’enzyme de même nom (Isocrate 

déshydrogénase) qui est responsable de la transformation de l’isocitrate en -

kétoglutarate lors du cycle des acides tricarboxyliques. Sa mutation entraîne la 

production d’une nouvelle molécule, le D-2-HG (D-2-Hydroxyglutarate), dont la 

concentration importante entraîne des modifications épigénétiques et une 

hyperméthylation de l’acide désoxyribonucléique (ADN). Les patients atteints de 

gliomes avec une mutation IDH présente une médiane de survie plus élevée par 

rapport à ceux avec un profil IDH « sauvage » (Dunn et al., 2013). La codélétion 1p/19q 

est un marqueur fortement associé au diagnostic d’oligodendrogliome et représente 

aussi un facteur pronostic favorable (Nikiforova et al, 2011). Ainsi, la classification des 

gliomes diffus repose dans un premier temps sur une différenciation histologique, puis 

dans un second temps sur la caractérisation de différents marqueurs pronostiques 

dont le statut IDH (figure 2). 
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Tableau 2 Nouvelle classification des gliomes, d'après la classification OMS 2016 (Louis et al., 2016) 

 

 

Type Sous-type 
Grade 

I II III IV 

 
Tumeurs astrocytaires et 

oligodendrogliales diffuses 

Astrocytome diffus, IDH-mutant  x   

Astrocytome diffus, IDH-sauvage  x   

Astrocytome diffus, NOS  x   

Astrocytome anaplasique, IDH-
mutant 

  x  

Astrocytome anaplasique, IDH-
sauvage 

  x  

Astrocytome anaplasique, NOS   x  

Glioblastome, IDH-mutant    x 

Glioblastome, IDH-sauvage    x 

Glioblastome, NOS    x 

Gliome diffus de la ligne médiane, 
H3K27M-mutant 

   x 

Oligodendrogliome, IDH-mutant et 
1p/19q codélété 

 x   

Oligodendrogliome, NOS  x   

Oligodendrogliome anaplasique, 
IDH-mutant et 1p/19q codélété 

  x  

Oligodendrogliome anaplasique, 
NOS 

  x  

Oligoastrocytome, NOS  x   

Oligoastrocytome anaplasique, NOS   x  

Autres tumeurs astrocytaires 

Astrocytome pilocytique x    

Astrocytome sous épendymaire à 
cellules géantes 

x    

Xanthoastrocytome pléomorphique  x   

Xanthoastrocytome pléomorphique 
anaplasique 

  x  

Ependymomes 

Subépendymome x    

Ependymome myxopapillaire x    

Ependymome  x   

Ependymome, RELA fusion-positive  x x  

Ependymome anaplasique   x  

Autres gliomes 
Gliome angiocentrique x    

Gliome choroïde du 3ème ventricule  x   
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Figure 2 Classification simplifiée des gliomes diffus, d’après la classification OMS 2016.  
Le terme NOS (Not Otherwise Specified) ne représente pas un groupe tumoral spécifique : il désigne les tumeurs 
dont les tests génétiques n’ont pas été réalisés, n’ont pas été faits intégralement ou n’ont pas montré d’altérations 
génétiques diagnostiques. Une classification NOS regroupe ainsi des types tumoraux dont les critères 
pathologiques, cliniques et génétiques sont incomplets et nécessitent des études complémentaires (Louis et al., 
2016  
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2. Épidémiologie 

 

a) Incidence 

 

Les gliomes représentent 80% des tumeurs malignes du SNC (figure 3). Le 

GBM, qui est le gliome le plus fréquent, est associé aux taux de survie à 5 ans les plus 

faibles. L’incidence des gliomes, tous confondus, varie de 4.67 à 5.73/100 000 

personnes. Celle du GBM varie entre 0.59 et 3.69 pour 100 000 personnes selon 

différentes études. L’incidence pour les astrocytomes anaplasiques et le GBM 

augmente avec l’âge, et le groupe des 75-84 ans est le plus atteint. De manière 

générale, les hommes sont plus atteints que les femmes puisqu’ils correspondent à 

55% des cas de tumeurs malignes (Ostrom et al. 2015). 

 

Figure 3 Tumeurs du SNC a) ensemble des tumeurs primitives b) tumeurs malignes du SNC (d'après Ostrom et 
al, 2015) 

 

b) Facteurs de risque 

 

L’utilisation des téléphones mobiles est un sujet sensible quant aux risques que 

leur usage au quotidien représente pour notre cerveau. En effet, l’émission d’ondes de 

radiofréquence par un mobile pourrait sur le long-terme avoir des effets néfastes sur 

le tissu nerveux. De nombreuses études s’intéressent à ce sujet, bien qu’aucune 

n’apporte de réponses claires et précises. D’une part, certaines ne montrent pas 

d’augmentation de risque, sauf sur une période supérieure à 10 ans, lors d’utilisation 

du côté ipsilatéral (Hardell et al. 2007 ; Little et al. 2012). D’autre part, une étude 
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française de 2015 fait référence à une augmentation du risque de développer des 

méningiomes ou des gliomes, lors d’une utilisation chronique de portable. Elle 

recommande à l’agence de l’IARC (Agence International de la Recherche sur le 

Cancer) de réévaluer la nocivité des ondes radiofréquences et les classer dans le 

groupe 2A « probable » des carcinogènes chez l’homme plutôt que le groupe 2B 

« possible ».  

D’autre part, de nombreuses études épidémiologiques ont montré que les 

patients qui ont un terrain allergique (allergie alimentaire, asthme, eczéma…) ont 

moins de risque de développer un gliome. Les patients atteints de gliomes ont des 

taux d’immunoglobuline E (IgE), marqueurs de l’allergie, inférieurs à la moyenne. 

L’expression du marqueur CD133, marqueur d’agressivité du GBM, est négativement 

corrélée à l’expression des gènes en lien avec l’allergie et l’inflammation 

(Schwartzbaum et al. 2010).   

 

3. Diagnostic 

 

a) Clinique 
 

Les signes cliniques sont les premiers éléments à orienter le diagnostic vers 

des troubles nerveux ; cependant, ces signes dépendent de la taille et de la vitesse de 

croissance de la tumeur, mais aussi de sa localisation (Young et al. 2015). L’œdème 

péri-tumoral peut aussi comprimer le tissu cérébral et entrainer par la même occasion 

des signes cliniques. La présentation clinique peut ainsi être très variable selon les 

individus. Les patients atteints pourront présenter des migraines, des troubles de la 

vision, une anisocorie ou des nausées. Certains signes cliniques peuvent impacter la 

vie du patient comme des troubles cognitifs, des changements de personnalité, une 

perte de conscience ou des troubles convulsifs. Ces crises convulsives sont le signe 

clinique le plus fréquent chez les personnes atteintes de gliome de haut ou de bas 

grade (Ruda et al. 2012). 

Les commémoratifs, la vitesse d’apparition des symptômes, les facteurs de 

risques sont des éléments à prendre en considération dans l’évaluation clinique. 

Malheureusement, ces troubles peuvent s’observer avec d’autres entités cliniques que 

les gliomes; une hémorragie sub-arachnoïdienne ou un AVC ischémique sont à inclure 
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dans le diagnostic différentiel (Singla et al. 2016). C’est pourquoi l’imagerie joue un 

rôle primordial dans le diagnostic des tumeurs cérébrales.  

 

b) Radiologique  
 

(1)  Tomodensitométrie (TDM) 

 

L’examen d’imagerie à réaliser en premier lieu est un examen 

tomodensitométrique du crâne. En effet, cet examen va permettre d’évaluer l’intégrité 

du parenchyme cérébral et de faire rapidement le différentiel entre une masse 

cérébrale et des lésions vasculaires. Le TDM sera aussi recommandé chez les patients 

possédant des implants intégrés ou des dispositifs métalliques et qui ne peuvent subir 

d’IRM (Liu 2016). Le GBM apparaît comme une masse hypodense, avec un centre 

nécrotique (figure 4). Néanmoins, le TDM présente des limites de définition et l’IRM, 

une fois le diagnostic de masse tumorale établi, est l’outil d’imagerie de choix pour 

affiner le diagnostic. 

 

 

 

 

 

 

 

(2) Modalités anatomiques et fonctionnelles de l’IRM 

 

L’IRM, technique d’imagerie qui repose sur le principe de Résonance 

Magnétique Nucléaire (RMN), est l’outil d’imagerie de choix pour évaluer les anomalies 

affectant le corps humain, et particulièrement le cerveau. Au cours d’un examen IRM, 

différentes séquences sont réalisées (figure 5). La séquence pondérée en T1 permet 

d’obtenir une image « anatomique » de l’encéphale : la substance blanche apparaît 

plus claire que la substance grise et le LCS apparaîtra plus sombre (figure 6A). Lors 

de tumeur, le gadolinium (Gd), qui est un produit de contraste, est utilisé pour mieux 

 Figure 4 Examen tomodensitométrique sans produit 
de contraste, d’un patient atteint de GBM.  
Présence d'une masse hypodense, créant un effet 
masse et comprimant le ventricule latéral (d’après 
Young et al, 2015 
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visualiser le processus néoplasique. La séquence pondérée en T2 est une image en 

contraste de la séquence T1 : l’eau et l’œdème apparaissent en hyper signal. Le FLAIR 

(Fluid Attenuated Inversion Recovery) correspond à une image T2 dont le signal de 

l’eau a été atténué : il permet de mettre en évidence l’œdème péri-tumoral. Ainsi, ces 

séquences sont couramment utilisées dans l’exploration des masses tumorales : le 

GBM apparaît alors comme une masse contrastée, avec un anneau hyperdense et un 

centre hypodense, qui correspond à un centre nécrotique en séquences T1-

Gadolinium. Les marges de la tumeur sont peu distinctes du fait de l’œdème péri-

tumoral et de la nature infiltrante des gliomes diffus (Young et al. 2015). 

 

 

Figure 5 Séquences IRM chez un patient atteint d’un GBM.  

(A) Séquence pondérée en T1 sans produit de contraste montrant une masse tumorale comprimant le ventricule 
latéral droit. (B) Séquence pondérée en T1 avec injection de gadolinium, montrant une masse sphérique avec une 
prise de contraste en anneau un centre hypodense compatible avec un centre nécrotique. (C) Image pondérée en 
T2, montrant l’œdème péri-tumoral. (D) Séquence FLAIR montrant, comme le T2, l’œdème péri-tumoral (d’après 
Young et al,. 2015) 

 

Cette première partie de l’examen IRM permet d’évaluer l’extension de la 

tumeur, sa localisation et de savoir si l’exérèse chirurgicale est possible. De plus, 

l’obtention d’une image 3D de haute résolution permet l’utilisation d’un cadre 

stéréotaxique avec les données cartésiennes afin de réaliser une biopsie à l’aiguille 

fine de la tumeur (figure 6). 
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Figure 6 Représentation d'un cadre stéréotaxique et mise en évidence de la trajectoire de la biopsie. Présence 
des 3 coupes sagittale, axiale et coronale du crâne et trajectoire (en vert) de la biopsie. (Young et al., 2015) 

 

Afin de préciser le diagnostic et fournir des informations supplémentaires en vue 

de la chirurgie, d’autres techniques d’IRM peuvent être réalisées. La DTI (Diffusion 

Tensor Imaging) ou IRM du tenseur de diffusion, permet d’évaluer pour chaque 

molécule d’eau sa position et sa direction, sachant que celle-ci est influencée par la 

matière qui l’entoure. Or, l’organisation de la substance blanche, constituée de gaines 

d’axone myélinisées parallèles, facilite le mouvement de l’eau, au long de ces axes. 

Ainsi, indirectement, le DTI permet de mettre en évidence la trajectoire des fibres 

nerveuses et d’observer la connectivité cérébrale. Le développement d’une masse 

tumorale peut modifier la trajectoire des fibres et expliquer ainsi certains troubles 

(figure 7) (Jellison et al. 2004). Le chirurgien doit connaître avec précision le trajet des 

fibres, afin d’éviter leur résection lors de l’exérèse chirurgicale large. L’IRMf (IRM 

fonctionnelle) peut être utilisée en association avec le DTI. Cette technique permet 

d’évaluer indirectement l’activité cérébrale, et de définir les aires du cerveau 

responsables des fonctions principales (les aires de Broca et Wernicke, responsables 

de la parole, aires motrices, …). Lorsqu’une zone du cerveau est activée, l’afflux de 

sang augmente et des variations hémodynamiques sont enregistrées. On mesure ainsi 

l’effet BOLD (Blood Oxygen Level Dependent), liée à la différence d’aimantation entre 

l’oxyhémoglobine et la désoxyhémoglobine. 
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Figure 7 DTI réalisée chez un patient souffrant d’un astrocytome. La masse tumorale modifie le trajet des fibres 
de substance blanche (Wolbers et al., 2014). 

 

La spectroscopie ou ISRM (Imagerie de Spectroscopie par Résonance 

Magnétique) est une technique d’imagerie non-invasive qui permet d’évaluer le 

métabolisme au sein d’un tissu. Elle se base sur les propriétés magnétiques des 

noyaux atomiques. Ainsi, chaque molécule aura une signature spécifique, en fonction 

des différents atomes qui la compose. La Choline (Cho), le lactate, les lipides, la 

créatinine et le N-acétylaspartate (NAA) sont des métabolites couramment observés 

au sein du tissu nerveux sain et tumoral, dans des proportions spécifiques (Deviers et 

al. 2014). Le lactate est le signe d’un métabolisme anaérobique que l’on peut observer 

au sein d’une tumeur (Caivano et al. 2013) (figure 8). L’augmentation de la choline et 

une diminution du pic de NAA sont associées à des critères de malignité : un ratio 

Cho/NAA>2 est en faveur de tumeurs malignes (Muruganandham et al. 2014). 

 

Figure 8 ISRM réalisée chez un patient atteint d'un GBM. On observe un rapport Cho/Cr >2, un pic NAA diminué 
et un pic en lactate dans la région d’intérêt (Young et al., 2015) 
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(3) La tomographie à émission de positons (TEP) 

 

Cette modalité d’imagerie permet d’identifier une activité métabolique au sein 

d’un tissu à partir des positons émis par un traceur radioactif, injecté au préalable. L’un 

des marqueurs les plus couramment utilisés est le 18F-FDG (fluorodésoxyglucose 

marqué au 18F) : ce glucose modifié est absorbé par les cellules, mais ne peut être 

métabolisé. Il va donc s’accumuler dans les cellules, de façon proportionnelle à leur 

consommation. Les cellules cancéreuses, hautement consommatrices de glucose vont 

donc être fortement marquées. Bien que les cellules du cerveau aient une demande 

importante en glucose, les cellules tumorales seront renforcées sur les images. De 

nombreux autres marqueurs sont à l’étude afin d’augmenter leurs spécificités vis-à-vis 

des différentes tumeurs. Une étude chinoise publiée en Avril 2016 évaluait la capacité 

du marqueur 18F-RGD à caractériser la réponse précoce du GBM au traitement de 

radiochimiothérapie standard (Zhang et al. 2016). Le motif RDG (Arginine-Glycine-

Acide Aspartique) se fixe spécifiquement sur le récepteur intégrine ανβ3 qui est exprimé 

par les cellules tumorales et qui permet l’expression et le maintien de l’angiogenèse 

tumorale. Cette molécule permet de visualiser les lésions du GBM et de prédire la 

réaction tumorale dès 3 semaines après la mise en place du traitement multimodal, 

comme on peut le noter sur la figure 9. 
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Figure 9 TEP et IRM associées, de deux patients atteints d'un GBM au début de leur traitement et 3 semaines plus 
tard.  
Le patient A est un patient dont la tumeur est résistante tandis que pour le patient B, le volume tumoral est en 
régression par rapport à l'image de base établie avant l’initiation du traitement (d’après Zhang et al., 2016) 

 

c) Anatomopathologique 

 

L’une des dernières étapes dans l’établissement d’un diagnostic de certitude 

est la réalisation d’une biopsie pour examen anatomopathologique. A la microscopie, 

la morphologie des cellules, les critères de malignité tels qu’infiltration, atypies 

cytonucléaires, index mitotique, présence de néo-capillaires permettent d’orienter le 

diagnostic qui peut être complété par des analyses immunohistochimiques et la 

recherche de marqueurs génétiques (mutation ATRx et codélétion 1p19q, cf. ante). 
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De récentes études ont montré l’intérêt d’utiliser la spectroscopie pour guider la 

biopsie. Une étude américaine publiée en Juin 2016 a corrélé les voxels anormaux en 

spectroscopie (ratio Cho/NAA élevé) avec les lames histologies obtenues après 

biopsie. Les régions présentant un ratio Cho/NAA anormal montrent aussi des 

anomalies histologiques et immunohistochimiques (figure 10). Un panel de marqueurs 

a été évalué dont IDH, SOX2, p53, Ki67, EGFR, Olig2, GFAP… Par ailleurs, cette 

étude montre qu’un ratio Cho/NAA anormal au sein d’un tissu qui apparaît « sain » à 

l’IRM indique les zones d’infiltration tumorale (Cordova et al., 2016). 

 

 

Figure 10 Corrélation entre un ratio Cho/NAA élevé et la surexpression de SOX-2. (A-C) IRM pondérée en T1, 
FLAIR et spectroscopie d’un patient atteint d’un astrocytome anaplasique. (D-E) Immunohistochimie du tissu 
prélevé dans la région d’intérêt (i.e. Carré vert présent sur les images précédentes) montrant des atypies nucléaires 
et une surexpression de la protéine SOX2 (d’après Cordova et al., 2016) 
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4. Traitement 

 

a) Chirurgie 
 

La chirurgie est la clé de voute du traitement des gliomes chez l’Homme. 

Cependant, la mise en place d’un traitement chirurgical repose sur certains facteurs. 

En effet, l’âge du patient, l’indice KPS et la localisation tumorale peuvent indiquer ou 

non la prise en charge chirurgicale. Une indice KPS supérieur à 70% est en faveur de 

la chirurgie. La décision finale est une décision collégiale entre neurochirurgien, 

neurologue, oncologue et anesthésiste : elle évalue le bénéfice de la chirurgie par 

rapport aux risques per- et post-opératoires. L’étendue de la résection tumorale (EOR) 

est une évaluation, en pourcentage, de l’efficacité de l’ablation tumorale (Stupp et al. 

2014). L’EOR est un facteur prédictif pour la survie post-opératoire du patient : 

meilleure est l’EOR, meilleur est la médiane de survie du patient. Chez les patients 

atteints de GBM, une EOR > 80% permet d’améliorer le taux de survie (Oppenlander 

et al. 2014). 

Afin d’obtenir une résection supra-maximale, qui correspond au retrait de la 

tumeur et de marges saines, l’imagerie préopératoire est essentielle pour l’approche 

chirurgicale du chirurgien (DTI, IRMf). L’IRM intra-opératoire permet au chirurgien une 

neuronavigation précise et fournit des EOR élevées. Cependant, cette technique est 

peu répandue actuellement du fait de l’augmentation du temps chirurgical et du coût 

élevé, requis par cette approche (Young et al. 2015). La craniotomie éveillée est une 

méthode fréquemment employée, principalement lorsque la localisation de la tumeur 

est proche du « cortex éloquent », c’est-à-dire, proche des aires du cerveau dédiées 

à la parole ou au mouvement (aire de Broca, aire de Wernicke, gyrus précentral). Une 

fois la boîte crânienne ouverte, le patient est réveillé et le neurochirurgien délivre des 

neurostimulations aux aires corticales, afin de déterminer les limites tumorales. 

Simultanément, un neurologue évalue en continue les fonctions motrices et vocales 

du patient. Un défaut de l’élocution ou de la motricité lors de la neurostimulation traduit 

une stimulation corticale par le neurochirurgien : il définit ainsi le contour de la tumeur. 

Une fois l’ensemble de la tumeur délimitée, le patient est de nouveau endormi et 

l’exérèse se poursuit. Il existe des contre-indications à ce type d’intervention : les 

patients claustrophobes, avec des troubles psychiatriques, une toux chronique, une 
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dysphagie, une hémiplégie, ne sont pas éligibles à ce type d’opération (Hervey-

Jumper, Berger 2016 ; Chacko et al. 2013 ; Meyer et al. 2001). 

Le 5-ALA (5-Aminolevulinic Acid) est une prodrogue non-fluorescente donnée 

oralement au patient en préopératoire qui va être transformée et s’accumuler au sein 

des cellules cancéreuses sous forme de porphyrines fluorescentes (Protoporphyrine 

IX [PpIX] principalement). La concentration de ce marqueur fluorescent est maximale 

durant 12h. Le chirurgien, équipé de lentilles adaptées sur le microscope chirurgical, 

peut ainsi avoir une délimitation précise de la masse tumorale, sous lumière UV. 

Comme le montre la figure 11, la fluorescence émise permet de retirer les résidus de 

cellules tumorales, qui auraient pu être laissées in situ sans cette approche.  Le 5-ALA 

permet alors d’obtenir une meilleure EOR et les patients bénéficient d’une 

augmentation de 50% du taux de survie à 6 mois (41% pour ceux traités avec le 5-

ALA par rapport à 21.1% pour ceux traités en chirurgie conventionnelle) (Stummer et 

al. 2006). Par ailleurs, certaines études ont démontré que la PpIX peut être utilisée 

pour la photothérapie dynamique. Sous l’action de la lumière, cette molécule va libérer 

des radicaux libres qui vont endommager des cibles cellulaires autres que l’ADN, 

comme les mitochondries. 

 

 

Figure 11 Photographies d'aires corticales motrices (cercle blanc) en présence de 5-ALA, (A) sous lumière blanche 
et (B) sous ultraviolet (UV).  
L’astérisque en (B) montre de la fluorescence émise par les cellules tumorales marquées par les protoporphyrines 
(d’après Stummer et al. 2006) 

  



42 
 

b) Radiothérapie 

 

Dans la continuité de la chirurgie, la radiothérapie est indiquée à partir des 

gliomes de grade III, et des gliomes de grade II si la tumeur est non résécable ou s’il 

existe des facteurs pronostiques négatifs. Les protocoles de radiothérapie reposent 

sur les travaux de Stupp de 2005 et 2007. Les patients âgés de moins de 70 ans, 

reçoivent une dose fractionnée de 2Gy quotidienne pendant 5 jours par semaine, 

durant 6 semaines consécutives : la tumeur reçoit ainsi une dose totale de 60 Gy. Les 

radiations ionisantes sont délivrées au volume tumoral macroscopique, avec des 

marges de 2-3cm pour atteindre le volume cible clinique. Ces volumes sont calculés 

au préalable à l’aide de l’imagerie IRM préopératoire ou post-opératoire selon les cas  

(Stupp et al. 2005). Actuellement, de nouvelles approches de radiothérapies sont à 

l’étude afin d’améliorer l’efficacité du traitement. L’hypofractionnement consiste à 

délivrer une dose totale identique de 60 Gy, en un nombre de fraction plus faible. Cette 

technique permet de diminuer le temps de radiothérapie et par conséquent, 

d’améliorer la qualité de vie du patient. Par ailleurs, la dose reçue pour chaque fraction 

étant plus élevée, un plus grand nombre de cellules tumorales sont touchées, ce qui 

ralentit le phénomène de repopulation cellulaire. La médiane de survie est identique à 

celle obtenue avec le protocole Stupp (Panet-Raymond et al. 2009). Une étude de 

phase III randomisée multicentrique en cours vise à comparer la radiothérapie 

conventionnelle avec la radiothérapie avec modulation d’intensité, dont le boost est 

déterminé par l’ISRM. La tumeur reçoit une dose globale de 60 Gy selon le protocole 

de Stupp, et la zone d’intérêt (zones avec un ratio Cho/NAA>2) reçoit une dose 

cumulée de 72 Gy (Ken et al. 2015). Concernant les patients de plus de 70 ans, le 

protocole de radiothérapie n’est pas clairement défini : la radiothérapie 

hypofractionnée semble plus adaptée car elle affecte moins la qualité de vie du patient 

et entraîne moins de troubles cognitifs (Sulman et al. 2016 ; Lévy, Chapet, Mazeron 

2014). 

