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 « Les passions sont les vents qui enflent les voiles du navire ; 

elles le submergent quelquefois, mais sans elles il ne pourrait 

voguer » 

Voltaire 
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RÉSUMÉ 

 

Le glioblastome multiforme (GBM) est la tumeur cérébrale primaire la plus fréquente. Une 

dérégulation  !"#$%&!"# !#"&'()*&")+&%(# !#*,-./0#!+#1(#2%3+#4%+!(+&!*#&($)"&2#"%(+#*!"#5)3)5+63&"+&71!"#

principales du GBM. Malheureusement, les essais cliniques impliquant des thérapies anti-EGFR dans 

le traitement des GBM demeurent inefficaces. Nous avons précédemment montré que le récepteur 

de la fibronectine8# *,&(+6'3&(!# 9:;<8# !"+# )""%5&6# )$!5# 1(# =)1$)&"# 43%(%"+&5 et une résistance des 

patients au temodal. Les intégrines peuvent coopérer avec les récepteurs aux facteurs de croissance 

et ainsi amplifier leur potentiel oncogénique. Ici, nous avons cherché à déterminer le rôle de 

*,&(+6'3&(!#9:# )("#*)#36"&"+)(5!#)1>#+?63)4&!"#)(+&-EGFR. Utilisant la lignée U87 de GBM, on a dans 

1(# 43!=&!3# +!=4"# 5%(2&3=6# 71!# *,)5+&$)+&%(#  !# *,&(+6'3&(!# "%1"# *,&(2*1!(5!#  !# *)# 2&@3%(!5+&(!8#

4%+!(+&)*&")&+# *)# "&'()*&")+&%(#  !# *,-./0A# B)# 4!3+!#  ,!>43!""&%(#  ,9:# "!("&@&*&"!# *!"# 5!**1*!"#CDE# )1>#

anti--./0# F5!+1>&=)@8# '!2&+&(&@G#  )("#  !"# !"")&"#  !# 5*%(%'6(&5&+6# !(# "%2+# )')3A# B,!>43!""&%(#  ,# 9:#

favorise la résistance aux 2 drogues lors de la migration cellulaire. Pour aller plus loin, nous avons 

 6$!*%446# 1(# (%1$!)1# +!"+# @)"6# "13# *)# 71)(+&2&5)+&%(#  !# *,6$)"&%(# 5!**1*)&3!# H# 4)3+&3#  ,1(!# "4?I3!#

+1=%3)*!A#B)#4!3+!# ,#9:#)1'=!(+!# *)#"!("&@&*&+6# !"#5!**1*!"#CDE#H#J#KLM#36$!3"&@*!"#"465&2&71!"# !#

*,-./08# '!2&+&(&@# !+# !3*%+&(&@8# =)&"# (,)# 4)"#  ,!22!+# "13# *,!22&5)5&+6#  1# *)4)+&(&@8# 1(# KLM# &336$!3"&@*!#

5&@*)(+# -./08# -3@NJ8# -3@NO# !+# -3@NPA# .3Q5!# H# *)#=&53%"5%4&!# 5%(2%5)*!8# (%1"# )$%("#=%(+36# *,!22!+#

&=4%3+)(+#  1# '!2&+&(&@# "13# *,!( %5R+%"!#  !# *,&(+6'3&(!# !+#  !# *,-./0A# S!"# 36"1*+)+"# "1''I3!(+# 71!#

*,!>43!""&%(#  ,# 9:# 2)$%3&"!# *)# 36"&"+)(5!# )1># KLM# 4)3# *,)5+&$)+&%(#  !"# $%&!"#  !# "&'()*&")+&%(#  !"#

365!4+!13"# -3@N# %1# !(# 5%(+3T*)(+# *!# +3)2&5# =!=@3)()&3!#  !# *,-./0A# U(# )# )1""&# =%(+36# 71!# 4%13#

2)$%3&"!3# *,) ?6"&%(# 5!**1*)&3!8# *,&(+6'3&(!# 9:# "+&=1*)&+# *)# 2&@3&**%'6nèse. Dans les cellules migrant à 

 &"+)(5!#  !# *)# "4?I3!8# *,&(+6'3&(!# 9:# !"+# "+3&5+!=!(+# !(')'6!#  )("#  !"# ) ?6"&%("# 5!**1*!-substrat 

contenant la protéine FAK activée. Nos résultats soulignent le rôle central du couple fibronectine/ 

&(+6'3&(!#9:# )("#*,&($)sivité du GBM et la résistance aux thérapies anti-EGFR.  

 

Mots clés 

Lignée cellulaire de glioblastome, intégrine, fibronectine, récepteurs aux facteurs de croissance, 

résistance aux thérapies ciblées, migration cellulaire, endocytose. 
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ABSTRACT 

Glioblastoma multiforme (GBM) is the most common primary brain tumor. Alteration of the EGFR 

pathway and high invasive potential are hallmarks of GBM. Unfortunately, trials using anti-EGFR 

therapies for the treatment of GBM reveal limited efficacy. We previously showed that 

%$!3!>43!""&%(# %2# +?!# 2&@3%(!5+&(# 3!5!4+%38# 9:;<# &(+!'3&(8# &"# )""%5&)+! #V&+?# )# 4%%3# 43%'(%"&"# 2%3#

patients and is responsible for chemoresistance to temodal. Integrins can cross-talk with growth 

factor receptors and amplified their oncogenic activity. Here, we sought to determine the potential 

3%*!#%2#9:# &(+!'3&(# &(# 3!"&"+)(5!# +%#)(+&-EGFR therapy. Using U87 GBM cell line, we first confirmed 

that fibronectin-=! &)+! # &(+!'3&(# )5+&$)+&%(# 4%+!(+&)+! # -./0# "&'()*&('A# B%""# %2# 9:# &(+!'3&(#

expression sensitized U87 cells to anti-EGFR drugs (cetuximab, gefitinib) in soft agar clonogenic assay. 

9:#!>43!""&%(#5)(#+3&''!3#3!"&"+)(5!#+%#@%+?# 31'"#%(#5!**#=&'3)+&%(A#K%#'%#213+?!38#V!# !$!*%4! #)#

new assay based on the quantification of cell evasion from tu=%3#"4?!3%& "A#9:# !4*!+&%(#&(53!)"! #

U87 cell sensitivity to gefitinib and erlotinib, 2 EGFR-selective reversible TKI, but had not effect on 

lapatinib efficacy, an irreversible TKI that target EGFR, ErbB2, ErbB3 and ErbB4. Confocal microscopy 

revealed a strong impact of gefitinib on EGFR and integrin endocytosis.  These results suggested that 

9:#!>43!""&%(#=)R#+3&''!3#3!"&"+)(5!#+%#KLM#!&+?!3#@R#)5+&$)+&('#-3@N#4)+?V)R"#%3#@R#5%(+3%**&('#-./0#

membrane trafficking. We also showed that to promote cell adhesi%(8# 9:# &(+!'3&(# "+&=1*)+! #

2&@3%(!5+&(# 2&@3&**%'!(!"&"A#W"#5!**"#=%$! #)V)R# 23%=#+?!#"4?!3%& "8#9:#@!5)=!#"+3&5+*R#!(')'! # &(#

cell-substratum adhesion sites where it recruited activated FAK. Our work highlights the pivotal role 

%2#2&@3%(!5+&(X9:;<#&(+!'3&( in invasivity of GBM and resistance to anti-EGFR drugs.  

 

 

 

Key words 

Glioblastoma cell line, integrin, fibronectin, growth factor receptors, resistance toward targeted 

therapies, cell migration, endocytosis 
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Première partie : Les tumeurs gliales 

 

1. Caractérisation des gliomes 

 

1.1. Classification générale  

Les gliomes représentent la classe de tumeur cérébrale primaire (de novo) la plus fréquente. 

!"#$%&"'()# *+,"',-("'(#-(.#/*,01(.#(.2#-+("3,%0"#6 cas pour 100 000 personnes (Zouaoui et 

al., 2014). Le rôle central du cerveau et les conséquences fonctionnelles de sa dérégulation 

expliquent la sévérité des tumeurs cérébrales primaires. Le tissu de notre système nerveux 

'("2%&*# .+&%2,'4*(# &4204%# -e différents types cellulaires : les "(4%0"(.# '0"-4,.&"2# *+,"5*46#

nerveux mais également les cellules de la névroglie constituées majoritairement 

-+&.2%0'72(.8#9(.#&.2%0'72(.#%(1:*,..("2#4"#/%&"d nombre de fonctions, parmi lesquelles un 

%;*(# -(# :%02('2,0"# -(.# "(4%0"(.)# -+&::0%2# <"(%/<2,=4()# -(# %</4*&2,0"# -(# *&# 2%&".1,..,0"#

synaptique. La gaine de myéline qui détermine le caractère saltatoire de la conduction 

nerveuse est constituée par les oligodendrocytes. Enfin, les cellules épendymaires 

permettent la circulation du liquide céphalorachidien grâce à la présence de cils mobiles au 

niveau du domaine apical. Les tumeurs gliales trouvent leurs origines dans ces trois types 

'(**4*&,%(.8# >+0%/&",.&2,0" mondiale de la santé (OMS) décline 3 classes majeures de 

gliomes : les astrocytomes, les oligodendrogliomes et les épendymomes. On discrimine les 

gliomes de bas grade (type I et II) des gliomes malins de haut grade (type III et IV) selon 

plusieurs caractéristiques histologiques (Behin et al., 2003).  ?(*0"#*&#'*&..,5,'&2,0"#-(#*+@A?)#

le grade I est attribué aux astrocytomes pilocytiques qui sont des tumeurs bégnines 

délimitées et à croissance faible. Les tumeurs de grade II sont définies comme infiltratives et 

'&%&'2<%,.<(.#:&%# *&# :%<.("'(# -(# "07&46# &27:,=4(.8#@"#:&%*(%&#-+&.2%0'7201(.# -,554.8# # >(.#

astrocytomes anaplasiques de grade III présentent une haute activité mitotique et une 

&"&:*&.,(# '(# =4,# .,/",5,(# =4(# *(# 2,..4# 2410%&*# -+0%,/,"(# .+(.2# -,55<%("',<# (2# %(..(1B*(#

C,.20*0/,=4(1("2# &4# 2,..4# -+0%,/,"(8# >&# :%0*,5<%&2,0"# 1,'%03&.'4*&,%(# (2# -(.# D0"(.# -(#

nécroses sont observées dans les gliomes de grade IV appelés glioblastome multiforme 

(GBM) (Louis et al., 2007).  
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>+<2&B*,..(1("2# -4# /%&-(# 2410%&*# (.2# 4"# 5&'2(4%# '*<# ,"5*4("E&"2# *(# 'C0,6# -(.# 2C<%&:,(.# (2#

particulièrement le recours à une radiothérapie adjuvante ou à des protocoles de 

chimiothérapies bien spécifiques.  

 

1.2. Le glioblastome : épidémiologie et diagnostic  

Le GBM est la forme la plus fréquente des gliomes IV avec une prévalence de 4/100 000 en 

France. Un étude américaine a montré que les GBM sont 1,5 fois plus communs chez 

*+C011(#=4(#'C(D#*&#5(11(#(2#2 fois plus observés dans la population blanche que dans la 

population noire (Ostrom et al., 2013).  Dans un petit sous-groupe de patients (environ 5%), 

certains syndromes héréditaires rares incluant les syndromes de Turcot et Li-Fraumeni, la 

neurofibromatose de type I ou encore la maladie de Von Hippel Lindau sont associés avec 

une augmentation du risque de développer un gliome (Farrell and Plotkin, 2007). Les autres 

cas de gliomes représentent des cas sporadiques, une histoire familiale des gliomes étant 

rarement observée.  >&#1&*,/",2<#-+4"#/*,01(#,1:*,=4(#4"#'414*#-+&*2<%&2,0".#/<"<2,=4(.#04#

de dérégulations des voies de signalisation des facteurs de croissance, résultant à la fois de 

facteurs intrinsèques et environnementaux. Cependant à ce jour, aucune étude ne fait le lien 

("2%(# *+(6:0.,2,0"# F# -(.# 5&'2(4%.# environnementaux tels que les pesticides ou les ondes 

<*('2%01&/"<2,=4(.)#(2#*+&::&%,2,0"#-+4"(#241(4%#'<%<B%&*(#(Furnari et al., 2015). 

On décrit deux sous-types de GBM : le GBM primaire est la forme la plus commune (environ 

95% des patients). 9+est un GBM qui survient de novo chez des patients âgés à son stade le 

plus agressif8# >(.# GHA# .('0"-&,%(.# :%03,(""("2# -+4"(# <30*42,0"# -(.# &.2%0'7201(.# -(# B&.#

grades et sont plutôt décrits chez des patients jeunes. Même si ces sous-types montrent des 

anomalies génétiques différentes (Figure 1), les patients ont les mêmes taux de réponse aux 

traitements standards (Alifieris and Trafalis, 2015).  

En clinique, la description de certains symptômes chez les patients permettent une première 

orientation diagnostique : maux de tête, nausée et vomissements, des changement de 

personnalité, une imprécision dans la démarche du patient, une hémiparésie ou encore des 

défauts visuels (Omuro A and DeAngelis LM, 2013).  
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>(.#1<2C0-(.#-(#-<2('2,0"#-(.#GHA#%(:0.("2#.4%#*&#-(.'%,:2,0"#-(#'(.#.71:2;1(.#(2#*+IJA#

(Imag(%,(#:&%#%<.0""&"'(#1&/"<2,=4(K##=4,#:(%1(2#-+0B.(%3(%#*(#.7.2L1(#"(%3(46#'("2%&*#-(#

manière non invasive et avec une bonne résolution de contraste. Cependant, un diagnostic 

plus :%<',.# -4# /%&-(# 2410%&*# "+(.2# :%0:0.<# =4(# .4,2(# F# *+<24-(# C,.20*0/,=4(# -(# *&# masse 

tumorale après résection chirurgicale.   

 

1.3. Traitements conventionnels des glioblastomes 

Les patients atteints de GBM ont un pronostic uniforme très sombre puisque leur espérance 

de survie dépasse rarement 12 à 15 mois. >+&%.("&*# 2C<%&:(42,=4(# .2&ndard pour chaque 

patient diagnostiqué pour un GBM comprend une ablation chirurgicale de la majorité de la 

masse tumorale suivie de chimio- et radiothérapie. Le témozolomide est un agent alkylant 

-(# *+MNO)# &-1,",.2%<# :&%# 30,(# 0%&*(# tous les jours en parallèle de la radiothérapie (5 

irradations/semaine pendant 6 semaines)8# # 9(# :%020'0*(# .+&::4,(# .4%# 4"# (..&,# '*,",=4(# -(#

phase III qui montre =4(# *+&P042#-(# 2<10D0*01,-(# &4/1("2e la survie des patients à 14,6 

mois au lieu de 12,1 mois avec la radiothérapie seule (Stupp et al., 2005).  

Un autre agent proposé en première ligne de traitement des GBM est un polymère 

B,0-</%&-&B*(# '0"2("&"2#4"#&/("2# &*Q7*&"2#-(# *+MNO)# *&# '&%14.2,"()# ,1:*&"2<#-,%('2(1("2#

dans le lit tumoral après la résection chirurgicale (Westphal et al., 2003). Pour les patients 

qui ne sont pas éligibles pour une nouvelle opération chirurgicale ou une nouvelle cure de 

radiothérapie, la participation à des essais cliniques est la meilleure option. Le Bévacizumab 

(.2#4"#&"2,'0%:.#C41&",.<#-,%,/<#'0"2%(#*(#R!G$)#4"#&'2(4%#'*<#-(#*+&"/,0/<"L.(#2410%&*(8#I*#

est fréquemment indiqué dans le traitement des récurrences tumorales. Le Bevacizumab 

permet surtout une diminution rapide -(# *+S-L1(# :<%,2410%&*# '&%# ,*# B*0=4(# *(# R!G$# =4,#

favorise la perméabilité vasculaire. Les essais cliniques ne mettent pas en évidence 

-+&1<*,0%&2,0"# "02&B*(# -(# *&# .4%3,()#1&,.# :04%# *(.# :&2,("2.# C&42(1("2# .71:201&2,=4(.)# ,*#

permet une amélioration des conditions de vie (Friedman et al., 2009).  Un récent essai 

'*,",=4(# &# 2(.2<# *+&..0',&2,0"# -4# H<3&',D41&B# et -(# *+I%,"02('&"# 'C(D# -(.# :&2,("2.# &22(,"2.#

-+4"#GHA#%<',-,3&"28#9(22(#<24-(#"+&#1,.#("#<3,-("'(#=4+4"(#5&,B*(#&1<*,0%&2,0"#-(#*&#.4%3,(#

sans progression des patients, bien en dessous cependant des espoirs =4+&3&,("2# .4.',2<#

cette combinaison de traitement (Mesti et al., 2015).  
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2. Physiopathologie des gliomes 

 

2.1. Une instabilité génétique croissante 

>&#'*&..,5,'&2,0"#-(.#241(4%.#/*,&*(.#:&%#*+@A?#:(%1(2tant -+<2&B*,%#4"(#<'C(**(#-(#1&*,/",2<#

selon des critères histologiques est indispensable mais peu précise. >+&1<*,0%&2,0"#-(#*&#:%,.(#

en charge thérapeutique des patients .+(.2# &::uyée sur une meilleure compréhension du 

profil génomique des tumeurs. Behin et ses collègues ont alors déterminé une classification 

10*<'4*&,%(# -(.# -,55<%("2.# /%&-(.# -(# /*,01(.# .(*0"# *&# .4%3("4(# -+&*2<%&2,0".# /<"<2,=4(. 

(Behin et al., 2003).  Le GBM, '&%&'2<%,.<# :&%# 4"# C&42# -(/%<# -+C<2<%0/<"<,2<#10*<'4*&,%(, 

efficacement transcrit par le terme « multiforme », a nécessité une classification encore plus 

précise. La classification génétique de Verhaak a mis en évidence différents sous-types de 

GBM (Verhaak et al., 2010). >+&"&*7.(# 2%&".'%,:201,=4( de 200 échantillons tumoraux de 

patients a mis en évidence 4 sous-types de GBM : classique, neural, pro-neural et 

1<.("'C71&2(46#B&.<.#.4%#*&#5%<=4("'(#-+<3L"(1("2.#142&2,0""(*.8 Le GBM « classique » 

(.2# -<5,",# :&%# 4"(# &1:*,5,'&2,0"# -(# *+!G$J# (2# *&# :%<.("'(# -(# .0"#142&"2# '0".2,242,3(1("2#

&'2,5#*+!G$J#3III)#(2#*&#:(%2(#-4#'C%010.01(#TU8#>(#GHA#V mésenchymal » est caractérisé par 

-(.#142&2,0".#O$T#(2#WX!O#(2# *&#:(%2(#-(# *+&1:*,5,'&2,0"#-(# *+!G$J8#>(#GHA#V pro-neural » 

est décrit par une amplification de PDGFR, et des mutations TP53 et IDH1. Enfin le GBM 

« neural » est un cas particulier car son expression génique est semblable à celles des 

échantillons de tissu cérébral sain. Les auteurs ont également mis en évidence une 

'0%%<*&2,0"#'*,",=4(#("2%(# *+Y/(#-(.#:&2,("2.#(2# *(.#-,55<%("2.# .04.-types de GBM. Ainsi, les 

patients jeunes seraient largement représentés dans les GBM « pro-neural ». Les gliomes 

diffus de grade II et les gliomes de grade III intermédiaires ont des comportements cliniques 

très variables Z# '(%2&,".# .0"2# :(4# <30*42,5.# &*0%.# =4(# -+&42%(.# :%0/%(..("2# %&:,-(1("2# ("#

GBM. Récemment, le TCGA (The Cancer Genome Atlas) a permis de classer ces gliomes de 

bas grade selon trois groupes étroitement reliés &4# .2&242# 142&2,0""(*# -+IN[T# (2# au 

pronostic des patients (Cancer Genome Atlas Research Network et al., 2015).  

On vient de le voir, la caractérisation moléculaire des gliomes est devenue de plus en plus 

précise et constitue une précieuse aide lors du diagnostic et de la prise en charge 

thérapeutique des patients. 
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Les astrocytomes de bas grade sont caractérisés par la surexpression du facteur de 

croissance dérivé des plaquettes et de son récepteur (PDGFR) (Behin et al., 2003) et une 

inactivation du gène de la protéine P53 (Okamoto et al., 2004).  Les GBM pédiatriques sont 

également caractérisés par une amplification de PDGFR (Paugh et al., 2010). Lors de 

*+<30*42,0"#des tumeurs de bas grade 3(%.#4"#.2&-(#:*4.#&3&"'<)#(**(.#&''414*("2#-+&42%(.#

142&2,0".#2(**(.#=4+4"(#-<*<2,0"#-(#WT\#(2#4"(#142&2,0"#-4#/L"(#-4#%<2,"0B*&.201(# (Behin 

et al., 2003).  