 

c) Chimiothérapie 
 

L’agent le plus utilisé en chimiothérapie pour le traitement des gliomes est le 

témozolomide (TMZ). Cette molécule est un agent alkylant efficace, bien tolérée par 

les patients et elle possède une bonne diffusion de la barrière hémato-méningée. Son 
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utilisation entre dans le protocole Stupp et est concomitante à la radiothérapie : le 

patient reçoit la dose de 75mg/m² de surface corporelle par jour, 7 jours par semaine, 

week-end compris, du premier au dernier jour de radiothérapie. Le TMZ est par la suite 

utilisé en traitement adjuvant à la dose de 150mg/m²/jour pendant 5 jours. Puis pour 

le deuxième cycle, la dose est augmentée à 200mg/m²/j pendant 5 jours si le traitement 

est bien toléré. Les cures sont répétées tous les 28 jours pour une durée initiale de 6 

cycles in toto. L’apport concomitant et adjuvant du TMZ a permis d’augmenter de 

manière significative la médiane de survie (14.6 mois vs 12.1 mois avec radiothérapie 

seule) (Stupp et al. 2005). Une étude française de 2013 a montré que le prolongement 

de ce traitement semble augmenter la survie globale sans augmentation de la toxicité 

(Darlix et al. 2013).  

Le principe actif du TMZ agit en alkylant la position 6O de la guanine formant de 

la 6O-méthyl-guanine (6O-meG) qui entraîne des cassures double-brin de l’ADN 

responsable de la mort cellulaire, par apoptose ou autophagie. Le gène MGMT (6O-

methylguanine-DNA méthyltransférase) code une enzyme qui va réparer cette lésion. 

Lorsque le gène MGMT est fonctionnel, on observe alors une certaine résistance au 

TMZ. Au contraire, lorsque le promoteur du gène MGMT est méthylé, le gène devient 

inactif, ce qui sera associé à une meilleure réponse du patient au TMZ. La méthylation 

du promoteur du gène MGMT sera alors recherchée afin d’évaluer la sensibilité de la 

tumeur à ce type de chimiothérapie (Villano, Seery, Bressler 2009). D’autres molécules 

sont aussi utilisées en seconde intention après le traitement au TMZ, telles que la 

carmustine et la lomustine. 

 Une thérapie locale est fréquemment utilisée, en complément de la chirurgie. 

Un « patch » imprégné de carmustine est déposé sur les marges de la tumeur et va 

délivrer la molécule durant 2 à 3 semaines. Cette technique apporte un bénéfice de 

survie aux patients traités, sans conséquences néfastes pour le patient (Westphal et 

al. 2003). 

 Les gliomes de haut-grade tels que le GBM sont des tumeurs qui possèdent 

une vascularisation périphérique anarchique, tortueuse. Cette vascularisation est 

consécutive à la surexpression du VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) par les 

cellules gliales et a pour conséquence la mise en place d’un milieu hypoxique au sein 

de la tumeur, qui favorise les mécanismes de résistance des cellules tumorales. De 

plus, cette vascularisation anarchique limite la délivrance des molécules 
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chimiothérapeutiques au sein de la tumeur. Ainsi, la lutte contre l’angiogenèse 

tumorale apparaît être une approche thérapeutique intéressante. C’est dans ce 

contexte que le bévacizumab (BVZ), un anticorps recombinant humain anti-VEGF A 

est étudié. Bien que les mécanismes du BVZ ne sont pas encore connus dans leur 

ensemble, cette molécule a montré des effets bénéfiques dans le traitement du cancer 

du sein et du colon. Le BVZ permet ainsi de limiter la néo-angiogenèse tumorale et de 

rétablir une bonne perfusion de la tumeur. Bien que l’essai randomisé de phase III 

AVAGLIO montre une augmentation significative de la durée de médiane de survie 

sans progression avec BVZ : 10.7 mois contre 7.3 mois lors du traitement 

conventionnel, la survie globale n’est pas augmentée (Fan et al. 2010 ; Chinot et al. 

2014). 

d) Traitements adjuvants 

 

La prise en charge de la tumeur repose sur le traitement de la tumeur d’une 

part, mais aussi sur les complications liées à la tumeur en elle-même ou aux 

traitements mis en œuvre d’autre part. En effet, les tumeurs malignes ont des effets 

délétères qui impactent la qualité de vie des patients. Ceux-ci sont susceptibles de 

développer des convulsions, des thromboembolies veineuses ou des troubles du 

comportement selon la localisation tumorale. Par ailleurs, les traitements antitumoraux 

peuvent quant à eux présenter aussi des effets secondaires (Schiff et al. 2015). 

Les convulsions sont fréquentes lors de tumeur cérébrale et peuvent survenir 

lors du développement tumoral, selon la localisation, le type tumoral et la vitesse de 

croissance. Les gliomes de bas-grade provoquent des crises convulsives dans 80% 

des cas, tandis qu’elles ne sont présentes que dans 20% des cas chez les patients 

atteints de gliomes de haut-grade. Les traitements de chimiothérapie à base de TMZ, 

ainsi que l’exérèse chirurgicale et la RT permettent de diminuer la fréquence des 

convulsions. La craniotomie est souvent associée à la prise préventive 

d’antiépileptique. Cependant, aucune étude n’a montré d’effet bénéfique à cette 

médication. De plus, ces molécules peuvent présenter des effets négatifs, tels que des 

démangeaisons dans 18% des cas de patients recevant une radiothérapie (Mamon et 

al. 1999). Les antiépileptiques diminuent par ailleurs l’efficacité des corticoïdes.  

Les risques de thromboembolies veineuses sont importants à prendre en 

considération lors de la période péri-opératoire. Des études rétrospectives ont montré 
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un risque de thromboembolie de 3 à 25 % dans les 6 semaines post-opératoires 

(Marras, Geerts, Perry 2000). Les facteurs de risque sont nombreux et reposent sur 

un âge élevé du patient (>75ans), un alitement prolongé, une tumeur de haut grade ou 

sur une taille de tumeur supérieure à 5cm de diamètre. Un état hypercoagulable induit 

par la tumeur a été démontré chez les personnes atteintes de gliome malin : des 

molécules procoagulante et antifibrinolytique, telles que le facteur tissulaire, le VEGF 

sont produites par ce type de tumeur. De plus, la chimiothérapie, la radiothérapie et 

les traitements anti-angiogénique sont associés à des risques augmentés de 

thrombose (Jenkins et al. 2010 ; Zangari et al. 2009). Ainsi, la prévention des 

thromboses est essentielle dans la prise en charge des tumeurs cérébrales et repose 

sur une prophylaxie péri-opératoire. C’est pourquoi les patients atteints de gliomes de 

haut-grade reçoivent donc généralement un traitement préventif d’héparine de bas 

poids moléculaire (HBPM), sur une période minimale d’un mois (Perry 2012). 

La plupart des patients atteints de tumeur cérébrale sont amenés au cours de 

leur traitement à prendre des corticoïdes. Ces médicaments permettent de contrôler 

l’œdème cérébral et ainsi de limiter les troubles neurologiques et les convulsions 

associés. Par ailleurs, les corticoïdes ont un effet analgésique et ils permettent 

d’améliorer l’appétit et le comportement des patients. Généralement, le médicament 

utilisé en première intention est la dexaméthasone, car il ne perturbe pas l’axe 

corticotrope. Cependant, l’usage à long terme des corticoïdes ont des effets 

systémiques négatifs : la myopathie, associée à une faiblesse musculaire correspond 

à l’effet le plus fréquemment rencontré. De plus, des ulcères gastriques, une 

hyperglycémie ou de l’ostéoporose peuvent apparaître sur le long terme et nécessitent 

la prise de traitements supplémentaires (Pruitt 2011). Les doses de corticoïdes doivent 

donc être limitées dans le temps afin d’éviter ces complications, et la décroissance doit 

se faire lentement. Par ailleurs, un exercice physique doit être maintenu durant le 

traitement, ainsi qu’un régime hyposodé afin de maintenir une bonne hygiène de vie.    

Le traitement de chimiothérapie appartient à l’arsenal thérapeutique mis en 

place afin de lutter contre les gliomes. Le TMZ est l’anticancéreux utilisé en première 

intention. Cependant, l’emploi de ces molécules est associé à des effets secondaires, 

qui impactent la vie du patient. En effet, le TMZ possède une toxicité hématologique : 

bien que les anémies soient rarement observées, les lymphopénies sont fréquemment 

présentes lors des séances de chimiothérapies. L’utilisation conjointe d’agents 

chimiothérapiques et de corticoïdes dépriment le système immunitaire et forme un 
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terrain favorable aux infections. Malgré cette immunodépression, on observe 

seulement 2-3% d’infection du SNC, suite à une rupture de la barrière hémato-

méningée lors de craniotomie. Pneumocystis jirovecii pneumoniae (PCP) est un agent 

pathogène opportuniste qui profite de ce contexte pour entrainer des troubles 

pulmonaires. De plus, l’utilisation du TMZ a été associée à une réactivation 

d’Herpèsvirus ou du cytomégalovirus (Ridola et al. 2011).  

Enfin, lors d’atteinte tumorale, la fatigue et les troubles du sommeil sont des 

symptômes que l’on retrouve fréquemment chez les patients : 40 à 70% des patients 

rapportent une fatigue plus importante (Armstrong, Gilbert 2012). Ces symptômes sont 

d’origine biologique, mais aussi psychologique. L’inflammation cérébrale, induite par 

la masse tumorale, provoque une augmentation de cytokines pro-inflammatoires telles 

que l’interleukine 6 (IL-6). Ces molécules vont en conséquence perturber la 

neurotransmission, la production de mélatonine et vont conduire aux symptômes tels 

que l’insomnie et la fatigue. De même, les effets de la radiothérapie sont similaires : 

une étude de Hickok et al., a montré que la radiothérapie a un impact directement sur 

la fatigue des patients. Sur les 160 patients ne présentant pas de fatigue au début de 

la radiothérapie, 70% l’ont développé au cours des 3 à 5 semaines de cure. (Hickok et 

al. 2005). Cette fatigue chronique a aussi une origine psychologique liée à la détresse 

émotionnelle, à la peur que représente le diagnostic et le traitement du cancer. Nombre 

de patients souffrent par ailleurs de dépression, d’anxiété durant leur maladie : une 

étude de 2002 estime à environ 40%, le nombre de patients atteints de tumeur 

cérébrale, qui sont sujets à des symptômes de dépression (Pelletier et al. 2002). Des 

troubles cognitifs sont aussi présents, en lien avec la masse tumorale et l’œdème péri-

tumoral. Ces troubles peuvent même affecter la capacité de prise de décision médicale 

du patient. Ceci serait lié à des déficits de la mémoire verbale à court terme (Triebel et 

al. 2009). Ces troubles sont très fréquents suite à la radiothérapie : 90% des patients 

déclarent des troubles cognitifs dans les 6 mois qui suivent le traitement aux rayons 

ionisants (Crossen et al. 1994). 

La prise en charge d’un patient atteint de cancer repose donc sur une médecine 

globale qui soigne le patient dans son ensemble. Certes, le traitement de la tumeur est 

primordial mais il semble tout aussi essentiel de traiter la personne sur le plan 

psychologique, émotionnel et nutritionnel. Il est aussi important de traiter les effets 

secondaires liés aux nombreux traitements. 
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e) Résistance aux traitements 

 

Les gliomes de haut-grade font partie des cancers avec les plus mauvais taux 

de survie. Ces chiffres s’expliquent d’une part par l’agressivité de ces tumeurs, leur 

nature infiltrante rendant difficile voire impossible une exérèse complète. D’autre part, 

ces tumeurs sont connues pour être plus chimio-radiorésistance que d’autres types 

tumoraux. Les mécanismes mis en jeu sont nombreux. La Barrière Hémato-Méningée 

(BHM) représente une barrière au passage des molécules du plasma dans le tissu 

nerveux. La BHM porte à sa surface des protéines qui appartiennent à la famille des 

molécules MDR (MultiDrug Resistance) telles que la P-glycoprotéine (Pgp) ou d’autres 

molécules comme la MRP1 (Multidrug resistance-related protein 1). Ces molécules 

sont des pompes ATP-dépendantes qui éliminent dans le milieu extracellulaire les 

drogues intracellulaires. Ces deux molécules sont surexprimées au sein des gliomes, 

dans des proportions distinctes selon le grade du gliome. MRP1 sera 

préférentiellement exprimée au sein des gliomes de grade IV tandis que l’expression 

de Pgp sera plus importante dans les grades I et II. Ainsi, les chercheurs ayant réalisé 

cette étude, proposent que la surexpression du gène MRP1 soit un critère de malignité 

des gliomes. Le choix thérapeutique et les cibles anti-tumorales seraient donc 

dépendants du grade du gliome (de Faria et al. 2008).  

Un autre critère de chimiorésistance déjà évoqué dans les paragraphes ci-

dessus correspond à l’expression ou à la méthylation du promoteur du gène MGMT. 

Ce gène est impliqué dans la réparation de l’ADN et particulièrement dans la 

déméthylation en 6O de la guanine. Or, cette lésion est celle engendrée par le TMZ, 

agent majeur de chimiothérapie contre les gliomes. Le statut méthylé ou non du 

promoteur de ce gène est donc primordial pour adapter au mieux l’arsenal 

thérapeutique.  

L’hypoxie au sein de la tumeur entraine l’expression des gènes HIF (Hypoxia-

Inducible Factor) qui permettent l’adaptation des cellules à un milieu pauvre en 

oxygène. En condition normale, HIF1α est dégradé par des enzymes PHDs (specific 

prolyl hydroxylase-domain). En condition hypoxique, ces enzymes sont inhibées et la 

molécule HIF1α peut entrer dans le noyau et se fixer sur une séquence ADN appelée 

HRE (Hypoxia Responsive Element) qui va transactiver des gènes favorisant 

l’angiogenèse, l’adaptation au métabolisme anaérobie, ou la résistance à l’apoptose. 

Ce gène joue ainsi de nombreux rôles dans la résistance des cellules à la 
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chimiothérapie et à la radiothérapie. De plus, il est surexprimé au sein des Cellules 

Souches Cancéreuses (CSC) présentes dans les niches tumorales. Ces cellules sont 

responsables de la repopulation tumorale après la thérapie. (Zhao et al. 2015 ; Ishii et 

al. 2016).  Les CSC ont la capacité de s’auto-renouveler, de proliférer et de se 

différentier. Elles sont mises en évidence par des marqueurs spécifiques tels que le 

marqueur CD133, ou Notch. La résistance de ces cellules s’explique d’une part par 

des facteurs intrinsèques tels que l’expression de protéines Pgp, sa capacité à réparer 

les lésions à l’ADN, la quiescence et la résistance à l’apoptose. D’autre part, il semble 

que le microenvironnement tumoral prend une part importante dans les mécanismes 

de résistance. Ces CSC sont présentes dans des niches, entourées par une matrice 

extracellulaire spécifique, riche en tenascin C, en SPARC (Secreted Protein Acidic and 

Rich in Cystein), à proximité des cellules endothéliales avec lesquelles elles 

communiquent. La sensibilité à l’apoptose des CSC suite à une dose unique de 

radiations ionisantes est liée à la sensibilité à l’apoptose des cellules endothéliales 

(Garcia-Barros, 2003). La matrice extracellulaire peut contenir des molécules qui vont 

moduler la réponse aux radiations tels que le bFGF (basic Fibroblast Growth Factor) 

ou former une niche favorable au développement des cellules qui auront résistées à 

la radiothérapie (Dean, Fojo, Bates 2005 ; Mannino, Chalmers 2011).  

 

5. Pronostic  

 

Les principaux facteurs influençant le pronostic sont le type tumoral et son degré 

de malignité. En ce qui concerne le GBM, les trois facteurs retenus pour donner un 

pronostic de survie sont : 

- l’efficacité de la résection tumorale : plus la résection tumorale est large, 

meilleur sera le pronostic, 

 

- l’âge du patient au moment du diagnostic : une étude allemande de 2007 

sur les survies associées au GBM a montré que l’âge au moment du 

diagnostic était un facteur pronostic. Les patients de cette étude avaient une 

moyenne d’âge de 51 ans pour une médiane de survie de 7 ans, alors qu’elle 

était de 4.6 ans pour une cohorte d’une moyenne d’âge de 60.9 ans. Un 
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jeune âge au moment du diagnostic apparaît donc comme un facteur 

pronostic positif (Krex et al. 2007), 

 

- L’indice de Karnofsky (KPS) (Karnofsky, 1949) : cet indice de performance 

permet d’évaluer l’état de santé général du patient et sa capacité à effectuer 

les actes du quotidien. Il est utilisé en médecine humaine afin d’estimer la 

capacité du malade à supporter un traitement chimiothérapeutique dans un 

premier temps, puis à supporter l’ensemble des traitements oncolytiques. 

Cet indice repose sur une échelle de 0 à 100, où 100 correspond à un 

homme sain capable d’effectuer normalement une activité journalière et 0 

correspond au décès du patient (tableau 3). Les patients avec un indice 

supérieur à 70% en préopératoire ont des pronostics de survie meilleurs que 

ceux avec un indice inférieur (Chambless et al. 2015). Le KPS influence 

aussi le choix de réaliser ou non une chirurgie : la chirurgie peut être remise 

en question si le KPS est aussi inférieur à 70%, du fait de l’impact négatif de 

la chirurgie sur l’autonomie du patient en post-opératoire. 
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Tableau 3 Indice de Karnofsky (d'après social-sante.gouv.fr) 

Indice de Karnofsky 

Catégorie Indice Description 

Capable de mener une activité normale 

100% Normal, pas de signes de maladie 

90% 
Peut mener une activité normale, symptômes 

mineurs de la maladie, totalement autonome 

80% 

Peut mener une activité normale, mais avec 

effort, symptômes ou signes mineurs, 

totalement autonome 

Incapable de travailler, capable de vivre 

chez lui et d'assumer ses besoins 

personnels, une assistance variable est 

nécessaire 

70% 

Peut se prendre en charge, incapable de 

mener une activité normale, autonome mais 

à stimuler 

60% 

Nécessite une aide occasionnelle mais peut 

prendre en charge la plupart des besoins, 

semi-autonome 

50% 
Nécessite une aide suivie et des soins 

médicaux fréquents, semi autonome 

40% 
Handicapé, nécessite une aide et des soins 

particuliers 

Incapable de s'occuper de lui-même, 

nécessite des soins hospitaliers ou 

l'équivalent 

30% Sévèrement handicapé, dépendant 

20% 
Très malade, soutien actif, absence totale 

d'autonomie 

10% 
Moribond, processus fatal progressant 

rapidement 

0% Mort du patient 

 

Par ailleurs, le statut de méthylation du promoteur du gène MGMT (O6-

methylguanine-DNA methyltransferase) est un facteur pronostique supplémentaire 

pour les patients souffrant de GBM. MGMT code une enzyme impliquée dans la 

réparation de l’ADN, la méthylation de son promoteur entraîne une perte d ’expression 

de l’enzyme. Une étude datant de 2005 a montré que l’extinction de l’expression de ce 

gène était favorable au traitement du GBM par le TMZ. Les patients avec une 

méthylation du promoteur de MGMT disposaient d’un allongement significatif de leur 

médiane de survie de 7 mois, par rapport au groupe contrôle (Hegi et al. 2005).  
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Cette première partie a montré que les gliomes diffus chez l’Homme sont les 

tumeurs cérébrales primitives les plus fréquentes et sont associées à un pronostic 

sombre, surtout en ce qui concerne le GBM. Malgré une approche thérapeutique 

multimodale reposant sur une chirurgie large, une RT ainsi qu’une chimiothérapie, les 

progrès en termes de médiane de survie sont limités depuis de nombreuses années. 

Il apparaît donc nécessaire de rechercher de nouvelles thérapies innovantes qui 

puissent permettre aux cliniciens d’améliorer la qualité de vie de leurs patients sur le 

long terme. Dans ce contexte, il est essentiel de pouvoir tester ces nouvelles stratégies 

thérapeutiques sur un modèle animal qui reproduise fidèlement les différentes 

caractéristiques tumorales.  
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B. Les gliomes diffus canins comme modèle d’étude en oncologie 

comparative  
 

Le chien est le meilleur ami de l’Homme : plus de 7.3 millions de canidés sont 

présents au sein de nos foyers en France en 2014 (Santevet.com, 2015). Depuis sa 

domestication, il y a environ 30 000 ans, le chien partage notre foyer, notre 

environnement et notre mode de vie. Depuis leur ancêtre commun, Canis lupus, les 

chiens ont été sélectionnés par l’Homme et se subdivisent en de nombreuses races. 

Ainsi, le chien partage au quotidien notre vie, mais malheureusement aussi nos 

cancers. En effet, aux Etats-Unis, plus de 1 million de cancers sont diagnostiqués chez 

les chiens chaque année (Paoloni et al, 2008).  

C’est dans ce contexte que s’est développée ces dernières années l’oncologie 

comparative, un domaine de la recherche qui rassemble vétérinaires, médecins et 

scientifiques afin d’évaluer la convergence nosologique entre cancers canins et 

humains. La similarité pathologique entre les deux espèces permettrait d’utiliser le 

chien malade comme modèle pertinent pour améliorer notre compréhension, approche 

diagnostique et thérapeutique des cancers chez l’Homme et chez le chien (Schiffman, 

Breen 2015). Le chien malade pourrait aussi être utilisé pour tester l’efficacité de 

nouvelles stratégies thérapeutiques, ce qui permettrait de récolter des arguments 

précliniques pertinents complémentaires à ceux déjà obtenus sur modèle murin. 

L’absence de traitement standard reconnu pour les gliomes chez le chien, permet aux 

vétérinaires de proposer en première intention des stratégies thérapeutiques 

innovantes sans se heurter à un problème éthique. 