 

Figure 1: Les altérations génétiques dans la progression des gliomes (Figure adaptée de Behin et al., 2003)                                       

Les zones orange correspondent à des altérations du cycle cellulaire, les zones vertes des altérations affectant les voies de 

.,/"&*,.&2,0"#(2#*(.#D0"(.#B*(4(.#'0%%(.:0"-("2#&46#:(%2(.#-+C<2<%0D7/02,(8  

Une 142&2,0"#-(#*+("D71(#IN[-1 (isocitrate dehydrogenase) est décrite dans les gliomes de 

grades II et III (Balss et al., 2008)8# 9(22(# .4B.2,242,0"# -+&1,"0&',-(.# (.2# %(2%043<(# -L.# *(.#

premiers stades de développement des gliomes suggérant son implication dans la 

gliomagénèse (Olar and Aldape, 2014). Compilant des données provenant du TCGA, des 

chercheurs ont %<'(11("2# &"&*7.<# *(# :%05,*# /<"01,=4(# -+<'C&"2,**0".# 2410%&46# -(# ]^_#

241(4%.#-(#B&.#/%&-(.#.(*0"#*&#.<=4("'(#-+(601()# *(#"01B%(#-(#'0:,(#(2# *(.#1<2C7*&2,0". 

-(# *+MNO)# *+(6:%(..,0"# -(.# MJO# 1(..&/(%.# (2# *+(6:%(..,0"# :%02<,=4(8# >(4%.# '0"'*4.,0".#

soulignent 3 sous-/%04:(.# -(# /*,01(.# '&%&'2<%,.<.# :&%# *(4%# .2&242#142&2,0""(*# -+IN[T8# >(.#

gliomes de bas grade possédant une mutation IDH1 et une délétion 1p/19q sont de bon 

pronostic.  
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!"# %(3&"'C()# *(.# /*,01(.# -(# B&.# /%&-(# &7&"2# 4"(# 50%1(# "0"# 142<(# -+IN[T# .(1B*("2#

développer des caractéristiques cliniques similaires à celles retrouvées dans les GBM comme 

par exemple une mutation de la phosphatase PTEN (phosphatase and tensin homolog) (Yan 

et al., 2009).  Le dernier groupe comprend les gliomes de bas grade positifs pour la mutation 

IDH1 mais négatifs pour la délétion 1p/19q. Ils possèdent  une mutation du gène 

suppresseur de tumeur P53 dans 94% des cas (Cancer Genome Atlas Research Network et 

al., 2015).   

En ce qui concerne les oligodendrogliomes, les altérations génétiques caractéristiques sont 

*(.# :(%2(.# -+C<2<%0D7/02,(# .4%# *(.# 'C%010.01(.# T:# (2# T^=# =4,# &55('2("2# `U# F# aUb# -(# '(.#

tumeurs (Reifenberger and Louis, 2003)8#@"#:(42# </&*(1("2# ',2(%# *&# :(%2(#-+C<2<%0D7/02,(#

sur le chromosome 10q, présente dans 80 à 90% des GBM primaires ou secondaires (Figure 

1).  

Nous allons maintenant détailler les altérations génétiques des astrocytomes de grade IV 

décrits comme des tumeurs très instables génétiquement.  

Les GBM primaires sont majoritairement caractérisés par une amplification du facteur de 

croissance épidermique (EGFR) retrouvée chez 40% des patients (Figure 1). Une 

&1:*,5,'&2,0"# -(# *+!G$J# (.2# </&*(1("2# -<'%,2(# -&".# *(.# GHA# .('0"-&,%(.# 1&,.# (**(# (.2#

beaucoup moins fréquente. L+42,*,.&2,0"# -(# :4'(.# -+C7B%,-&2,0" génomique comparative 

(aCGH- array comparative genomic hybridization) a identifié des variations du nombre de 

copies -(# *+!G$J# (2# WNG$JM# -&".# `\_# <'C&"2,**0".# -(# GHA8# >&# '0-amplification de ces 

récepteurs a été observée dans seulement 34 échantillons au sein desquels émergent des 

sous-:0:4*&2,0".# '(**4*&,%(.# (6:%,1&"2# -(.# &1:*,5,'&2,0".# 3&%,&B*(.# -(# *+!G$J# (2# WNG$JM#

(Little et al., 2012; Szerlip et al., 2012). 9(22(#<24-(#.04*,/"(# *+C<2<%0/<"<,2<#/<"<2,=4(#-(.#

GHA8#O04.# %(3,("-%0".#("#-<2&,*.# .4%# *(.#1<'&",.1(.#-(#-<%</4*&2,0"#-(# *+!G$J#-&".# *(.#

GBM dans un prochain chapitre.   

La MGMT (O-6-methylguanine-DNA methyltransferaseK#(.2#4"#/L"(#-(#%<:&%&2,0"#-(#*+MNO#

qui retire les groupements alkyls à partir de la position O6 de la guanine. Elle peut ainsi 

diminuer les effets des agents alkylants tels que le temozolomide ou les nitrosourées. Le 

statut de méthylation du promoteur est un facteur pronostic chez les patients atteints de 

GBM.  
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En effet, la méthylation inactivatrice du promoteur de la MGMT est observée dans près de la 

moitié des GBM nouvellement diagnostiqués et elle est associée à une meilleure réponse à 

la chimiothérapie par agents alkylants et une augmentation de la survie globale des patients 

(Hegi et al., 2005).   

La délétion ou la mutation de PTEN (phosphatase and tensin homolog) sont des altérations 

2%L.# 5%<=4("2(.# %(2%043<(.# -&".# :%L.# -(# aUb# -(.# GHA# :%,1&,%(.8# >+&"&*7.(# -(.# -0""<(.#

cliniq4(.# (2# 10*<'4*&,%(.# -(# c`_# :&2,("2.# &22(,"2.# -(# GHA# d'0**('2,0"# -+<'C&"2,**0".# -4#

TCGA) relève des mutations des composants influençant la voie PI3K tel que PTEN. La 

mutation de PI3K est retrouvée chez 25,1% des patients. Cette mutation est mutuellement 

ex'*4.,3(#-(.#142&2,0".#04#-<*<2,0"#-(#WX!O8#!"#(55(2)#c^)`b#-(.#GHA#-<3(*0::("2#*+4"(#04#

*+&42%(#142&2,0"#(Brennan et al., 2013a).  

>&# 142&2,0"# -(# *+("D71e IDH-1 est également présente dans les GBM secondaires. Mais 

cette mutation est décrite dans seulement 5% des GBM primaires (Kang et al., 2009). Deux 

<24-(.#&..0',&"2#*(#.2&242#142<#-+IN[T#(2#4"(#&1<*,0%&2,0"#-(#*&#.4%3,(#/*0B&*(#-(.#:&2,("2.#

&22(,"2.# -(# GHA# :04%%&,("2# :(%1(22%(# -(# :%0:0.(%# *+("D71(# IN[-1 comme marqueur 

pronostique des gliomes de haut grade (Cheng et al., 2013; Yao et al., 2013).   

>+C<2<%0/<"<,2<#,"2%,".L=4(#-4#GHA#5&,2#%<5<%("'(#F#une diversité moléculaire, mais aussi à 

*+(6,.2("'(#-(#:0:4*&2,0".#-,.2,"'2(.#ayant les caractéristiques de cellules souches et aussi 

appelées cellules initiatrices de tumeurs (TIC- tumor initiating cells) &4# .(,"# -+4"(#1e1(#

tumeur. Ces cellules se distinguent des autres cellules de la tumeur par leur potentiel 

2410%,/<",=4(#=4(#*+0"#pourrait définir comme leur capacité à générer une tumeur originale 

après une transplantation secondaire8# >+(6,.2("'(# -(# '(**4*(.# .04'C(.# -&".# *(.# /*,01(.#

humains a été révélée par des études in vitro. Des cellules dissociées provenant de biopsies 

de gliomes de bas grade et de médulloblastomes étaient capables de former des 

"(4%0.:CL%(.# 2410%&*(.# &7&"2# 4"# :02("2,(*# -+&420%("043L*(1("2# (2# -(# -,55<%("2,&2,0"# ("#

cellules gliales et neuronales dans différentes conditions (Singh et al., 2003). Il a été 

largement démontré que cette nouvelle population de cellules de gliomes expriment 

plusieurs marqueurs de cellules souches neurales tels que CD133, une protéine des filaments 

intermédiaires, la Nestine, ou encore les facteurs de transcriptions SOX2 et BMI1 (Gangemi 

et al., 2009; Kong et al., 2008; Strojnik et al., 2007).  
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A partir de fractions cellulaires provenant de biopsies de GBM ou de lignées de cellules 

souches de GBM (CSG) implantées in vivo, des auteurs ont identifié différentes sous-

:0:4*&2,0".#-(#'(**4*(.#-(#GHA#B&.<(#.4%#*+(6:%(..,0"#-(#*+!G$J#(2#-(#différents marqueurs 

de cellules souches (SOX2, CD133, CD15) (Mazzoleni et al., 2010). Le potentiel 

tumorigénique (croissance, invasion) de ces cellules souches semble, dans cette étude, 

strictement &..0',<#F#4"(#.4%(6:%(..,0"#-(#*+!G$J8#  

 

2.2. Le caractère hautement invasif du GBM 

Le GBM est une tumeur caractérisée par une infiltration rapide des cellules tumorales dans 

le parenchyme cérébral. Les cellules néoplasiques ont la capacité de migrer sur de longues 

-,.2&"'(.#F#:&%2,%#-(#*&#241(4%#-+0%,/,"(8#f"#:&2,("2#:(42#&,".,#-<3(*0::(%#4"#"043(&4#507(%#

2410%&*#-&".#*+&42%(#C<1,.:CL%(#'<%<B%&*)#0"#:&%*(%&#&*0%.#-(#GHA#14*2,50'&*8# 

Les gliomes primaires envahissent en cellules isolées partout dans le cerveau mais ont 

tendance à infiltrer le long des vaisseaux sanguins, le long des fibres neuronales ou encore à 

proximité des pieds astrocytaires (Bellail et al., 2004). Le comportement des cellules de 

'&%',"01(.# =4,# 1<2&.2&.("2# -&".# *(# '(%3(&4# (.2# 202&*(1("2# -,55<%("28# >+,"3&.,0"# -(# '(.#

cellules est nettement plus délimitée. Les cellules se regroupent pour migrer sur de courtes 

distances (Bellail et al., 2004)8#>+<24-(#-(.#10-(.#-+,"3&.,0"#-(.#'(**4*(.#-(#GHA#(.2#5&',*,2<(#

:&%# *+42,*,.&2,0"# -+4"# 10-L*(# -+&**0/%(55(# ,"2%&'%&",&*(# -(# '(**4*(.# -(# GHA# 9\# -e rat. Les 

cellules C6 sont implantées dans des rats syngéniques et partagent les caractéristiques 

histologiques des GBM humains (Grobben et al., 2002)8# >+0B.(%3&2,0"# ex vivo par la 

microscopie biphotonique de coupes de GBM provenant de ce modèle, a permis de 

confirmer que les cellules de GBM envahissent préférentiellement le long des vaisseaux 

sanguins au front de migration et ensuite pénètrent le parenchyme cérébral à partir des 

régions péri vasculaires (Hirata et al., 2012).  
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Figure 2 : Modèle hypothétique de la progression du GBM (Figure adaptée de Hirata et al. 2012). Les cellules de GBM ont 

tendance à infiltrer le parenchyme cérébral le long des vaisseaux ou à proximité des astrocytes.  

 

?(*0"# *(# 10-(# -+,"3&.,0")# *&# 10%:C0*0/,(# '(**4*&,%(# -,55L%(8# !"# (55(2)# *(.# '(**4*(.# -(# GHA#

migrant le long des vaisseaux adoptent plutôt une forme fuselée avec un unique 

:.(4-0:0-(#=4,#.+<2("-#-&".#*&#-,%('2,0"#-4#1043(1("2 (Figure 2). En revanche, les cellules 

migrant dans le parenchyme cérébral émettent de multiples pseudopodes dans de multiples 

-,%('2,0".8# 9(.# -(46# 10-(.# -+,"3&.,0"# .(1B*("2# </&*(1("2# 10B,*,.(%# -(.# GXW&.(.# -(# *&#

famille Rho différentes (Hirata et al., 2012).  

>0%.# -(.# :%0'(..4.# -+,"3asion cellulaire, le remodelage de la matrice est une étape 

indispensable. Pour cela, les cellules de GBM expriment des enzymes dégradant la MEC.  

La fonction de ces enzymes est contrôlée par des inhibiteurs spécifiques tel que TIMP-2 

(tissue inhibitor of metalloproteinase-2) (Roy et al., 2014). Un déséquilibre dans le niveau 

-+(6:%(..,0"#-(#'(.#:%02<&.(.#5&',*,2(#*+,"3&.,0"8#N&".#*(#GHA, on distingue trois groupes de 

protéases : les protéases à sérine, les protéases à cystéine et les métalloprotéinases (MMPs) 

de la matrice (Vehlow and Cordes, 2013). Toutes les MMPs acquièrent leur potentiel à 

dégrader la matrice par clivage enzymatique de leur pro-enzyme inactive (Nakada et al., 

2003). Des MMPs particulières de type 2 et 9 (MMP-2 et MMP-^K#5&30%,.("2# *+,"3&.,0"#-(.#

cellules de GBM (Alves et al., 2011; Hagemann et al., 2012)8#>+,"C,B,2,0"#-(#*+&'2,3,2<#-(#'(.#

MMP-]#%<-4,2#*&#1,/%&2,0"#(2#*+,"3&.,0"#-(#*,/"<(.#'(**4*&,%(.#-(#GHA# in vitro (Badiga et al., 

2011) et dans des xénogreffes de gliomes humains (Kesanakurti et al., 2012).  

 

Vaisseaux 
Cellules de gliome 
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Malgré son extrême invasivité, les métastases extra-crâniales sont extrêmement rares. Un 

cas de métastase sous-'42&"<(#&#<2<#%<'(11("2#-<'%,28#>(#:&2,("2#&#-<3(*0::<#4"#S-L1(#

sous-cutané dans la région cervicale postérieure huit mois après la résection chirurgicale. 

>+(6&1("# ,114"0C,.20'C,1,=4(# -( ce deuxième foyer tumoral a révélé les mêmes 

caractéristiques que le GBM primaire  (Guo et al., 2012).  

En dépit de *+0:2,1,.&2,0"#-(.# %</,1(.#-(# 'C,1,02C<%&:,(# &-P43&"2()# *(# 2&46#de survie des 

patients atteints de GBM reste sensiblement le même depuis ces 10 dernières années. 

Compte tenu du caractère hautement invasif du GBM que nous avons décrit précédemment, 

une résection chirurgicale complète est impossible et le pool de cellules tumorales restant 

conduit fréquemment à une récurrence de la maladie. Ces récidives diminuent *+(.:<%&"'(#

de survie et limitent *(.# 0:2,0".# 2C<%&:(42,=4(.# -,.:0",B*(.8# >+<1(%/("'(# -(.# 2C<%&:,(.#

ciblées, dirigées dans la majorité des cas, contre des facteurs de croissance et leurs 

récepteurs, a apporté un souffle nouveau dans la prise en charge thérapeutique des GBM.  
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Deuxième partie : Les récepteurs aux facteurs 

de croissance épidermique ErbB1-EGFR-HER1 

 

1. Généralités  structurales  et  fonctionnelles  de   !"#$% 

 

Une des principales familles de senseurs contrôlant les fonctions cellulaires basiques sont les 

récepteurs transmembranaires possédant une activité tyrosine kinase. La famille des 

récepteurs ErbB est particulièrement étudiée et régule la croissance, la différenciation, la 

:%0/%(..,0"# -4# '7'*(# '(**4*&,%()# *+&-C<%("'()# *&# 1,/%&2,0")# *+&:0:20.(g (Citri and Yarden, 

2006). >(.#.,/*(.#!%BH#-<%,3("2#-4#"01#-(#*+0"'0/L"(#-4#3,%4.#-(#*+<%72C%0B*&.20.(#&3,&,%(#d3-

ErbA) qui partage une fort(#C010*0/,(#&3('#*+!G$J (Yamamoto et al., 1983).   

La famille des récepteurs ErbB est composée de 4 membres : EGFR/ErbB1/HER1 (human EGF 

receptor-1), ErbB2/HER2, ErbB3/HER3 et ErbB4/HER4 qui sont exprimés de manière 

ubiquitaire dans les cellules épithéliales, mésenchymateuses ou nerveuses ainsi que dans 

leurs progéniteurs cellulaires (Roskoski Jr., 2014). Ces récepteurs se dimérisent suite à la 

5,6&2,0"#-4#*,/&"-#'(#=4,#'0"-4,2#F#*+&'2,3&2,0"#-4#-01&,"(#27%0.,"(#Q,"&.(8 ErbB2 ne peut se 

lier à aucun facteur de croissance don'# *&# 50%1&2,0"# -+4"# C010-,1L%(# fonctionnel est 

difficile. Cependant, !%BH]# (.2# 4"# :&%2("&,%(# :%,3,*</,<# :04%# .+&..0',(%# &3('# *(.# &42%(.#

1(1B%(.#-(#*&#5&1,**(#!%BH#(2#*&#'01B,"&,.0"#C<2<%0-,1<%,=4(#-+!%BH]#&3('#!%BHT#(2#!%BH_#

arbore une importante activité signalétique (Pinkas-Kramarski et al., 1996). Le domaine 

27%0.,"(#Q,"&.(#-+!%BH_#est non fonctionnel '(#=4,#,"-4,2#*&#50%1&2,0"#-+4"#C010-,1L%(#=4,#

ne peut pas stimuler les voies de signalisation en aval du récepteur (Figure 3).  
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Figure 3: Structure des récepteurs ErbB (Figure adaptée de Roskoski Jr., 2014). Les récepteurs sont 

schématisés et leurs facteurs de croissance spécifiques sont indiqués. Les domaines extracellulaires sont 

'0".2,24<.#-(#=4&2%(#.(/1("2.#I#F#IR8#>(.#-01&,"(.#I#(2#III#-+[!J-2 ne fixent aucun ligand connu. Dans la région 

intracytoplasmique, le domaine kin&.(#dWhNK#-+[!J-3 est non fonctionnel. EGF: Epidermal growth Factor. EPG: 

Epigen. TGFi: Transforming Growth Factor-alpha. AR: Amphiregulin. BTC: Betacellulin. HB-EGF: heparin-binding 

epidermal growth factor. EPR: Epiregulin. Nrg-1/2/3/4: Neuregulin-1/2/3/4. 

 

1.1. Structure -(#*+!G$J 

>+!G$J#542# *(#:%(1,(%#récepteur tyrosine kinase caractérisé (Carpenter and Cohen, 1990). Il 

est situé sur le bras court du chromosome 7 (7p12). >+!G$J (.2# '01:0.<# -+4"# -01&,"(#

(62%&'(**4*&,%()#-+4"#.(/1("2#2%&".1(1B%&"&,%(#C7-%0:C0B(#(2#-+4"#-01&,"(#,"2%&'(**4*&,%(#

:0..<-&"2#*+&'2,3,2<#27%0.,"(#Q,"&.(8#>+0%/&",.&2,0"#-(#*+!G$J#"+(.2#:&.#%<(**(1("2#-,55<%("2(#

-(.# %<'(:2(4%.# F# -+&42%(.# 5&'2(urs de croissance tels que le PDGF ou les facteurs de 

croissance fibroblastique (FGF).  

- Le domaine extracellulaire %,'C(# ("# 'C&,"(.# -+0*,/0.&''C&%,-(.# est divisé en 4 

parties : les domaines I et III riches en leucine, participent à la liaison du ligand. Les domaines 

II et IV contiennent des clusters de résidus cystéine et participent à la formation de ponts 

disulfures (Figure 3). >(#-01&,"(# II# :&%2,',:(# F# *+C010-,1<%,.&2,0"#04# *+C<2<%0-,1<%,.&2,0"#

du récepteur avec les autres récepteurs de la famille ErbB (Ogiso et al., 2002).  
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- >(# -01&,"(# (62%&'(**4*&,%(# (.2# .4,3,# -+4"# .(/1("2# 2%&".1(1B%&"&,%(# -(# T^# F# ]c#

acides aminés structurés en hélice alpha. Les extrémités N-ter et C-ter de ce segment 

transmembranaire comprennent des motifs particuliers dits GG4: deux résidus glycine 

distants de 4 acides aminés (G-xxx-G) (Escher et al., 2009).  

- Le domaine intracytoplasmique (environ 550 acides aminés) est lui-même divisé en 

3 parties : le segment juxta-membranaire, le domaine protéine kinase et une queue 

carboxyterminale.  

Figure 48"9/0:1&"0;*.%#<*%#/$"0- domaine intracellulaire 0&"1;=>?@"A?#'-(&"*0*,%B&"0&"C-(*"&%"*15D"EFFGH5"A- La 

:&%2,(#,"2%&'(**4*&,%(#-(#*+!G$J#.(#-<'01:0.(#("#_#:&%2,(. : un segment juxta-membranaire, un domaine kinase 

-&".# *(=4(*# -(46# *0B(.# 50%1("2# *(# .,2(# &'2,5# -(# *,&,.0"# -(# *+MXW)# (t une queue C-terminale qui est le site 

-+&420:C0.:C0%7*&2,0"#-4# %<'(:2(4%8 B- La d,1<%,.&2,0"#-(# *+!G$J# ,"-4,2(#:&%# *&# 5,6&2,0"#-4# *,/&"- est suivie 

-+4"# :%0'(..4.# -(# 2%&".-autophosphorylation du domaine kinase du récepteur. Le monomère receveur est 

phosphorylé par le monomère activateur et réciproquement. JM-A : segment juxta-membranaire A. JM-B : 

segment juxta-membranaire B.      

 

Le segment juxta-membranaire (résidus 645 à 682) est décrit par une extrémité N-terminale 

nommée JM-A et une extrémité C-terminale nommée JM-B (Figure 4A). La délétion du 

segment JM-M# %<-4,2# *+(55,'&',2<# '&2&*72,=4(# -(# TU# 50,.# 10"2%&"2# =4+4"# .(/1("2# P462&-

membranaire complet est requis pour une activation totale du récepteur (Jura et al., 2009).  
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Par un procédé cristallographique, un autre groupe '0"5,%1(#*+,1:0%2&"'(#-4#.(/1("2#P462&-

1(1B%&"&,%(# -(# *+!G$J# en montrant que des mutations dans la région C-ter suppriment 

*+&'2,3&2,0"#-4#%<'(:2(4%#(Brewer et al., 2009). 

Le domaine kinase est formé par deux lobes qui convergent pour former une fente profonde 

où se lie *+&-<"0sine triphosphate (ATP) (Figure 4A). La structure du lobe N-terminal en 

feuillet beta assure les méca",.1(.# -(# *,&,.0"#-(# *+MXW8# >(# *obe C-terminal riche en hélice 

&*:C&#&..4%(#*(#2%&".5(%2#-(.#/%04:(1("2.#:C0.:C&2(.#-(#*+MXW#&46#:%02<,"(.#',B*(.# (Taylor 

et al., 2012a).   

La queue C-2(%1,"&*(# -4# -01&,"(# ,"2%&'720:*&.1,=4(# -(# *+!G$J# (.2# 4"(# %</,0"# %,'C(# ("#

résidus tyrosines. Les tyrosines kinases vont permettre le transfert -+4" groupement 

:C0.:C&2(# :%03("&"2# -(# *+MXW# .4%# toutes les tyrosines du domaine kinase -(# *+!G$J et 

ensuite le relargage du nucléotide diphosphate (Gajiwala, 2013). Des protéines 

cytoplasmiques viennent alors se fixer sur les tyrosines phosphorylées. Cela engendre des 

modifications conformationnelles de ces protéines conduisant F# *+&'2,3&2,0"#-(s différentes 

30,(.#-(#.,/"&*,.&2,0"#-(#*+!G$J#qui guident des réponses cellulaires spécifiques.   

1.2. Activation -(#*+!G$J 

1.2.1. Les ligands 

>(.#*,/&"-.#-(#*&#5&1,**(#-(#*+!G$#:(43("2#e2%(#'*&..<.#en trois groupes selon leur sélectivité 

pour le récepteur (Figure 3). 

- Le premier groupe comprend l+!G$)#*(#XG$i)#*+&1:C,%</4*,"(#(2#*+<:,/L"(#qui se lient 

:%<5<%("2,(**(1("2#F#*+!G$J 

- Le second groupe comprend la bétacelluline (BTC), HB-EGF (Heparin Binding EGF) et 

l+<:,%</4*,"(#d!WJK8#9(.#*,/&"-.#:0..L-("2#4"(#sélectivité de liaison pour ErbB1 et ErbB4. 

- Le troisième groupe est composé des neurégulines (NRGs) : NRG1/2 fixent ErbB3 et ErbB4 

alors que NRG3/4 sont sélectifs -+!%BH`8# 

>+<24-(#-(#*+(6:%(..,0"#-(.#*,/&"-. -(#*+!G$J#%<3L*(#4"(#50%2(#(6:%(..,0"#-(#*+!G$)#-(#*+[H-

!G$)#-(#*+&1:C,%</4*,"(#(Yotsumoto et al., 2008) (2#-(#*+<:,%</4*,"(#(Auf et al., 2013) dans les 

cellules de GBM.  
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>+!G$#C41&,"#(.2#4"#5&'2(4%#-(#'%0,..&"'(#-(#c_#&',-(.#&1,"<.#'0"2("&"2#_#:0"2.#-,.4*54%(.#

divisant la molécule en trois boucles : les boucles A et C interagissent avec les résidus du 

-01&,"(#III#-(#*+!G$J#(2#*&#B04'*(#H#,"2(%&/,2#&3('#*(.#%<.,-4.#-4#-01&,"(#I#-(#*+!G$J8#>+!G$#

est synthétisé sous forme de précurseur possédant un domaine extracellulaire, une portion 

transmembranaire et un petit segment intracellulaire. Ces précurseurs, après acheminement 

à la membrane plasmique, sont clivés par protéolyse par des membres de la famille ADAMs 

(A disintegrine and metalloproteases) (Blobel, 2005). Le processus protéolytique libère  dans 

le milieu extracellulaire des facteurs de croissance matures hydrophobes contenant une 

séquence de 6 résidus cystéine.  

1.2.2. Les mécanismes de dimérisation 

Il existe en permanence un équilibre entre les conformations actives et inactives -(#*+!G$J, 

guidé :&%#*&#:%<.("'(#04#"0"#-(#*+!G$#%(.:('2,3(1("2. Dans une conformation inactive, les 

domaines II et IV se rejoignent pour éviter que les domaines I et III ne se rapprochent et 

forment le site de liaison de ligand. Dans la conformation active ouverte, les domaines II et 

IV se déplacent loin des domaines I et III (Figure 5).  

 

Figure 5: Le ratio 2:2 du dimère EGF-EGFR : structure cristallographique des molécules  (Figure adaptée de 

Ogiso et al., 2002). N(46#10*<'4*(.#-+!G$# 50%1("2#4"#'01:*(6(#&3('#-(46#10*<'4*(.#-+!G$J8#f"(#10*<'4*(#

!G$#-4#'01:*(6(#(.2#'0*0%<(#("#3(%2#(2#*+&42%(#("#%0.(8#>(.#-01&,"(.#I)#II)#III#(2#IR#-+4"#%<'(:2(4%#.0"2#'0*0%<.#

("#P&4"()#0%&"/()#%04/(#(2#/%,.#%(.:('2,3(1("28#>(.#-01&,"(.#I)#II)#III)#(2#IR#-(#*+&42%(#%<'(:2(4%#.0"2#'0*0%<.#("#

bleu clair, violet, bleu foncé et gris respectivement. Les ponts disulfures sont montrés en jaune.  
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Il en r<.4*2(# *&# 50%1&2,0"# -+4"(# :0'C(# -(# 5,6&2,0"# pour le ligand en forme de C entre les 

domaines I et III.  Cette modification de structure démasque le bras de dimérisation 

d-01&,"(# IIK# =4,# 3&# :0430,%# .(# *,(%# &4# B%&.# -(# -,1<%,.&2,0"# -+4"# &42%(# %<'(:2(4%#

monomér,=4(#d0''4:<#:&%#4"#*,/&"-#04#*,B%(#-&".#*(#'&.#-+[!J-2) (Garrett et al., 2002; Ogiso 

et al., 2002). 

Des études cristallographiques ont confirmé des études plus anciennes indiquant que deux 

10*<'4*(.# -+!G$# 50%1("2# 4"# '01:*(6(# &3('# -(46# 10*<'4*(.# -+!G$J# .(*0"# 4"# %&2,0# ]Z]#

(Figure 5) (Lemmon et al., 1997; Ogiso et al., 2002)8# !"# &B.("'(# -(# *,/&"-)# *+<=4,*,B%(# .(#

-<:*&'(#("#5&3(4%#-+4"(#'0"50%1&2,0"#5(%1<(8#>&#*,&,.0"#-4 ligand stabilise la conformation 

043(%2(#-4#%<'(:2(4%#(2#:(%1(2#*+&''414*&2,0"#-+C010- 04#-+C<2<%0-,1L%(.#&'2,5.#(Dawson 

et al., 2005)8#>&#'&:&',2<#-(.#*,/&"-.#!%BH#F#,"-4,%(#*&#50%1&2,0"#-+C010- (2#-+C<2<%0-,1L%(.#

élargit le potentiel signalétique des récepteurs. Nous ne rentrerons pas dans les détails ici 

mais des complexes entre les différents membres de la famille ErbB ont été identifiés dans le 

développement normal et dans les pathologies cancéreuses (Gullick, 2001; Olayioye et al., 

2000). 

La dimérisation induit le rapprochement des domaines kinases dans une orientation 

&.71<2%,=4(8# 9(*&# -<'*("'C(# 4"# :%0'(..4.# -+&420:C0.:C0%7*&2,0"# %<',:%0=4(# -+4"#

10"01L%(# :&%# *&# Q,"&.(# -(# *+&42%(# 10"01L%(# (Figure 4B)8# >(# *0B(# 9# -+4"# 10"01L%(#

&'2,3&2(4%# ,"2(%&/,2# &3('# *(# *0B(# O# -+4"# 10"01L%(# %('(3(4%# '(# =4,# '0"-4,2# F# *&#

phosphorylation de la queue C-terminale du monomère activateur (Y992, Y1045, Y1068, 

Y1148 et Y1173) (Zhang et al., 2006). Les résidus tyrosine phosphorylés servent de sites 

-+&"'%&/(# &4# %('%42(1("2# -(# :%02<,"(.# &-&:2&2%,'(.# '0"2("&"2# *(.# -01&,"(.# ?[]# d?%'#

homology 2) et PTB (phosphotyrosine binding) (Jones et al., 2006). La formation de complexe 

-(# .,/"&*,.&2,0"# ("2%&j"(# *+,",2,&2,0"# -(# :*4.,(4%.# 30,(.# -(# .,/"&*,.&2,0"# ("# &3&* qui vont 

réguler de multiples réponses cellulaires.    

 

1.2.3. Les voies de  !"#$%! $&!'#($)&!*+, (-$.(%/0123 dans le glioblastome 

La signalisation cellulaire médiée par les récepteurs tyrosine kinase est étroitement 

impliquée dans la progression tumorale et un grand nombre de protéines clés régulant ces 

voies de signalisation sont devenues des cibles thérapeutiques.  
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>&# "&24%(# -(.# 1<-,&2(4%.# .(# *,&"2# &46# .,2(.# -+autophosphorylation -(# *+!G$J# -<5,",..("2#

*+&'2,3&2,0"#-(.# 30,(.#-(# .,/"&*,.&2,0" Ras/Raf/MAPK (Mitogen-activated protein kinase) ou 

PI3K/Akt (phosphatidylinositol-3 kinase), ou encore des facteurs de transcription comme les 

protéines STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription) (Citri and Yarden, 2006). 

Ce sont les trois voies essentielles qui contrôlent la progression du GBM en régulant la 

survie, la croissance, la prolifération et la migration cellulaire (Figure 6).  

 

Figure 6: Schématisation des 3 principales voies de signalisation 0&"1;=>?@ dans le glioblastome. Les protéines 

des voies de signalisation PI3K/Akt et STAT stimulent la croissance cellulaire et la survie. La voie Ras/MAPK 

stimule également la division cellulaire mais permet aussi aux cellules de migrer.  

 

- >&#30,(#AMWh Z 

GJH]#(.2#4"(#-(.#:%02<,"(.#&-&:2&2%,'(.#-(#*+!G$J#*&#1,(46#'&%&'2<%,.<(#A?#'-(&"IH8#N&".#-(.#

10-L*(.# -(# 6<"0/%(55(.# -(# '&"'(%.# :4*10"&,%(.# -<%,3<.# -(# :&2,("2.)# 4"(# <24-(# -<'%,2#

*+&"&*7.(#-(# *&# 50%1&2,0"#-4# '01:*(6(#!G$JkGJH]#:&%# *&# 2('C",=4(#W>M# d:%06,1,27# *,/&2,0"#

&..&7K#d?1,2C#(2#&*8)#]UTcK8#>(#2&46#-(#50%1&2,0"#-4#'01:*(6(#.(1B*(#%(*,<#F#4"(#%<-4'2,0"#-(#

*&# 2&,**(# -(# *&# 241(4%# 'C(D# *(.# .04%,.# 2%&,2<(.# &3('# 4"# &"2,-!G$J# d'(246,1&BK# (2# F# 4"(#

&1<*,0%&2,0"#-(#*&#.4%3,(#-&".#-(.#B,0:.,(.#-(#:&2,("2.8# 
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>&# '0%%<*&2,0"# -<'%,2(# ("2%(# *+(6:%(..,0"# -4# '01:*(6(# (2# 4"(# 1(,**(4%(# %<:0".(# &46#

2%&,2(1("2.#&"2,-!G$J#&::&%&j2#2042(50,.#,1:&%5&,2(8# 

GRB2 :(42# ,"2(%&/,%# &3('# *+!G$J# .0,2# -,%('2(1("2, so,2# :&%# *+,"2(%1<-,&,%(# -+4"(# &42%(#

protéine adaptatrice SHC (contenant un domaine SH2 et un domaine ayant une affinité pour 

les séquences peptidiques PTB) (Lowenstein et al., 1992). GRB2 se trouvera ensuite associée 

avec la protéine SOS. Le complexe SHC-GRB2-SOS ainsi formé permet à SOS de catalyser 

*+<'C&"/(#("2%(#*&#50%1(#inactive de Ras (liée au GDP) et la forme active de Ras (liée au GTP). 

?+("# .4,2# *+&'2,3&2,0"# -(# *&# 30,(# -(.# AMW# Q,"&.(s qui contient 3 types de kinases 

séquentielles. La sérine-thréonine protéine kinase Raf (MAP kinase kinase kinase) est activée 

par la protéine Ras. Raf activée, phosphoryle à son tour les MAP kinase kinases nommées 

MEK1 et MEK2 (mitogen-activated extracellular signal   regulated kinase) sur deux résidus 

sérine différents (S218 et S222) (Roskoski, 2012). MEK est une protéine kinase bivalente qui 

active les MAP kinases ERK1 et ERK2 en y phosphorylant aussi bien des résidus thréonine 

que tyrosine. Cette spécificité confère à '(22(#Q,"&.(#4"# %;*(# '("2%&*#-&".# *+,"2</%&2,0"#-(.#

signaux dans la voie des MAPK (Sebolt-Leopold, 2000). Les kinases ERK phosphorylent 

plusieurs cibles parmi lesquelle.# -+&42%(.# :%02<,"(.# Q,"&.(.# telles que les protéines RSK 

(90kDa ribosomal S6 kinase) (Romeo et al., 2012) et certains facteurs de transcription 

impliqués dans le cycle cellulaire tel que Fos.  

Cette c&.'&-(# -+<3L"(1("2s induit non seulement la migration cellulaire mais impacte 

-+&42%(.# :%0'(..4.# '(**4*&,%(s ou physiopathologiques incluant la différenciation, la 

prolifération, *+&:0:20.(#04#*+&"/,0/("L.(. >+,"C,B,2,0"#-(#*&#30,(#-(.#AMWh#:04%%&,2#e2%(#4n 

bon moyen de contrecarrer la dérégulation de ces processus cellulaires dans les cancers. A 

2,2%(# -+(6(1:*()# *+42,*,.&2,0"# -+4"# ,"C,B,2(4%# -(# *&# AMWh# :_a# d4"# -<%,3<# B("D,1,-&D0*()# *(#

LY2228820) dans plusieurs modèles de xénogreffes de tumeurs solides incluant les gliomes, 

montre une inhibition significative de la croissance tumorale (Campbell et al., 2014).   

- >&#30,(#WI_h Z 

>&#Q,"&.(#WI_h#(.2#4"#-,1L%(#'01:0.<#-+4"(#.04.-4",2<#%</4*&2%,'(#:ac)#(2#-+4"(#.04.-4",2<#

'&2&*72,=4(# :TTU8# >&# .2,14*&2,0"# -(# *+!G$J# :&%# *+!G$# -&".# -(.# '(**4*(.# -(# GHA# ,"-4,2#

*+&'2,3&2,0"#-(#*&#WI_h#:&%#*,&,.0"#-,%('2#-(#*&#:C0.:C&2&.(#?[W-]#d3,&#.(.#-(46#-01&,"(.#?[]K#

F#*&#.04.-4",2<#:ac#dl4#(2#&*8)#]UUTK8# 
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>0%.=4+(**(# (.2# &'2,3<()# *&# WI_h# '&2&*7.(# *&# :C0.:C0%7*&2,0"# -(.# ,"0.,20*.# :C0.:C0*,:,-(.# (2#

/<"L%(# -(.# *,:,-(.# 1(1B%&"&,%(.# -,-:C0.:C&2(.# &::(*<.# WId_)`KW]# 04# 2%,-:C0.:C&2(.#

WId_)`)cKW_# A?#'-(&" IH8# >(# WId_)`KW]# (2# WId_)`)cKW_# .(%3("2# -(# .,2(# -+&%%,1&/(# F# *&#

.<%,"(k2C%<0","(# Q,"&.(# MQ2# =4,# (.2# &*0%.# :C0.:C0%7*<(# d(2# &'2,3<(K# :&%# *&# WNhT#

d:C0.:C&2,-7*,"0.,20*# _--(:("-("2# Q,"&.(# TK8# 9(.# *,:,-(.# %(.2("2# F# *&#1(1B%&"(# :*&.1,=4(#

P4.=4+F#'(#=4+,*.#.0,("2#-<:C0.:C0%7*<.#:&%#-(.#:C0.:C&2&.(.#.:<',5,=4(.#2(**(#=4(#WX!O8#MQ2#

(.2#4"#:%020-0"'0/L"(#=4,#&#-(#"01B%(4.(.#',B*(.#("#&3&*#-0"2# *&#.<%,"(k2C%<0","(#Q,"&.(#

1X@J#d1&11&*,&"#2&%/(2#05#%&:&17',"K#dH%0m"#(2#&*8)#T^^`K8## 

>(.#%</4*&2(4%.#-(#*&#30,(#-(#.,/"&*,.&2,0"#<1&"&"2#-(#WI_h#<2&"2#5%<=4(11("2#142<.#-&".#

*(.#GHA)#-(.#<24-(.#:%<-'*,",=4(.#.4//L%("2#=4(#*+,"C,B,2,0"#-(#'(22(#30,(#:04%%&,2#&30,%#4"#

:02("2,(*#2C<%&:(42,=4(8#O04.#"(#-<2&,**(%0".#:&.#,',#*(.#-,55<%("2.#,"C,B,2(4%.#.:<',5,=4(.#-(#

*&#WI_h#=4,#.(1B*("2#.(".,B,*,.(%# *(.#'(**4*(.#-(#GHA#F#*&#'C,1,02C<%&:,(#:&%#2(10D0*01,-(#

d%<.41<.# -&".# *&# %(34( l,'Q# (2# &*8)# ]UTTK!# >&# %&:&17',"()# &"2,B,02,=4(# ,",2,&*(1("2# 42,*,.<#

-&".# *(# 2%&,2(1("2# &"2,-%(P(2# -(.# /%(55(.)# :0..L-(# -(.# :%0:%,<2<.# &"2,-2410%&*(.# :&%# .0"#

&'2,0"# ,"C,B,2%,'(# -(# *&# :%02<,"(#1X@J8# N(# "01B%(46# &"&*0/4(.# -(# *&# %&:&17',"(# .(# .0"2#

-(:4,.# -<3(*0::<.8#N&".# -(.#10-L*(.# !#( *!&.'# (2# !#( *!*'# -(#GHA)# 4"#"043(*# ,"C,B,2(4%# -(#

1X@J#&#10"2%<#.0"#(55,'&',2<)#("#.7"(%/,(#&3('#*(#2(10D0*01,-()#F# ,"C,B(%# *&#'%0,..&"'(#(2#

*+,"3&.,0"# '(**4*&,%(# (2# %<-4,%(# *(# 30*41(# 2410%&*# (2# &,".,# &1<*,0%(%# *&# .4%3,(# -(# .04%,.#

6<"0/%(55<(.#dn4#(2#&*8)#]UTcK8## 

 

- >&#30,(#?XMX Z 

>(.#:%02<,"(.#?XMX#d.,/"&*# 2%&".-4'(%.#&"-#&'2,3&20%.#05#2%&".'%,:2,0"K# .0"2#&'2,3<(.#:&%#-(.#

5&'2(4%.# .0*4B*(.# 2(*.#=4(# *(.# '720Q,"(.#1&,.# </&*(1("2#:&%# *(.# %<'(:2(4%.# &46# 5&'2(4%.#-(#

'%0,..&"'(#,"'*4&"2#*+!G$J#A?#'-(&"IH8#?XMX_#,"2(%&/,2#:C7.,=4(1("2#&3('#*+!G$J#F#*&#50,.#-&".#

*(#'720:*&.1(#(2#-&".#*(#"07&4#d?C&0#(2#&*8)#]UU_K8#N&".#*(#'720:*&.1()# *(#-01&,"(#?[]#-(#

?XMX_#,"2(%&/,2#&3('#*(.#27%0.,"(.#TU\a#(2#TUa\#-(#*+!G$J#'0"-4,.&"2#F#*+&'2,3&2,0"#-(#?XMX_#

.4%# *(.# %<.,-4.# X7%oUc# (2# ?(%o]o# :&%# *+,"2(%1<-,&,%(# -(.# :%02<,"(.# 27%0.,"(.# Q,"&.(.# -(# *&#

5&1,**(#-(#pMh#dp&"4.#Q,"&.(K#d9&*q#(2#&*8)#]UU_K8# 
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>&#:C0.:C0%7*&2,0"#-(.#:%02<,"(.#?XMX#("'*("'C(#*(4%#-,1<%,.&2,0"#(2#*(4%#2%&".*0'&2,0"#-&".#

*(# "07&4# 04# # (**(.# &'2,3(%0"2# *&# 2%&".'%,:2,0"# -(# *(4%.# /L"(.# ',B*(.# ,1:*,=4<.# -&".# *&#

:%0*,5<%&2,0")# *&#-,55<%("',&2,0"#(2# *+&:0:20.(# d[0%3&2C)#]UUUK8   !"#$%&'"# ($)"!%"#*#+,!%($#

-./+0,(%*!)"#'.&!# /!1/2/%"&(#'"#34546#'*!7# -./!'&)%/,!#'"# -*#+,(%#0*(#*0,0%,7"#'"7# -/8!$"7#

)"--&-*/("7#'"#9:; <;&=%1*>*(*+#"%#*-?@#ABCDE!  