La section qui suit est consacrée à la démonstration de l’intérêt du modèle canin 

de gliomes en recherche translationnelle.  
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1. Intérêts du modèle canin  
 

a) Arguments en faveur d’une convergence nosologique entre gliomes canins et 

humains 

 

(1) Arguments épidémiologiques 

 

L’incidence des tumeurs cérébrales canines est de 20 cas/10 0000 chiens/an 

(Snyder et al. 2006) et sont responsables de 1 à 3 % des décès chez le chien (Dobson 

et al. 2002), ce qui représente une incidence équivalente à celle de l’Homme qui est 

de 20,59 cas/100 000 par an (Dolecek et al. 2012). Cependant, les données sont 

probablement sous-estimées du fait du manque de moyens diagnostiques en 

médecine vétérinaire ou du choix des propriétaires à réaliser une euthanasie suite à 

l’apparition des troubles neurologiques. En effet, en comparaison avec la médecine 

humaine en France, le droit à l’euthanasie est accepté chez les animaux domestiques 

et le manque de ressources financières du propriétaire peut représenter un frein dans 

la mise en place d’un traitement adéquat (LeBlanc et al. 2016). La proportion de 

gliomes par rapport aux tumeurs cérébrales primitives est également similaire chez le 

chien (36,6%) et l’Homme (24%), avec toutefois une différence quant au type de 

gliomes le plus fréquemment rencontré (oligodendrogliome anaplasique chez le chien, 

GBM chez l’Homme) (Song et al. 2013 ; Dolecek et al. 2012). 

Comme chez l’Homme, l’âge représente un facteur de risque, avec une 

moyenne d’âge au moment du diagnostic de l’ordre de 7-8 ans. Pour l’instant, aucune 

prédisposition sexuelle n’a été mise en évidence chez le chien. Le facteur prédisposant 

le plus notable demeure la race : les chiens brachycéphales, avec un museau court, 

sont les plus fréquemment touchés. Parmi eux, les Boston Terriers, Boxers, 

Bouledogues anglais et français sont les plus sensibles (Song et al. 2013). Il semblerait 

donc que des gènes de prédisposition au développement de gliomes existent et qu’ils 

aient été conservés via la sélection et l’élevage de certaines races brachycéphales.  
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(2) Arguments génétiques 

 

La faible variation génétique au sein d’une race canine facilite l’identification de 

gènes impliqués dans l’oncogenèse, gènes dont la modification d’expression peut 

ensuite être recherchée chez l’Homme. 

La prédisposition des races brachycéphales au développement de gliomes 

rappelle les syndromes humains de prédisposition au cancer, pour lesquels des 

mutations génétiques héréditaires conduisent à l’apparition de tumeurs (mutation de 

TSC1 et TSC2 pour la sclérose tubéreuse, NF1 pour la neurofibromatose de type 1 et 

2, VHL pour la maladie de Von Hippel Lindau, TP53 pour le syndrome de Li-Fraumeni) 

(Wrensch et al. 1997 ; Farrell et al., 2015). Jusqu’à présent, aucune étude n’a mis en 

évidence de mutation germinale de ces gènes chez les chiens atteints de gliomes.  

Des facteurs de susceptibilité associés au développement de gliomes chez le 

chien ont été récemment mis en évidence par la réalisation d’une analyse d’association 

pangénomique (Truvé et al. 2016). Cette approche a permis d’identifier trois gènes 

candidats. La comparaison du tissu tumoral avec le tissu sain a montré que 

l’expression de deux de ces gènes candidats (CAMKK2, P2RX7) était modifiée au sein 

de la tumeur, à la fois chez le chien et l’Homme. Des études plus approfondies sont 

nécessaires afin d’évaluer exactement le rôle de ces gènes dans le développement 

oncogénique des gliomes canins et humains. 

 

(3) Arguments étiopathogéniques 

 

Dans la mesure où les gliomes du chien se développent de manière spontanée, 

il peut être supposé que les mécanismes oncogéniques soient similaires chez le chien 

et chez l’Homme.  

La recherche d’altérations génétiques héréditaires et de gènes de susceptibilité 

impliqués dans le développement tumoral est toujours une voie active de recherche, 

comme cela vient d’être évoqué.  

Plusieurs études sur l’oncogenèse des gliomes ont montré que tous les grades 

de gliomes humains comportaient des CSC, une sous-population cellulaire supposée 
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initier et maintenir le développement tumoral par sa capacité à s’auto-renouveler (Reya 

et al. 2001 ; Wilson et al. 2004 ; Rebetz et al. 2008). Selon l’hypothèse des CSC, les 

gliomes sont organisés de manière hiérarchique avec, en haut de la pyramide, des 

CSC autonomes se différenciant en cellules progénitrices, précurseurs et différenciées 

des lignées astrocytaire et oligodendrogliale. Il est également supposé que les CSC 

soient à l’origine des échecs thérapeutiques car elles sont plus chimio- et 

radiorésistantes que les cellules différenciées et peuvent reformer localement la 

tumeur après traitement (Eyler, Rich 2008 ; Bao et al. 2006). Deux études ont pour 

l’instant démontré la présence de CSC dans les gliomes canins : l’étude de Stoica et 

al. pour laquelle les CSC isolées à partir d’un GBM canin ont reproduit la tumeur chez 

des souris Nude une fois implantées dans l’encéphale (Stoica et al. 2009). ; et l’étude 

de Fernandez et al. pour laquelle la présence de CSC a été mise en évidence par 

immunohistochimie dans un panel de 20 cas de gliomes diffus canins allant du grade 

II au grade IV (figure 12 ) (Fernández et al. 2016). Dans cette dernière étude, 

l’utilisation de marqueurs de différentiation des lignées astrocytaire, oligodendrogliale 

et neuronale avaient montré que les cellules Nestine+ et CD133+ (marqueurs de 

cellules souches) étaient présentes dans tous les grades de gliomes, avec un 

enrichissement plus important pour les haut-grades comme cela est le cas pour les 

gliomes humains.  

 

Figure 12 Exemple de résultats immunohistochimiques obtenus pour un 
GBM canin (Fernandez et al., 2016) 
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Certains évènements génétiques ont lieu de manière chronologique dans le 

développement tumoral, et sont d’ailleurs utilisés dans la nouvelle classification OMS 

2016 pour aider dans le diagnostic des gliomes diffus : il s’agit de la mutation d’IDH1 

(événement précoce considéré comme une mutation « driver »), la codélétion 1p19q 

pour les oligodendrogliomes et la mutation d’ATRx pour les astrocytomes. La mutation 

d’IDH1 et la codélétion 1p19q ont été recherchés dans les gliomes canins mais non 

retrouvés (Reitman et al. 2010 ; Thomas et al. 2009). Il se peut que la mutation d’IDH1 

concerne une autre région que celle affectée chez l’Homme (et donc testée chez le 

chien); d’autre part, il est également possible que des modifications portant sur un 

autre gène aient les mêmes conséquences que celles dues à la mutation d’IDH1 (i.e. 

hyperméthylation d’un certain nombre de promoteurs). Ces différentes pistes sont en 

cours d’investigation. La présence d’une mutation du gène ATRx n’a quant à elle 

toujours pas été évaluée chez le chien.  

 

(4) Arguments morphologiques  

 

En ce qui concerne les caractéristiques anatomiques macroscopiques et 

microscopiques des gliomes, les similitudes sont nombreuses entre chien et Homme. 

Les quelques données publiées sur l’aspect IRM des gliomes canins tendent à 

montrer un aspect similaire à celui rencontré chez l’Homme : il s’agit de masses 

hyperintenses en T2 et iso- à hypo-intense en T1, sans prise de contraste pour les 

bas-grades et une prise de contraste variable pour les haut-grades.(Wrensch et al. 

1997 ; Lipsitz et al. 2003). La figure 13 met en parallèle deux coupes coronales 

pondérées en T1 après injection de gadolinium chez un patient humain atteint de GBM 

et un patient canin atteint de GBM. Dans les deux cas, la tumeur apparaît comme une 

volumineuse masse comprimant le ventricule latéral, avec une prise de contraste 

périphérique et un centre nécrotique.  
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Figure 13 Coupes coronales issues d’une séquence pondérée en T1 après injection de gadolinium chez un patient 
humain (A) et un patient canin (B) atteints de GBM temporal gauche.  
On note la même organisation avec un centre nécrotique, entouré d’une zone hyperintense. 
Images issues de : http://neurowiki2014.wikidot.com/group:neurooncology (image A) et 
http://www.vetmed.vt.edu/clinical-trials/canine-glioma/brain-tumors-in-dogs.asp (image B) 

 

D’un point de vue histologique, les gliomes diffus canins présentent des 

caractéristiques morphologiques cellulaires, une infiltration péri-tumorale, des critères 

d’anaplasie (atypies cytonucléaires, index mitotique élevé, hyperplasie 

microvasculaire) et des critères pathognomoniques du GBM (capillaires 

« gloméruloïdes », foyers de nécrose entourés de pseudo-palissades) identiques à 

ceux des gliomes diffus humains. La classification OMS des tumeurs du SNC du chien 

n’ayant pas été mise à jour depuis 1999 (Koestner et al., 1999), les récentes 

publications vétérinaires sur les gliomes diffus ont utilisé la classification humaine pour 

leurs études (Higgins et al. 2010 ; York et al. 2012 ; Bentley et al. 2013 ; Fernández et 

al. 2016) montrant par là même que la similitude morphologique de ces tumeurs entre 

les deux espèces est telle qu’elle permet l’utilisation d’un unique schéma de 

classification.  

Par ailleurs, des modifications de l’expression du gène EGFR (amplification 

d’EGFR et du chromosome orthologue de 7p) et des gènes codant d’autres récepteurs 

tyrosine kinase (surexpression de PDGFR et VEGFR), ainsi que des altérations des 

voies de signalisation cellulaire p53/MDM2/p21, PI3K/Akt/mTOR et Rb1/p26 ont été 

observées dans les gliomes canins de manière similaire à ce qui est décrit chez 

l’Homme (Higgins et al. 2010 ; York et al. 2012 ; Stoica et al. 2004 ; Boudreau et al. 

2015 ; Dickinson et al. 2008). 

http://neurowiki2014.wikidot.com/group:neurooncology
http://www.vetmed.vt.edu/clinical-trials/canine-glioma/brain-tumors-in-dogs.asp
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b) Avantages du modèle canin par rapport au modèle murin 

 

Les modèles murins de gliomes diffus correspondent à des xénogreffes 

orthotopiques de lignées cellulaires tumorales humaines. Les deux inconvénients 

majeurs de ce modèle sont l’immunodépression des animaux utilisés et l’absence de 

diversité génétique des tumeurs induites. L’utilisation du modèle canin permet de 

pallier ces deux problèmes et ainsi d’obtenir des données pertinentes sur animaux 

immunocompétents présentant des tumeurs génétiquement variées.  

En outre, la taille de l’encéphale des souris nécessite un matériel d’imagerie et 

de RT spécifiquement adaptés, ce qui rend difficile la transposition des résultats 

obtenus sur ce modèle directement à l’Homme. La grande taille de l’encéphale du 

chien permet au contraire de pouvoir utiliser exactement le même matériel d’imagerie 

(scanner IRM) et de RT qu’en médecine humaine (Bentley et al. 2016) et de pouvoir 

utiliser le chien malade comme substitut de la pathologie humaine dans les mêmes 

conditions de traitement et de suivi radiologique. Dans le cadre spécifique de la radio-

oncologie comparative, le modèle canin semble particulièrement adapté car il présente 

une réponse clinique à la RT similaire à celle des patients (apparition de rechutes 

tumorales locales), des modalités de traitement proches (dose variant de 35 à 54.5 Gy 

délivrée en fractions de 2 Gy) et des facteurs de radiorésistance extrinsèque identiques 

(hypoxie tissulaire associée au grand volume tumoral) (Spugnini et al. 2000). 

Même si le chien apparait comme un modèle d’étude pertinent des gliomes, son 

utilisation en préclinique pour évaluer l’efficacité d’une nouvelle stratégie thérapeutique 

destinée à l’Homme ne pourra être envisageable qu’après validation de preuves de 

concept indispensables que sont (i) l’efficacité de cette nouvelle stratégie 

thérapeutique sur les cellules gliomateuses canines et (ii) l’homologie de réponse au 

traitement entre cellules gliomateuses humaines et canines. La validation de ces 

preuves de concept doit se faire in vitro sur un spectre de lignées cellulaires de gliomes 

canins suffisamment large pour assurer une représentativité adéquate de 

l’hétérogénéité génétique de ces tumeurs. Ces dernières permettront non seulement 

d’évaluer la réponse des tumeurs à la nouvelle stratégie testée, mais également de 

différencier les lignées sensibles des résistantes et d’identifier les facteurs 

moléculaires à l’origine de ce différentiel de réponse.  



59 
 

 

2. Les lignées cellulaires de gliomes canins comme modèle d’étude in vitro 

 

Jusqu’à présent, quatre lignées cellulaires établies à partir de gliomes canins 

ont fait l’objet de plusieurs publications : les J3T, J3TBg, SDT3 et G06A (tableau 4). 

Une autre lignée de gliome canin a été établie à l’Ecole Nationale Vétérinaire de 

Nantes et a fait l’objet d’une thèse de doctorat vétérinaire (Dupont-Monod, 2014). Ces 

lignées cellulaires sont utilisées au sein des laboratoires qui les ont isolées et ne sont 

pas disponibles dans une banque de cellules. Seules les J3T ont fait l’objet d’une 

caractérisation phénotypique et génotypique. Le tableau 4 récapitule l’origine de ces 

lignées et les différentes analyses qui ont été réalisées dessus, en se concentrant sur 

les critères de caractérisation cellulaire.  
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Tableau 4 Lignées cellulaires de gliome canin : synthèse bibliographique concernant leur origine, caractéristiques générales et moléculaires.  

  J3T J3T-Bg SDT-3 
 

G06A RAFFRAY 

Tumeur d’origine       

  
Astrocytome anaplasique d’un 
Boston Terrier mâle de 10 ans 

(Berens et al., 1993) 

Lignée dérivée à partir des 
J3T après un passage sous-

cutané sur souris Beige 
Nude XID 

(York et al. 2012) 

GBM d’un Bouledogue 
anglais mâle de 12 ans 

(York et al. 2012) 

GBM d’un berger australien, 
femelle stérilisée, de 2 ans 

(York et al. 2012) 

Oligodendrogliome 
anaplasique d’un boxer de 7 

ans 
(Dupont-Monod, 2014) 

Caractérisation       

(I) Méthodes pour 
démontrer l’identité 

d’une lignée cellulaire 

Empreinte ADN/ 
Profiling - - - - - 

Analyse 
cytogénétique, 

caryotype 

Nombre modal de chromosomes = 
84 

 
7 chromosomes métacentriques et 

submétacentriques + 1 petit 
chromosome acrocentrique non 

apparié 

- - - - 

(II) Méthodes pour 
mettre en évidence 

l’espèce d’origine de la 
lignée cellulaire 

-Analyse 
d’isoenzymes 

-Microsatellites 
-Caryotype 

Seulement caryotype réalisé, en 
faveur de l’espèce canine - - - - 

(III) Méthodes pour 
mettre en évidence les 

caractéristiques 
générales d’une lignée 

cellulaire 

Morphologie Astrocytaire - - - - 

Temps de 
doublement 

- 49 heures 
(Berens et al., 1993) 

- 28 heures 
(Rainov et al. 2000) 

- - - - 

Clonage sur 
plastique/En 

agar 

- 
 

- - - - 

Profil 
d’expression de 

protéines 

- 90 % des cellules sont 
fortement GFAP + 

- Quelques cellules sont 
très positives à EGFR, 
avec un pattern diffus 

- - - 

- Vimentine +++ 
- GFAP + et inconstant 

- Olig2 négatif 
- S100 négatif 
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  J3T J3T-Bg SDT-3 G06A RAFFRAY 

(IV) Méthodes pour 
confirmer la 

tumorogénicité d’une 
lignée cellulaire 

Conservation du 
pattern 

histologique lors 
de 

transplantation 
sous-cutanée 
chez la souris 

Même profil histologique mais 
devient faiblement GFAP + après 

transplantation 
- - - - 

(V) Méthodes pour 
déterminer le profil de 

sensibilité aux 
traitements d’une lignée 

cellulaire 

Evaluation de la 
chimiosensibilité 

Hygromycine, puromycine, 
ganciclovir, G418 

(Rainov et al. 2000) 

Pt(iv)-prodrogue de 
cisplatine, cisplatine et 

carboplatine 
(Feldhaeusser, et al., 2015) 

 
CCNU, CPT-11 et TMZ 
(LeBlanc et al. 2016) 

CCNU, CPT-11 
(Boudreau et al. 2015) 

CCNU, CPT-11 
 

IL-13 canin couplé à une 
cytotoxine 

(Debinski et al. 2013) 

Doxorubicine 

Evaluation de la 
radiosensibilité 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

 

Etude moléculaire       

  
Pas de mutation des exons 3 à 9 sur TP53 

(York et al. 2012) 
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La revue bibliographique sur les lignées cellulaires de gliome canin révèle que 

peu de données relatives à la caractérisation sont disponibles. Il sera donc nécessaire 

de pallier ce manque avant toute étude sur ces lignées cellulaires.  

D’autre part, la réponse radio-induite de ces lignées n’a jamais été évaluée. 

Pourtant, dans la mesure où la RT est une modalité thérapeutique incontournable dans 

le traitement des gliomes et que les nouveaux traitements testés sont généralement 

associés à la RT, il semble indispensable d’évaluer l’homologie de réponse radio-

induite entre gliomes canins et humains avant d’utiliser le chien comme modèle 

d’étude pour l’Homme. En effet, certaines nouvelles stratégies thérapeutiques qui sont 

actuellement développées visent à améliorer l’efficacité de l’effet cytotoxique de la RT. 

L’une de ces stratégies consiste à utiliser la virothérapie oncolytique de manière 

concomitante à la RT, ou seule lors de la rechute du patient (lors de récidive locale 

post-RT).  

Dans la partie qui suit, nous allons voir que, selon le résultat de nombreux 

essais cliniques, la virothérapie oncolytique permet de prolonger la vie des patients. 

Nous nous intéresserons plus particulièrement au virus de la myxomatose. 
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C. La virothérapie oncolytique 

 

1. Définition 

 

De nombreux cas de rémissions tumorales ont été observés au cours du 

XIXème et au début du XXème siècle lors d’infection ou de vaccination. Dock est l’un 

des premiers à rapporter des cas de rémissions transitoires de leucémies lors 

d’infections concomitantes chez ses patients. Avec la découverte des virus, de 

nombreux chercheurs ont fait le lien entre ces cas de rémission et d’infection par 

différents types viraux. En 1949, une étude note l’amélioration clinique d’un lymphome 

de Hodgkin (Hoster, Zanes, von Haam 1949). De même, en 1951, Bierman et son 

équipe relate des cas de rémission de leucémie chez des enfants lors d’infection par 

l’agent responsable de la varicelle, un herpèsvirus (Bierman 1951). Enfin pour dernier 

exemple, le virus de la rougeole, un paramyxovirus, est mis en cause dans 

l’amélioration clinique d’un enfant atteint d’un lymphome de Burkitt. En seulement deux 

semaines, l’infection virale a permis une réduction notable d’une masse rétro-orbitaire 

ainsi qu’une normalisation des paramètres hématologiques sur une période de 4 mois 

(Bluming, Ziegler 1971). Ces découvertes ont ainsi permis de focaliser l’attention des 

chercheurs sur les propriétés oncolytiques de certains virus. Les premiers essais 

cliniques de virothérapie ont débuté dès le milieu du XXème siècle avec l’utilisation de 

virus sauvages. Bien que certains cas de régressions tumorales aient été observés, 

les effets secondaires inhérents aux différents virus testés, ont été sévères. C’est 

pourquoi, des souches virales ont été atténuées et sélectionnées après de nombreux 

passages sur des cultures cellulaires (Kelly, Russel 2007). De plus, leurs génomes 

peuvent être modifiés dans le but de cibler particulièrement un certain type de cellules 

tumorales, de produire l’enzyme spécifique d’une prodrogue ou de rendre le virus plus 

immunogène : on parlera de virus armé.  

Un virus oncolytique (VO) correspond donc d’une part, à un virus vivant modifié 

ou non, qui va spécifiquement cibler les cellules tumorales et entrainer leur mort 

directement ou indirectement, sans atteinte des cellules saines, et qui permet d’autre 

part, de réactiver le système immunitaire antitumoral. 
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2. Les virus oncolytiques possèdent … 

 

a) … des voies d’entrée spécifiques 

 

La délivrance des VO est majoritairement réalisée in situ, i.e. intra-tumoral 

directement. Dans le cadre d’essais cliniques avec le GBM, le dépôt de VO se fait en 

fin de chirurgie sur les marges saines. En effet, pour les tumeurs cérébrales, la voie 

intraveineuse présente des contraintes qui limitent le contact entre les cellules 

tumorales et les VO. Une fois dans le secteur sanguin, le VO peut être neutralisé par 

des anticorps circulants. Une partie des virions peut aussi être séquestrée au sein du 

foie ou de la rate. Enfin, la BHM représente une barrière que peu de virus peuvent 

franchir, dans des conditions naturelles. Cependant, certains gliomes de haut-grade 

tels que le GBM sont associés à des troubles vasculaires : le virus peut ainsi atteindre 

la tumeur par le secteur vasculaire (Russell, Peng, Bell 2012). 

Chaque VO possède son propre mécanisme d’entrée spécifique. Les voies 

d’entrée dans la cellule tumorale reposent généralement sur la surexpression d’une 

protéine de surface. La voie d’entrée du poliovirus par exemple, repose sur la 

surexpression d’une protéine de surface : la protéine CD155. Cette protéine est 

présente à la surface de nombreuses cellules tumorales (Hogle 2002). L’adénovirus, 

quant à lui, passe dans la cellule par le récepteur CAR (Coxsackie et Adenovirus 

Récepteur), exprimé de façon variable selon le type tumoral. 

De plus, l’entrée et la multiplication dans la cellule des principaux VO sont 

permises par la déficience des mécanismes de défense des cellules cancéreuses : de 

nombreuses cellules tumorales présentent des déficiences dans la voie de 

signalisation antivirale des interférons de type I (Stojdl et al. 2000). Les VO vont donc 

cibler les cellules tumorales, tout en épargnant les cellules saines, dans lesquelles ils 

ne pourront pas pénétrer, ou effectuer leur cycle lytique (Prestwich et al. 2008).  

Les VO peuvent aussi être modifiés génétiquement afin d’améliorer leur 

sélectivité cellulaire. L’Herpès Simplex Virus de type 1 ou Human Alphaherpesvirus 1, 

(HHV1) est l’un des virus les plus couramment étudiés et modifiés. Certaines souches 

sont produites avec une délétion du gène ICP6, qui code pour une ribonucléotide 

réductase. Cette délétion va permettre au virus de se multiplier dans les cellules qui 

possèdent une délétion du gène suppresseur de tumeur p16INK4A, l’une des plus 

fréquentes au sein des cellules tumorales (Aghi et al. 2008). 
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Le tableau présenté ci-dessous récapitule les principales voies d’entrée pour 

chacun des principaux virus étudiés. 

 

Tableau 5 Récapitulatif des voies d'entrées et des avantages présentés par les principaux virus oncolytiques 
(d’après Lawler et al., 2016) 

Type viral 
Hôte 

naturel 
Voie d’entrée Avantages 

Adénovirus Homme CAR 
Manipulation génétique 
possible – très étudié 

HHV1 Homme Fraction héparane-sulfate 
Large génome - 

Manipulation génétique 
possible 

Réovirus Homme 
Fixation sur carbohydrate et 

JAM-A 

Faiblement pathogène et 
réplication sélective dans 

les cellules tumorales 

Virus 
Newcastle 

Volaille 

Fusion enveloppe virale 
avec membrane cellulaire 

par liaison aux acides 
sialiques 

Non-pathogène pour 
l’homme 

Poliovirus Homme 
Fixation au récepteur 

CD155 
Induit une réponse anti-

tumorale puissante 
 

b) … des mécanismes oncolytiques direct et indirect 

 

Suite à son entrée dans la cellule, le virus va ainsi pouvoir réaliser son cycle 

lytique. Le VO produit des effets oncolytiques directs et indirects représentés sur la 

figure 14. En effet, au sein de la cellule, le virus va dériver la machinerie cellulaire à 

son profit. De plus, ces cellules ont un métabolisme cellulaire élevé par rapport aux 

cellules normales, ce qui profite à la réplication virale. La lyse cellulaire peut s’expliquer 

par les propriétés lytiques propres du virus qui vont amener à la mort de son hôte, ou 

le virus peut exploiter l’ensemble des réserves cellulaires jusqu’à épuisement et mort 

de celle-ci. L’infection d’une cellule tumorale amène donc à la production de nombreux 

virions qui seront à leur tour capables d’infecter de nouvelles cellules tumorales : on a 

donc un phénomène d’auto-amplification qui présente l’un des atouts majeurs à la 

virothérapie oncolytique. Toutes les cellules tumorales n’ont pas besoin d’être 

infectées pour créer une lyse de l’ensemble des cellules tumorales. 

L’induction de la mort cellulaire se fait selon trois voies principales qui ont un 

rôle important dans le pouvoir immunogène des VO. Ces trois voies de mort cellulaires 

sont l’apoptose, la nécrose et l’autophagie. Ces deux dernières sont connues pour être 
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inflammatoires et immunogènes. Cependant, des études récentes ont par ailleurs 

montré que la mort cellulaire par apoptose, dans certaines conditions peut aussi être 

immunogène : on parle d’ICD (Immunogenic Cell Death). Les modifications cellulaires 

lors des différentes étapes de l’apoptose libèrent des molécules telles que la 

calréticuline ou des histones qui vont être captées par les cellules dendritiques, 

entraînant leur activation. Ainsi ces morts cellulaires vont libérer dans le milieu 

extracellulaire des nombreuses molécules immunogènes et inflammatoires qui vont 

stimuler le système immunitaire (Tesniere et al. 2008).   

Indirectement, les VO peuvent aussi entraîner la mort des cellules tumorales. 

La libération de molécules inflammatoires et immunogènes consécutives à la lyse 

cellulaire peut engendrer des modifications dans le métabolisme et le fonctionnement 

des cellules présentes en périphérie. Par ailleurs, les VO peuvent aussi cibler les 

cellules endothéliales induites par la tumeur et causer ainsi une destruction de la 

vascularisation tumorale et une hypoxie tumorale. La destruction des cellules 

cancéreuses produisant le VEGF et l’EGFR a les mêmes effets (Breitbach et al. 2013). 

  

Infection de la cellule tumorale et 

réplication virale 

Infection d’une cellule 

saine et clairance virale 

VO 

Figure 14 Représentation schématique de la dynamique d'infection virale d'un VO de cellules tumorales (d'après 
la thèse de JB Tanis, 2015) Le VO pénètre dans la cellule tumorale, se réplique, entraine sa mort et infecte les 
cellules tumorales périphériques. Par ailleurs, le VO affecte la vascularisation tumorale en infectant les cellules 
endothéliales et en modifiant le gradient de VEGF.  
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c) … la capacité de stimuler un système immunitaire immunodéprimé 

 

L’oncolyse virale est connue pour stimuler le système immunitaire depuis 

plusieurs décennies. Dès 1967, une étude américaine a démontré cette capacité 

immunostimulatrice de l’immunité anti-tumorale par le virus Influenza (Lindenmann, 

Klein 1967). Le développement tumoral est permis par la mise en place d’un 

environnement péri-tumoral immunosuppresseur. En premier lieu, la croissance 

tumorale est un phénomène lent qui peut prendre de nombreuses années avant d’être 

détectable par le SI, similaire à une infection chronique. Ainsi, l’absence de phase 

aiguë lors du développement tumoral modifie la capacité du système à reconnaître la 

tumeur et à lutter contre celle-ci. 

 Le microenvironnement tumoral se composent de cellules immunitaires, de 

cellules tumorales, et de la matrice extracellulaire : celui-ci est sous l’influence des 

cellules cancéreuses qui créent un milieu « tolérant », permettant à la tumeur 

d’échapper au SI antitumoral. D’une part, le stroma tumoral limite une libération 

suffisante de TAA (Tumour-Associated Antigens) qui ne peuvent en conséquence être 

reconnus par les cellules dendritiques, cellules de front du système immunitaire dans 

le SNC (Zhang 2008). D’autre part, les cellules cancéreuses synthétisent des 

molécules qui impactent négativement le SI. Le TGF-β (Transforming Growth Factor-

β) est une molécule qui joue un rôle important dans le développement tumoral : elle 

permet la progression tumorale en ayant un rôle immunosuppresseur et elle limite 

aussi l’infiltration des cellules immunitaires dans le microenvironnement tumoral. Elle 

inhibe le fonctionnement des lymphocytes T CD4+ et des cellules NK (Natural Killer) 

et favorise le développement des lymphocytes T régulateur (Treg). Ces Treg jouent un 

rôle important dans la régulation de la réponse du SI.  

Le TGF-β et les Treg sont donc des cibles potentielles dans les traitements 

antitumoraux. Le blocage du TGF-β est associé à une diminution significative de la 

croissance tumorale. Le cyclophosphamide est une molécule qui peut être utilisée en 

association avec d’autres traitement antitumoraux, qui supprime l’action des Treg sur 

les autres cellules du SI (Le, Jaffee 2012; Yang, Pang, Moses 2010; Zou 2005). 

 

Les VO sont des éléments qui sont naturellement reconnus par le système 

immunitaire, qui va s’activer afin de lutter contre leur présence dans le corps. Le site 

tumoral offre un milieu favorable à leur développement du fait de la tolérance locale 

du SI. La mort des cellules tumorales, suite à la réplication virale, libère dans le milieu 
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extracellulaire de nombreuses molécules inflammatoires et immunogènes qui sont des 

signaux de danger (figure 15) :  

- DAMP (Damage-Associated Molecular Pattern) : ces molécules sont 

normalement exclusivement intracytoplasmiques ou intranucléaires. Leur 

présence dans le milieu extracellulaire traduit donc l’existence du 

phénomène lytique et donc d’un danger potentiel. Ces molécules sont 

libérées dans le milieu extérieur avec les 3 types de morts cellulaire. Parmi 

ces molécules, on retrouve l’ATP, l’acide urique, la calréticuline, l’HGMB1 

(High Mobility Group protein B1) ou les protéines HSP (Heat Shock Protein). 

Ces protéines HSP 70 et HSP90 sont des protéines intéressantes car elles 

agissent comme des protéines chaperonnes et sont libérées lors du stress 

cellulaire. Ainsi, elles peuvent capter des antigènes tumoraux et les 

présenter aux cellules immunitaires.   

- PAMP (Pathogen-Associated Molecular Pattern) : ces molécules 

correspondent à des fragments de protéines virales qui sont reconnues par 

le SI. Chaque VO libère donc des PAMP spécifiques, selon les protéines qui 

le composent. 
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- TAAs (Tumor-Associated Antigens) : ces molécules représentent une 

grande variété de protéines tumorales dont des protéines mutées, des 

protéines de fusion ou des protéines surexprimées par le tissu cancéreux. 

Certains TAA sont exprimés communément au sein de nombreux cancers 

tels que survivin, tyrosinase-related protein 1 ou B-cyclin 1. D’autres TAA 

sont spécifiques d’un type de tumeur donné : les fragments du récepteur α2 

de l’interleukine-13 sont spécifiques des gliomes (Zhang et al. 2007).   

   

Cette propriété immunogène des VO peut être améliorée selon différentes 

voies. En effet, les VO peuvent être modifiés génétiquement afin d’améliorer la 

stimulation immunitaire. Le gène GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony-

Stimulating Factor) a été introduit dans le génome de certains virus tels que l’Herpes 

Virus Simplex ou le virus de la vaccine. Ce gène code pour une cytokine pro-

inflammatoire qui est immunostimulatrice. Il permet ainsi le recrutement de cellules NK 

et de lymphocytes T cytotoxiques antitumoraux. Le Pexa-Vec est un virus de la vaccine 

Tissu tumoral 

Mort cellulaire immunogène (ICD) 

Réponse anti-tumorale 

Eradication tumorale 

Reconnaissance de l’ICD, 

maturation des cellules dendritiques 

et présentation croisée des TAA 

VO 

Figure 15 Rôle des VO dans la réactivation du SI. Le VO pénètre dans les cellules cancéreuses et entraîne leur 
lyse, libérant des DAMPs, PAMPs et TAAs. Ces molécules sont reconnues par le SI, qui reconnaît les antigènes 
tumoraux et met en place une réponse anti-tumorale (d’après Bartlett et al., 2013). 
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modifié auquel le gène GM-CSF a été intégré, qui est actuellement dans un essai de 

phase 1b (Park et al. 2015). Un adénovirus a été modifié pour surexprimer la protéine 

HSP70, afin d’améliorer la présentation de TAA (Li et al. 2009). Des études se sont 

intéressées aussi à l’attaque d’une tumeur par l’association de deux VO qui utilisent 

des mécanismes viraux différents. La combinaison du VSV (Virus de la Stomatite 

Vésiculaire) et du VACV (Virus de la Vaccine) associe deux virus suffisamment 

génétiquement éloignés pour limiter les risques de recombinaison. L’activité anti-

tumorale du VSV est alors améliorée grâce à l’activité de la protéine B18R du VACV 

(Le Boeuf et al. 2010 ; Lawler et al. 2016 ; Bartlett et al. 2013). 

En dernier lieu, il existe des ligands synthétisés par les cellules tumorales qui 

sont présents dans le microenvironnement tumoral, appelés checkpoint inhibitors, tels 

que PD-1, PD-L1 et PD-L2. Ces ligands sont responsables de la déplétion en LT au 

niveau de la tumeur. La maturation des LT est stoppée à cause de l’action de ces 

molécules. Des études sont en cours afin de tester l’efficacité de la combinaison de 

checkpoint stimulators ou d’anticorps monoclonaux anti-checkpoint inhibitors avec les 

VO. Le Delta-24-RGDOX est un adénovirus génétiquement modifié qui exprime une 

molécule « checkpoint stimulatrice ». Ce VO modifié permet d’améliorer la réponse du 

SI (Lawler et al. 2016). 

 

3. Trois exemples de virus utilisés en thérapie oncolytiques 

a) Human α Herpes Virus de type 1 

 

Le Human α-Herpes Virus de type 1 (HHV1) est un virus enveloppé, à ADN 

double brin, de la famille des Herpesviridae. Ce virus peut causer des infections aigües 

généralement bénignes chez l’homme, telles que des stomatites, communément 

appelées « boutons de fièvre ». Ce virus entre aussi en latence et peut se réactiver 

plus tardivement au cours de la vie. On estime que 3.7 milliards de personnes de moins 

de 50 ans sont infectées dans le monde (OMS | Le virus de l’herpès, 2016). Ce virus 

possède un tropisme pour le SNC et peut rarement causer des encéphalites. Ce 

neurotropisme fait de ce virus un candidat VO intéressant pour les gliomes. Par 

ailleurs, la taille importante de son génome (>150kb) permet d’effectuer aisément des 

manipulations génétiques de l’HHV-1.  
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L’HHV-1 fut le premier VO génétiquement modifié (thymidine kinase négatif) en 

1991, dans l’étude du gliome chez l’homme (Martuza et al., 1991). Ce VO est aussi le 

premier à obtenir l’Autorisation de Mise sur le Marché (AMM) de la FDA (Food and 

Drug Administration) aux Etats-Unis en 2015, pour le traitement des mélanomes 

inopérables et métastatiques. De surcroît, il a récemment obtenu son AMM dans 

l’Union Européenne en Février 2016. La souche virale utilisée est le « talimogene 

laherparepvec », et correspond à un HHV-1 dérivé d’une souche oncolytique atténuée 

(JS1) qui a subi des modifications génétiques : 

- La perte de 2 gènes d’intérêts, ICP 34.5 et ICP 47 qui normalement bloquent 

la présentation des antigènes viraux à la surface des cellules infectées, et 

permettent l’échappement au système immunitaire. La perte de ces gènes 

augmente ainsi l’immunogénicité de l’HHV-1. 

- L’ajout du gène GM-CSF qui est une CK pro-inflammatoire et 

immunostimulatrice. 

L’injection intratumorale de cet HHV-1 a permis d’augmenter de manière 

significative un taux de réponse durable (supérieur à 6 mois) par rapport au contrôle, 

(injection sous-cutanée de GM-CSF) : 16.3% vs 2.1% (Andtbacka et al. 2015). Par 

ailleurs, des régressions tumorales au niveau des métastases sont observées sans 

injection intra-métastatique du VO ce qui traduit la mise en place d’une immunité anti-

tumorale systémique. 
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b) Adénovirus 

 

Les adénovirus (Ad) sont des virus à ADN double brin, non enveloppés, 

fortement immunogéniques, responsables de signes respiratoires modérés chez 

l’homme. Ils sont responsables d’ECP sur les cellules épithéliales, en reconnaissant 

le récepteur CAR. Du fait de leur forte infectiosité et de leur pouvoir lytique, les Ad ont 

été modifiés afin de pouvoir pénétrer dans les cellules tumorales, y compris les 

gliomes. L’Adénovirus de sérotype-5 (Ad5) est le plus couramment utilisé en tant que 

VO, après modifications génétiques. Les gènes E1 sont primordiaux pour la réplication 

virale : E1A se fixe sur Rb et induit l’entrée de la cellule dans la phase S du cycle 

cellulaire, tandis qu’E1B se fixe que la protéine p53, diminuant ainsi les signaux pro-

apoptotiques et favorisant la réplication virale. Les Ad5 présentant des anomalies sur 

ces gènes ne pourront donc pas se répliquer au sein de cellules saines.  

L’ONYX-015 est un Ad5 avec une délétion du gène E1B. Il correspond au 

premier Ad modifié qui a été testé dans les tumeurs de la tête et du cou. D’après une 

étude clinique de phase 1 de Chiocca en 2004, l’injection intratumorale du VO n’a pas 

montré d’effets toxiques chez les patients. Cependant, elle n’a pas mis en évidence 

d’efficacité anti-tumorale nette (Chiocca et al. 2004). 

L’Ad-Δ24 correspond à un Ad5 qui a subi une perte de 24pb sur le gène E1A. 

Le pouvoir oncolytique de ce vecteur est plus important que l’ONYX-015 et il semble 

plus efficace pour limiter la croissance tumorale (Jiang et al. 2005). Ce VO a par la 

suite servi de référence pour fabriquer d’autres vecteurs viraux par transgénèse ou en 

modifiant le motif RGD (Arginine-Glycine-Acide Aspartique) de ce virus afin d’améliorer 

sa sélectivité tumorale, ainsi que son potentiel immunostimulateur. Le motif RGD 

permet au virus, secondairement à la liaison au récepteur CAR, la fixation aux 

intégrines présentées par la cellule. Cependant, peu de tumeurs dont les gliomes, 

expriment ces récepteurs CAR ; l’expression des intégrines par les cellules tumorales 

est quant à elle élevée. Ainsi, le peptide RGD a été intégré dans la protéine virale 

reconnaissant les récepteurs CAR permettant une réorientation du VO vers les cellules 

tumorales. L’Ad-Δ24-RGD est alors capable d’infecter et de lyser de nombreux types 

de tumeurs dont les gliomes. Une étude de 2007, montre que ce VO est capable 

d’infecter les CSC, issues de GBM récurrents in vitro et cause leur apoptose (Jiang et 

al. 2007). 
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Enfin, l’Adénovirus a aussi subi une modification génétique où l’expression du 

gène E1B est sous le contrôle d’un promoteur qui a été intégré dans son génome, celui 

du gène survivin. Ce gène, aussi appelé BIRC5, est normalement exprimé durant une 

courte période, lors du développement embryonnaire et n’est plus exprimé au cours 

de la vie adulte. Ce gène a un rôle anti-apoptotique. Lors de l’oncogenèse, la protéine 

survivin est de nouveau produite, par de nombreux cancers. Une méta-analyse publiée 

en 2014 a montré que la surexpression de ce gène au sein des gliomes est associée 

à un facteur pronostic négatif, et est plus fréquemment présent au sein des gliomes 

de haut grade. L’Ad-survivin est un VO dont le cycle de réplication ne peut se faire que 

dans les cellules exprimant fortement survivin, ce qui permet de cibler spécifiquement 

les cellules tumorales (Lv et al. 2015).  

 

Ainsi, les deux virus présentés ci-dessus sont des VO qui présentent des 

propriétés intéressantes dans le cadre de la virothérapie. Cependant, des 

modifications génomiques sont nécessaires afin d’améliorer le pouvoir oncolytique et 

la spécificité de ces VO envers les cellules tumorales. Le virus suivant est utilisé en 

virothérapie oncolytique sans modification génétique. 

 

c) Virus de la maladie de Newcastle 

 

Le virus de la maladie de Newcastle (NDV) est un virus enveloppé à ARN simple 

brin négatif, qui est pathogène pour la volaille. Sa pathogénicité est considérée comme 

nulle pour l’homme. Ce virus possède trois types de souches : les souches vélogènes 

sont hautement pathogènes pour la volaille et sont responsables d’une mortalité de 

100% dans les élevages touchés. Les symptômes sont similaires à ceux de l’Influenza 

Aviaire Hautement Pathogène (IAHP) et correspondent à des troubles respiratoires et 

systémiques. Les souches mésogènes sont faiblement pathogènes, tandis que les 

souches lentogènes sont non pathogènes pour la volaille. Ces dernières sont utilisées 

comme souches vaccinales pour immuniser la volaille.  

Les souches mésogènes (73-T, MTH68, PV701) présentent des propriétés 

oncolytiques intéressantes, testées dans des essais cliniques de phase I sur 

différentes tumeurs solides (Pecora 2002, p. 701). Le NDV induit l’apoptose dans les 

cellules infectées et stimule la production de TNF-α par les cellules du SI (Lorence, 
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Rood, Kelley 1988). Les souches 

lentogènes ne sont pas pathogènes 

pour la volaille, mais présentent des 

propriétés oncolytiques (Schirrmacher 

et al. 2001). HUJ, une souche lentogène 

du NDV (NDV-HUJ) a été sélectionnée 

pour ses propriétés oncolytiques sur 

différentes lignées tumorales de 

l’homme. Un essai clinique de phase I/II 

du NDV-HUJ sur des GBM récurrents a 

présenté des résultats intéressants. 

Effectivement, l’administration 

intraveineuse de ce VO a présenté peu 

d’effets secondaires, y compris aux 

doses les plus élevées (11*109 Unités infectieuses). De plus, un patient a montré une 

rémission complète du GBM durant un minimum de 35 semaines après l’initiation de 

la virothérapie, confirmée par les images IRM présentée sur la figure 16 ci-contre.  

 

 Le NDV apporte des avantages dans la virothérapie oncolytique, par sa sécurité 

d’emploi d’une part mais aussi avec ses propriétés oncolytiques d’autre part. Le virus 

myxomateux que nous allons étudier par la suite présente des similarités 

intéressantes, qui en font un candidat intéressant pour une prise en charge 

thérapeutique innovante. 

 

4. Le virus myxomateux : vers une thérapie innovante 

a) Description du virus myxomateux 

 

Le virus myxomateux (MYXV) est un virus de la famille des Poxviridae (POXV) 

auxquels appartiennent aussi pour exemple, le virus du Molluscum contagiosum, ou 

le virus de la vaccine. Le virus de la variole, responsable de la maladie éponyme 

mortelle éradiquée en 1977, est aussi apparenté à cette famille virale. Les Poxviridae 

se subdivisent en deux-sous familles : les Chordopoxvirinae et les Entomopoxvirinae 

qui infectent respectivement les vertébrés et les invertébrés. La sous-famille des 

Figure 16 Images IRM en T1 avec PDC. (A) IRM avant 
traitement (B) Stabilisation de la maladie au premier 
contrôle (C-D) Réponse partielle à 15 et 20 semaines (E-
F) Réponse complète à 25 et 30 semaines, d’après 
Schirrmacher et al. 2001 
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Chordopoxvirinae regroupe 10 genres les Orthopoxvirus où l’on retrouve le virus de la 

variole et le virus de la vaccine (VACV) et les Leporipoxvirus auquel appartient le 

MYXV. Le VACV est le virus modèle de cette famille et la description des Poxviridae 

se basera sur celle de cette entité virale. Le spectre d’hôte correspond en général pour 

chaque virus à une espèce animale spécifique (Moss et al., 2007).  

 

(1) Morphologie générale 

 

Les POXV sont des virus de grande taille (~360*270*250 nm), ovoïde et ont une 

organisation complexe. On peut distinguer plusieurs structures, mises en évidence sur 

la figure 17 ci-contre : 

 

- Le core est une coque épaisse 

contenant la nucléoprotéine i.e. le 

matériel génétique viral et les 

enzymes primordiales à l’initiation 

de la réplication 

- Les corps latéraux sont situés dans 

les concavités du core 

- La membrane externe est 

composée une ou deux enveloppes 

lipidiques selon la forme infectieuse produite par le POXV. 

 

Les POXV présentent deux formes infectieuses enveloppées, la forme MV 

(intracellular mature virion) et la forme EV (extracellular envelopped virion). La forme 

EV correspond à une MV entourée d’une enveloppe supplémentaire. Les virions EV 

sont essentiels pour la transmission de cellule à cellule et la dissémination dans l’hôte, 

tandis que les MV permettent la transmission du virus d’un hôte à l’autre, selon 

diverses modalités (Roberts, Smith 2008). 

  

Figure 17 Image par microscopie électronique 
d'une fine section intracellulaire de VACV d'un 
virion mature (MV) montrant le core (C), les corps 
latéraux (L) et la membrane externe (E) (d’après 
Moss et al., 2007) 



76 
 

(2) Génome du MYXV 

 

Le MYXV possède un ADN linéaire bicaténaire typique des poxvirus (figure 18) 

de 161.8 kb (la taille de l’ADN des POXV varie de 140 kb à 300 kb), dont les extrémités 

sont constituées de régions répétées inversées terminales (TIR) d’environ 11 kb, 

formant une boucle terminale. Il code pour 158 ORF (Open Reading Frame) uniques 

et 12 ORF en double copies (Bertagnoli et al., 2015). 