 

1.3. Trafic intracellulaire '"#-.F9GH 

I*(+/# -"7# !,+2("&J# +$)*!/7+"7# ($8&-*!%# -.*)%/>/%$# '"# -.F9GH@# -."!',)K%,7"# du récepteur 

constitue un régulateur important de la signalisation du récepteur. Elle peut être divisée en 

'"&J#$%*0"7?#L./!/%/*%/,!#'"#-./!%"(!*-/7*%/,!#"7%#-*#%(*!7-,)*%/,!#'"7#($)"0%"&(7#'"#-*#7&(M*)"#

cellulaire dans des compartiments intracellulaires. Cette étape contrôle le nombre de 

($)"0%"&(7#N#-*#7&(M*)"#'"#-*#)"--&-"?#L,(7#'.&!"#'"&J/O+"#$%*0"@#-"7#($)"0%"&(7#7,!%#%(/$7#N#

travers un système complexe de vésicules intracellulaires appelées endosomes. Ces 

différents compartiments favoriseront le recyclage ou la dégradation des récepteurs (Citri 

and Yarden, 2006). I-&7/"&(7# >,/"7# './!%"(!*-/7*%/,!# '"# -.F9GH# ,!%# $%$# '$)(/%"7?#

L./!%"(!*-/7*%/,!# +$'/$"# 0*(# -*# )-*%1(/!"# "7%# -"# +$)*!/7+"# +*P"&(# '"# -.$%*0"# /!/%/*-"#

'./!%"(!*lisation (Vieira et al., 1996) mais &!"# 7"),!'"# >,/"# 7.*00&K*!%# 7&(# -"7# )*>$,-"7# *#

également été décrite (Orlichenko et al., 2006; Sigismund et al., 2005).   

Une dérégu-*%/,!# '&# %(*M/)# /!%(*)"--&-*/("# '"# -.F9GH# P,&"# &!# (Q-"# /+0,(%*!%# '*!7#

-.,!),8$!O7"?# !#'$M*&%#'"#-."!',)K%,7"#'"#-.F9GH#"!%(*R!"#&!"#'/+/!&%/,!#'&#($%(,),!%(Q-"#

négatif associé à une augmentation de la signalisation pouvant conduire au développement 

du cancer (Tomas et al., 2014)?#  !# "J"+0-"# '"# -./+0,(%*!)"# '&# %(*M/)# '"# -.F9GH# '*!7# -*#

%&+,(/8$!O7"#/+0-/S&"#-./!%"(*)%/,!#"!%("# -*#01,701*%*7"#I4FT#"%#3IHY2 (sprouty homolog 

2, un régulateur négatif des récepteurs tyrosines kinases) dans des modèles in vitro et in vivo 

de cancer prostatique. Une diminution de -."J0("77/,!# '"# SPRY2 stimule la voie PI3K/Akt 

conduisant à une augmentation de la prolifération et '"# -./!>*7/,!# )"--&-*/("# par 

*&8+"!%*%/,!# '"# -./!%"(!*-/7*%/,!# '"# -.F9GH# "%# UFH-2 (Gao et al., 2012).   Très peu de 

0&2-/)*%/,!7#'$)(/>"!%#N#)"#P,&(#-./+0-/)*%/,!#'&#%(*M/)#'"#-.F9GH#'*!7#-*#8-/,+*8$!O7"?# 
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1.3.1. Endocytose clathrine-dépendante 

3&/%"# N# -*# M/J*%/,!#'"# 7,!# -/8*!'#"%# -.*)%/>*%/,!#'"# 7,!#',+*/!"# %K(,7/!"#=/!*7"@# -.F9GH#"7%#

ubiquitinylé (Madshus and Stang, 2009)?# L."!',)K%,7"# )-*%1(/!"-dépendante est contrôlée 

0*(# -.&2/S&/%/!K-*%/,!# '&# ($)"0%"&(# M*/7*!%# /!%"(>"!/(# -*# 0(,%$/ne E3 ubiquitine ligase Cbl 

(Casitas B lineage lymphoma) (Figure 7). Trois homologues de la protéine Cbl ont été décrits 

dans les cellules de mammifères : c-Cbl, Cbl-b et Cbl-c.  

 

Figure 7:  !"#$%&"'%("!)*+!,%&"%& $'-./0 clathrine-dépendante (Figure adaptée de Goh and Sorkin, 2013). 

L.*''/%/,!#'&#-/8*!'#F9G#0(,>,S&"#-*#'/+$(/7*%/,!#'&#($)"0%"&(#"%# -.*)%/>*%/,!#'&#',+*/!"#=/!*7"?#L.F9GH#"7%#

alors phosphorylé sur plusieurs résidus tyrosine. Certaines tyrosines phosphorylées interagissent directement 

avec la ligase E3 c-V2-?# V2-# (")(&%"# *-,(7# &!"# FA# # S&/# 0"(+"%# -.&2/S&/%/!K-*%/,!# '"# -.F9GH?# L"7# 0(,%$/!"7# N#

',+*/!"7#  :W# 0"(+"%%"!%# -"# (")(&%"+"!%# '"# -.F9GH# '*!7# -"7# 0&/%7# /!>*8/!$7# ("),&>"(%7# '"# )-*%1(/!"?#  2 : 

ubiquitinylation. E3 : ubiquitine-ligase Cbl. UBD : ubiquitin-binding domain. AP-2 : clathrin adaptator protein 

complex 2).    

 

La protéine ligase c-Cbl possède un domaine SH2 qui lui permet de se lier au domaine 

%K(,7/!"#=/!*7"#'"#-.F9GH?#W"7#*&%"&(7#,!%#+,!%($#S&"#-*#0"(%"#'."J0("7sion de c-Cbl inhibait 

-.&2/S&/%/!K-*%/,!# "%# -./!%"(!*-/7*%/,!# )-*%1(/!"-'$0"!'*!%"# '"# -.F9GH# "!# 0($>"!*!%# 7*#

localisation dans les puits recouverts de clathrine (Bertelsen et al., 2011). Cette liaison de Cbl 

N#-.F9GH#0"&%#X%("#("!M,()$"#0*(#-.*'*0%*%"&(#9(2A#<9(,Y%1#M*)%,r receptor-bound protein 2) 

S&/# /!%"(*8/%# *>")# '"&J# %K(,7/!"7# '"# -.EGFR : Tyr1068 et Tyr 1086 (Figure 7) (Jiang et al., 

2003).  
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L,(7S&.&!# ),+0-"J"# F9GH-Cbl stable est formé, les tyrosines =/!*7"7# '"# -.F9GH#

01,701,(K-"!%#-*#0(,%$/!"#V2-#)"#S&/#"!%(*R!"#-"#(")(&%"+"!%#'.&!"#+,-$)&-"#FA#)1*(8$"#"!#

ubiquitine (Levkowitz et al., 1999). La molécule E2 transfère alors le polypeptide ubiquitine 

7&(#-"7#($7/'&7#-K7/!"7#'"#-.F9GH?#W"7#0(,%$/!"7#*'*0%*%(/)"7#),!%"!*!%#&!#',+*/!"#'"#-/*/7,!#

N# -.&2/S&/%/!"#<&2/S&/%/!"-binding domain UBD) permettent de lier le récepteur ubiquitinylé 

*&J#+,-$)&-"7#'"#)-*%1(/!"#),!'&/7*!%#*/!7/#-.F9GH#'*!7#-"7#0&/%7#'."!docytose recouvert de 

clathrine (Goh and Sorkin, 2013). Chaque sous-unité de clathrine est composée de trois 

grosses chaines polypeptidiques et de trois petites qui forment une structure particulière à 

trois bras appelé triskélion (Figure 7)?# !"#0(,%$/!"@#-.*'*0%/!"@#"7%#!$)"77*/("#0,&(#("-/"(#-"#

réseau de clathrines à la face interne de la membrane plasmique.  

Des études utilisant la microscopie TIRF (total internal reflexion fluorescence) ont étudié la 

'K!*+/S&"#+"+2(*!*/("#'"#-.F9GH#7&(#'"7#)"--&-"7#>/>*!%"7?#L"7#)-&7%"(7#'.F9GH#*)%/M7#7,!%#

localisés dans des réseaux de clathrines préformés à la surface de la cellule. Le complexe 

protéique AP2 (clathrin adaptator protein complex 2), composé des protéines adaptines, 

/!%"(>/"!%# "!7&/%"# '*!7# -./!>*8/!*%/,!# '"# )"7# ',+*/!"7#+"+2(*!*/("7# (/)1"7# "!# )-*%1(/!"7#

(Rappoport and Simon, 2009)?# L*# >$7/)&-"# '."!',)K%,7"# */!7/# )($"@# "7%# -/2$($"# '"# -*#

membrane et le manteau de clathrine est rapidement éliminé.  

 

1.3.2. Endocytose clathrine-indépendante 

Des étu'"7#,!%#+,!%($#S&"#-.F9GH#7&/>*/%#'"7#(,&%"7#'./!%"(!*-/7*%/,!#'/MM$("!%"7#7&/>*!% la 

concentration en ligand disponible. En effet, -,(7S&"# -.F9GH# "7%# 7%/+&-$# 0*(# des 

concentrations physiologiques '.F9G@ il se localise préférentiellement dans des invaginations 

recouvertes de clathrine. Lorsque la concentration en ligand est importante, la voie 

'."!',)K%,7"# '$0"!'*!%"# '"7# )-*%1(/!"7# "7%# 7*%&($"# "%# -.F9GH# "7%# /!%"(!*-/7$# 0*(# '.*&%("7#

mécanismes indépendants des clathrines. Dans ce cas, -.F9GH# co-localise avec la cavéoline-1, 

protéine structurale majeure des radeaux lipidiques (riches en cholestérol et 

glycosphingolipides) formant les cavéoles (Sigismund et al., 2005).  

Dans ce cas ce n."7%#0*7#-"#+*!%"*&#'"#0(,%$/!"7#S&/#0"(+"%#-./!>*8/!*%/,!#'"#-*#+"+2(*!"#

mais la composition lipidique de la membrane de la cavéole.  
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Cependant, une étude a mis en évidence que même en présence de fortes concentrations en 

F9G@#-."!',)K%,7"#'"#-.F9GH#$%*/% inhibée dans un modèle de cellules Hela ne possédant pas 

les molécules de clathrines (Kazazic et al., 2006). Cela suggère que de fortes concentrations 

"!#F9G#!./!'&/7"!%#0*7#,2-/8*%,/("+"!%#&!"#"!',)K%,7"#'"# -.F9GH#+,2/-/7*!%# -"7# )*>$,-"7. 

L."!',)K%,7"# '"# -.F9GH# >/*# &!# 01$!,+O!"# '$0"!'*!%# '"7# )-*%1(/!"7# '"+"&("# ',!)# -"#

+$)*!/7+"#'./!%"(!*-/7*%/,!#0($',+/!*!%#'"#-.F9GH#*)%/>$#0*(#7,!#-/8*!'?## 

La nature du ligand qui stim&-"# -.F9GH# 7"+2-"# *&77/# /+0,(%*!%# '*!7# -*# ($8&-*%/,!# '"7#

+$)*!/7+"7#'."!',)K%,7"#'&#($)"0%"&(?#F!#"MM"%@#-.*)%/>*%/,!#'"#-.F9GH#0*(#-.F9G#"%#-"#49GZ#

/!'&/%#&!"#"!',)K%,7"#'"# -.F9GH#'$0"!'*!%"#'"7#)-*%1(/!"7?#F!#(">*!)1"@# -./!1/2/%/,!#'"# -*#

clathrine ne réd&/%#S&."!#0*(%/"#-."!',)K%,7"#'"#-.F9GH#*0(O7#7%/+&-*%/,!#*>")#U:-EGF. Cela 

suggère que HB-F9G#7%/+&-"#'"7#+$)*!/7+"7#'."!',)K%,7"#N#-*#M,/7#)-*%1(/!"#'$0"!'*!%7#"%#

indépendants (Henriksen et al., 2013).  

 

1.3.3. Devenir des récepteurs internalisés : recyclage ou dégradation 

Suite à son internalisation par endocytose clathrine-'$0"!'*!%"@#-.F9GH#"7%#%(*!70,(%$#'*!7#

des endosomes précoces. Des protéines cargos ,(/"!%*!%#-.F9GH#vers une dégradation dans 

les lysosomes ou un recyclage à la membrane, se regroupent à proximité des sites de 

formation des invaginations membranaires. Les endosomes précoces semblent orienter un 

(")K)-*8"#+"+2(*!*/("#'"#-.F9GH (Figure 8)?#F!#(">*!)1"@#-,(7S&"#-.F9GH#"7%#transporté dans 

des endosomes tardifs par la machinerie ESCRT (endosomal sorting complex required for 

transport), il est engagé dans une voie de dégradation lysosomale (Roepstorff et al., 2008). 

Une protéine régulatrice des récepteurs de la famille HER, Mig-6 (mitogen-inducible gene-6), 

7"(*/%# /+0-/S&$"# '*!7# -"# %(*M/)# '"# -.F9GH# '*!7# '"7# -/8!$"7# )"--&-*/("7# '"# 9:;# (Ying et al., 

2010). En effet, Mig-6 supprimerait le potentiel malin des cellules de GBM (réduction de la 

0(,-/M$(*%/,!@#'"#-*#7&(>/"#)-,!,8$!/S&"#"%#'"#-./!>*7/,!E#"!#M*>,(/7*!%#-.,(/"!%*%/,!#'"#-.F9GH#

dans les compartiments lysosomaux et donc sa dégradation.  
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Une étude récente a montré que la régulation du pH endosomal modifiait le potentiel 

,!),8$!/S&"# '"# -.F9GH# '*!7# -"# 9:;?# TUF[# "7%# &!# $)1*!8"&(# T*\]U\# ',!%# -"# 8*/!# '"#

M,!)%/,!#>*#*-=*-K!/7"(#-."!',7,+"#+*/7#',!%#-*#0"(%"#'"#M,!)%/,! va au contraire acidifier les 

vésicules intracellulaires. Dans les cellules de GBM, NHE9 est exprimé en excès. Cela limite 

-.*)/'/M/)*%/,!# '"7# "!',7,+"7# M*>,(/7*!%# -"# (")K)-*8"# +"+2(*!*/("# '"# -.F9GH# "%# */!7/# -*#

0"(7/7%*!)"#'"# -.*)%/>*%/,!# '"7# >,/"7# '"# 7/8nalisation régulant la croissance et la migration 

tumorale (Kondapalli et al., 2015).  

 

Figure 8: Internalisation et tri endosom1$&"%& $'-./0& 2/3456%&1"17+8%&"%&0!%7,+!699& %+& 1$:;& <==>?:&Après son 

*)%/>*%/,!# 0*(# -.F9G@# -.F9GH# <>"(%E# "7%# %(*!70,(%$# '*!7# '"s puits recouverts de clathrine à la membrane 

0-*7+/S&"# 0&/7# /!%"(!*-/7$?# 50(O7# 7,!# %(*!70,(%# '*!7# -"7# "!',7,+"7# 0($),)"7@# -.F9GH# peut être recyclé à la 

membrane plasmique ou incorporé dans des vésicules au sein des endosomes précoces. Les endosomes 

précoces vont maturer en endosomes tardifs 7,&7# -./+pulsion de la machinerie ESCRT (endosomal sorting 

complex required for transport - ESCRT 0, I, II et III) "%#-.F9GH#0,&((*#X%("#'$8(*dé dans les lysosomes.  

I&/%7#%*0/77$#'"#)-*%1(/!" 

F!',7,+"#0($),)" 

F!',7,+"#%*('/M 

LK7,7,+" 

EGFR 

^$7/)&-"#'"#(")K)-*8" 
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L"7# '/MM$("!%7# -/8*!'7# '"# -.F9GH# 7"+2-"!%# $8*-"+"!%# /!M-&"!)"(# -"# devenir du récepteur 

internalisé. 5-,(7# S&"# -.F9G# ,(/"!%"# -"# ($)"0%"&(# >"(7# &!"# >,/"# '"# '$8(*'*%/,!@# -"# 49GZ#

permet le recyclage du récepteur (Longva et al., 2002). Le pH endosomal est critique pour 

-.*'("77*8"#'"#-.F9GH#'*!7#-"7#'/MM$("!%7#%K0"7#'"#vésicules intracellulaires. L.F9G#-/$#N#-.F9GH#

est relativement stable à de faibles 0U#'*!7#-"7#"!',7,+"7?#F!#(">*!)1"#-"#49GZ#7"#'/77,)/"#

(*0/'"+"!%#'"#-.F9GH#'*!7#-"7#"!',7,+"7#)"#S&/#),!'&/%#N#&!"#'$01,701,(K-*%/,!@#&!"#'$-

ubiquitinylation du récepteur et ainsi un recyclage à la surface cellulaire.   

 

2.  !"#$%&'()"$!"#*!#*%+%,-.'/)0(#*!#.12345#*'("#.!#,.)06.'"/0$! 

 

Le potentiel oncogénique des récepteurs ErbB et de leurs ligands dans les carcinomes 

humains a $%$#),!M/(+$#'*!7#&!#8(*!'#!,+2("#'.$%&'"s qui ont montré une surexpression 

de ces protéines dans la majorité des %&+"&(7#7,-/'"7?#L."J0("77/,!#'"#-.F9GH#"%#F(2:-3 a été 

décrite comme dérégulée chez 50 à 70% des patients ayant un gliome, un carcinome 

mammaire, pulmonaire ou du colon. L"#(Q-"#'"#-.F9GR dans la progression maligne du GBM 

et son effet sur la survie des patients a été largement discuté. La surexpression des 

récepteurs ErbB-2 et ErbB-4 est généralement restreinte aux carcinomes mammaires 

(Normanno et al., 2006).  

L"#7$S&"!_*8"#'"#-."J,+"#"%#-.*!*-K7"#'&#!,+2("#'"#),0/"7#'"#-.5WT#'"#ADC#9:;#0(,>"!*!%#

'&# 4V95# <41"# V*!)"(# 9"!,+"# 5%-*7E# *# 0"(+/7# '"# +,!%("(# S&"# -.F9GH# $%*/%# -"# ($)"0%"&(#

tyrosine kinase le plus altéré (en terme '.*+0-/M/)*%/,! et de mutations) dans le GBM (57.4% 

des cas) alors que PDGFRA et MET ne sont altérés que chez 13.1 et 1.6% des patients 

respectivement (Brennan et al., 2013b). L.*+0-/M/)*%/,!#"%# -"7#+&%*%/,!7#'"#-.F9GH#7,!%#'"7#

événements qui interviennent tardivement dans la tumorigénèse du GBM (Del Vecchio et al., 

2013).  
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2.1. A+0-/M/)*%/,!#'&#8O!"#'"#-.F9GH  

L.*+0-/M/)*%/,!# 8$!/S&"#),(("70,!'#N#&!"#*&8+"!%*%/,!#'&#!,+2("#'"#),0/"s du gène de 

-.F9GH#(Figure 9B). Les copies surnuméraires se trouvent alors soit sous forme intégrée dans 

un chromosome, soit sous forme de mini chromosomes surnuméraires, les chromosomes 

',&2-"# +/!&%"# <M(*8+"!%# '.5WT# "J%(*# )1(,+,7,+/S&"# /!7%*2-"7# '$0,&(>&7# '"#

centromères).  

W"#!,+2("&J#%(*>*&J#$%&'/*!%#-."J0("77/,!#'"#-.F9GH#'*!7#'"7#2/,07/"7#'"#0*%/"!%7#*%%"/!%7#

de GBM, révèlen%#S&"#`B#N#DDa#'"#)"7#0*%/"!%7#7,!%#0,(%"&(7#'.&!"#*+0-/M/)*%/,!#8$!/S&"#'"#

-.F9GH#"%#S&"#)"%%"#'$($8&-*%/,!#'"#-.F9GH#"7%#*77,)/$"#*>")#une diminution de la survie des 

patients (Zhao et al., 2012). Des auteurs ont mis en évidence une nouvelle forme de 

mutations liées à une amplification génique : les mutations extra-chromosomales. Dans des 

échantillons de patients atteints de 9:;#0(,>"!*!%#'&#4V95@#-.F9GH#7*&>*8"#"%#7,!#+&%*!%#

>bbb# 7,!%#*+0-/M/$7#+*/7# -"7#!/>"*&J#'.*+0-/M/)*%/,!#>*(/"!%#'.&!"#)"--&-"#%&+,(*-"#N# -.*&%("?#

L.*!*-K7"# 0*(# Gb3U# '&# +&%*!%# >bbb# '"# -.F9GH# ($>O-"# &!"# -,)*-/7*%/,!# N# -."J%$(/"&(# '"7#

chromosomes dans des fr*8+"!%7#'.5WT#',&2-"-minute dans 20% des échantillons analysés 

(Sanborn et al., 2013).  

:/"!#S&"# -"7#'$($8&-*%/,!7#'"# -.F9GH#7,/"!%# ("-/$"7#N#&!"# ($7/7%*!)"#*&J# %(*/%"+"!%7#"%#&!#

mauvais pronostic dans le GBM, certaines études cliniques menées sur des carcinomes 

0&-+,!*/("7# 7&88O("!%#*&# ),!%(*/("#S&.&!"#*&8+"!%*%/,!#'&#!,+2("#'"# ),0/"s '"# -.F9GH#

0,&((*/%# X%("# &!# M*)%"&(# +,-$)&-*/("# 0($'/)%/M# '"# -."MM/)*)/%$# '"7# %1$(*0/"7# )/2-*!%# -"#

récepteur (Cappuzzo et al., 2005). Une étude moléculaire récente sur des biopsies provenant 

de récidives de patients atteints de GBM a montré un rôle pronostique favorable de la 

7&("J0("77/,!#'"#-.F9GH#)1"c#-"7#0*%/"!%7#*K*!%#("_&#&!"#)1/+/,%1$(*0/"#+$%(,!,+/S&"#0*(#

%"+,c,-,+/'"?# F!# (">*!)1"@# /-# !.K# *# 0*7# '.*77,)/*%/,!# "!%("# -*# 7&(>/"# "%# &!"# *+0-/M/)*%/,!#

8$!/S&"# '"# -.F9GH# )1"c# -"7# 0*%ients ayant reçu le protocole de chimiothérapie standard  

(Cominelli et al., 2015).  

 

2.2. Le7#+&%*%/,!7#'"#-.F9GH 

L"7# +&%*%/,!7# '"# -.F9GH# >*(/"!%# 7"-,!# -"# %K0"# %&+,(*-?# I*(# "J"+0-"@# '"7# +&%*%/,!7#

7,+*%/S&"7#'*!7#-"#',+*/!"#=/!*7"#'"#-.F9GH#),++"#LdDdH#7,!%#M($S&"++"!%#("%(,&>$"7#



Revue bibliographique 

45 
 

dans le cancer du poumon non à petites cellules mais elles sont rares dans les GBM (Furnari 

et al., 2015).  

Les mutations qui impliquent des délétions dans le domaine extracellulaire sont seulement 

retrouvées dans le GBM e#-"#>*(/*!%#b#'"#-.F9GH#0,77O'"#&!#',+*/!"#T-terminal tronqué. Une 

délétion des exons 14-CD#'$)(/%#-"#>*(/*!%#bb#'"#-.F9GH?#L.F9GH#>bbb#"7%#),!7%/%&%/>"+"!%#*)%/M#

car il a perdu la capacité de M/J*%/,!#'.&!#*8,!/7%"#0*(#'$-$%/,!#'"7#"J,!7#A#N#f#'&#',+*/!"#

extracellulaire (Figure 9D) (Francis et al., 2014; Nishikawa et al., 2004). Les délétions au 

niveau de la queue cytoplasmique sont aussi exclusives du GBM e# -.F9GH>b^# <'$-$%/,!# '"7#

exons 25-AfE#"%#-.F9GH>^#<'$-$%/,!#'"7#"J,!7 25-AdE?#L.&2/S&/%/!K-*%/,!#"%#-*#'$8(*'*%/,!#'"#

ces deux mutants sont diminuées car les délétions portent sur le site de liaison de la ligase 

V2-#7&(#-*#%K(,7/!"#gCB`D#'"#-.F9GH#(Peschard et al., 2007).  

 

Figure 9: Les @8)1(3,@%,& "%& "86845$1+3!(& "%& $'-./0& "1(,& $%& .A & 2B51(4& %+& 1$:;& <==C?:& A- Signalisation 

01K7/,-,8/S&"#'"#-.F9GH#7uite à la fixation de son ligand. Dans le GBM, trois mécanismes majeurs conduisent à 

-*#'$($8&-*%/,!#'"#-*#7/8!*-/7*%/,!#'"#-.F9GH?#:- 5+0-/M/)*%/,!#8$!/S&"#'"#-.F9GH#),!'&/7*!%#N#&!"#*&8+"!%*%/,!#

du nombre de récepteurs fonctionnels à la surface de la cellule. C- L*#7$)($%/,!#'.&!"#8(*!'"#S&*!%/%$#'"#-/8*!'#

active une boucle de régulation autocrine. D- La présence du mutant EGFRvIII permet une activation 

constitutive du récepteur en absence de fixation de son ligand. Ces trois mécanismes entraînent une 

amplification des voies de signalisation en aval du récepteur conduisant à augmenter la malignité du GBM. 
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5M/!# '"# +"%%("# "!# $>/'"!)"# '"7# +&%*%/,!7# "!# '"1,(7# '&# ',+*/!"# =/!*7"# '"# -.F9FR, des 

chercheurs ont séquencé -"7# ($8/,!7# ),'*!%"7# '"# -.F9GH# N# 0*(%/(# '.$)1*!%/--,!7# '.5WT#

provenant de 132 biopsies de GBM et 8 lignées cellulaires de GBM. Ils ont découvert une 

autre classe de mutations, les mutations non-sens situées sur le domaine extracellulaire de 

-.F9GH?#V"7#+&%*%/,!7#*&8+"!%"!%#-"7#0(,0(/$%$7#%&+,(/8$!/Sues du GBM. Les substitutions 

nucléotidiques G323A (exon 3) et A787C (exon 7) sont les plus fréquemment décrites 

(Brennan et al., 2013b; Lee et al., 2006).  

 

L"#+&%*!%#F9GH>bbb#'"#-.F9GH#<*&77/#!,++$#hF9GH#,&#A-fF9GHE#"7%#0(/>$#'.&!"#0*(%/"#'"#7,!#

domaine extracellulaire de liaison au ligand  donnant lieu à une activation constitutive de ce 

($)"0%"&(@# /!'$0"!'*++"!%#'"#-*#0($7"!)"#'.&!#*8,!/7%"?# b-#"7%#)*(*)%$(isé par la délétion 

'"7# "J,!7# A# N# f# '&# 8O!"# '"# -.F9GH# )"# S&/# ),(("70,!'# N# &!"# '$-$%/,!# '"7# ',+*/!"7#

"J%(*)"--&-*/("7# b# "%# bb# '"# -.F9GH# (Figure 9D). Cette mutation empêche respectivement la 

fixation du ligand et la modulation du récepteur en conformation inactive.  

i!# ),!!*/%# '"0&/7# -,!8%"+07# -"# 0,%"!%/"-# ,!),8$!/S&"# '&# +&%*!%# >bbb# '"# -.F9GH? Dans 

"!>/(,!#DBa#'"7#9:;#*>")#&!"#*+0-/M/)*%/,!#'"# -.F9GH@# -"#+&%*!%# 70$)/M/S&"#F9GH>bbb# "7%#

détecté (Huang et al., 2009)?#L./!,)&-*%/,!#'"#)"--&-"7#'"#9:;#"J0(/+*!%#-.F9GH>bbb#'*!7#'"7#

souris Nude conduit à un développement tumoral plus rapide que chez les souris ayant reçu 

des cellules de GBM exprimant l*# M,(+"# 7*&>*8"# '"# -.F9GH# (Nishikawa et al., 1994). De 

nombreuses autres études confirment que la co-"J0("77/,!#'"#-.F9GH#"%#'"#7,!#+&%*!%#>bbb#

potentialise la malignité des cellules de GBM in vitro et in vivo (Fan et al., 2013; Zhu et al., 

2009).  

V"%%"# >*-"&(# 0(,!,7%/S&"#'"# -.F9GH#+&%$#'*!7# -"#9:; a également été mise en évidence 

chez le patient. Plusieurs études cliniques incluant des patients diagnostiqués pour un GBM 

"%#0,(%"&(7#'.&!"#*+0-/M/)*%/,!#'"#-.F9GH#*77,)/$"#,&#!,!#N#-."J0("77/,!#'"#-.F9GH>bbb#,!%#mis 

en évidence une survie globale plus faible chez les patients porteurs du mutant EGFRvIII en 

),+0*(*/7,!# *&J# 0*%/"!%7# &!/S&"+"!%# 0,(%"&(7# '.&!"# *+0-/M/)*%/,!# '"# -.F9GH# (Lv et al., 

2012; Shinojima et al., 2003).  
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T,&7# *>,!7# >&# S&"# -."J0("77/,!# '&# +&%*!%# >bbb# '"# -.F9GH# était associée à un mauvais 

pronostique dans les gliomes de haut grade. Cependant, de récentes études contredisent ces 

conclusions. L.$%&'"# '.&!"# ),1,(%"# '"# DB# 9:;# +,!%(*!%# &!"# *+0-/M/)*%/,!# '"# -.F9GH# "%#

-."J0("77/,!#'&#+&%*!%#F9GH>bbb@#!.*#0*7#0"(+/7#'"# M*/("# -"# -/"!#"!%("# -*# 7&(>/"#8-,2*-"#'"7#

patients "%# -*# 0($7"!)"# '.&!"# '$($8&-*%/,!# '"# -.F9GH# (Faulkner et al., 2014). Une méta-

analyse récente menée à 0*(%/(#'"#2*7"#'"#',!!$"7#2/2-/,8(*01/S&"7#),!M/(+"#S&./-#!.K#*#0*7#

de différence significative entre la survie globale des patients positifs et négatifs pour la 

mutation EGFRvIII (Chen et al., 2015)?#W"7#'/MM$("!)"7#<8(*'"#%&+,(*-@#"%1!/"@#j8"kE#"!%("#-"7#

populations de patients inclus dans ces études pourraient expliquer ces divergences de 

résultats.  En considérant ces études dans leur ensemble, il est difficile de conclure que le 

mutant EGFRvIII puisse être un marqueur pronostique de la survie des patients atteints de 

GBM. 

 

2.3. Sura2,!'*!)"#'"7#-/8*!'7#'"#-.F9GH  

L.*&8+"!%*%/,!# '"# -."J0("77/,!# '"# -.F9GH# '*!7# -"7# 9:;# "7%# 0*(M,/7# *)),+0*8!$"# '.&!"#

surabondance des ligands solu2-"7# F9G# "%# 49GZ# S&/# amplifie -.*)%/>*%/,!# de la boucle 

autocrine et ainsi une dérégulation chronique de la signalisation du récepteur (Singh and 

Harris, 2005) (Figure 9C).  Une étude de 43 échantillons de tumeurs cérébrales montre que 

-."J0("77/,!#'"#-*#0(,%$*7"#5W5;CA#<*#'/7/!%"8(/!#*!'#+"%*--,0(,%"*7"#CAE#"7%#D?f#M,/7#0-&7#

importante dans les GBM que dans les autres tumeurs cérébrales. De plus, ADAM12 

*&8+"!%"#-"#)-/>*8"#"%#-"#("-*(8*8"#'"#-.U:-EGF (heparin binding EGF like growth factor), un 

-/8*!'#'"#-.F9GH#-/$#N#-*#;FV@#"!%(*R!*!%#&!"#7&(-*)%/>*%/,!#'"#-.F9GH#(Kodama et al., 2004). 

 !"# *!*-K7"# '"# -."J0("77/,!# '"# '/MM$("!%7# 8O!"7# '*!7# '"7# )"--&-"7# '"# 9BM exprimant le 

mutant EGFRvIII, /!'/S&"# &!"# *&8+"!%*%/,!# '"# -."J0("77/,!# '&# 49GZ# "%# '"# -.U:-EGF 

(Ramnarain et al., 2006).  L.F9GH>bbb#0,&((*/%#*/!7/#P,&"(#&!#(Q-"#'*!7#-.*)%/>*%/,!#'e la boucle 

*&%,)(/!"# '"# -.F9GH# !,!# +&%$# "%# */!7/# +*/!%"!/(# &!"# *)%/>/%$# 7/8!*-$%/S&"# "!# *>*-# '&#

récepteur.  
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3. Thérapies anti-/-$0+'.!"#&)6.'(/#.12345 dans les glioblastomes 

 

T,&7# -.*>,!7# >&@# +*-8($# -.,0%/+/7*%/,!# '"7# 7)1$+*7# '.*'+/!/7%(*%/,!# '"# -*# )1/mio- et 

radiothérapie, la survie des patients atteints de GBM dépasse rarement 15 mois. Les 

récidives tumorales sont inévitables et limitent alors les options thérapeutiques disponibles. 

Des progrès majeurs dans la connaissance de la biologie cellulaire et moléculaire des cancers 

ont permis le développement de thérapies ciblées. Dans le cas du GBM, les thérapies ciblées 

sont majoritairement dirigées vers les facteurs de croissance (VEGF, EGF et PDGF) et leurs 

récepteurs. L.*-%$(*%/,!# 8$!$%/S&"# -*#0-&7# ),++&!"#'*!7# -"7#9:;#$%*!%# -.*+0-/M/)*%/,!#'"#

-.F9GH@# de nombreuses thérapies )/2-*!%# -.F9GH# "%# 7,!# +&%*!%# ),!7%/%&%/>"+"!%# *)%/M@#

-.F9GH>bbb#7,!% développées en clinique.   

b-# "J/7%"# *)%&"--"+"!%# `# 7%(*%$8/"7# 0,&(# /!1/2"(# -.F9GH# "%# -"7# >,/"7# '"# 7/8!*-/7*%/,!#

dépendantes du récepteur : les anticorps monoclonaux qui ciblent le domaine extracellulaire 

de liaison au ligand, les inhibiteurs de tyrosines kinases qui ciblent -.*)%/>/%$#%K(,7/!"#=/!*7"#

/!%(/!7OS&"#'"# -.F9GH, les vaccins anti-tumoraux et les thérapies basées sur les ARN EGFR 

(Taylor et al., 2012b). Je ne développerai ici que les deux premières )-*77"7#'.*!%/-EGFR car 

ce sont les classes thérapeutiques les plus utilisées dans la prise en charge clinique du 

patient.  

 

3.1. Les anticorps monoclonaux thérapeutiques 

Les anticorps monoclonaux occupent maintenant une place importante en oncologie car la 

chimiothérapie conventionnelle est peu sélective et implique des toxicités collatérales qui 

-/+/%"!%#-.&%/-/7*%ion à long terme de composés puissants.  

I,&(# M*)/-"+"!%# '/7%/!8&"(# -.,(/8/!"# '"7# *!%/),(07# +,!,)-,!*&J# "!# )-/!/S&"@# &!"#

nomenclature internationale a été adoptée utilisant un suffixe spécifique indiquant la source 

et la M,!)%/,!#'"#-.anticorps (Scheen, 2009).   
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La syllabe précédant le suffixe « mab » (commun à tous les anticorps) détermine le type 

'.*!%/),(07 : « o » pour les anticorps de souris, « xi » pour les anticorps chimériques, « zu » 

pour les anticorps humanisés et enfin « u » pour les anticorps humains (Tableau 1).  

D*7%&"'1(+3)!67, Suffixe % humain Antigénicité Exemples 

murins « momab » 0 +++ Muromomab 

(Orthoclone®) 

chimériques « ximab » 60-70 + Cetuximab 

(Erbitux®) 

humanisés « zumab » >90 +/- 0 Nimotuzumab 

(Theraloc®) 

humains « mumab » 100 +/- 0 Panitumumab 

(Vectibix®) 

 

Tableau 1: T,+"!)-*%&("#/!%"(!*%/,!*-"#7/+0-/M/$"#'"7#'/MM$("!%"7#)*%$8,(/"7#'.*!%/),(07#+,!,)-,!*&J#

(Adaptée de Scheen A.J. 2009). 

 

3.1.1.  !"#$%&'()*+#",%-$) 

 

Les anticorps monoclonaux administrés par voie parentérale, peuvent spécifiquement se lier 

à la partie extracellulaire du récepteur, avec une grande affinité, et bloquer son activation. 

La constatation selon laquelle la réaction immunitaire du patient contre les anticorps de 

7,&(/7# ),+0(,+"%# -."MM/)*)/%$# %1$(*0"&%/S&"# *# ),!'&/%# *&# '$>"-,00"+"!%# '"# 7%(*%$8/"7#

>/7*!%#N#'/+/!&"(#-./++&!,8$!/)/%$#'"7#*!%/),(07#+,!,)-,!*&J?#3"#7,!%#*-,(7#'$>"-,00$7#-"7#

anticorps chimériques constitués d.&!"# 0*(%/"# +&(/!"# >*(/*2-"# "%# '.&!"# 0*(%/"# 1&+*/!"#

constante (Harris, 2004)?# L*# M($S&"!)"# './!'&)%/,!# '.&!"# ($0,!7"# *!%/-anticorps chez les 

patients a considérablement diminué permettant une administration répétée de ces 

),+0,7$7?##L"#)"%&J/+*2#<F(2/%&JlE#"7%#&!#*!%/),(07#+,!,)-,!*-#)1/+$(/S&"#S&/#!./!'&/%#S&"#

%(O7#(*("+"!%#-*#M,(+*%/,!#'.*!%/-anticorps.  
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Les anticorps monoclonaux induisent des effets cytotoxiques contre les cellules tumorales 

par une interaction avec le système immunitaire. On parlera alors de mécanismes immuno-

transmis. L,(7S&"# -.*!%/),(07# monoclonal 7."7%# M/J$# 7&(# 7*# )/2-"# %&+,(*-"@ les cellules 

« natural killer m# <"MM")%"&(7# '"# -./++&!/%$# *)S&/7"E# ,&# -"7# +,-$)&-"7# '&# ),+0-$+"!%#

<"MM")%"&(7#'"#-./++&nité innée) vont reconnaître le fragment constant des anticorps.  

La cellule tumorale est alors détruite par un phénomène ADCC (antibody-dependent cellular 

cytotoxicity). Les anticorps chimériques comme le cetuximab, sont particulièrement 

impliqués dans les réponses ADCC (Gelderman et al., 2004). Les anticorps monoclonaux 

peuvent cependant induire des effets thérapeutiques sans devoir activer des réponses 

immunologiques. Ils peuvent bloquer directement les récepteurs cibles ou leurs ligands 

solubles. Ils peuvent également activer les cascades de signalisation intracellulaire et 

),!'&/("#0*(#"J"+0-"#N#-.*0,0%,7"#'"7#)"--&-"7#%&+,(*-"7?#On parlera alors de mécanismes 

bio-régulateurs.  

 

 

3.1.2 Développement clinique des anticorps monoclonaux dans les gliomes 

W"0&/7# &!"# >/!8%*/!"# '.*!!$"7@# '/MM$("!%7# *!%/),(07# +,!,)-,!*&J# ,!%# $%$# '$>"-,00$7# "%#

/!)-&7# '*!7# '"7# 0(,%,),-"7# '."77*/7# )-/!/S&"7# auprès de patients diagnostiqués pour une 

tumeur cérébrale et réfractaires aux thérapies conventionnelles.  

- Le cetuximab, que nous détaillerons plus particulièrement dans le paragraphe suivant, est 

un anticorps monoclonal /!)-&7# '*!7# '"7# 0(,%,),-"7# '."77*/7# )-/!/S&"7# 7&(# -"7# 8-/,+"7 

(Tableaux 1 et 2). 

 

- L.*!%/),(07# +,!,)-,!*-# ;*2# dBn# "7%# &n anticorps anti-EGFR qui est produit après 

immunisation de souris avec des fibroblastes de souris NR6 exprimant le mutant EGFRvIII 

(Mishima et al., 2001)?# b-# 7"# -/"#',!)#*&#+&%*!%#F9GH>bbb#+*/7#$8*-"+"!%#N# -.F9GH#7*&>*8"#

dans de7# -/8!$"7# )"--&-*/("7# '"# 9:;# < df;9E# 7&("J0(/+*!%# -.F9GH# (Johns et al., 2002).  