 

(3) Cycle viral 

 

L’entrée dans la cellule cible se fait par fusion directe ou par 

endocytose/macropinocytose (Roberts, Smith 2008). Deux protéines virales, M062 et 

M063 s’associent et forment un complexe protéique. Lors de l’infection, ce complexe 

s’associe à la protéine SAMD9 (Sterile Alpha Motif Domain containing 9 protein), 

facteur antiviral inné, l’inhibe et rend par conséquent, la cellule tolérante à l’infection 

(Liu et al. 2011). Dès son entrée dans la cellule et avant sa décapsidation, des 

enzymes virales et des protéines virales sont libérées dans le cytoplasme. Des ARNm 

précoces sont traduits et permettent la synthèse d’ADN polymérase, d’ARN 

polymérase et de facteurs de transcription intermédiaires. Parmi les protéines virales 

libérées, la protéines virale MT5, joue un rôle central dans l’infection. En effet, les virus 

délétés pour la protéine MT5 ne sont pas capables de réaliser un cycle viral complet 

en lymphocytes de lapin, les cellules entrent rapidement en apoptose après la 

pénétration du MYXV. MT5 est donc un facteur de virulence majeur du MYXV anti-

apoptotique, permettant la mise en place d’un cycle viral durable (Mossman et al. 

1996). 

Figure 18 Représentation schématique du génome caractéristique des poxvirus (ici exemple du VACV) (d’après 
Moss et al., 2007) 
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La morphogenèse se situe en périphérie du noyau dans les « virus factory » 

appelées virosomes, où a lieu la réplication de l’ADN, la transcription des gènes 

intermédiaires et tardifs. Les gènes intermédiaires codent pour les facteurs de 

transcription des gènes tardifs. Ces gènes tardifs codent pour les protéines 

structurales, les enzymes, les facteurs de transcription précoces nécessaires à 

l’initiation des futures infections cellulaires. L’assemblage des virions se fait au sein du 

virosome et donne des MV simplement enveloppés. Une partie de ces MV est ensuite 

enveloppée par une double membrane par l’appareil de Golgi, formant des WV 

(Wrapped Virions), et sont acheminés vers la membrane cellulaire par les 

microtubules. La fusion des WV avec la membrane plasmique libère dans le milieu 

extérieur les EV. La transmission efficace du MYXV de cellule à cellule repose sur la 

capacité de celui-ci à induire des microvillosités d’actines (Figure 19). Sans ces 

filaments d’actines, seules des petites plaques de lyse cellulaire se forment sur le tapis 

cellulaire in vitro. Le cycle viral du MYXV est schématisé sur la figure 20. 

Figure 19 Microscopie électronique à balayage des microvillosités 
d'actines viro-induites par le VACV. La flèche montre un EV au sommet 
d'une microvillosité (Moss et al., 2007) 



78 
 

  

F
ig

u
re

 2
0
 C

y
c
le

 d
e
 r

é
p
lic

a
ti
o
n

 d
u
 M

Y
X

V
 (

d
’a

p
rè

s
 M

o
s
s
 e

t 
a

l,
 2

0
0
7

).
 S

u
it
e
 à

 l
’e

n
tr

é
e
 d

u
 l

’E
V

 o
u

 M
V

 p
a

r 
fu

s
io

n
 a

v
e

c
 l

a
 m

e
m

b
ra

n
e
 c

e
llu

la
ir

e
, 

d
e
s
 A

R
N

m
 p

ré
c
o
c
e
s
 s

o
n

t 
lib

é
ré

s
 d

a
n
s
 l

e
 

c
y
to

p
la

s
m

e
 e

t 
s
o

n
t 
tr

a
d

u
it
s
 e

n
 A

D
N

 p
o

ly
m

é
ra

s
e

 e
t 
e

n
 v

ir
o
k
in

e
s
 p

e
rm

e
tt
a

n
t 
l’é

c
h

a
p

p
e

m
e

n
t 

a
u

 S
I.

 L
e

 c
o

re
 e

s
t 
tr

a
n
s
p

o
rt

é
 d

a
n

s
 l
e

 v
ir

o
s
o

m
e

, 
o
ù

 l
’A

D
N

 e
s
t 

ré
p

liq
u

é
 e

t 
le

s
 g

è
n

e
s
 i
n

te
rm

é
d

ia
ir

e
s
 

e
t 
ta

rd
if
s
 s

o
n

t 
tr

a
n
s
c
ri
ts

. 
L

e
 v

ir
io

n
 e

s
t 
a
s
s
e

m
b

lé
 d

a
n
s
 le

 v
ir

o
s
o
m

e
 e

t 
d

o
n

n
e
 l
a
 f
o

rm
e

 M
V

 q
u

i 
p
e

u
t 
ê

tr
e

 e
n

v
e
lo

p
p

é
e
 p

a
r 

u
n

e
 m

e
m

b
ra

n
e

 b
ic

o
u

c
h

e
 d

e
 l’

a
p

p
a

re
il 

d
e
 G

o
lg

i.
 L

a
 s

o
rt

ie
 d

a
n

s
 le

 m
ili

e
u
 

e
x
té

ri
e

u
r 

e
s
t 
p

e
rm

is
e

 p
a

r 
fu

s
io

n
 e

t 
la

 t
ra

n
s
m

is
s
io

n
 d

e
 c

e
llu

le
 à

 c
e
llu

le
 e

s
t 

fa
v
o

ri
s
é
e

 p
a

r 
la

 m
is

e
 e

n
 p

la
c
e

 d
e
 m

ic
ro

v
ill

o
s
it
é

s
 d

’a
c
ti
n

e
s
 v

ir
o

-i
n

d
u
it
e
s
. 



79 
 

Lors de son cycle cellulaire, le MYXV synthétise de nombreuses protéines qui 

permettent l’échappement au système immunitaire. Parmi ces protéines, il produit des 

« virokines » : ce sont des chémokines qui vont interagir avec les défenses de l’hôte 

en bloquant des molécules immunostimulatrices telles que le TNF. Par exemple, Serp1 

est une virokine qui altère la réponse inflammatoire durant l’infection et MGF (Myxoma 

Growth Factor) (Opgenorth et al, 1992) promeut la division des cellules infectées et 

non-infectées, formant un milieu favorable à la diffusion du virus (Barrett et McFadden, 

2007). 

 

b) La myxomatose 

 

La myxomatose est une maladie virulente et contagieuse, à transmission 

essentiellement vectorielle pour sa forme classique, par des arthropodes piqueurs et 

des puces, qui touche le lapin européen, Oryctolagus cuniculus.  Elle a été décrite pour 

la première fois en 1898 en Uruguay sur des lapins de laboratoire par Giuseppe 

Sanarelli (Sanarelli, 1898). Le MYXV est l’agent étiologique en cause, dont l’hôte 

naturel est le tapeti, lapin sauvage d’Amérique du Sud, Sylvilagus brasiliensis, chez 

qui il peut causer des fibromes bénins. Il existe deux types de souches de MYXV : les 

souches sud-américaines et les souches Californiennes, qui semblent plus létales pour 

le lapin d’Europe (Barrett et McFadden, 2007). Le MYXV est le premier agent viral à 

avoir été utilisé pour éradiquer un nuisible vertébré, le lapin d’Europe en Australie en 

1950. En effet, le lapin d’Europe a été introduit en 1859 et s’est rapidement étendu à 

l’ensemble du territoire australien, causant des pertes agricoles massives et des 

dégâts écologiques et économiques considérables (Williams et al. 1995). En 1952, le 

MYXV a été introduit volontairement en France par un propriétaire terrien. 

Rapidement, la maladie s’est étendue à toute l’Europe. A l’heure actuelle, la maladie 

est enzootique en Europe, avec des pics épizootiques saisonniers, concomitant avec 

les pics de populations des arthropodes piqueurs. La myxomatose est l’une des 

principales causes de décès du lapin sauvage et est responsable de la diminution de 

leur population depuis de nombreuses années (Bertagnoli et al., 2015). 
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 La maladie peut prendre deux 

formes : une forme nodulaire et une 

forme dite « amyxomateuse ». La 

forme nodulaire classique est une 

maladie pouvant atteindre 100% de 

mortalité chez le lapin européen. Elle 

se traduit par l’apparition d’un myxome 

au point d’inoculation qui devient 

protubérant et ulcéré. Un œdème ano-

génital et une blépharo-conjonctivite 

aiguë et sévère se mettent en place 

rapidement et des myxomes 

secondaires apparaissent à partir du sixième ou du septième jour (figure 21). 

Parallèlement, une immunodépression sévère se met en place, responsable 

d’infections bactériennes secondaires du tractus respiratoire et des conjonctives, 

particulièrement à Pasteurella multocida et Bordetella bronchiseptica. En effet, lors de 

l’inoculation, le MYXV infecte les cellules dendritiques présentes dans le derme. Ces 

cellules vont migrer dans les nœuds lymphatiques où le virus va infecter de façon 

massive les lymphocytes T CD4+ et entraîner une chute drastique de cette population 

cellulaire. Ces surinfections bactériennes contribuent fortement à la forte létalité de la 

maladie et la mort survient entre 8 et 15 jours post-inoculation pour les grades les plus 

sévères (Stanford, Werden, McFadden 2007). La forme nodulaire se classe en cinq 

grades de virulence selon le taux de létalité et le temps moyen de survie (tableau 6). 

Cette gradation s’explique par l’atténuation de la létalité virale et la sélection de lapin 

résistants au MYXV. Suite aux épizooties massives en Australie et en Europe dans les 

années 1950, la fréquence des grades hautement pathogènes a diminué tandis qu’à 

l’inverse, celle des grades faiblement pathogènes a augmenté (Kerr 2012). 

 

Tableau 6 Gradation de la virulence du MYXV (d'après Bertagnoli, 2015) 

Grade de virulence Taux de létalité (%) Temps moyen de survie (jours) 

I > 99 < 13 

II 95+99 14-16 

IIIa 90-95 17-22 

IIIb 70-90 23-28 

IV 50-70 29-50 

V < 50 - 
     

Figure 21 Lapin domestique atteint par la souche Toulouse 
1 (grade1) 10 jours post-inoculation. On peut noter la 
conjonctivite sévère, l'œdème de la face et les myxomes 
secondaires localisés sur la face et les oreilles (d’après 
Bertagnoli et al., 2015) 
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 La forme amyxomateuse est responsable de signes respiratoires 

principalement avec une atteinte cervico-faciale : œdème de la face, rhinite, blépharo-

conjonctivite. Cette forme serait une adaptation du virus à la transmission directe en 

l’absence de vecteurs ; elle touche principalement les lapins de production. Il 

semblerait que la virulence de la maladie soit inhérente à la présence de bactéries 

pathogènes telles que Pasteurella multocida (Marlier et al. 2000). 

 

c) Le MYXV, un virus oncolytique 

 

Plusieurs exemples de VO ont été décrits précédemment avec leurs avantages 

mais aussi leurs inconvénients. Pour rappel, le « virus oncolytique idéal » serait un 

virus hautement sélectif pour les cellules tumorales, incapable de développer une 

infection dans les tissus sains, dont l’ADN peut être manipulé par génie génétique. Le 

MYXV semble répondre à nombre de ces critères, que nous allons démontrer par la 

suite.  

 

(1) Un virus au spectre d’hôte limité aux léporidés… 

 

Le spectre d’hôte du MYXV est étroit et est limité aux léporidés : il est non-

pathogène pour les autres espèces, y compris pour l’homme. En effet, dans les années 

50 en Australie, des volontaires se sont fait injecter le virus myxomateux et aucune 

réplication virale, ni aucun signe de maladie n’ont été observés (Burnet, 1968). De 

plus, lors d’une épidémie de myxomatose en Californie en 1963, une étude menée par 

Jackson a conclu que l’homme ne pouvait pas être infecté par ce virus du fait de 

l’absence de séroconversion vis-à-vis du MYXV (Jackson et al.,1966). Les 

mécanismes précis de cette spécificité d’hôte ne sont pas encore clairement connus. 

Lorsque le virus MYXV pénètre dans une cellule, autre que celle d’un léporidé, il 

déclenche la cascade de signalisation Erk1/2-IFN-STAT1, responsable de l’inhibition 

de la réplication virale. En effet, des souris mutantes, déficientes en STAT1, peuvent 

être alors infectées par le MYXV (Wang et al. 2004). Chez l’homme, une autre étude 

de Wang publiée en 2008, montrait que l’inhibition de l’infection par le MYXV in vitro 

de fibroblastes humains était sous l’influence conjointe de l’IFN1 mais aussi du TNF-α 

(Wang et al. 2008). 
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(2) … capable d’infecter les cellules tumorales 

 

Cependant, en 2004, il a été démontré que le MYXV est capable d’infecter 

productivement et de lyser une majorité de lignées tumorales humaines (Sypula, 

2004). La protéine MT5, facteur de virulence décrit précédemment qui joue un rôle 

anti-apoptotique semble alors déterminante, en particulier par sa liaison avec la 

protéine Akt. 

Akt est une kinase qui entre dans la voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR 

(mammalian Target Of Rapamycin) et une fois phosphorylée, elle stimule la 

prolifération, la croissance et la survie cellulaire. Ainsi, la dérégulation de cette voie de 

signalisation amplifie les processus oncogéniques en cours. Or, la concentration d’Akt 

phosphorylée au sein des cellules tumorales est anormalement élevée, gliome 

compris. La protéine MT5, après l’entrée du MYXV dans une cellule tumorale, se fixe 

sur l’Akt et entraîne sa phosphorylation ce qui limite l’apoptose cellulaire viro-induite 

(Werden, McFadden 2008, 2010), et détermine en partie la permissivité cellulaire. 

En 2005, une étude préclinique réalisée par Lun a montré que l’infection in vitro 

de la plupart des gliomes est efficace et est lytique. Par ailleurs, l’injection 

intracérébrale du MYXV est bien tolérée par les rongeurs sans effets secondaires 

majeurs. Le traitement, par injection intratumorale de MYXV, de xénogreffes de 

gliomes humains sur rongeurs immunodéprimés montre une diminution nette de la 

masse tumorale et une survie prolongée pour le groupe traité par rapport au groupe 

contrôle. De plus, une persistance du virus est objectivée au sein des cellules 

tumorales jusqu’à 42 jours après l’inoculation. Cependant, l’une des limites majeures 

imputable à cette étude est l’utilisation d’un modèle immunodéprimé qui supprime les 

interactions du SI inné et acquis avec l’infection par le MYXV (Lun 2005).  

 

(3) Limites actuelles et amélioration du potentiel 

oncolytique 

 

Par ailleurs, une étude plus récente de Lun, publiée en 2010 a montré que 

l’utilisation seule du MYXV sur des souris immunocompétentes était insuffisante car le 

SI éliminait le virus en produisant de l’IFN de type I. La rapamycine est un médicament 

immunosuppresseur qui inhibe la protéine mTOR. L’utilisation conjointe de la 
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rapamycine permet de favoriser l’infection des cellules par le MYXV en activant Akt et 

l’effet antiprolifératif diminue la réponse du SI (Lun et al. 2010).  

De plus, cette étude évalue la CED 

(Convection-Enhanced Delivery) pour 

augmenter la délivrance du MYXV au sein de 

la tumeur (Dickinson et al. 2010). Cette 

technique permet d’injecter sous pression 

positive un fluide dans la zone tumorale et péri-

tumorale (figure 22). Par rapport à l’injection 

intratumorale de MYXV, l’administration de 

MYXV par CED, en association avec la 

rapamycine, augmente la médiane de survie de souris immunocompétentes : 42 jours 

avec CED vs 28 jours lors d’injection intratumorale. 

La délivrance du virus peut être améliorée par une technique différente qui 

repose sur l’utilisation de cellules souches dérivées d’adipocytes (ADSC). Ces cellules 

ont la particularité d’avoir un tropisme pour les cellules tumorales et migrent vers 

celles-ci. De plus, elles peuvent être infectées par le MYXV sans être lysées. Ces 

cellules permettent ainsi de transporter le MYXV et de le délivrer au GBM, qui peut 

alors infecter et détruire les cellules tumorales in vitro et in vivo (Josiah et al. 2010). 

Enfin, bien que les cellules NK soient des cellules efficaces contre les cellules 

tumorales, l’environnement tumoral inhibe leur activité. De plus, les gliomes malins 

surexpriment à leur surface la molécule CMH (Complexe Majeur d’Histocompatibilité) 

de type 1 qui inhibent les cellules NK. L’infection par le MYXV des cellules tumorales 

améliore l’efficacité anti-tumorale de ces cellules du SI inné, par l’intermédiaire de la 

protéine virale M153R qui diminue l’expression de CMH de type 1 et lève ainsi 

l’inhibition initiale. Cette étude ouvre la voie à un essai clinique associant le MYXV et 

des cellules NK dans la lutte contre les gliomes (Ogbomo et al. 2013)

Figure 22 Dispositif CED implanté 
chirurgicalement (d'après Dickinson, 2010) 
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Les gliomes diffus sont des tumeurs qui présentent le plus faible taux de 

guérison malgré un traitement multimodal associant chirurgie, RT et chimiothérapie. 

Plusieurs axes de recherche sont donc aujourd’hui consacrés au développement de 

nouvelles stratégies thérapeutiques destinées à améliorer le pronostic associé à ces 

tumeurs. Parmi celles-ci, l’utilisation de VO qui ciblent et détruisent spécifiquement les 

cellules cancéreuses, seuls ou en association à la RT pour obtenir un effet antitumoral 

synergique, apparaît comme une option prometteuse.  

Lors de l’évaluation préclinique de thérapies innovantes destinées au traitement 

des gliomes diffus, la capacité des modèles animaux utilisés à reproduire la pathologie 

humaine revêt un caractère fondamental. Le chien semble être un modèle d’étude 

pertinent et complémentaire au modèle murin actuellement utilisé. En effet, nous 

avons démontré au cours de la partie bibliographique, que les tumeurs du chien 

présentent de nombreuses similarités avec celles de l’Homme.  

L’utilisation du chien pour évaluer l’efficacité d’un nouveau traitement destiné à 

l’Homme nécessite la validation de preuves de concept que sont (i) l’efficacité de ce 

nouveau traitement sur les cellules gliomateuses canines et (ii) l’homologie de réponse 

au traitement et de mécanismes moléculaires sous-jacents entre cellules gliomateuses 

humaines et canines. La validation de ces preuves de concept doit se faire in vitro sur 

un large spectre de lignées cellulaires de gliomes diffus canins. Ces lignées cellulaires 

sont généralement obtenues à partir d’une pièce d’exérèse trypsinée puis mise en 

suspension dans un milieu composé de DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium), 

complémenté avec 10% de sérum de veau fœtal (SVF), 2mM de L-glutamine et 1M de 

pénicilline-streptomycine (Mullins et al. 2013).  

La caractérisation de ces différentes lignées est primordiale à effectuer. 

Différentes étapes sont ainsi nécessaires à la caractérisation complète de cellules 

tumorales, détaillées dans le livre Cancer Cell Culture (Langdon 2004). Ainsi, les 

caractéristiques des cellules tumorales qui sont recherchées sont les suivantes : 

(i) caractérisation phénotypique : morphologie des cellules tumorales, 

temps de doublement, capacité à former des clones (test de clonalité, 

expression des marqueurs moléculaires, vérification de l’espèce 

d’origine des cellules) 

 

(ii) caractérisation génotypique : réalisation d’un caryotype par 

exemple 

 

(iii) évaluation de la tumorogénicité des lignées cellulaires 
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Bien que les gliomes diffus présentent des propriétés de radiorésistance 

responsables de récidives locales dans les champs irradiés, la RT est utilisée de 

manière systématique pour le traitement de ces tumeurs car elle prolonge 

significativement la survie des patients. Les traitements innovants actuellement en 

cours d’élaboration seront destinés soit à être administrés en association à la RT (si 

traitement de première intention), soit à être administrés dans les mois qui suivent la 

fin de la RT (si traitement à la rechute). Dans un cas comme dans l’autre, le modèle 

animal sur lequel sera testé le nouveau traitement devra suivre un protocole 

thérapeutique similaire au patient humain, et donc subir des séances de RT. Ainsi, 

dans le cas d’une étude préclinique sur le chien, il est primordial de vérifier dans un 

premier temps que celui-ci constitue effectivement un bon modèle en radio-oncologie 

comparative. Pour cela, la réponse radio-induite des gliomes diffus canins doit être 

évaluée in vitro sur lignées cellulaires.  

Cette évaluation repose sur : 

- la réalisation de tests de clonogénie. Cette étude fournit différentes 

données telles que la Mean Inactivation Dose (MID). Cette mesure 

fournit une évaluation de la radiorésistance des cellules aux RI : elle 

correspond à la dose de RI nécessaires pour tuer la moitié de la 

population, et s’exprime en Gray. Les MID présentes dans la 

littérature pour les GBM humains varient de 1.6 à 4.6 Gy (Fertil et al. 

1984 ; Malaise et al., 1986 ; Taghian et al., 1992).  

- la recherche de marqueurs impliqués dans la radiorésistance tels que 

la survivine, HIF, CD133. CD133 est un marqueur de CSC et la 

présence de ces cellules est l’une des principales causes de 

résistance et de rechute des GBM. La capacité à entrer en 

quiescence et un nombre important d’enzymes réparant les 

dommages causés à l’ADN sont d’autres éléments pouvant expliquer 

les propriétés de radiorésistance des CSC au sein des GBM (Rycaj, 

Tang 2014).  

 

Ainsi, au cours de cette thèse vétérinaire, j’ai effectué une caractérisation de 5 

lignées cellulaires de gliomes canins (J3T, J3T-Bg, G06A, SDT3, RAFFRAY), étudié 

la radiosensibilité de celles-ci et évalué la thérapie oncolytique par le MYXV SG33.  
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A. Matériel et méthodes 

1. Lignées cellulaires 

 

Plusieurs lignées cellulaires de gliomes canins ont été utilisées au cours de l’étude (cf. 

tableau 4) : 

- La lignée J3T est une lignée cellulaire canine dont la description histologique 

initiale est proche d’un astrocytome anaplasique provenant d’un Boston 

Terrier de 10 ans. Cette lignée a été fournie par le Dr Michael Berens 

(Translation Genomics Research Institute, Phoenix), 

- La lignée RAFFRAY, issue d’un oligodendrogliome anaplasique provenant 

d’un Boxer de 10 ans, a été fournie par le Dr Jérôme Abadie (Oniris, France), 

- La lignée J3T-Bg est issue de la lignée J3T qui a subi plusieurs passages 

au sein du cerveau de souris Beige Nude XID. La lignée cellulaire est alors 

plus agressive que les J3T originelles : in vivo, elle est capable, à l’inverse 

des J3T, de former facilement des tumeurs sur les modèles rongeurs, 

- G06A est une lignée cellulaire canine issue d’un GBM provenant d’un berger 

australien de 2 ans,  

- SDT-3 est une lignée cellulaire canine issue d’un GBM provenant d’un 

Bouledogue Anglais de 12 ans.  

Les trois lignées précédemment décrites ont été fournies par le Dr Peter 

Dickinson (UC Davis, USA). 

Toutes ces cellules ont été cultivées à 37°C avec 5% de CO2 dans un milieu de 

culture à base de DMEM (GibcoTM) complété avec 10% de SVF et 100 unité/mL de 

pénicilline/streptomycine (Gibco-BRL). Ce milieu sera par la suite identifié comme du 

DMEM complet. 