;*2dBn#*&8+"!%"#-."MM/)*)/%$#'"7#(*'/*%/,!7#/,!/7*!%"7#'*!7#'"7#J$!,8("MM"7#'"#)"--&-"7#'"#

GBM exprim*!%# -.F9GH>bbb, favorisant ainsi une réduction du volume tumoral (Johns et al., 

2010).  
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- Le Nimotuzumab est un anticorps anti-EGFR humanisé (Tableaux 1 et 2). Il a été inclus dans 

'"7#"77*/7#)-/!/S&"7#'"#01*7"#bb#"%#bbb#'*!7#-"#%(*/%"+"!%#'"#9:;#0$'/*%(/S&"#)1"c#-."!M*!%#"%#

-.*',-"7)"!%#+*/7#-"7#($7&-%*%7#M/!*&J#'"#)"7#$%&'"7#!.,!%#0*7#$%$#0&2-/$7#(MacDonald et al., 

2011).  !"# $%&'"# %"7%*!%# -./+0*)%# )-/!/S&"# du Nimotuzumab chez 35 patients adultes 

atteints de gliomes malins, a mis en évidence une prolongation de la survie médiane chez les 

0*%/"!%7# *K*!%# ("_&# -.*!%/),(07 en association à la radiothérapie, en comparaison aux 

0*%/"!%7#!.*K*!%# ("_&#S&"# -*# (*'/,%1$(*0/"#7"&-"# <CA@`#+,/7#>"(7&7#d#+,/7# ("70")%/>"+"!%E 

(Solomon et al., 2014). Cependant, un essai clinique de phase III incluant 149 patients 

diagnostiqués pour un GBM et traités au Nimotuzumab, a révélé que ce nouvel anti-EGFR 

était bien toléré mais ne prolongeait pas statistiquement la survie globale et la survie sans 

progression des patients (Westphal et al., 2015).  

 

- Le panitumumab est un anticorps anti-EGFR humain (Tableaux 1 et 2). Cet anticorps a été 

%"7%$#"!#*77,)/*%/,!#*>")# -.b(/!,%")*!#'*!7# -" 9:;#+*/7# -"7# ($7&-%*%7#!.,!%#0*7#$%$#0&2-/$7#

(Alifieris and Trafalis, 2015). 

 

Anticorps 

monoclonal 

Nom commercial Classe Essais cliniques (références 

dans le texte) 

Cetuximab Erbitux® chimérique Phase II o GBM récidivant et/ou 

porteur de dérégulations de 

-.F9GH 

Panitumumab Vectibix® humain GBM o résultats non publiés 

Nimotuzumab Orphanet ® humanisé Phase II/III o 9:;#'"#-.*'&-%"#"%#

pédiatrique 

 

Tableau 2: L/7%"#!,!#"J1*&7%/>"#'.*nticorps monoclonaux anti-EGFR en essais cliniques dans les gliomes 

 

3.1.3. Le Cetuximab : des études  précliniques aux essais  cliniques 

Le cetuximab (Erbitux®), aussi connu sous le nom de C225 (du nom de son progéniteur murin 

M225), est un anticorps monoclonal chimérique S&/#7"#-/"#70$)/M/S&"+"!%#N#-.F9GH#*>")#&!"#

1*&%"#*MM/!/%$#"+0X)1*!%#-./!%"(*)%/,!#'&#-/8*!'#*>")#7,!#($)"0%"&( (Tableaux 1 et 2).  
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Le cetuximab *# &!"# +"/--"&("# *MM/!/%$# 0,&(# -.F9GH# (constante '.*MM/!/%$# B@C!;E# que ses 

-/8*!'7#-.F9G#,&#-"#49G-Z#<),!7%*!%"#'.*MM/!/%$#'"#C!;E#(Goldstein et al., 1995). La liaison du 

)"%&J/+*2# /!1/2"# -.*&%,01,701,(K-*%/,!# '"# -.F9GH# "%# /!'&/%# 7,!# /!%"(!*-/7*%/,!# "%# 7*#

dégradation.  

Le cetuximab a été le premier anticorps chimérique inclus dans des protocoles cliniques. Il a 

$%$# %"7%$#'*!7#'"7#"77*/7#)-/!/S&"7#'"#01*7"# bbb#0,&(# -"# %(*/%"+"!%#'.&!"#8(*!'"#>*(/$%é de 

tumeurs solides. Le cetuximab a obtenu son autorisation de mise sur le marché (AMM) en 

France en 2004 dans le cas du traitement de cancer colorectal métastatique exprimant 

-.F9GH#<',!!$"#/77&"#'"#-.*>/7#'"#-*#),++/77/,!#'"#-*#%(*!70*("!)"#'"#-*#U*&%"#Autorité de 

Santé). Des études cliniques ont ensuite montré que la mutation KRAS était associée à une 

résistance au cetuximab et à une survie plus courte de ces patients (Lièvre et al., 2006). Les 

derniers rectificatifs de la Haute Autorité de Santé (en 2008) préconisent maintenant 

-.&%/-/7*%/,!#%1$(*0"&%/S&"#'&#)"%&J/+*2#)1"c#'"7#0*%/"!%7#0($7"!%*!%#&!#)*!)"(# ),-,(")%*-#

+$%*7%*%/S&"# *>")# -"# 8O!"# pH53# '"# %K0"# 7*&>*8"# "%# "J0(/+*!%# -.F9GH?# L./'"ntification du 

7%*%&%#pH53#0"(+"%#'./'"!%/M/"(# -"7#0*%/"!%7#S&/#*&(*/"!%#&!#2$!$M/)"#)-/!/S&"#N# -.&%/-/7*%/,!#

du cetuximab et éviter des administrations potentiellement toxiques chez des patients non 

répondeurs.    

Des données pré-cliniques révèlent que le )"%&J/+*2# "7%# /!)*0*2-"#'./!1/2"(# -*# )(,/77*!)"#

cellulaire in vitro de nombreuses lignées de GBM même lorsque celles-ci présentent une 

*+0-/M/)*%/,!# '"# -.F9GH# (Hasselbalch et al., 2010a).  V"0"!'*!%@# -.*jout de cetuximab au 

schéma classique chimiothérapie (témozolomide) et radiothérapie, a montré un effet additif 

concernant la survie in vitro des cellules de GBM (Combs et al., 2007). Des xénogreffes de 

cellules de GBM dans des souris immunodéprimées ont permis de démontrer que le 

cetuximab réduit de manière significative la croissance tumorale et augmente la survie 

médiane des souris (Eller et al., 2002).  

L."MM/)*)/%$#'&#)"%&J/+*2#chez les patients atteints de GBM est bien moins évidente. Dans un 

essai clinique de phase II, les auteurs ont conclus que le traitement était généralement bien 

toléré même si des toxicités dermatologiques étaient observées chez 11% des patients. La 

7&(>/"# 8-,2*-"# '"7# 0*%/"!%7# $%*/%# -$8O("+"!%# 7&0$(/"&("# )1"c# -"7# 0*%/"!%7# 0,(%"&(7# '.&!"#

*+0-/M/)*%/,!#'"#-.F9GH#+*/7#)"%%"#'/MM$("!)"#!.$%*/%#0*7#7/8!/M/cative (Neyns et al., 2009).  
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Un autre essai clinique de phase II *#%"7%$#-."MM/)*)/%$#'"#-*#),+2/!*/7,!#'&#)"%&J/+*2#et du 

bévacizumab et irinotecan (utilisés dans le traitement des cancers colorectaux avancés) chez 

des patients ayant développés un GBM récidivant. L"#)"%&J/+*2#!.*#*00,(%$#*&)&!#2énéfice 

clinique à ces patients (Hasselbalch et al., 2010b).  

Les études concluant régulièrement à une absence de bénéfice clinique pour ces patients, 

*&)&!# *!%/),(07#+,!,)-,!*-# !.*# ,2%"!&# N# )"# P,&(# "!# G(*!)"# '.*&%,(/7*%/,!# '"#+/7"# 7&(# -"#

marché pour le traitement des gliomes.  

 

3.2. L"7#/!1/2/%"&(7#'.*)%/>/%$#tyrosine kinase 

Les récepteurs à activité tyrosine kinase ont été largement étudiés depuis une vingtaine 

'.*!!$"7?#W"#!,+2("&J#-*2,(*%,/("7#,!%#(")1"()1$#'"7#/!1/2/%"&(7#'"#-.*)%/>/%$#"!cK+*%/S&"#

des diverses tyrosines kinases. La nomenclature de ces anticancéreux en expansion est 

facilement identifiable car leur dénomination commune internationale (DCI) se termine par 

le suffixe « inib ».  

3.2.1.  !"#$%&'()*+#ction  

La quinazoline est un composé organique aromatique dont les dérivés sont fréquemment 

&%/-/7$7#0,&(#-*#M*2(/)*%/,!#'.*!%i-cancéreux comme les inhibiteurs de tyrosine kinase (TKI o 

tyrosine kinase inhibitor). Les TKI )/2-"!%# -*# 0*(%/"# /!%(*)"--&-*/("# '&# ($)"0%"&(# 0&/7S&./-7#

"!%("!%#"!#),+0$%/%/,!#*>")#-.54I#en se liant au site catalytique du domaine tyrosine kinase 

'"# -.F9GH. Bien que ces inhibi%"&(7#0*(%*8"!%#&!#+$)*!/7+"#'.*)%/,!#),++&!@# /-7#,!%#'"7#

70$)/M/)/%$7#'./!%"(*)%/,!#0,&(#-"7#'/MM$("!%7#($)"0%"&(7#F(2: (Grünwald and Hidalgo, 2003). 

Ils diffèrent également par la réversibilité de liaison avec le site '"#-/*/7,!#'"#-.54I?#L* liaison 

($>"(7/2-"# ,&# /(($>"(7/2-"# '"# )"7# /!1/2/%"&(7# '*!7# -*#0,)1"# N#54I#'"# -.F9GH# *2,-/%# N# -*# M,/7#

-.*&%,01,701,(K-*%/,!# '&# ($)"0%"&(# "%# -.*)%/>*%/,!# '"7# >,/"7# '"# 7/8!*-/7*%/,!# "!# *>*- 

impliquées dans la prolifération, la survie et la migration des cellules cancéreuses.  

3.2.2 Développement clinique des TKI *().+/012)dans les gliomes 

L*#'$),&>"(%"#'"#-.*+0-/M/)*%/,!#'&#8O!"#'"#-.F9GH#'*!7#0(Os de la moitié des GBM a restitué 

les TKI comme molécules de choix de la prise en charge personnalisée des patients porteurs 

de GBM.  
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- Le gefitinib, que nous détaillerons plus particulièrement dans le paragraphe suivant, est un 

inhibiteur de tyrosine kinase réversible 70$)/M/S&"# '"# -.F9GH# inclus dans des protocoles 

'."77*/7#)-/!/S&"7#7&(#-"7#8-iomes (Tableau 3). 

- L."(-,%/!/2# "7%# &!# /!1/2/%"&(# '"# %K(,7/!"# =/!*7"# ($>"(7/2-"# indiqué dans le cancer du 

pancréas métastatique <',!!$"7#/77&"7#'"#-.*>/7#'"#-*#),++/77/,!#'"#-*#%(*!70*("!)"#'"#-*#

Haute Autorité de Santé) (Tableau 3). Un essai clinique de 01*7"# bb# !.*# 0*7# '$+,!%($# '"#

($"--"#*+$-/,(*%/,!#'"#-*#7&(>/"#7*!7#0(,8("77/,!#"%#7&(>/"#8-,2*-"#'"7#0*%/"!%7#*%%"/!%7#'.&!#

GBM stabilisé suite aux cures de radiothérapie. Les auteurs ont tout de même mis en 

évidence une corrélation entre le développement de toxicité dermatologique et une 

meilleure réponse au traitement (Raizer et al., 2010).  

 

- L.*M*%/!/2# "7%# un inhibiteur de tyrosine kinase irréversible indiqué dans le cancer 

2(,!)1/S&"# !,!# N# 0"%/%"7# )"--&-"7# "%# 0($7"!%*!%# '"7# +&%*%/,!7# *)%/>*%(/)"7# '"# -.F9GH#

<',!!$"7#/77&"7#'"#-.*>/7#'" la commission de la transparence de la Haute Autorité de Santé) 

(Tableau 3). Il se lie de manière covalente à un résidu cystéine du site de liaison de l'ATP de 

l'EGFR (Cys 797), HER2 (Cys 805), et ERBB4 (Cys 803). Cette liaison covalente irréversible 

inhi2"# -.*)%/>/%$#%K(,7/!"#=/!*7"#"%#*/!7/# -"7#$%*0"7# /+0,(%*!%"7#'"# -*#%(*!7'&)%/,!#'&#7/8!*-#

de tous les membres de la famille ErbB (Hirsh, 2015). Dans des xénogreffes de gliomes, la 

)(,/77*!)"# %&+,(*-"# $%*/%# ($'&/%"# 0*(# -.*P,&%# '"# -.*M*%/!/2?# W"# 0-&7@# -"# >,-ume tumoral 

+*J/+*-#+"7&($#$%*/%#*%%"/!%#fD#P,&(7#*0(O7#-*#8("MM"#)1"c#-"7#7,&(/7#%(*/%$"7#*>")#-.*M*%/!/2#

en association avec la radiothérapie, par comparaison aux souris du groupe contrôle (moins 

de 25 jours) (Gurtner et al., 2014). Une étude récente a évalué dans un essai de phase I, la 

dose maximum tolérée '.*M*%/!/2#<"!#%"(+"7#'."MM/)*)/%$ et de sécurité) en monothérapie ou 

en association avec le temozolomide chez des patients atteints de GBM récurrents. Le taux 

de survie sans progression des patients à 6 mois était de 3% dans le bras afatinib en 

monothérapie <7&(>/"#%,&%"M,/7#+"/--"&("#)1"c#-"7#0*%/"!%7#0,(%"&(7#'"#-.F9GH>bbbE, 10% dans 

le bras afatinib associé au temozolomide et 23% dans le bras temozolomide en 

monothérapie (Reardon et al., 2015).  !"# $%&'"# ),+2/!*!%# -.*M*%/!/2# et la radiothérapie 

avec ou sans temozolomide est actuellement en cours (NCT00977431) (Alifieris and Trafalis, 

2015).  
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- Le dacomitinib est un nouvel inhibiteur de tyrosine kinase irréversible S&/#!.*#0,&(#-./!7%*!%#

0*7# '.*&%,(/7*tion de mise sur le marché définie pour une pathologie (Tableau 3). Il est 

*)%&"--"+"!%# N# -.$%&'"# '*!7# '"&J# "77*/7# )-/!/S&"7 de phase IIe# -.&!# /!)-&*!%# '"7# 0*%/"!%7#

*%%"/!%7#'"#9:;#"%# 0,(%"&(7# '.&!"# '$($8&-*%/,!# '"# -.F9GH#"%# -.*&%("# /!)-&*!%# '"7# 0*%/"!%7#

atteints de GBM récurrents (Alifieris and Trafalis, 2015). 

 

Inhibiteurs de 

tyrosine kinase 

Nom commercial Classe Essais cliniques (références 

dans le texte) 

Gefitinib  Iressa ® TKI réversible  Phase II o GBM récurrent 

Erlotinib Tarceva ® TKI réversible Phase II o GBM récurrent 

Afatinib Giotrif ® TKI irréversible Phase II o GBM récurrent 

Dacomitinib - TKI irréversible Phase II o GBM porteur de 
'$($8&-*%/,!7#'"#-.FGFR ou 
récidivant 

 

Tableau 3: L/7%"#!,!#"J1*&7%/>"#'./nhibiteurs de tyrosine kinase en essais cliniques dans les gliomes 

 

3.2.3. Le gefitinib : des études  précliniques aux essais  cliniques 

 

Le gefitinib (Iressa®) est une molécu-"#7K!%1$%/S&"#'$(/>$"#'"#-.*!/-/!,S&/!*c,-/!"#S&/#/!1/2" 

le domaine tyrosine kinase de -.F9GH de manière réversible (Tableau 3). Le gefitinib est 

7$-")%/M# '"# -.F9GH# )*(# /-# ($'&/%# -.*)%/>/%$# %K(,7/!"# =/!*7"# '"# -.F9GH# (IC50 comprise entre 

0,023µM et 0,079µM) approximativement 100 fois plus efficacement que celle de HER-2 

(IC50>3,7µM) (Grünwald and Hidalgo, 2003).  

L"#8"M/%/!/2#*#,2%"!&#7,!#5;;#"!#ABB[#0,&(#-"#%(*/%"+"!%#'"7#0*%/"!%7#*%%"/!%7#'.&!#)*!)"(#

bronchique non à petites cellules (CBNPC) réfractaires aux chimiothérapies conventionnelles 

et possédant des mutations activatrices '"# -.F9GH# # (Lynch et al., 2004). Ces mutations 

*)%/>*%(/)"7# 7,!%# -,)*-/7$"7# '*!7# -*# 0-&0*(%# '"7# )*7# 7&(# -"7# "J,!7# Cd# N# AC# '"# -.F9GH?# L"&(#

0($7"!)"# ,(/"!%*/%# 8$!$(*-"+"!%# -"# )1,/J# %1$(*0"&%/S&"# >"(7# -.&%/-/7*%/,!# '&# 8"M/%/!/2?#

Cependant, ces patients ont développé '"7# ($7/7%*!)"7# *&# ),&(7# '&# %(*/%"+"!%# S&"# -.,!#

*%%(/2&"#*&P,&('.1&/#N#-*#0($7"!)"#'.&!"#!,&>"--"#+&%*%/,!#*00"-$"#4f[B;#<mutation sur la 

thréonine 790 en méthionineE#7/%&$"#*&#!/>"*&#'"#-."J,!#AB#'"#-.F9GH# (Wang et al., 2014). 
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V"%%"#+&%*%/,!#7"+2-"#X%("#*)S&/7"#*&#),&(7#'&#%(*/%"+"!%#)*(#"--"#!."7%#0*7#,27"(>$"#)1"c#

les pat/"!%7#S&/#!.,!%#0*7#("_&#'"#8"M/%/!/2?# 

b-#*#$%$#+/7#"!#$>/'"!)"#S&.&!"#*+0-/M/)*%/,!#'"#-.F9GH#0"(+"%%*/%#$8*-"+"!%#&!"#+"/--"&("#

réponse au gefitinib chez les patients atteints de CBNPC en termes de temps de progression 

de la maladie et survie globale (Cappuzzo et al., 2005).  Le cance(#2(,!)1/S&"#M*/%#-.,2P"%#'"#

nombreuses études qui permettent une prise en charge de plus en plus précise des patients. 

Des données pré-cliniS&"7#0(,>"!*!%#'.$%&'"7#in vitro et in vivo suggèrent que le traitement 

utilisant le gefitinib seul peut réduire le potentiel oncogénique de nombreuses tumeurs 

solides. L.*!8/,8$!O7"# %&+,(*-"#"7%# &!# 0(,)"77&7# S&/# ),!'&/%# N# -*# M,(+*%/,!#'"#!,&>"*&J#

vaisseaux dans la masse tumorale. Elle joue un rôle central dans la survie et la prolifération 

cellulaire puisque ces nouve*&J#>*/77"*&J#*00,(%"!%#-"7#!&%(/+"!%7#"%#-.,JK8O!"#!$)"77*/("#N#

la croissance de la masse tumorale. Le développement de cette vascularisation tumorale est 

dépendant de la production de facteurs de croissance tels que le TGF-Z#"%# -"# ^F9G. Dans 

différentes lignées cancéreuses humaines (colon, sein, ovaire, estomac, poumon) 

7&("J0(/+*!%# -.F9GH@# -"# 8"M/%/!/2# '$+,!%("# &!# "MM"%# *!%/-angiogénique par inhibition de la 

synthèse du TGF-Z#"%#'&#^F9G (Ciardiello et al., 2001). Cet effet anti-angiogénique contribue 

également à un effet antiprolifératif et anti tumoral in vivo.  

Dans la littérature, p"&#'.$%&'"s ont exploré -./+0*)%#'&#8"M/%/!/2#sur le développement des 

gliomes in vitro "%# )1"c# -.*!/+*-?#Dans des modèles in vivo '.,-/godendrogliomes, il a été 

montré que le gefitinib augmentait le délai de croissance des tumeurs de 4,5 à 16 jours selon 

les xénogreffes considérées (Pinel et al., 2013). Le traitement combinant la radiothérapie et 

le gefitinib permettait de tripler la médiane de survie des souris en comparaison à la 

(*'/,%1$(*0/"# 7"&-"# <CCd# P,&(7# >7#6f# P,&(7# ("70")%/>"+"!%E# 7,&-/8!*!%# -./+0*)%#'&#8"M/%/!/2#

pour radio-sensibiliser les oligodendrogliomes.  

Malheureusement, ces données pré-)-/!/S&"7#"!),&(*8"*!%"7#!.,!%#0*7#$%$# ),!M/(+$"7#"!#

clinique. W"7# "77*/7# )-/!/S&"7# ,!%# '$)(/%# -.&%/-/7*%/,!#'& gefitinib P&7S&."!# 01*7"# bb# )1"c des 

0*%/"!%7#0,(%"&(7#'.&!#9:;?#Bien S&./- soit bien toléré, les conclusions unanimes !.,!% pas 

démontré de réel bénéfice clinique N#-.&%/-/7*%/,!#'&#8"M/%/!/2#7"&-#,&#"!#*77,)/*%/,!#*>")#-*#

radiothérapie (Chakravarti et al., 2013; Franceschi et al., 2007; Rich et al., 2004; Uhm et al., 

2011).  
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L.F9GH#*#$%$#-*(8"+"!%#'$)(/%#),++"#*K*!% &!#(Q-"#/+0,(%*!%#'*!7#-.oncogénicité du GBM. 