 

2. Virus  

 

La souche virale de virus myxomateux est la souche SG33. Celle-ci provient 

d’un lapin mort en 1973 dans la région toulousaine, et a subi un grand nombre de 

passages en série à 33°C sur des cellules rénales de lapin et des cellules d’embryon 

de poulet, afin d’obtenir un vaccin atténué contre la myxomatose. Ces passages sériés 



90 
 

ont entraîné une délétion importante de 13.5 kbp de l’extrémité droite du génome du 

virus (Camus-Bouclainville et al. 2011).  

La souche virale SG33-GFP correspond au virus SG33 auquel a été intégré le 

gène GFP (Green Fluorescent Protein) : le virus exprime donc une fluorescence verte 

lors de son cycle de réplication. Il a été modifié au sein du laboratoire UMR 1225. 

 

3. Infection virale des lignées cellulaires 

 

L’infection virale est réalisée à la MOI (Multiplicity Of Infection) de 2, avec une 

incubation de 2 heures à la température de 37°C, sous une atmosphère de 5 % de 

CO2. Après l’infection, le milieu contenant le virus est retiré et un milieu de culture Opti-

MEMTM (Eagle's Minimum Essential Media), avec 2% de SVF et 1% de Pénicilline-

Streptomycine (PS) est ajouté. Pour la suite de l’étude, on parlera d’Opti-MEM 

complet. Le protocole d’infection est décrit dans l’annexe 1. 

 

4. Immunohistochimie des lignées cellulaires 

 

 Les cellules cultivées ont été incluses en HistoGelTM , les blocs ainsi obtenus 

ont ensuite été coupés en sections de 5-μm d’épaisseur puis montées sur 

lames pour traitement immunohistochimique.  

L’HistoGelTM est un gel aqueux qui permet d’encapsuler et de mettre en 

suspension des éléments cytologiques ou histologiques, dans un milieu solide. Celui-

ci est principalement utilisé en médecine humaine pour les échantillons difficiles à 

traiter avec les méthodes usuelles car trop friables et trop fragiles. L’HistoGelTM permet 

une meilleure conservation de l’organisation structurale des tissus prélevés, par 

rapport à la simple mise en formol 10%. Son utilisation est une option intéressante 

(Joiner, Spangler 2012) pour les cultures cellulaires. L’annexe n°2 présente le 

protocole d’inclusion des lignées cellulaires dans l’HistoGelTM.  

 L’étude immunohistochimique a été réalisée à l’Université Autonome de 

Barcelone (UAB) par l’équipe du Pr. Marti Pumarola, qui a mis au point 

l’ensemble des techniques pour les marqueurs neuronaux et gliaux 

(Fernández et al. 2016) (figure 23). Les marqueurs utilisés sont 

caractéristiques des différentes étapes de la différentiation des lignées gliale 

et neuronale : 
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- CD133 est un marqueur spécifique des cellules souches, 

- DCx (Doublecortine) est un marqueur des cellules progénitrices 

neuronales, 

- Olig2 est un marqueur antigénique des cellules progénitrices gliales, 

- GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) et Vimentine sont spécifiquement 

présents à la surface des astrocytes matures, 

- βIII-tubuline et NeuN (Neuronal Nuclei)  sont des marqueurs de 

neurones matures.  

Les particularités spécifiques à chaque anticorps sont récapitulées dans le 

tableau présenté ci-dessous (tableau 7) et le protocole immunohistochimique est 

présenté dans l’annexe 3. 

  

Figure 23 IHC sur du GBM a) Nestin, b) faible expression de Nestin c&d) 
CD133, e) Olig2, f) DCx, g) Ki-67 (d’après Fernández et al. 2016) 
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Tableau 7 Particularités spécifiques des anticorps primaires utilisés en IHC (d’après Fernandez et al. 2016) 

 Nom de l'anticorps Compagnie Dilution 

CD133 Rabbit anti-CD133 polyclonal antibody Abcam 19898 1/200 

DCx Rabbit anti-doublecortin polyclonal antibody Abcam ab18723 1/1000 

Olig2 Rabbit anti-Olig2 polyclonal antibody Chemicon AB9610 1/500 

GFAP Rabbit anti-glial fibrillary acid protein polyclonal antibody Dako Z0334 1/500 

Vimentine Mouse anti-vimentin clone V9 monoclonal antibody Dako M0725 1/200 

βIII-tubuline Mouse anti-β3-tubulin monoclonal antibody 
Chemicon 

MAB1637 
1/200 

NeuN Mouse anti-neuronal nuclei monoclonal antibody Chemicon MAB377 1/500 

 

 Evaluation des résultats immunohistochimiques 

 

Un score de proportion (correspondant au pourcentage de cellules marquées 

par échantillon) et un score d’intensité (correspondant à l’intensité de marquage) ont 

été évalués à la lecture des lames. Le score immunohistochimique a ensuite été 

calculé (tableau 8). 

 

Tableau 8 Evaluation des scores de proportion, d’intensité et immunohistochimique 

Score de 
proportion 

(SP) 

Pourcentage 
de cellules 
positives 

Score 
d’intensité 

(SI) 

Intensité du 
marquage 

Score 
immunohistochimique 

SP x SI 

0 <5% 0 absent Négatif 0 

1 5-30% 1 faible + de 1 à 3 

2 30-60% 2 moyen ++ de 4 à 6 

3 60-90% 3 intense +++ de 7 à 9 

4 >90% - - ++++ de 10 à 12 

 

5. Temps de doublement 

 

Le temps de doublement permet de calculer le temps nécessaire à une 

population pour doubler sa population initiale. Afin de pouvoir le calculer, un total de 

105 cellules/puits sont mises en culture dans une plaque 6 puits, en présence de 
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DMEM complet. Chaque jour, pour une durée totale de 5 jours, deux puits sont 

trypsinés, les cellules sont comptées sur une cellule de Thomas et la moyenne est 

réalisée entre les deux puits. Puis le calcul du temps de doublement est réalisé par un 

logiciel libre en ligne (Roth V.2006). 

Le protocole appliqué à cette étude est présenté dans l’annexe 4. 

 

6. Test de clonalité et morphologie cellulaire 

 

Ce test correspond à la mise en culture de 1500 cellules dans une boîte de 

culture F25, en présence de DMEM complet sur une période de 4 à 7 jours selon la 

vitesse de croissance des populations cellulaires. L’observation des îlots de clonalité 

est réalisée toutes les 24h. Le protocole est détaillé dans l’annexe 5. 

 

La morphologie cellulaire consiste à décrire les cellules in vitro : forme, taille, 

mode de croissance.  

 

7. Caryotype des lignées cellulaires 

 

Les caryotypes ont été réalisés au sein de l’ENVT, par l’équipe de génétique. Les 

cultures cellulaires sont mises en présence de colchicine qui a pour intérêt de perturber 

les fuseaux mitotiques et de bloquer les cellules en métaphase au cours de la mitose. 

Puis les cellules sont placées dans un milieu hypotonique où elles gonflent, puis elles 

sont fixées avec de l’alcool à 90 % sur une lame en verre et observée au microscope 

photonique. Pour chaque lignée, 20 cellules sont comptées, pour lesquelles le nombre 

de chromosomes est dénombré. Ceci donne une distribution de type Gaussienne ce 

qui fournit un nombre de chromosomes avec un pourcentage de certitude élevé. 

 

8. Irradiation des lignées cellulaires 

 

Pour chaque lignée cellulaire, 1500 cellules par flasque T25 ont été mises en 

culture durant 12 h pour permettre la disposition en clones cellulaires, puis ont été 

irradiées. Chaque lignée cellulaire a subi 5 sets d’irradiation, un set correspondant à 
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la réalisation d’une dose unique de 0, 1, 2, 4, 6, 8 et 10 Gy par une machine Cobalt-

60. Les irradiations ont été réalisées au CRCT (Centre de Cancérologie de Toulouse) 

en collaboration avec l’équipe du Pr. Elizabeth Moyal (INSERM 1037). Pour chaque 

dose, deux flasques ont été irradiées afin d’éviter les biais statistiques. Lors des 4èmes 

et 5èmes sets d’irradiation, les doses de 12 et 14 Gy ont été rajoutées à l’étude. 

Ainsi, pour chaque lignée cellulaire, le nombre de flasques T25 préparées par set 

d’irradiation était de 14 pour les 3 premiers sets, et 18 pour les deux derniers sets. Au 

total, 390 flasques T25 (5x ((14x3)+(18x2))) ont été préparées. 

 

Après irradiation et une fois la taille des colonies cellulaires suffisamment 

grandes pour permettre un comptage précis, les cellules ont été fixées à l’AFA (Alcool-

Formol-Acide acétique) puis colorées avec du Crystal violet 0.025% (Figure 23). Les 

390 flasques ont ensuite été analysées pour compter le nombre de colonies 

survivantes, i.e. les colonies avec plus de 50 cellules. Pour chaque niveau de dose, la 

moyenne des colonies survivantes a été faite pour les sets d’irradiation N°1, N°4 et 

N°5. Les résultats concernant les sets d’irradiation N°2 et 3 n’ont pas été pris en 

compte car les résultats étaient aberrants (cf. résultats). A partir de ces moyennes et 

pour chaque lignée cellulaire, une courbe de survie a été réalisée à partir de laquelle 

a été extrait le MID. Le calcul de cet index biologique de radiosensibilité a été fait à 

l’aide d’un algorithme décrit par Fertil (Fertil et al. 1984).  

 

  

Figure 24 Test de clonogénie : Les colonies cellulaires ont été colorées après irradiation avec des doses de 0, 2, 
4, 6, 8, 10, 12 et 14 Gy, puis ont été comptées. 
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B. Résultats 

 

1. Caractérisation phénotypique et génotypique des lignées de gliomes 

canins 

 

a) Morphologie cellulaire 

 

La morphologie des cellules est variable selon la lignée dont elles sont issues. 

En effet, les cellules J3T, J3T-Bg, G06A et Raffray 2 ont une morphologie allongée, 

en forme d’étoile. Les cellules SDT3 présente un phénotype différent : elles sont plus 

petites et plus rondes que les cellules précédentes (figure 25). 

L’ensemble des cellules poussent en amas et sont adhérentes à la boite de 

culture. 

Figure 25 Morphologie de 3 lignées cellulaires incluses en HistogelTM et colorées 
à l’Hémalun-Eosine (A : J3T-Bg ; B : G06A ; C : J3T). Les cellules sont rondes 
à fusiformes et majoritairement regroupées en amas. Elles présentent de 
sévères atypies cytonucléaires (variations de formes, de taille et important   
volume nucléolaire ; flèche noire). Certaines d’entre elles ont une morphologie 
similaire à celle d’un astrocyte gémistocytique (étoile). De nombreuses figures 
mitotiques sont également présentes (grosses flèches) 
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b) Temps de doublement 

 

Le temps de doublement permet de calculer le temps nécessaire à une 

population pour doubler sa population initiale. Les résultats des données brutes sont 

présentés dans la figure 26. 

Après le traitement des données brutes par un logiciel, les données de temps 

de doublement sont résumées dans le tableau 9 : 

Tableau 9 Temps de doublement pour chaque lignée cellulaire 

Souche TD (en heures) 

G06A 22,4 

SDT3 25,6 

J3T-Bg 25,8 

J3T 20,6 

RAFFRAY 55,9 

 

c) Test de clonalité 

 

Le test de clonalité vise à mettre en évidence qu’une cellule tumorale a le 

pouvoir de former une colonie de cellules : ces cellules dériveraient donc d’une seule 

et même cellule. On parle de clone cellulaire. Sur la figure 27, on peut observer deux 

amas, composés chacun d’une vingtaine de cellules. Chaque îlot cellulaire dérive 

d’une seule cellule qui a la capacité de se multiplier. 
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Figure 26 Résultats bruts du temps de doublement pour chaque lignée cellulaire 



97 
 

 

Toutes les lignées cellulaires ont 

démontré leur capacité à former des 

clones cellulaires. Cette caractéristique a 

rendu la réalisation de tests de 

clonogénie possible pour toutes les 

lignées.  

 

 

 

 

 

d) Immunohistochimie 

 

Les résultats d’immunohistochimie sont présentés dans le tableau 10 et la figure 

28. Les cellules étudiées présentent des caractéristiques de cellules peu différenciées 

d’après les résultats immunohistochimiques. En effet, le marqueur CD133, marqueur 

de cellules souches est fortement positif. Les marqueurs spécifiques aux astrocytes 

(GFAP, Vimentine) sont positifs tandis que ceux des neurones (DCX, NeuN et β3 

tubuline) sont négatifs ce qui confirme bien le fait que les cellules soient issues 

d’astrocytes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27 Microscopie photonique au grossissement 
X40 montrant deux clones cellulaires (flèches noires) 
(image personnelle).  
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Tableau 10 Score immunohistochimique pour les différentes lignées cellulaires de chien 

 CD133 DCx Olig2 GFAP Vim BIIItub NeuN 

G06A ++++ Neg ++++ + ++++ Neg Neg 

SDT3 +++ Neg ++++ Neg +++ Neg Neg 

J3T-Bg ++++ Neg +++ + ++++ Neg Neg 

J3T +++ Neg +++ ++ +++ Neg Neg 

RAFFRAY +++ Neg +++ + ++++ Neg Neg 

BIIItub : BIII-tubuline, Neg : Négatif, Vim : Vimentine 

 

 

 

Le marquage Olig2 (figure 29) est normalement nucléaire alors que sur les 

préparations, il n’apparaît que dans le cytoplasme. 

 

 

 

 

Figure 28 Exemple de résultats immunohistochimiques pour 4 marqueurs de différenciation, obtenu sur 
la lignée cellulaire J3T-Bg. Barre d‘échelle = 50 µm (image personnelle) 
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e) Caryotype 

 

La réalisation du caryotype a permis à la fois de vérifier l’espèce d’origine des 

lignées cellulaires et d’évaluer la présence d’éventuelles anomalies chromosomiques. 

Le caryotype du chien comprend normalement un total de 78 chromosomes : 76 

autosomes et 2 gonosomes. 

Toutes les lignées cellulaires analysées ont démontré une modification du 

nombre total de chromosomes, allant de 76 à 82. Certains chromosomes n’ont pas été 

caractérisés suite à des remaniements. Concernant les cellules SDT3, nous pouvons 

observer que le nombre total de chromosomes est très éloigné du nombre escompté. 

Ce résultat peut s’expliquer par une forte modification des chromosomes, entraînant 

des pertes chromosomiques. Une autre hypothèse ne pouvant être écartée avec ces 

résultats, est une contamination de la lignée, soit pendant la culture, soit durant la 

réalisation du caryotype. Les résultats des caryotypes sont présentés dans le tableau 

11 ci-dessous et la figure 30. 

  

Figure 29 Immunohistochimie des cellules RAFFRAY incluses en HistogelTM, 
pour le marqueur Olig2. Les cellules présentent un marquage cytoplasmique 
diffus. 
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Tableau 11 Principales informations issues des caryotypes des lignées cellulaires 

 
Nombre total de 
chromosomes 

Nombre de 
chromosomes 
métacentriques 

Nombre et nature 
des 

chromosomes 
sexuels 

Nombre de 
chromosomes 

issus 
remaniements 

G06A 78 et 82 3 2, XX 1 

SDT3 59 et 61 NE NE NE 

J3T-Bg 78 et 81 4 2, XX 2 

J3T 78 et 82 4 2, XX 2 

RAFFRAY 76 et 81 4 2, XX 2 

NE : Non Evaluable du fait de l’importance des remaniements 
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Figure 30 Caryotype des différentes lignées cellulaires. Flèche rose : chromosome issu de remaniement, Flèche bleue : chromosome sexuel 
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2. Evaluation de la réponse radio-induite des lignées de gliome canin 

 

Les données brutes concernant le nombre de colonies survivantes après 

irradiation sont présentées dans le tableau 12. 

Tableau 12 Moyenne (+/- écart-type) du nombre de colonies survivantes en fonction de la dose d’irradiation. La 
moyenne a été faite sur les résultats de 3 sets d’irradiation indépendants. 

Lignée 
cellulaire 

DOSE (Gy) 

0 2 4 6 8 10 

G06A 344 
+/- 1 

291 
+/- 50 

208 
+/- 69 

128 
+/- 68 

52 
+/- 12 

10 
+/- 4 

SDT3 325 
+/- 52 

303 
+/- 55 

247 
+/- 56 

182 
+/- 51 

70 
+/- 39 

27 
+/- 21 

J3T-Bg 296 
+/- 9 

270 
+/- 26 

202 
+/- 45 

128 
+/- 31 

35 
+/- 7 

10 
+/- 5 

J3T 315 
+/- 47 

230 
+/- 64 

156 
+/- 73 

94 
+/- 59 

27 
+/- 7 

4 
+/- 2 

RAFFRAY 246 
+/- 43 

194 
+/- 23 

159 
+/- 9 

132 
+/- 21 

57 
+/- 23 

11 
+/- 5 

 

A partir de ces résultats, les courbes de survie clonogénique ont été générées. 

Elles sont présentées dans la figure 31. 
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Figure 31 Courbes de survie clonogénique des différentes lignées cellulaires 

 

Les courbes de survie montrent des réponses radio-induites similaires entre les 

lignées cellulaires, avec les J3T les plus radiosensibles et les SDT3 les plus 

radiorésistantes. Ceci est confirmé par la MID extraite de ces courbes de survie et 

présentée dans le tableau13. 

 

Tableau 13 Mean Inactivation Dose (MID), exprimée en Gy, des différentes lignées de gliome canin 

 G06A SDT3 J3T-Bg J3T RAFFRAY 

MID 
(Moyenne 

+/- écart-type)  

4,7 
+/- 0,58 

5,7 
+/- 0,57 

4,6 
+/- 0,49 

4 
+/- 0,70 

5,2 
+/- 0,36 

 

Remarque : Comme il l’a été indiqué dans la section « Matériel et Méthodes », 

les résultats concernant les sets d’irradiation N° 2 et 3 n’ont pas été pris en compte car 

les résultats étaient aberrants : la radiorésistance était multipliée par un facteur 1000 

pour certaines souches. L’explication la plus plausible est une infection par des 

mycoplasmes, car il a été montré que l’infection par des mycoplasmes de lignées 

cellulaires, entraîne une augmentation de la radiorésistance des cellules in vitro 

(tableau 14). 
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Tableau 14 Résultats obtenus pour les 2ème et 3ème expériences 

 G06A SDT3 J3T-Bg J3T RAFFRAY 

MID deuxième 
expérience 

1391 17 15306 1125 20109 

MID troisième 
expérience 

8.3 11 8.6 18.6 49834 

 

 

 

3. Infection des lignées cellulaires de gliome canin par le MYXV 

 

Cette étude s’inscrit dans la continuité d’une thèse vétérinaire réalisée en 2015 

qui étudiait la permissivité et la sensibilité des cellules de gliome canin au MYXV en 

fonction de la souche virale employée (SG33 ou T1). Elle démontrait un meilleur effet 

cytotoxique de la souche SG33 par rapport à T1 (une autre souche de MYXV) sur les 

différentes lignées cellulaires, d’où la restriction de mon étude à l’utilisation du SG33 

seulement. 

 

a) Infection des J3T  

 

Les J3T ont été infectées selon le protocole de l’annexe 1. L’infection a été 

réalisée à la MOI de 2, sur un tapis cellulaire a confluence. Dès les 24-48 premières 

heures, des plages de lyses commencent à apparaître. Un ECP de 100 % est observé 

entre le 3ème et le 4ème jour post-infection par le virus SG33. Cette première partie 

confirme donc le pouvoir oncolytique du SG33 à la MOI de 2 sur la lignée J3T.  

Une fois la lyse de l’ensemble du tapis observée, le surnageant est transféré 

dans un tube Falcon® de 10 ml, puis placé à -20°C. Au lieu de jeter la boite de culture, 

10ml de DMEM complet sont ajoutés à celle-ci pour apporter les éléments nutritifs aux 

dernières cellules adhérentes au plancher de la boîte F25. Il s’est avéré que ces 

cellules sont viables et elles se sont de nouveau multipliées. En l’espace d’une 

semaine à 10 jours, la confluence cellulaire est de nouveau atteinte.  
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Ces cellules ont de nouveau été infectées avec le SG33 à la MOI de 2 : la 

dynamique d’infection fut identique. Les délais entre l’apparition des premiers ECP et 

l’atteinte d’un ECP de 100% sont équivalents à la première infection. Seules quelques 

cellules ont survécu à cette infection et ont de nouveau repeuplé la boîte de culture, 

dans les jours qui ont suivis l’infection (figure 32).  

C’est un total de 7 infections qui ont été réalisées sur une période de 4 mois, 

sur cette même lignée cellulaire. Aucune modification, en termes de dynamique 

d’infection, de sensibilité au virus, d’ECP n’a été observée. Il semble donc que 

l’infection récurrente des J3T par le SG33 n’entraîne pas de résistance intrinsèque de 

ces cellules à l’infection virale 

 

b) Infection des SDT3 et des Raffray 

 

Les deux lignées cellulaires SDT3 et RAFFRAY ont été infectées par le SG33 

à la MOI de 2 selon le protocole de l’annexe 1. Pareillement à l’infection des J3T, les 

premiers ECP sont observés à partir de 48h. La cinétique de lyse tumorale est plus 

lente : l’ECP de 100% est atteint en 4 à 6 jours. Le surnageant est retiré et les cellules 

adhérentes sont remises en culture avec du DMEM complet.  

Cependant, contrairement aux J3T, la confluence de 100% n’a pas pu être 

atteinte. Effectivement, une fois que la taille de la population atteint 40 à 50% de 

confluence, on observe de nouveau une chute de population avec l’apparition de 

nouvelles plages de lyse, sans l’ajout de nouveaux SG33.  
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Figure 32 Représentation schématique de la dynamique d'infection de la lignée J3T par le SG33 

: Infection par le 

SG33 à la MOI=2 
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Il semble donc qu’il y ait une persistance suffisante du virus dans les cellules 

restantes pour permettre une nouvelle infection virale (figure 33). Ceci suppose que le 

VO SG33, bien que présent au sein de ces cellules, n’entraîne pas leur lyse. 

 

c) Infection des cellules SDT3 par le virus SG33-GFP 

 

Afin de mettre en évidence cette persistance virale au sein des cellules, les 

cellules SDT3 ont été infectées avec un virus SG33 génétiquement modifié, le SG33-

GFP (Green Fluorescent Protein). Lors de la réplication virale, cette protéine GFP va 

être synthétisée et émettre une fluorescence verte.  

Les échantillons sont visualisés par microscope confocal. La cinétique 

d’infection par le SG33-GFP est représentée dans le tableau 14. La fluorescence est 

observée dès deux jours post-infection sur la culture cellulaire, mettant en évidence 

l’infection par le SG33-GFP. La cinétique observée avec ce virus modifié est identique 

à celle observée avec le SG33. A partir du 4ème jour post-infection, des plages de lyse 

et des débris cellulaires sont observés et sont visibles au microscope confocal (1). 

Après la lyse de la quasi-totalité des cellules, les dernières cellules survivantes 

présentent toujours une fluorescence intense, preuve d’une infection intense par le 

SG33-GFP (2). A partir de ces cellules, des colonies cellulaires se reforment, jusqu’à 
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Figure 33 Représentation schématique de la dynamique d'infection des lignées V et 
Raffray 1 par le SG33 

: Infection par le 

SG33 à la 

MOI=2 
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une résurgence de l’infection virale, mise en évidence par la fluorescence marquée 

(3). 

 

Un tableau récapitulatif de l’ensemble des résultats obtenus au cours de ma 

thèse vétérinaire est présenté dans le tableau 16. 
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Tableau 15 Tableau présentant les images obtenues par imagerie confocale avec la dynamique d’infection virale 
par le SG33-GFP. (1) J+4 post-infection : fluorescence intense d’un grand nombre de cellules, regroupement en 
amas et apparition de débris cellulaire (X10) (2) Peu de cellules vivantes, présentes après un rinçage au DMEM 
complet, avec de la fluorescence (X40) (3) Colonies cellulaires avec plages de lyse (X40)  

Microscopie photonique de la 
culture cellulaire des lignées V 
infectées par le SG33-GFP 

Concordance entre la population cellulaire et les 
images de microscopie photonique 
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Tableau 16 Lignées cellulaires de gliome canin : synthèse bibliographique et des résultats obtenus concernant leur origine, caractéristiques générales et moléculaires (rouge : résultats 
obtenus ; bleu : expérimentation à réaliser). 

 J3T J3T-Bg SDT-3 G06A Raffray 

Tumeur d’origine 

 
Astrocytome anaplasique d’un Boston 

Terrier mâle de 10 ans 
(Berens et al., 1993 

Lignée dérivée à partir des 
J3T après un passage sous-

cutané sur souris Beige 
Nude XID 

(York et al. 2012) 

GBM d’un Bouledogue 
anglais mâle de 12 ans 

(York et al. 2012) 

GBM d’un berger 
australien, femelle 
stérilisée, de 2 ans 
(York et al. 2012) 

 

Oligodendrogliome 
anaplasique 

d’un boxer de 7 ans 
(Dupont-Monod, 2014) 

 

Caractérisation 

(I) Méthodes pour 
démontrer l’identité 

d’une lignée cellulaire 

Empreinte ADN/ 
Profiling 

En prévision : 
Profil microsatellites 

En prévision : 
Profil microsatellites 

En prévision : 
Profil microsatellites 

En prévision : 
Profil microsatellites 

En prévision : 
Profil microsatellites 

Analyse 
cytogénétique, 

caryotype 

Nombre modal de chromosomes = 84/ 
Nombre de chromosomes < 82 sur 20 

métaphases observées 
 

7 chromosomes métacentriques et 
submétacentriques + 1 petit chromosome 

acrocentrique non apparié 
 2 chromosomes métacentriques issus de 

remaniement 

Nombre de chromosomes : 
entre 78 et 81 sur 20 

métaphases observées 
 

Présence de 2 
chromosomes 

métacentriques issus de 
remaniements 

Nombre de chromosomes : 
entre 59 et 61 sur 20 

métaphases observées 
 

Chromosomes remaniés 
difficiles à identifier 

 
 
 

Nombre de 
chromosomes : entre 

78 et 82 sur 20 
métaphases observées 

 
Présence de 3 
chromosomes 

métacentriques issus de 
remaniements 

Nombre de 
chromosomes : entre 

78 et 82 sur 20 
métaphases observées 

 
Présence de 2 
chromosomes 

métacentriques issus de 
remaniements 

(II) Méthodes pour 
mettre en évidence 

l’espèce d’origine de la 
lignée cellulaire 

-Analyse 
d’isoenzymes 

-Microsatellites 
-Caryotype 

Seulement caryotype réalisé, en faveur de 
l’espèce canine/ idem 

Seulement caryotype 
réalisé, en faveur de 

l’espèce canine 

Seulement caryotype 
réalisé, caryotype de chien 

très remanié ou espèce 
inconnue 

 
En prévision : PCR multiplex 

pour vérifier l’espèce 

Seulement caryotype 
réalisé, en faveur de 

l’espèce canine 

Seulement caryotype 
réalisé, en faveur de 

l’espèce canine 

(III) Méthodes pour 
mettre en évidence les 

caractéristiques 
générales d’une lignée 

cellulaire 
 
 
 

Morphologie Astrocytaire/ idem 
Compatible avec cellule 

gliale tumorale 
Compatible avec cellule 

gliale tumorale 
Compatible avec cellule 

gliale tumorale 
Compatible avec cellule 

gliale tumorale 

Temps de 
doublement 

- 49 heures (Berens et al., 1993) 
- 28 heures (Rainov et al. 2000) 

- 21 heures 
 

26 heures 26 heures 23 heures 56 heures 

 J3T J3T-Bg SDT-3 G06A Raffray 
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(III) Méthodes pour 
mettre en évidence les 

caractéristiques 
générales d’une lignée 

cellulaire (suite) 

Clonage sur 
plastique/En 

agar 
Capacité à former des clones 

Capacité à former des 
clones 

Capacité à former des 
clones 

Capacité à former des 
clones 

Capacité à former des 
clones 

Profil 
d’expression de 

protéines 

- GFAP : 90 % des cellules avec marquage 
intense/ >90% des cellules marquées 

faiblement 
- EGFR : quelques cellules sont très 

positives, avec un pattern diffus/ non 
évalué 

- DCx, NeuN et BIII tubuline : négatif 
- Vim : >90% des cellules avec marquage 

moyen 
- Olig2 : > 90% des cellules avec marquage 

cytoplasmique moyen 
- CD133 : > 90% des cellules avec marquage 

moyen 
 
 

 
 
 
 
 

En prévision : Evaluation de la Nestine, 
S100 (lames après inclusion en Histogel) et 

d’ATRx et Olig2 par Western-Blot 

- GFAP : 60 à 90% des 
cellules marquées 

faiblement, 
- DCx, NeuN, BIII tubuline : 

négatif 
- Vim : >90% des cellules 
avec marquage intense 
- Olig2 : 60 à 90% des 

cellules avec marquage 
cytoplasmique intense, 

- CD133 : > 90% des cellules 
avec marquage intense 

 
 
 
 
 
 
 

En prévision : Evaluation de 
la Nestine, S100 (lames 

après inclusion en Histogel) 
et d’ATRx et Olig2 par 

Western-Blot 
 

- GFAP : négatif 
- DCx, NeuN, BIII tubuline : 

négatif 
- Vim : >90% des cellules 
avec marquage moyen 

- Olig2 : > 90% des cellules 
avec marquage 

cytoplasmique intense, 
- CD133 : > 90% des cellules 

avec marquage moyen 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

En prévision : Evaluation de 
la Nestine, S100 (lames 

après inclusion en Histogel) 
et d’ATRx et Olig2 par 

Western-Blot 

- GFAP : 5 à 30% des 
cellules marquées 

faiblement, 
- DCx, NeuN, BIII 
tubuline : négatif 
- Vim : >90% des 

cellules avec marquage 
intense 

- Olig2 : 60 à 90% des 
cellules avec marquage 
cytoplasmique intense, 

- CD133 : > 90% des 
cellules avec marquage 

intense 
 
 
 
 
 

En prévision : Evaluation 
de la Nestine, S100 

(lames après inclusion 
en Histogel) et d’ATRx 
et Olig2 par Western-

Blot 

- GFAP + et inconstant/ 
idem : 5-30% des 

cellules avec maruage 
faible 

- Olig2 négatif/ 60-90% 
des cellules avec 

marquage 
cytoplasmique intense, 

- Vimentine : +++/idem : 
>90% des cellules avec 

marquage intense 
- S100 négatif/ non 

évalué 
- DCx, NeuN, BIII 
tubuline : négatif 

- CD133 : > 90% des 
cellules avec marquage 

moyen 
 

En prévision : Evaluation 
de la Nestine, S100 

(lames après inclusion 
en Histogel) et d’ATRx 
et Olig2 par Western-

Blot 

(IV) Méthodes pour 
confirmer la 

tumorogénicité d’une 
lignée cellulaire 

Conservation du 
pattern 

histologique lors 
de 

transplantation 
sous-cutanée 
chez la souris 

Même profil histologique mais devient 
faiblement GFAP + après transplantation 

 
 

Xénogreffe orthotopique sur souris Nude 
en prévision 

 
 
 

Xénogreffe orthotopique 
sur souris Nude en prévision 

Xénogreffe orthotopique 
sur souris Nude en prévision 

Xénogreffe 
orthotopique sur souris 

Nude en prévision 

Xénogreffe 
orthotopique sur souris 

Nude en prévision 
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 J3T J3T-Bg SDT-3 G06A Raffray 

(V) Méthodes pour 
déterminer le profil de 

sensibilité aux 
traitements d’une lignée 

cellulaire 

Evaluation de la 
chimiosensibilité 

Hygromycine, puromycine, ganciclovir, 
G418 (Rainov et al. 2000) 

Pt(iv)-prodrogue de 
cisplatine, cisplatine et 

carboplatine 
(Feldhaeusser, et al., 2015) 

 
 

CCNU, CPT-11 et TMZ 
(LeBlanc et al. 2016) 

CCNU, CPT-11 
(Boudreau et al. 2015) 

CCNU, CPT-11 
 

IL-13 canin couplé à une 
cytotoxine 

(Debinski et al. 2013) 

Doxorubicine 

Evaluation de la 
radiosensibilité 

MID = 4 Gy MID = 4,6 Gy MID = 5,7 Gy MID = 4,7 Gy MID = 5,2 Gy 

 

Evaluation de la 
sensibilité à 

l’effet 
oncolytique de 

SG33 

Oui Oui 
Oui avec infection 

persistante 
Oui 

Oui avec infection 
persistante 

Etude moléculaire       

  

Pas de mutation des exons 3 à 9 sur TP53 
(York et al. 2012) 

 
En prévision : évaluation de l’expression de marqueurs de radiorésistance 
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C. Discussion 

 

Dans le cadre d’un projet visant à utiliser le chien comme modèle d’étude des 

gliomes diffus pour l’Homme, les objectifs de cette thèse étaient de caractériser cinq 

lignées établies de gliomes diffus canins (J3T, J3T-Bg, SDT-3, G06A, Raffray), 

d’évaluer leur réponse aux radiations ionisantes et d’étudier leur sensibilité à l’effet 

oncolytique de la souche SG33 du MYXV. Les résultats de ce travail de thèse montrent 

que les lignées cellulaires étudiées sont effectivement des cellules astrocytaires 

tumorales faiblement différenciées, radiorésistantes (MID >3 Gy) et sensibles à l’effet 

oncolytique de SG33. 

 

1. Caractérisation cellulaire 

 

Une grande partie de la caractérisation cellulaire de ces 5 lignées de gliomes 

canins a été réalisée au cours de de ma thèse vétérinaire et montre qu’il s’agit de  

cellules (i) astrocytaires (positives pour la Vimentine et GFAP et négatives pour les 

marqueurs neuronaux), (ii) tumorales malignes (montrant des aberrations 

chromosomiques et atypies cytonucléaires sévères), (iii) peu différenciées (CD133 

positives), (iv) et avec des temps de doublement légèrement plus courts que ceux 

rapportés pour les lignées cellulaires de gliomes humains (30 à 35 heures, selon les 

études (Mullins et al. 2013). 

La comparaison des résultats de ce travail de thèse avec les données de la 

littérature peut se faire pour les lignées cellulaires J3T et Raffray, les seules pour 

lesquelles les caractéristiques générales ont été publiées (Berens 1993, Rainov 2000, 

Dupond-Monod Juliette 2014).   

Concernant les J3T, les points de discordance entre les données de la littérature 

et nos résultats concernent le caryotype et le temps de doublement. Berens et al. 

décrivent un temps de doublement de 49 heures et un caryotype comportant un 

nombre modal de 84 chromosomes avec 7 chromosomes métacentriques. Nos 

résultats révèlent quant à eux un temps de doublement de 21 heures. Bien que nous 

n’ayons pas calculé le nombre modal de chromosomes, l’observation de 20 

métaphases a systématiquement amené à un nombre chromosomique inférieur à 82, 

et seulement 2 chromosomes métacentriques ont été retrouvés de manière constante. 

Le temps de doublement de 21 heures est par contre plus en accord avec l’étude de 
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Rainov et al. qui utilise les J3T et qui est plus récente (Berens et al. 1999). Une des 

explications possibles à ce différentiel de résultats est la présence de plusieurs clones 

cellulaires au sein de ce qui est considéré comme la lignée J3T : au fur et à mesure 

des passages, un clone différent de celui qui a été caractérisé a pu être sélectionné. 

Les publications de Inoue et al. et Maruo et al. seraient en faveur de cette hypothèse 

dans la mesure où ces auteurs ont isolé deux lignées cellulaires phénotypiquement 

distinctes après transplantation des J3T en sous-cutanée chez la souris, lignées qu’ils 

ont appelé J3T-1 et J3T-2 (Inoue et al. 2012; Maruo et al. 2013). La discordance de 

nos résultats avec la littérature souligne l’importance de la mise en place de méthodes 

permettant de réaliser une « empreinte digitale » de la lignée cellulaire lors de sa 

caractérisation, et ce afin de pouvoir s’assurer, avant d’initier une expérimentation, que 

la lignée cellulaire sur laquelle le manipulateur travaille correspond effectivement à la 

lignée cellulaire caractérisée. Dans ce contexte, le profilage microsatellite apparaît très 

utile puisqu’il permet d’établir l’identité d’une lignée (O’Donoghue, Rivest, Duval 2011). 

Nous avons prévu de réaliser un profilage microsatellite de toutes les lignées 

cellulaires que nous avons au laboratoire, ces données de base pourront ainsi servir 

de point de comparaison pour de futures expérimentations afin de s’assurer de 

l’absence de contaminations cellulaires ou de dérive génétique des lignées.  

La morphologie et le profil immunohistochimique des J3T dans notre étude étant 

en faveur d’une tumeur astrocytaire de haut-grade de malignité et l’origine canine de 

la lignée cellulaire ayant été confirmée, il semblerait qu’il n’y ait pas eu de 

contamination cellulaire mais que ce soit plutôt une dérive génétique ou la sélection 

d’un clone qui explique la différence de caractéristiques des J3T entre l’étude de 

Berens et al. et la nôtre. 

 

En ce qui concerne les Raffray, seuls les résultats immunohistochimiques 

avaient été publiés (Dupont-Monod Juliette) : le marquage de la GFAP et de la 

Vimentine sont identiques dans notre étude aux données de la littérature. Par contre, 

alors que ces cellules ont été décrites comme Olig-2 négatives, nous observons un 

marquage intense du cytoplasme de la majorité des cellules. Ce pattern de marquage, 

qui a été d’ailleurs retrouvé sur toutes les lignées cellulaires, est inhabituel. En effet, 

le marquage d’Olig-2 - qui est facteur de transcription retrouvé dans les 

oligodendrocytes immatures - est normalement intranucléaire pour les prélèvements 

tissulaires de gliomes inclus en paraffine. La présence d’Olig2 dans le cytoplasme ne 
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serait toutefois pas anormale, puisque selon l’étude de Setoguchi et al., il y a passage 

d’Olig2 du noyau jusqu’au cytoplasme dans les astrocytes en culture (Setoguchi, 

Kondo 2004). Afin de vérifier s’il y a effectivement expression d’Olig2 par les lignées 

cellulaires ou si le marquage intracytoplasmique observé est un artefact, nous 

projetons d’évaluer l’expression d’Olig2 par Western-Blot. 

Le marquage d’Olig-2, même s’il est plus fréquent dans les oligodendrogliomes 

canins, se retrouve également dans les tumeurs astrocytaires de haut-grade de 

malignité du Chien (Fernandez et al. 2016). Ainsi, il n’est pas aberrant de trouver une 

expression d’Olig2 dans les lignées dérivées d’astrocytomes. Les Raffray, qui 

normalement dérivent d’un oligodendrogliome anaplasique, présentent un phénotype 

immunohistochimique compatible avec des cellules astrocytaires peu différenciées 

comme l’indique la positivité à la vimentine et la GFAP. Il semblerait donc que le 

passage en culture de ces cellules ait modifié leur phénotype, il sera intéressant de 

réaliser une xénogreffe orthotopique de Raffray sur souris afin d’évaluer si elles sont 

capables de générer une tumeur et quel est le type histologique de la tumeur ainsi 

développée. Si la transplantation de ces lignées fournit des types histologiques 

différents de gliomes (astrocytomes et oligodendrogliomes), il sera intéressant 

d’évaluer s’il y a perte d’expression d’ATRx de manière spécifique pour les 

astrocytomes comme cela est constaté pour les gliomes humains (Louis et al. 2016).  

La réalisation d’une injection orthotopique de cellules tumorales au sein du 

cerveau de souris immunodéprimées est prévue pour toutes les lignées, puisqu’il s’agit 

de l’ultime étape de caractérisation (Langdon 2004). Celle-ci permettra de savoir si les 

cellules tumorales, après de nombreux passages cellulaires, sont capables de recréer 

in vivo une tumeur (Schuster et al., 1991). Les lignées cellulaires tumorogènes 

permettront d’obtenir des modèles murins de gliomes (Mullins et al. 2013) qui sont 

essentiels pour les études précliniques et cliniques afin de tester différents agents 

antitumoraux. Ils visent à recréer au plus près les conditions de développement 

tumoral avec la formation de néovaisseaux et la mise en place de conditions 

hypoxiques. Cependant, comme nous avons pu le voir au cours de cette étude, le 

modèle murin présente de nombreuses limites qui n’affecte pas le chien (Frosina et 

al., 2013). 

En ce qui concerne les lignées SDT-3, G06A et J3T-Bg, aucune caractéristique 

concernant les cellules n’avait été publiée, à l’exception de l’absence de mutation de 

TP53 que nous n’avons pas évaluée. Leur morphologie et leur pattern 
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immunohistochimique sont compatibles avec des cellules astrocytaires de haut-grade 

de malignité. Les cellules SDT-3 présentent de très forts remaniements du caryotype 

qui ont rendu impossible la reconnaissance de l’espèce d’origine. Il serait donc 

intéressant de refaire le caryotype de cette lignée pour s’assurer qu’il n’y a pas eu 

contamination cellulaire au moment de l’expérimentation. Le remplacement de la 

lignée cellulaire par celle d’une autre espèce pourrait être possible bien que peu 

probable. En effet, les espèces qui présentent un nombre de chromosomes compris 

entre 59 et 61 sont la vache et la chèvre (O’brien et al., 2006), et aucun changement 

de morphologie cellulaire n’a été observé au cours de cette étude. Nous projetons 

d’autre part de réaliser une PCR multiplex afin de confirmer l’espèce d’origine. 

 

2. Caractérisation radio-induite 

 

La réponse des lignées cellulaires aux radiations ionisantes a été évaluée en 

réalisant la moyenne des résultats obtenus pour trois séries d’irradiation 

indépendantes. Toutes les lignées cellulaires testées sont fortement radiorésistantes 

avec des MID supérieures à ce qui a été décrit pour les gliomes humains de haut-

grade de malignité : 1,11 à 3,94 Gy selon Taghian (Taghian et al., 1992). Il aurait été 

intéressant d’obtenir un différentiel de réponse important et pouvoir ainsi rechercher 

une différence d’expression de marqueurs de radiorésistance connus chez l’Homme 

entre lignées considérées comme « radiosensibles » et celles qui sont plus 

radiorésistantes. Nous projetons de réaliser une RT-PCR sur les lignées cellulaires 

pour évaluer l’expression des principaux marqueurs de radiorésistance chez l’Homme 

(Survivine, FGFR1, GSK3beta, intégrines alpha3, alpha5, beta3, HIF-1alpha, LDH, 

Notch). Une approche intéressante serait aussi d’inhiber l’expression de certains 

marqueurs de radiorésistance connus chez l’Homme et de vérifier si cette inhibition 

sensibilise les cellules aux radiations ionisantes. 

 

 Les résultats obtenus pour les sets d’irradiation n°2 et n°3 n’ont pas pu être pris 

en compte pour les calculs des MID. En effet, les MID obtenus lors de ces deux 

expérimentations sont largement supérieures aux résultats obtenus aux cours de la 

première irradiation et à ceux présents dans la littérature. L’une des explications 

possibles à ces anomalies serait la contamination des cultures cellulaires par des 

mycoplasmes. En effet, une infection par des mycoplasmes du laboratoire a été mise 
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en évidence peu de temps après la troisième série d’irradiation. Les mycoplasmes sont 

des bactéries commensales, résistantes dans le milieu extérieur, responsables de 

contaminations lors de culture cellulaire. Cette contamination peut avoir pour 

conséquence une modification de la morphologie cellulaire, une modification du 

métabolisme cellulaire, l’apparition d’aberrations chromosomiques. Cependant, cette 

infection bactérienne peut aussi passer totalement inaperçue ce qui rend son 

diagnostic difficile. Ce diagnostic se fait essentiellement par PCR, car la mise en 

évidence par culture cellulaire est longue et fastidieuse. De nombreuses études 

travaillant sur la radiothérapie de cellules cancéreuses in vitro, veillent à l’absence 

d’infection par des mycoplasmes afin de ne pas avoir de modification de la 

radiosensibilité (Hardee et al. 2012). Les 4ème et 5ème expériences de radiosensibilité 

ont été réalisées en Janvier 2016 sur les mêmes cellules qui ont été congelées à -

80°C, décongelées et traitées avec un antibiotique anti-mycoplasmique (macrolides). 

Ces deux expériences n’ont pas présenté les anomalies précédentes ce qui est en 

faveur d’une radiorésistance induite par des mycoplasmes. 

Une autre hypothèse pourrait expliquer, en partie du moins, cette 

radiorésistance transitoire observée avec ces lignées cellulaires. Le rythme circadien 

correspond à un battement du temps par la machinerie cellulaire sur un cycle de 24 

heures. Il repose sur les interactions entre différentes protéines intracellulaires. Ce 

rythme circadien agit sur l’ensemble du corps humain et influe sur le métabolisme, le 

comportement et la physiologie des êtres vivants. Il agit aussi au sein même de la 

cellule et permet de réguler le passage des différentes phases du cycle cellulaire (G1, 

M, G2, S) (Stuart 2003). Or, la radiosensibilité est variable selon la phase du cycle 

cellulaire dans laquelle se trouve les cellules. Les phases G2 et M sont plus 

radiosensibles que les phases G1 et S (Pawlik, Keyomarsi 2004). Par ailleurs, au sein 

des tumeurs, le rythme circadien est fréquemment modifié et est souvent raccourci : 

on parle de rythme ultradian (cycle inférieur à 20h) (Mormont et al., 1997). Ainsi, une 

review publiée en Décembre 2016 tente de démontrer que la radiothérapie peut être 

influencée par le rythme circadien (Chan et al. 2016). Des études supplémentaires 

doivent être menées pour montrer clairement le lien entre rythme circadien et 

radiothérapie, et ouvrir la voie à la chronothérapie i.e. une prise en charge 

thérapeutique du patient, en lien avec son rythme biologique (Chan et al. 2016). 