Pourtant les essais cliniques /+0-/S&*!%# '"7# /!1/2/%"&(7# '"# -.F9GH# 0"/!"!%# N# +,!%("(# '"7#

résultats prometteurs dans les gliomes de haut grade.  

3.3. Les mécanismes de résistance aux anti-EGFR 

F!#'$0/%#'"#-.*>*!)$"#'"7#),!!*/77*!)"7#7&(#-*#2/,-,8/"#"%#-*#8$!$%/S&"#'"7#8-/,+"7#'"#1*&%#

grade, ces pathologies demeurent à ce jour, incurables. On a vu précédemment que les 

thérapies anti-EGFR avaient eu quelques beaux succès dans le traitement de certaines 

tumeurs solides mais malheureusement les mécanismes de résistance développés dans les 

gliomes sont nombreux et probablement pas encore tous identifiés.  

Dans -"#)*!)"(#'&#0,&+,!@#`#+&%*%/,!7#'&#',+*/!"#=/!*7"#'"#-.F9GH#7,!%#*77,)/$"7#N#&!"#

résistance aux inhibiteurs de tyrosine kinase chez plus de 50% des patients : les substitutions 

L747S et Wfng#7&(#-."J,!#C[@#-*#7&27%/%&%/,!#4f[B;#S&/#"7%#-*#0-&7#M($S&"!%"#7&(#-."J,!#AB#"%#

-*# 7&27%/%&%/,!# 4dD`5# 7&(# -."J,!# AC# (Ohashi et al., 2013). V"# !."7%# 0*7# -"# )*7# '&# 9:;# )*(#

aucune mutation secondaire associée à un mécanisme de résistance acquise aux inhibiteurs 

'"#%K(,7/!"#=/!*7"#!.* été détectée (Furnari et al., 2015). T,&7#*--,!7#>,/(#S&"#'.*&%("7#0/7%"7#

permettant d."J0-/S&"(# -"7#+$)*!/7+"7#'"# ($7/7%*!)"# *&J# *!%/-EGFR dans les gliomes sont 

étudiées.  

 

3.3.1. Pénétration insuffisante des drogues dans la masse tumorale 

La capacité des drogues à pénétrer la barrière hémato-encéphalique (BHE) est un sujet 

controversé. Les molécules hydrophiles, les substances de masse moléculaire supérieure à 

400-DBB#'*-%,!7#<-*#+*77"#+,-$)&-*/("#'.&!"#/++&!,8-,2&-/!"#"7%#'."!>/(,!#CDB=W*E#,&#-"7#

-/8*!'7# '"7# %(*!70,(%"&(7# '."MM-&J@# !"# 0"&>"!%# 0*77"(# -*# :UF# "%# 0$!$%("(# -"# 0*("!)1K+"#

cérébral (Figure 10) (Johnson and Sampson, 2010)?#T$*!+,/!7@#)"(%*/!"7#$%&'"7#7.*)),('"!%#

à dire que la BHE est fréquemment lésée dans les gliomes de haut grade, permettant alors le 

passage de ces grosses molécules. Une perte de la perméabilité sélective de la BHE est 

également décrite chez les patients épileptiques (Marchi et al. 2015)?#q&"#-.,!#7,/%#),!>*/!)&#

0*(#-.&!"#,&#-.*&%("#1K0,%1O7"@#il est de toute façon probable que les cellules qui envahissent 

le parenchyme cérébral sain à distance de la masse tumorale soient protégées par une BHE 

intacte.  
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Le GBM est une tumeur hautement vascularisée mais cette vascularisation est discontinue, 

perméable et le nombre de péricytes protégeant les vaisseaux est diminué. Cela entraîne 

&!"#'/+/!&%/,!#'&#M-&J#7*!8&/!@#'"7#r'O+"7##"%#&!#8(*'/"!%#'"#0("77/,!#7*!8&/!"#S&/#0"&%#

avoir pour effet un rétrécissement des capillaires à certains endroits (Krakstad and 

Chekenya, 2010). Ces différences régionales dans le microenvironnement tumoral incluant 

-.*()1/%")%&("#%/77&-*/("#"% la proximité de la tumeur avec des vaisseaux sanguins vont ainsi 

générer des gradients de nutriments et '.,JK8O!"# *&# 7"/!# '"# -*# %&+"&(?# b-# 7"# )($"# '"7#

pressions de sélection différentes dans la masse tumorale.  Les caractéristiques de cette 

>*7)&-*(/7*%/,!# %,(%&"&7"#7,!%#*&%*!%#'.,27%*)-"7#N#&!"#2,!!"#0$!$%(*%/,!#'"7#'(,8&"7#*&#

)r&(#'"#-*#%&+"&(?###  

 

Figure 10: Les mécanismes de résistance aux thérapies anti-EGFR identifiés dans le GBM. L."MM/)*)/%$# '"7#

drogues en clinique est limitée par une faible pénétrabilité au sein de la masse tumorale pouvant être 

expliquée par une difficulté des drogues à passer la barrière hématoencéphalique (cellules 

"!',%1$-/*-"7]0"(/)K%"7]0/"'7#*7%(,)K%*/("7E?#W.*&%("#0*(%@#-."J0("77/,!#8$!/S&"#"7%#%(O7#>*(/*2-"#'*!7#-"7#9:;?#

L"7#+&%*%/,!7#'"#-*#01,701*%*7"#I4FT#7,!%#M($S&"++"!%#'$)(/%"7?#W"#0-&7@#-./!*)%ivation pharmacologique de 

-.F9GH#"!%(*R!"#'"7#+$)*!/7+"7#'.*)%/>*%/,!#),+0"!7*%,/("#'.*&%("7#($)"0%"&(7#%K(,7/!"7#=/!*7"7?# 

Les données sur la pénétration des TKI dans le système nerveux sont rares. Ces études sont 

cependant indispensables car la plupart des TKI atteignent la taille limite des agents pouvant 

0*77"(#-*#:UF?# !"#$S&/0"#*#$%&'/$#-*#01*(+*),)/!$%/S&"#'"#-."(-,%/!/2#*M/!#'"#'$%"(+/!"(#-*#

pénétration de cette drogue dans le tissu tumoral.  
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A partir de 4 biopsies de patients qui avaient été trait$7#N#-."(-,%/!/2#-*#7"+*/!"#0($)$'*!%#-*#

résection chirurgicale de leur GBM, les auteurs ont montré que la concentration en erlotinib 

dans le tissu tumoral représentait 6 à 8% de la concentration plasmatique suggérant une 

faible pénétration de la drogue dans la tumeur (Lassman et al., 2005). La délivrance 

/!),+0-O%"#'"7#'(,8&"7#P&7S&.N#-"&(#)/2-"#0,&((*/%#"J0-/S&"(#"!#0*(%/"@#-"s déconvenues que 

suscitent les TKI dans le traitement du GBM.   

De nouvelles méthodes ou nouveaux agents qui augmenteraient la pénétration de la 

chimiothérapie ou des thérapies ciblées dans les tumeurs cérébrales, pourraient avoir un 

énorme potentiel thér*0"&%/S&"?# !"#$S&/0"#*#($)"++"!%#$>*-&$# -"7#"MM"%7#'.&!#*!*-,8&"#

du tamoxifène, le tesmilifène, sur la perméabilité de la BHE dans des xénogreffes de rats. Les 

auteurs ont montré que le tesmilifène augmentait la diffusion de traceur fluorescent dans la 

tu+"&(#"%#/!1/2*/%#$8*-"+"!%#-.*)%/>/%$#'"#0,+0"7#'."MM-&J#+&-%/#'(,8&"7#($7/7%*!%"7 (Walter 

et al., 2015). Ces deux effets combinés pourraient contribuer à augmenter la délivrance 

'.*8"!%7#%1$(*0"&%/S&"7#'*!7#-"7#9:;? 

3.3.2. 3+4!,!5-6!$!%,!)6!$!,%78()%$,5#,8'-5#.( 

W"7# '/MM$("!)"7# ($8/,!*-"7# '*!7# -."J0("77/,!# '"7# 8O!"7@# '"7# +&%*%/,!7# 8$!$%/S&es et des 

altérations chromosomiques variables décrivent les GBM. 

 

- Les mutations de PTEN  

La délétion ou mutation du gène suppresseur de tumeur PTEN est fréquemment observée 

dans les gliomes de haut grade (Figure 10) (Appin and Brat, 2015). Son rôle est controversé 

'*!7#-*# -/%%$(*%&("#0&/7S&."--"#"7%#'$)(/%"#),++"#M*)%"&(#'"#7"!7/2/-/%$#"%#'"#($7/7%*!)"#*&J#

thérapies anti-EGFR dans les gliomes.  

W*!7# CB# +,'O-"7# '"# J$!,8("MM"7# '"# 8-/,+"7@# &!"# $S&/0"# *# $>*-&$# -."MM"%# 7K!"(8/S&"# *!%/#

%&+,(*-# '"# -.*77,)/*%/,!# '&# 8"M/%/!/2# "%# '"# -*# (*'/,%1$(*0/"?# L"7# +&%*%/,!7# '"# %K0"#

*+0-/M/)*%/,!# '"# -.F9GH# "%# '$-$%/,!# '"# I4FT# ("%(,&>$"7# '*!7 certains de ces modèles, ne 

0"(+"%%*/"!%#0*7#'"#0($'/("#-."MM/)*)/%$#%1$(*0"&%/S&"#'&#8"M/%/!/2#(Pinel et al., 2013).  
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De même, l.$%&'"# /++&!,1/7%,)1/+/S&"#'"7#2/,70/"7#'"#6D#0*%/"!%7#*%%"/!%7#'"#8-/,+"7#*#

+/7#"!#$>/'"!)"#-."J0("77/,!#'"#I4FT#'*!7#ACa#'"7#8-/,+"7#%"7%$7@#%,&7#$%*!%#'"7#8-/,+"7#

'"#1*&%#8(*'"#"%#%,&7#0,(%"&(7#'.&!"#+&%*%/,!]*+0-/M/)*%/,!#'"#-.F9GH#(Lv et al., 2012). Dans 

cette sous-population de patients traités avec le cetuximab@#-*#0($7"!)"#'"#I4FT#!.$%*/%#0*7#

corrélée à la survie des patients.  

;*/7#'*!7#'.*&%("7#$%&'"7 cliniques, la phosphorylation de PTEN sur le résidu tyrosine Y240 

est associée avec une survie globale plus courte des patients atteints de GBM et à une 

résistance aux inhibiteurs de tyrosine kinase (Fenton et al., 2012). Nous pouvons imaginer 

que les cellules exprimant cette mutation maintiennent la voie de signalisation PI3K 

nécessaire à la croissance tumorale car PTEN est un régulateur négatif de cette voie.  L.$%&'"#

de 49 coupes de patients atteints de GBM et traités avec des inhibiteurs de tyrosine kinase 

(gefitinib et erlotinib) a démontré que les patients répondeurs exprimaient le mutant 

EGFRvIII et PTEN. W*!7# )"# )*7@# -."J0("77/,!# '"# I4FT# "7%# &!# M*)%"&(# '"# 7"!7/2/-/%$ aux 

inhibiteurs de tyrosine kinase chez ces patients (Mellinghoff et al., 2005).  

- L.*)%/>*%/,!#),+0"!7*%,/("#'"#+&-%/0-"7#H4p 

Certaines tumeurs ne sont pas dépendantes de l./!1/2/%/,!# '"# M,!)%/,!# '"# -.F9GH# )*(# -"7#

cellules tumorales sont capables de mettre en place des voies de signalisation alternatives 

$+*!*!%#'.*&%("7# ($)"0%"&(7# %K(,7/!"#=/!*7" (Figure 10). Il a été montré que de multiples 

récepteurs tyrosine kinase tels S&.F9GH@#;F4@#IW9GH@#UFH-2, HER-3 ou VEGFR sont activés 

simultanément dans des lignées cellulaires de gliomes (également confirmé dans des coupes 

de gliomes).  

L./!1/2/%/,!# ),!P,/!%"# '"# 0-&7/"&(7# ($)"0%"&(7# %K(,7/!"# =/!*7"# "7%# !$)"77*/("# 0,&(# *!!&-"(#

-.*)%ivation des voies PI3K/Akt et MAPK et réduire la survie cellulaire  (Stommel et al., 2007). 

L"7# )"--&-"7# %&+,(*-"7# ),!%/"!!"!%#&!#)"(%*/!#!,+2("#'.,!),8O!"7#*)%/>$7#S&/#0"(+"%%"!%#

&!"#(*0/'"#),+0"!7*%/,!#*0(O7#-./!*)%/>*%/,!#'"#-.,!),8O!"#',+/!*!%?#5/!7/#'*!7#-"7#)"--&-"7#

'"#9:;@#-./!*)%/>*%/,!#'"#-.F9GH>bbb#N#-.*/'"#'.&!#*!%/),(07#+,!,)-,!*-#),!'&/%#N#-.*)%/>*%/,!#

de différents RTK tels que C-met, PDGFR ou VEGFR. In vivo, les auteurs ont montré 

-."MM/)*)/%$# '.&!# ),-traitement )/2-*!%# N# -*# M,/7# -.F9GH>bbb# "%# V-met pour prévenir 

-.$)1*00"+"!%# %1$(*0"&%/S&"#"%# ($'&/("# "MM/)*)"+"!%# -*# )(,/77*!)"# %&+,(*-"# (Pillay et al., 

2009).  
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Des xénogreffes sous-cutanées de cellules de GBM dans des souris SCID ont montré que 

-."(-,%/!/2#($'&/7*/%#*)%/>"+"!%#-*#7/8!*-/7*%/,!#'"#-.F9GH?#V"0"!'*!%@#-*#)(,/77*!)"#)"--&-*/("#

$%*/%#+*/!%"!&"#"%#&!"#*&8+"!%*%/,!#),!7/'$(*2-"#'"# -.*)%/>/%$#'"#IW9GHs#$%*/%#,27"(>$"?#

V"%%"#),(($-*%/,!#/!>"(7"#"!%("#-."J0("77/,!#'"#-.F9GH#"%#IW9GHs#*#$8*-"+"!%#$%$#),!M/(+$"#

dans des échant/--,!7#'"#0*%/"!%7#*%%"/!%7#'.&!#9:;#"%#!,!#($0,!'"&rs aux thérapies ciblées 

(Akhavan et al., 2013). Une sous-population de cellules de GBM, les cellules souches de 

GBM, montrent une résistance accrue aux thérapies anti-EGFR et continuent de proliférer 

+*-8($#&!"#0(/>*%/,!#"!#F9G#,&#&!"#/!1/2/%/,!#'"#-.F9GH#0*(#-"#)"%&J/+*2?#V"%%"#($7/7tance 

7."J0-/S&"(*/%# 0*(# -.*)%/>*%/,!# ),+0"!7*%,/("# '"# F(2:-2 et ErbB-3 (Clark et al., 2012). On 

pourrait a-,(7#/+*8/!"(#S&"#-.&%/-/7*%/,!#'.*!%/-F9GH#!,!#7$-")%/M7#'"#-.F9GH#"%#0"(+"%%*!% le 

blocage de plusieurs membres de la famille ErbB <%"-#S&"# -.*M*%/!/2E# serait nécessaire pour 

éradiquer avec succès les CSG. 

- L.5WT#t double-minute m#'"#-.F9GH  

Des auteurs ont récemment identifié un nouveau mécanisme de résistance aux thérapies 

)/2-*!%# -.F9GH# )1"c# -"7# 0*%/"!%7# *%%"/!%7# '"# 9:;# e# -*# ($8&-*%/,!# '"# -.5WT#

ex%(*)1(,+,7,+/S&"#'"#-.F9GH#>bbb (Nathanson et al., 2014). Dans cet article, il est décrit que 

-"7# )"--&-"7#"J0(/+*!%# M,(%"+"!%# -.F9GH>bbb# 7,!%#0-&7# 7"!7/2-"7#N# -."MM"%#0(,-apoptotique de 

-."(-,%/!/2 S&"# -"7# )"--&-"7# "J0(/+*!%# 0"&# -"# +&%*!%?# L."J0,7/%/,!# N# -."(-,%/!/2# $-/+/!"#

-.F9GH>bbb# '"# -.5WT# "J%(*)1,+,7,+/S&"# <0"%/%7# M(*8+"!%7# '.5WT# )/()&-*/("7# *00"-$7# 5WT#

« double-minute ») "%# )"%%"#'/+/!&%/,!#'"# -."J0("77/,!#'&#+&%*!%#'$7"!7/2/-/7"# -"7# )"--&-"7#

%&+,(*-"7#N# -."(-,%/!/2?#F!#(">*!)1"@#N# -.*((X%#'&# %(*/%"+"!%@# /-#K#*# ($-$+"(8"!)"#'"# -.F9GH#

mutant extrachromosomique suggérant que les cellules de GBM modulent le niveau 

'."J0("77/,!# '&# +&%*!%# F9GH# 8$!$(*!%# '"7# 01$!,+O!"7# '"# ($7/7%*!)"7# *&J# %1$(*0/"7#

ciblées.  

3.3.3. 3+/012)$8".!#%5( 

L*#7/8!*-/7*%/,!#'"#-.F9GH#+"+2(*!*/("#*#$%$#-*(8"+"!%#$%&'/$"#+*/7#'"#!,&>"--"7#M,!)%/,!7#

'"# -.F9GH# '*!7# -"# !,K*&# '"7# )"--&-"7# 7,!%# +*/!%"!*!%# '$)(/%"7# /!)-&*!%# -*# 0(,-/M$(*%/,!#

)"--&-*/("#"%#-*#($0*(*%/,!#'"#-.5WT#(Brand et al., 2013)?#L*#%(*!7-,)*%/,!#!&)-$*/("#'"#-.F9GH#

"7%# $8*-"+"!%# &!# M*)%"&(# '"# ($7/7%*!)"# *&J# '(,8&"7# )/2-*!%# -.F9GH# ("),!!&# '*!7# '"#

nombreux cancers.  
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Une étude pré-clinique sur des carcinomes pulmonaires a mis en évidence le rôle de la 

-,)*-/7*%/,!# !&)-$*/("# '"# -.F9GH# '*!7# -*# ($7/7%*!)"# *&# )"%&J/+*2# (Li et al., 2009). La 

%(*!7-,)*%/,!# !&)-$*/("# '"# -.F9GH# /!/%/$"# 0*(# -"7# =/!*7"7# '"# -*# M*+/--"# 3()@# ),!MO("# &!" 

résistance au cetuximab in vitro et in vivo. En effet, le cetuximab peut éliminer les signaux de 

0(,-/M$(*%/,!#%(*!7+/7#0*(#-.F9GH#+"+2(*!*/("#+*/7#/-#!"#0"&%#0*7#)/2-"(#-.F9GH#!&)-$*/("#S&/#

0,&(7&/%# *-,(7# 7,!# *)%/>/%$# 7/8!*-$%/S&"?# W*!7# -"# )*7# '"# -*# ($7/7%*!)"# *&# 8"M/%/!/2@# -.F9GH#

nucléaire agit comme un co-facteur de transcription de la protéine BCRP (breast cancer 

resistant protein), un transporteur membranaire ATP-dépendant retrouvé à la surface des 

)"--&-"7# '"# )*()/!,+"# +*++*/("?# L.*)%/>*%/,!# '"# )"7# %(*!70,(%"&(7# ),!'&/%# N# &!"#

*&8+"!%*%/,!# '"# -."MM-&J# '& gefitinib en dehors de la tumeur et diminue ainsi la 

concentration intracellulaire de gefitinib réduisant son efficacité (Huang et al., 2011b). 