Bien que ce phénomène ne puisse pas expliquer à lui seul l’écart de 

radiorésistance au sein des expériences, il serait important de prendre en 

considération la variation de la radiorésistance lors du cycle cellulaire.  
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3. Infection virale par le SG33 

 

L’infection des cellules J3T par le SG33 montre une infection lytique avec un 

ECP avoisinant les 100%. Les cellules persistantes peuvent alors se multiplier de 

nouveau et arriver à confluence : le virus ne semble pas persister au sein de ces 

cellules. A l’inverse, l’infection des cellules SDT-3 et Raffray semble révéler l’existence 

d’une infection persistante des cellules tumorales à cause des résurgences virales qui 

apparaissent lors de la phase de croissance des cellules tumorales. L’infection par le 

virus SG33 marqué au GFP confirme cette infection persistante lors des récurrences 

virales. Des études ont montré que certains poxvirus peuvent causer des infections 

persistantes sur une longue période in vivo. L’étude de l’Ectromelia virus chez des 

souris immunocompétentes montre une persistance de l’infection virale, après 

normalisation de l’état clinique suite à la primo-infection, jusqu’à 100 jours post 

infection au sein de la moelle osseuse. Ainsi des souris qui semblaient guéries étaient 

infectées par une infection à bas bruit de ce virus. Une immunodépression, induite par 

le cyclophosphamide, entraînait une résurgence de l’infection virale, qui produisait de 

hauts titres viraux, capables d’infecter des souris naïves (Sakala et al. 2015). 

De même, le virus du molluscum contagiosum (MCV) est un virus dont la culture 

cellulaire et l’infection virale in vitro sont laborieuses à obtenir. Le MCV ne crée une 

infection virale productive que sur les lignées primaires de fibroblaste humain ; sur les 

nombreuses autres lignées cellulaires, l’infection virale est abortive. Une étude publiée 

en 2000 a démontré que les ARNm précoces du MCV sont détectables par RT-PCR 

entre la première et la deuxième heure post-infection et restent détectables après 

plusieurs passages des cellules infectées.  

Ainsi l’infection virale persistante des cellules SDT-3 et Raffray est possible et 

pourrait s’expliquer par une sensibilité différente au SG33 de ces cellules par rapport 

aux cellules J3T (Bugert, Melquiot, Kehm 2001). 
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4. Limites de l’étude 

 

L’une des limites de cette étude correspond au mode de culture des lignées 

cellulaires. En effet, la culture cellulaire en monocouche n’est pas représentative de la 

tumeur in vivo. La tumeur intracrânienne s’entoure de matrice extracellulaire, de 

néovaisseaux qui ont un impact sur le développement de la tumeur dans son 

ensemble. L’un des exemples concrets de cette conformation en trois dimensions est 

la mise en place d’un gradient en dioxygène : plus les cellules sont proches du centre 

tumoral, plus la pression partielle en dioxygène est faible. Ainsi, ces cellules vont se 

retrouver dans des conditions hypoxiques. Or, on sait que l’hypoxie cellulaire modifie 

le métabolisme cellulaire et augmente la radiorésistance des cellules, par 

l’intermédiaire de gènes tels que le gène HIF (Zhao et al. 2015). L’étude de ces cellules 

en 3D serait donc plus proche de la réalité. Les CSC ont la capacité de former des 

neurosphères, dans des conditions de culture particulières, riches en facteurs de 

croissance et en vitamines. Ces neurosphères ont une structure 3D qui mime le 

comportement des cellules in vivo. Une étude publiée en 2015 par Kahlert montre que 

le passage d’une culture en monocouche à une culture en neurosphère d’une lignée 

de gliome humain s’accompagne d’une modification métabolique. L’utilisation de 

spectroscopie haute-résolution note une augmentation du ratio Choline/Créatinine et 

une augmentation des lactates par rapport à la culture monocouche, compatible avec 

un milieu hypoxique (Kahlert et al. 2015). 

L’évaluation de la radiosensibilité devrait donc s’effectuer sur des neurosphères 

afin de travailler sur un modèle plus proche de la réalité. 

 

Le travail sur lignée cellulaire in vitro est primordial dans l’étude des cancers. 

Cela correspond à la première étape lors de l’étude de nouveaux agents antitumoraux 

tels que des agents chimiothérapeutiques, des molécules radiosensibilisantes ou des 

VO. Cependant, les lignées cellulaires présentent certaines limites en tant que modèle 

d’étude in vitro. Le passage entre des tumeurs primaires et des lignées cellulaires 

établies montre des différences significatives concernant l’expression de protéines de 

surface, intracellulaires ou d’enzymes spécifiques de certaines molécules 

anticancéreuses. En effet, la mise en culture de cellules primaires montre une 

modification des protéines de surface telles que la molécule d’adhésion intracellulaire-

1 (ICAM-1). La surexpression de cette molécule est associée, au sein des mélanomes, 
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à un risque plus élevé de métastases tumorales, mais elle facilite aussi la 

reconnaissance de la tumeur par le SI antitumoral. La mise en culture de lignées de 

carcinome œsophagien a montré une réduction drastique de l’expression de cette 

molécule au sein des lignées cellulaires (Ichiki et al. 2012). De même, une étude 

publiée en 2010 a comparé le spectre d’expression d’enzymes et de transporteurs 

responsables de la métabolisation des médicaments entre des carcinomes hépatiques 

primaires et des lignées cellulaires hépatiques établies. Elle a démontré une très faible  

voire une absence d’expression de certaines de ces molécules au sein des lignées 

(Guo et al. 2011). Enfin, Vogel a étudié l’expression protéomique entre 8 GBM 

primaires et 4 lignées de GBM établies. L’étude des protéines intracellulaires sur gel 

d’électrophorèse bidimensionnel montre, de manière significative (p<0.05), une 

expression largement supérieure de 7 protéines et une perte d’expression de 10 

protéines au sein des lignées par rapport aux GBM primaires. Parmi ces protéines, on 

retrouve des facteurs de transcription, des protéines issues de gènes suppresseurs de 

tumeurs ou des protéines du métabolisme cellulaire (Vogel et al. 2005). 

Ainsi, le passage de tumeurs primaires en culture cellulaire s’accompagne 

d’une modification dans l’expression des gènes et donc d’une modification 

phénotypique. On a donc un biais de sélection dont il faut tenir compte dans les études 

in vitro. C’est pourquoi le travail avec des cellules primaires doit aussi être envisagé à 

l’avenir, pour la caractérisation des lignées cellulaires de gliomes canins, l’étude de la 

radiosensibilité et de la virothérapie oncolytique.  

 

5. Perspectives futures 

 

Depuis la mise en place du protocole standard de Stupp en 2005 pour le traitement 

des GBM (radiochimiothérapie consécutive à une exérèse chirurgicale) (Stupp et al. 

2005), les progrès en termes d’amélioration de la médiane de survie se sont révélés 

insuffisants. De plus, la radiothérapie se heurte à la radiorésistance d’un certain type 

de cellules qui sont responsables de l’échec thérapeutique (Rycaj, Tang 2014). La 

recherche sur les VO est une approche thérapeutique novatrice qui entre aujourd’hui 

dans l’arsenal thérapeutique, avec des essais cliniques de phases II/III conclusifs. 

Parallèlement à la recherche de nouveaux outils thérapeutiques, l’amélioration de la 

radiothérapie ouvre de nombreux champs de la recherche, dans lequel s’inscrivent les 

nanotechnologies. L’apport des nanotechnologies dans la recherche oncolytique 

connaît un essor fulgurant, dans l’amélioration du diagnostic par imagerie, ou du 
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traitement antitumoral par délivrance d’agents oncolytiques. Les nanotubes de 

carbone (NTC) font partie des nanoparticules d’intérêts dans la lutte contre le cancer, 

en tant qu’agent radiosensibilisant. En effet, différents travaux in vitro ont montré que 

ces éléments pénètrent facilement au sein des cellules tumorales (Neves et al., 2012), 

et sont aussi responsables d’une augmentation de la proportion de ces cellules en 

phase G2/M (Fiorito et al., 2014). Or, au cours de cette étude, nous avons pu 

remarquer que la phase G2/M correspondait à la phase la plus radiosensible du cycle 

cellulaire (Pawlik, Keyomarsi 2004). Ainsi, une fois la caractérisation des lignées 

cellulaires de gliomes canins terminées, il semble pertinent d’évaluer le pouvoir 

radiosensibilisant des NTC sur celles-ci, en parallèle de lignées humaines. Le modèle 

de GBM canin serait alors un modèle translationnel pertinent dans l’évaluation 

préclinique de l’association de la RT avec les NTC, en vue d’un développement chez 

l’homme. 
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Conclusion générale 
 

 

A travers cette étude, nous avons pu démontrer que le chien pouvait être un 

modèle d’étude intéressant dans l’étude translationnelle des gliomes chez l’homme. 

En effet, l’étude bibliographique a permis de montrer que ce modèle semble plus 

pertinent que le modèle d’étude actuel, du fait de l’apparition de tumeur spontanée, de 

la taille conséquente du cerveau du chien qui permet d’utiliser les mêmes outils que 

les hommes et de l’immunocompétence du modèle canin. Or, il apparaît de plus en 

plus évident que le système immunitaire tient un rôle essentiel dans le micro-

environnement tumoral et dans le développement tumoral. Par ailleurs, la première 

partie de cette étude expérimentale a démontré une forte similarité entre les 

caractéristiques de tumeurs gliales humaines et canines. Effectivement, l’ensemble 

des lignées canines étudiées présentent un temps de doublement, un caryotype, un 

test de clonalité équivalent aux éléments observés chez l’homme. De même pour la 

radiorésistance, les lignées canines et humaines possèdent les mêmes critères de 

radiorésistance. Enfin, l’expression des antigènes de surface est identique entre ces 

deux espèces. Ainsi, sur les plans cellulaires, moléculaires et sur le comportement 

cellulaire vis-à-vis de la thérapie ionisante, une forte similarité entre l’homme et le chien 

est présente et ces éléments sont en faveur du choix du chien comme modèle d’étude 

des gliomes chez l’homme. Des études complémentaires portant sur l’injection 

hétérotopique de cellules tumorales sous-cutanés et sur les profils moléculaires de 

radiorésistance sont nécessaires afin de confirmer l’intérêt porté sur le chien comme 

nouveau modèle d’étude.  

Dans la deuxième partie de cette étude expérimentale, l’étude du virus 

myxomateux a fourni des données encourageantes dans la virothérapie oncolytique 

médiée par ce type de virus. En effet, ce poxvirus présente des propriétés oncolytiques 

étudiées dans la littérature. Les résultats de cette étude ont montré que le virus de la 

myxomatose est capable de persister au sein de certaines cellules et d’entraîner une 

récurrence de l’infection des cellules virales. Par ailleurs, l’infection récurrente de 

certaines lignées de glioblastomes canins n’a pas permis de montrer de différences 

significatives dans l’infection virale et dans les effets cytopathiques. Ainsi, il ne semble 

pas apparaître de résistance des cellules tumorales à l’infection virale par le MYXV. 
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Cette donnée est un élément intéressant dans l’approche de la virothérapie 

oncolytique car c’est la première fois que la résistance à une infection virale récurrente 

de cellules tumorales est étudiée.  

Cette thèse expérimentale a fourni des résultats intéressants qui nécessitent 

des investigations supplémentaires afin de confirmer les premiers éléments obtenus. 

Le chien semble donc être un bon candidat pour l’étude du gliome chez l’homme dans 

un cadre translationnel et le virus myxomateux est un candidat à privilégier dans 

l’approche du traitement du cancer par virothérapie oncolytique. 
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Publications scientifiques 
 

 

Communication scientifique à des congrès ou colloques 

 Congrès du Collège Européen de Pathologie Vétérinaire (ECVP) et de la 

Société Européenne de Pathologie Vétérinaire (ESVP), Bologne, 

Septembre 2016 (Poster) : prix du meilleur poster 

 

B. Cartiaux, J-B. Tanis, C. Delmas, M. Pumarola, A. Deviers, M. Delverdier, J. 

Abadie, C. Ibisch, P. Dickinson, G. Mogicato, S. Bertagnoli and E. Moyal-Cohen -  

Evaluation of the Sensitivity of Characterized Canine Glioblastoma Cell Lines to 

Radiation Therapy and to the Oncolytic Effect of an Attenuated Myxomavirus Strain 

 

 12èmes journées du Cancéropôle Grand Sud-Ouest (CGSO), Novembre 

2016 : 

 

B. Cartiaux, J-B. Tanis, C. Delmas, M. Pumarola, A. Deviers, M. Delverdier, J. Abadie, 

C. Ibisch, P. Dickinson, G. Mogicato, S. Bertagnoli and E. Moyal-Cohen -  Évaluation 

de la sensibilité de cinq lignées de glioblastome canin à la radiothérapie et à l’effet 

oncolytique d’une souche sauvage atténuée de myxomavirus  
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Annexes 
 

Annexe 1 : Protocole d’infection par la souche SG33 du MYXV 
 

1- Décongeler le virus à température ambiante 

2- Retirer le milieu de culture des boites de culture 

3- Ajouter l’inoculum viral pur ou dilué dans de l’Opti-MEM complet 

4- Laisser incuber durant 2 heures, à l’étuve à 37°C sous une atmosphère à 5 

% de CO2 

5- Agiter toutes les 10 minutes  

6- Retirer l’inoculum et ajouter de l’Opti-MEM complet en quantité suffisante 

7- Placer la boite à l’étuve à 37°C, sous atmosphère enrichie en CO2 à 5% 

 

Annexe 2 : Protocole d’inclusion d’une culture cellulaire en HistoGelTM 

 

1- Placer l’HistoGelTM au bain-marie à 66°C 

2- Décoller mécaniquement les cellules de la boite de culture à l’aide d’une 

raclette stérile 

3- Transférer les cellules dans un tube Falcon stérile de 15ml 

4- Centrifuger 5 minutes à 400g, puis jeter le surnageant 

5- Ajouter 10 ml de PBS 1x 

6- Centrifuger 5 minutes à 400g, puis jeter le surnageant 

7- Ajouter 10 ml de PBS 1x 

8- Centrifuger 5 minutes à 400g, puis jeter le surnageant 

9- Ajouter 1 ml d’éthanol à 70 %, puis transférer la suspension cellulaire dans 

un tube eppendorf stérile de 1.5ml 

10-  Centrifuger 5 minutes à 400g, puis jeter le surnageant 

11-  Ajouter 50µL d’HistoGelTM et mettre en suspension la culture cellulaire 

12-  Déposer délicatement le mélange sur la mousse d’une cassette 

13-  Décoller délicatement la sphère d’HistoGelTM, la recouvrir d’une deuxième 

mousse, fermer la cassette et la placer dans un pot de formol 10 %. 

 

Annexe 3 : Protocole d’immunohistochimie 

 

1- Déparaffiner et hydrater l’échantillon 

2- Rincer à l’eau distillée 

3- Inhibition de la peroxydase endogène : 

3% H2O2 dans de l’eau distillée, 30 minutes sous agitation, à l’obscurité 

4- Rincer à l’eau courante 30 minutes 

5- Réaliser le prétraitement pour démasquer les antigènes 
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- Bain de tampon citraté 0.01 M, à ph6 durant 20 minutes, à 96-98°C 

puis 30 minutes à température ambiante pour GFAP, DCx, Olig 2, 

CD133, β3-tubuline et NeuN 

- Aucun prétraitement pour Vimentine 

6- Passer à l’eau distillée 

7- Rincer au PBS 

8- Monter les lames à la verticale 

9- Bloquer les unions non-spécifiques durant une heure à température 

ambiante avec une solution de blocage (SNC [Sérum normal de chèvre] à 

30% dans du PBS 1x, pH=7,2, 1 heure à température ambiante) 

10- Incubation de l’anticorps primaire en présence de la solution de blocage, une 

nuit à +4°C Cf. Erreur ! Source du renvoi introuvable. 

11-  Sortir les lames durant 1 heure à température ambiante 

12-  Réaliser trois rinçages avec du PBS 1x espacés de 5 minutes 

13-  Laisser incuber le deuxième anticorps avec le Kit En Vision (Dako) 1 heure 

à température ambiante 

 Lapin pour GFAP, DCx, Olig2, CD133 

 Souris pour β3-tubuline, NeuN et Vimentine 

14-  Réaliser trois rinçages avec du PBS 1x espacés de 5 minutes 

15-  Révéler l’activité peroxydase : DAB kit En Vision (Dako) 10 minutes 

16-  Rincer à l’eau distillée et démonter les lames 

17-  Rincer à l’eau courante 10 minutes 

18-  Colorer à l’hématoxyline de Mayer 3 secondes 

19- Rincer à l’eau courante 10 minutes 

20- Déshydrater : alcool 96° (2x10minutes), alcool 100°(2x10minutes), Xilol 

(3x10minutes) 

21- Montage de la lame et observation 

 

Annexe 4 : Protocole d’évaluation du temps de doublement 
 

1- Préparation des cellules  

Placer DMEM, Trypsine, PBS, SVF, Penicilline/Streptomycine à 37°C 

 

- Retirer le milieu  

- Laver avec 3mL PBS à 37°C  

- Ajouter 2mL de Trypsine/EDTA par flasque et laisser 5-10 minutes à l’étuve 

- Ajouter 5 mL de DMEM complet 

- Placer le mélange dans un tube Falcon 15 mL  

- Centrifuger 5 min à 1500 rpm  

- Vider le surnageant  

- Ajouter 5mL de DMEM complet 

- Compter les cellules avec cellule de Thomas après dilution 1 :1 dans le bleu 

trypan :  
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𝑁𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑒𝑠 (
𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑒𝑠

𝑚𝐿
)

=  
𝑁𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑒𝑠 𝑝𝑎𝑟 𝑐𝑎𝑟𝑟é 𝑥 𝐷𝑖𝑙𝑢𝑡𝑖𝑜𝑛

𝑁𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑟𝑟é𝑠 𝑐𝑜𝑚𝑝𝑡é𝑠
 𝑥 2.5 ∗ 105 

 

 

  

2- Préparation des plaques 6 puits pour le temps de doublement  

 

Pour chaque lignée cellulaire :   

- Préparer 30 mL avec 1.10^6 cellules (puits à 100.10^3 cellules/puit) 

- Disposer 2mL de la préparation pour chaque lignée cellulaire comme suit : 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

- Bien identifier les plaques 6 puits : lignée, concentration cellulaire, jour de 

comptage, date de mise en place  

 

3- Comptage des cellules  

 

Toutes les 24 heures pendant 4 jours : 

- Observer les différents puits  

- Vider le milieu à l’aide d’une pipette de 5mL  

- Laver avec 500 µL de trypsine à 37°C  

- Ajouter 500µL de trypsine à 37°C et placer les plaques 6 puits à 37°C pendant 

5 minutes à l’étuve 

- Ajouter 1.5 mL de milieu DMEM complet  

- Compter les cellules après dilution 1 :1 dans du bleu de trypan et reporter les 

valeurs dans le tableau  

Raf2 

J1 

A 1.10^5 cellules/puit 

Raf2 

J1 

 

Raf2 

J2 

 

Raf2 

J2 

 

Raf2 

J3 

 

Raf2 

J3 
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𝑁𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑒𝑠 𝑝𝑎𝑟 𝑝𝑢𝑖𝑡

=
𝑁𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑒𝑠 𝑠𝑢𝑟 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑒𝑠 𝑑𝑒 𝑇ℎ𝑜𝑚𝑎𝑠 ∗ 2 ∗ 2 ∗ 2.5 ∗ 10^5

16
 

 

Annexe 5 : Présentation du test de clonalité 
 

1- Vider le milieu de culture à l’aide d’une pipette stérile de 10ml 

2- Laver la boite de culture avec 2ml de Trypsine à 37°C et le retirer 

3- Ajouter 2ml de Trypsine à 37°C, et placer la boite 7 minutes à l’étuve à 

37°C, à 5 % de CO2 

4- Retirer la trypsine et ajouter 10 ml de DMEM complet 

5- Réaliser un comptage cellulaire à une dilution 1 : 1 avec du bleu de trypan 

sur une cellule de Thomas 

6- Transférer 1500 cellules dans une boite de culture F25 et compléter à 

10ml de DMEM complet. Placer à l’étuve à 37°C, à 5 % de CO2 
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Caractérisation et étude de la radiosensibilité de lignées cellulaires 
de gliome canin et approche de la virothérapie oncolytique 

Résumé : 

Les gliomes représentent les tumeurs primaires les plus fréquentes du système 
nerveux central avec le pronostic le plus mauvais, malgré un traitement agressif et 
multimodal. De nouvelles thérapies sont donc à l’étude afin d’améliorer la médiane de 
survie des patients. Le virus myxomateux est un virus oncolytique dont l’efficacité 
envers les gliomes chez l’homme a été démontrée. Le modèle d’étude privilégié pour 
les gliomes est le rongeur, bien qu’il présente un certain nombre de limites, absentes 
chez le chien. Cette étude vise donc à évaluer le modèle canin en caractérisant 5 
lignées cellulaires de gliome canin et à étudier la capacité oncolytique du virus 
myxomateux sur ces cellules. 

L’étude de ces 5 lignées cellulaires canines a montré de nombreuses analogies 
entre le chien et l’homme. La morphologie des cellules est identique, de même que le 
temps de doublement, le test de clonalité et le caryotype. L’étude 
immunohistochimique des protéines de surface révèle aussi une similarité étroite. Les 
cellules gliales canines et humaines ont un profil de radiosensibilité similaire. Par 
ailleurs, l’infection récurrente de ces différentes lignées par la souche SG33 du MYXV 
présente une efficacité oncolytique proche de 100 % in vitro et l’absence de résistance 
à l’infection par ce poxvirus. Le modèle canin et le virus myxomateux ont fourni des 
résultats intéressants, qui en font des éléments d’intérêt dans l’étude des gliomes. 

Mots clés : virus myxomateux, gliome, modèle chien, radiosensibilité. 

Characterization and Study of Canine Glioma Cell Lines 
Radiosensitivity and Approach to Oncolytic Virotherapy 

Abstract: 

Despite several aggressive treatments, gliomas represent the most frequent 
brain tumor with the worst prognostic associated. To enhance median survival, 
researchers are looking for new therapeutics such as oncolytic viruses. Myxoma virus 
is one of oncolytic virus whose efficiency against human gliomas has already been 
studied. Murine model is the animal model studied for glioma, though some limits exist: 
dogs do not present such problems. Consequently, the aim of this study is to evaluate 
canine model by giving characteristics of 5 canine glioma cell lines and to evaluate 
oncolytic capacity of myxoma virus upon these cells.  

Study of these 5 canine cell lines shows numerous analogies between man and 
dog. Cell morphology is identical, such as doubling time, clonality test and karyotype. 
Immunohistochemistry study of surface proteins reveals a close similarity. 
Radiosensitivity profile of glial cells between human and dog is alike. Recurrent 
infection of different cell lines by SG33 strain of myxomavirus offers an oncolytic 
efficiency close to 100% and a lack of resistance to the infection. Canine model and 
myxomavirus give us some interesting results which are elements of interest in the 
study of gliomas. 

Key words: Myxoma Virus, Glioma, Canine Model, Radiosensitivity 