T,&7#-.*>,!7#>& précédemment@#34546#/!%"(*8/%#01K7/S&"+"!%#*>")#-.F9GH#N#-*#M,/7#'*!7#-"#

cytoplasme et dans le noyau. Les GBM co-"J0(/+"!%#-.F9GR (et/ou son mutant EGFRvIII) et 

STAT3 activée ce qui leur confèrent un comportement plus agressif (Birner et al., 2010; Lo et 

al., 2008). Cette connexion fonctionnelle entre EGFR et STAT3 est renforcée par une récente 

$%&'"#+"%%*!%# "!# $>/'"!)"# -"# (Q-"# '.bGFBP2 (Insulin-like growth factor binding protein 2) 

'*!7# -.*)%/>*%/,!# '"# -*# 7/8!*-/7*%/,!# '"# -.F9GH# *77,)/$"# N# 34546# <V1&*# "%# *-?@# ABCDE?# L*#

protéine oncogénique IGFBP2 pourrait donc être une cible thérapeutique potentielle dans 

les gliomes de haut grade. Les interactions dans plusieurs compartiments cellulaires entre 

-.F9GH# "%# 34546, émergent comme un mécanisme potentiel soulignant la résistance des 

GBM aux thérapies anti-EGFR.   
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Troisième partie : Les intégrines 

 

1. Les intégrines, récepteurs de  !"#$%&'()'*)'  + ",&' 

 

1.1. Généralités 

Les intégrines sont des récepteurs transmembranaires jouant à la fois un rôle structural dans 

 !"#$%&'()'*#'+*)'  , '+*-* "*."/&0)'*'1/&")'  , "0&'*23456*'/*,(*&7 '*89()/09((' *:&;)'*-* ',&*

couplage à des protéines cytoplasmiques. <'+* 0(/%:&0('+* ('* =9++>#'(/* ="+* #!")/0?0/%*

signalétique intrinsèque mais elles propagent une signalisation bidirectionnelle à travers la 

.'.@&"('* = "+.0A,'B* #'*  !'1/%&0',&* ?'&+*  !0(/%&0',&* #'*  "* )'  , '* )9..'* /9,/'* ?90'* #'*

signalisation, on parlera de signalisation « outside-0(*CD*."0+*",++0*#'* !0(/%&0',&*#'* "*)'  , '*

?'&+*  !'1/%&0',&D* 9(*="& '&"* #'* signalisation « inside-out ». Les intégrines sont activées par 

#'+*.'++":'+*0(/&")'  , "0&'+*)'*A,0*"*=9,&*)9(+%A,'()'*#'*.9#, '&* !"//")$'.'(t cellulaire 

-*  "* ."/&0)'D* '/* )'/* "//")$'.'(/* '+/* -*  !9&0:0('* #'*  "* .9#, "/09(* #'* (9.@&',1* =&9)'++,+*

cellulaires (croissance , survie, différentiation, migration) et physiopathologiques 

(développement, immunité, cancer)(Hynes, 2002).  

L'+*0(/%:&0('+*+9(/*#'+*$%/%&9#0.>&'+*)9.=9+%+*#'* !"++9)0"/09(*(9(*)9?" '(/'*#!,('*+9,+-

,(0/%*E*'/*#!,('*+9,+-,(0/%*FG*Chez les vertébrés on dénombre 18 sous-,(0/%+*E*'/*H*+9,+-

,(0/%+* F* A,0* +'* &"++'.@ '(/* '(* IJ* $%/%&9#0.>&'+* #088%&'(/+ (Takada et al., 2007).  Il est 

possible de classer les intégrines selon la composition de ces différentes sous-unités et la 

spécificité de liaison #'* !$%/%&9dimère à son ligand (Figure 11):  

- Un groupe reconnaît la séquence de trois acides aminés RGD (arginine, glycine, acide 

aspartique) A,'* !9(*&'/&9,?'*#"(+*#'+*.9 %), '+*)9..'* "*80@&9(')/0('*9,* "*?0/&9(')/0(' 

par exemple (Banères et al., 1998). Parmi les 24 intégrines hétérodimériques connues, 8 

0(/%:&0('+* &')9(("0++'(/*  "* +%A,'()'* KLMG* <!0(/%:&0('* ENFO* +'*  0'* "?')* ,('* = ,+* $",/'*

"880(0/%*-*#'+*='=/0#'+*)9(/'("(/*  "*+%A,'()'*KLM*+,0?0'*#!,(*&%+0#,*: P)0('*'/*#!,n résidu 

tryptophane (peptide cyclique RGDGW) mais avec une plus faible affinité aux autres 

peptides RGD (Koivunen et al., 1995).  
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<"*  0"0+9(*#!,(*"(/0)9&=+*"(/0-EN*+=%)080A,'*23"@OQ6*+!'88')/,'*#"(+*,('*&%:09(*#'*  "*+9,+-

,(0/%* EN* )9(/'("(/*  '+* &%+0#,+* +%&0('* '/* /&P=/9=$"('* 2R'&ONQ-Trp157). Une mutation du 

tryptophane en alanine a montré que ce résidu interagissait avec le tryptophane de la 

+%A,'()'*KLMLS*'/*A,'*)'//'*0(/'&")/09(*#%/'&.0("0/* "*+=%)080)0/%*#'* 0"0+9(*#'* !0(/%:&0('*

ENFO*=9,&*#'+*='=/0#'+*)9..'* "*80@&9(')/0('*)9(/'("(/*  "*+%A,ence RGDGW (Humphries 

et al., 2000).  

- Un autre groupe est impliqué dans la liaison aux molécules de laminine de la membrane 

basale 

- Le groupe des récepteurs au collagène reconnaissent à la fois des protéines de la MEC et 

des mo %), '+* 0.= 0A,%'+* #"(+*  !"#$%&'()' #'+*  ',)9)P/'+* '/* .9(9)P/'+* -*  !'(#9/$% 0,.*

vasculaire comme VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1).   

- Un groupe contient l'+* 0(/%:&0('+* FI* '/* FT* qui sont strictement exprimées dans les 

leucocytes 

 

Figure 11: La grande famille des intégrines et leurs ligands (Figure adaptée de Hynes, 2002). Les intégrines 

sont des récepteurs hétérodimériques EF*0.= 0A,%+*#"(+*#'*(9.@&',1*=&9)'++,+*@09 9:0A,'+* 0(#0+='(+"@ '+G*

Les 24 combinaisons possibles sont classés en 4 sous-parties : les intégrines récepteurs de la laminine (en 

violet), les intégrines récepteurs du collagène (en gris), les intégrines reconnaissant des motifs RGD (en bleu) et 

les intégrines récepteurs spécifiques des leucocytes (en jaune). Quelques sous-,(0/%+* E* +9(/* &'+/&'0(/'+* ",1*

)9&#%+*)9..'*)!'+/* '*)"+*#!EJD*EUD*FI*'/*FHG*  
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Chaque sous-unité E* '/* F* des intégrines est constituée #!,(* +':.'(/* '1/&")'  , "0&'D* #!,(*

domaine transmembranaire e/* #!,('* =9&/09(* )P/9= "+.0A,'G* La sous-,(0/%* E détermine la 

spécificité de liaison du ligand. Elle '+/* )9.=9+%'* #'* T* $% 0)'+* F* A,0* +9(/* )9((')/%'+* ",1*

domaines calf-1 et calf-2 par une jonction appelée la « cuisse » et forment ensemble ce que 

 !9(*"=='  '* "*+/&,)/,&'*V jambe » qui supporte la « tête C*#'* !0(/%:&0(' (Figure 12).  

Parmi les sous-,(0/%+* E* #'+* 0(/%:&0('+D* U* #!'(/&'* '  '+* )9(/0'(('(/* ,(* #9."0('* EW* ",++0*

appelé domaine A (Larson et al., 1989). <"*  0"0+9(*#,*  0:"(#*'+/*=9++0@ '* ="&*  !0(/'&?'(/09(*

#!,(*09(*3:IX*#"(+* '*.9/08*3WDAS (metal ion-dependant adhesion site) #,*#9."0('*EW (Lee 

et al., 1995).  

Figure 12: Représentation schématique de la structure des intégrines (Figure adaptée de Barczyk et al., 

2009). Chaque sous-,(0/%*'+/*)9.=9+%'*#!,('*V tête C*'1/&")'  , "0&'D*#!,(*#9."0('*/&"(+.'.@&"("0&'*'/*#!,(*

#9."0('*)P/9= "+.0A,'G*U*#'+*OH*)$"Y('+*E*#'+* 0(/%:&0('+*)9(/0'(('(/*,(*#9."0('* EW*."0+* /9,/'+*  '+* +9,+-

,(0/%+*F*)9(/0'(('(/*,(*#9."0('*FWG*<'+*%/90 '+*&9,:'+*&'présentent les sites de liaison pour les ions divalents. 

 

La sous-,(0/%*F*='&.'t une connexion avec le cytosquelette et module de nombreuses voies 

de signalisation. La « tête » de la sous-,(0/%*F*)9(/0'(/*,(*#9."0('*FW*A,0*=9++>#'*,('*89&te 

$9.9 9:0'*"?')* '*#9."0('*EW (Figure 12).  
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Dans le cas où les sous-,(0/%+*E*('*=9++>#'(/*="+*  '*#9."0('*EWD*nous savons maintenant 

que )!'+/* '*#9."0('*FI qui lie directement le ligand (Zhang and Chen, 2012).  Le domaine FI 

contient trois sites de liaison pour les ions métalliques: au centre le site MIDAS flanqué de 

deux autres sites : un site SyMBS (synergistic metal ion binding site) et un site ADMIDAS 

(adjacent metal ion-dependent adhesion site) liant préférentiellement des ions calcium. Il a 

été démontré que des mutations conduisant à retirer le site MIDAS empêchaient totalement 

la liaison du ligand démontrant le rôle essentiel de ce motif dans la création du couple 

ligand/récepteur (Chen et al., 2003). Le Ca2+ exerce une fonction de régulation bivalente à 

travers  les motifs ADMIDAS et SyMBS qui ont respectivement des rôles de régulateurs 

négatifs et positifs #'* 0"0+9(*#,* 0:"(#*-* !0(/%:&0(' (Vorup-Jensen et al., 2007). La « jambe » 

des sous-,(0/%+* F* '+/* )9.=9+%'* #!,(* #9."0('* ZRW* 2= '10('* +'."=$9&0('* 0(/':&0(6D* #!,(*

domaine hybride et de 4 domaines EGF (epidermal growth factor like domain). Un dernier 

domaine qui se situe à la limite de la membrane est appelé « A,','*F » (Figure 12) (Barczyk 

et al., 2009).   

1.2. <'+*.%)"(0+.'+*#!")/0?"/0on des intégrines  

<!")/0?ité des intégrines et donc leur fonction est modulée par différentes voies incluant les 

ligands, les ions divalents, les anticorps monoclonaux ou les interactions avec des protéines 

intracellulaires. [('* &%:, "/09(* =&%)0+'* #'*  !")tivation des intégrines est particulièrement 

0.=9&/"(/'* #"(+*  '* )9(/&7 '* #'*  !":&%:"/09(* #'* )'  , '+* = "A,'//"0&'+* '1=&0."(/*  !0(/%:&0('*

EWW@F\*-* ',&*+,&8")'G*[('*")/0?"/09(*&"=0#'*#'*)'//'*0(/%:&0('*="&* "*801"/09(*#'*+9(* 0:"(#* '*

fibrinogène est nécess"0&'* =9,&* #%) '()$'&*  !$%.9+/"+'* '/*  "* )0)"/&0+"/09(* #!,('* @ '++,&'G*

3"0+*,('*")/0?"/09(*0("==&9=&0%'*#'* !0(/%:&0('*EWW@F\*=',/*)",+'&*,(*/$&9.@,+*9@/,&"(/*,(*

vaisseau sanguin (Shattil et al., 1998).   

<!")/0?0/%* #'+* 0(/%:&0('+* '+/* @"+%'* +,&* ,(* %A,0 0@&'* entre 3 états conformationnels (Figure 

13): une forme repliée inactive dans laquelle elles ont une faible affinité pour leur ligand, 

une forme partiellement dépliée et une forme active dépliée et liée au ligand dans laquelle 

'  '+*+9(/*)"="@ '+*#!0(0/0'&*,('*")/0?0/%*+0:(" %/0A,' (Takagi and Springer, 2002; Xiao et al., 

2004).  
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Certains travaux suggèrent que les intégrines peuvent aussi se lier à leur ligand dans une 

conformation repliée ou partiellement repliée (Arnaout et al., 2007)G* <!"(" P+'*

cristallographique du domaine extracellulaire de l!0(/%:&0('*E?F\*.9(/&'*A,!'  '*'+/ capable 

de lier un peptide contenant une séquence RGD même dans une conformation repliée 

(Xiong et al., 2002).   

 

Figure 13: Activation des intégrines (Figure adaptée de Askari et al., 2009). Les trois états conformationnels 

majeurs des intégrines : A- Conformation repliée inactive, B- Conformation intermédiaire active, C- 

Conformation ouverte active liée au ligand. Les protéines intracellulaires dont la Taline se lient aux intégrines 

8")0 0/"(/* "0(+0*  !")A,0+0/09(* #'*  ',&* )9(89&."/0on active et la liaison de leur ligand extracellulaire via une 

signalisation « inside-out ». D- Regroupement des intégrines pour mettre en place une signalisation « outside-

in ».  

 

La liaison de plusieurs anticorps aux intégrines est stabilisée ou induite par les ligands. Ces 

épitopes ainsi reconnus sont appelés LIBS (Ligand Induced Binding Sites) (Bazzoni et al., 

1995). Nous utilisons dans nos travaux un LIBS spécifique de la sous-,(0/%*EN : le SNAKA-51 

(Clark et al., 2005).  

Dans la signalisation dite « inside-out CD*  !")/0?"/09( #'*  !0(/%:&0('* '+/* .9#, %'* ="&* #0?'&+*

signaux intracellulaires .'("(/*",*&')&,/'.'(/*#!,(*:&"(#*(9.@&'*#'*=&9/%0('+*activatrices 

(telles que la taline ou la kindline) ou inhibitrices (telle que la filamine) aux régions 

0(/&")P/9= "+.0A,'+*#'+*)$"Y('+*E*'/*F (Kiema et al., 2006; Ye et al., 2011). La liaison de la 

taline au domaine cytoplasmique de la sous-,(0/%*F*#'* !0(/%:&0('*'+/*,('*%/"='*) %*dans les 

+0:(",1* A,0* &%:, '(/*  !")/0?"/09(* #'+* 0(/%:&0('+* (Figure 13) (Tadokoro et al., 2003). 
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<!% 90:('.'(/* #'+* #',1* +9,+-,(0/%+* E* '/* F* #"(+*  '+* &%:09(+* )P/9= "+.0A,'* '/*

transmembranaires conduit à des changements conformationnels où la « tête » de 

 !0(/%:&0('*#'?0'(/*801'*",:.'(/"(/*"0(+0*+9(*"880(0/%*#'*  0"0+9(*",*  0:"(#* (Kim et al., 2003). 

Cette signalisation permet de .9#, '&* !"//")$'.'(/*#'+*)' lules à la matrice extracellulaire.    

 

OG\G*R/&,)/,&'*#!,('*= "A,'*#!"#$%&'()' 

Lorsque les intégrines actives +!"++'.@ '(/* '(* V cluster », elles initient la signalisation 

« outside-in » (Figure 13). La liaison du ligand à son récepteur stabilise une conformation 

#%= 0%'*#'* !0(/%:&0('*)'*A,0*."0(/0'(/*  "*séparation des domaines intracytoplasmiques des 

sous-,(0/%+*E*'/*F*(Kim et al., 2003).  

 

Figure 14 !"#$%&'($')#(!*)+'&!,#-'.&/)(!01)2!,-&2'!3-$4+!0140%.#(2$(!$(++)+4&#(!56&7)#(!404,'.(!0(!892(:!('!

al., 2002).  La Taline se lie au domaine intracytoplasmique de la sous-,(0/%*F*'/*-* !")/0('*80@&0  "0&'*8"0+"(/*"0(+0*

le lien entre le cytosquelette et la MEC. Les kinases liées aux intégrines (ILK-Integrin Linked Kinase) 

0(/'&":0++'(/*"?')* "*A,','*F*#'+*0(/égrines p"&* !0(/'&.%#0"0&'*#'* ',& domaine kinase C-terminal. Les ILK sont 

impliquées dans le renouvellement des adhésions cellule-matrice. La paxilline (Pax) est une protéine essentielle 

#"(+* !"&)$0/')/,&'*#'+*)9.= '1'+*#'*+0:(" 0+"/09(*:,0#"(/* '+*=$%(9.>('+*#!adhérence cellulaire. La vinculine 

(Vinc) ne se lie pas directement à la sous-,(0/%*F*#'+*0(/%:&0('+*."0+*'  '*0(/'&":0/*"?')* "*="10  0('*'/* "*/" 0('G*

La tyrosine kinase Src active la protéine FAK par la phosphorylation de 4 résidus tyrosine (Y576, Y577, Y861, 

Y925). Le complexe FAK-Src lié à la queue cytoplasmique des sous-,(0/%+*F*&%:, '* "*=&9 08%&"/09(D* "*+,&?0'*'/* "*

migration cellulaire. 
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4(*= ,+* #'*  ',&* &7 '* +/&,)/,&" * #'* )9(('109(* '(/&'*  "* 345* '/*  '* )P/9+A,' '//'* #!")/0('D*  '+*

intégrines peuvent initier des cascades signalétiques intracellulaires favorisant la 

prolifération, la survie et la migration cellulaire dans des contextes physiologique ou 

tumorigéniqueG*5'//'*+0:(" 0+"/09(*(%)'++0/'*,('*&%:, "/09(*#P(".0A,'*#!"++'.@ ":'*'/*#'*

désassemblage de complexes multi protéiques qui se forment autour de la queue 

)P/9= "+.0A,'* #'*  !0(/%:&0('* #"(+* #'+* +0/'+*="&/0), 0'&+* "==' %+*=90(/+* 89)",1* #!"#$%&'()'*

(Figure 14). Un des principaux modulateurs de la signalisation des intégrines, la kinase FAK 

(Focal Adhesion Kinase) se lie aux intégrines via une interaction entre son domaine C-

terminal et des protéines associées aux intégrines telles que la taline ou la paxilline (Hanks et 

al., 1992; Mitra and Schlaepfer, 2006).  

 

1.4. Le trafic intracellulaire des intégrines 

Les intégrines sont en permanence internalisées ou recyclées à la membrane plasmique afin 

de maintenir la polarité cellulaire, réguler la transduction du signal et faciliter la régulation 

dy(".0A,'*#'* !"#$%+09(*'/*#'* "*.0:&"/09(*)'  , "0&' (Caswell et al., 2009). 

1.3.1  !"#$%&&'(!)*"#+',-)%"+!"#$.%)*!()-/%"-*%0)#$!"#%)*'1(ines 

Les intégrines peuvent emprunter différente+*&9,/'+*#!0(/'&(" 0+"/09( : #!,('*="&/D la micro 

=0(9)P/9+'* 0() ,"(/*  !'(#9)P/9+'* ) "/$&0('-#%='(#"(/'* '/*  !'(#9)P/9+'* )"?%9 0('-

#%='(#"(/'*A,0*"++0.0 '*#'+*% %.'(/+*#!,('*/"0  '* 0.0/'*#!'(?0&9(*O]](.D*'/*d!",/&'*="&/D*la 

.")&9*=0(9)P/9+'*=9,?"(/*&'/'(0&*,(* "&:'*?9 ,.'*#!'(?0&9(*O^.*(Swanson, 2008). 

 

- <!'(#9)P/9+'*) "/$&0('-dépendante (Figure 15): 

_* ="&/* A,' A,'+* &"&'+* '1'.= '+* #!0(/'&")/09(* #0&')/'* #'+* 0(/%:&0('+* "?')*  '+* /&0+`% 09(+*#'*

clathrine )9..'*  '* &%)'=/',&*#'*  "* ?0/&9(')/0('*E?FN* (Deyne et al., 1998), le recrutement 

des intégrines dans des invaginations recouvertes de clathrine requiert un grand nombre de 

protéines adaptatrices spécifiques. La protéine HAX1 se lie au domaine cytoplasmique de 

 !0(/%:&0('*E?FQ*'/*8"?9&0+'* "*.0:&"/09(*)'  , "0&'*?0"*,(*.%)"(0+.'*#!endocytose clathrine-

dépendante (Ramsay et al., 2007).  
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Des approches proté9.0A,'+*='&.'//"(/*#!0#'(/080'&* '+*0(/%:&0('+*=&%+'(/'+*-* "*+,&8")'*#'*

 "* )'  , '* 9(/* .0+* '(* %?0#'()'*  !0.= 0)"/09(* #'*  "* =&9/%0('* "#"=/"/&0)' DAB2 dans 

 !0(/'&(" 0+"/09(*#'*)'&/"0('+*0(/%:&0('+*FO 2EOFOD*EIFO*'/*E\FO6(Teckchandani et al., 2009). 

On peut également citer le rôle de la glycoprotéine transmembranaire NRP-1 (neuropilin-1) 

#"(+*  !0(/'&(" 0+"/09(*#'*  "* 89&.'*")/0?'*#'*  !0(/%:&0('*ENFO*#"(+*  '+*)'  , '+*'(#9/$% 0" '+G**

Grâce à la microscopie TIRF (Total Internal Reflection Fluorescence Microscopy), les auteurs 

ont montré que cette internalisation dépendante de NRP-1 survenait dans les adhésions 

fibrillaires, structures riches en 80@&9(')/0('*'/*+9(*&%)'=/',&* !0(/%:&0('*ENFO (Valdembri et 

al., 2009). W +* 9(/* "0(+0* )9(80&.%*  !0.=9&/"()'* #'+* =&9/%0('+* #'*  "* 345* #"(+*  '* /&"80)*

intracellulaire des intégrines.  

- <!'(#9)P/9+'*)"?%9 0('-dépendante (Figure 15): 

Il est intéressant de souligner le cas particulier #'*  !0(/%:&0('* ENFO, qui peut à la fois être 

internalisée via des mécanismes clathrine-dépendants comme on vient de le voir, mais cette 

intégrine peut également mobiliser la cavéoline lors de son internalisation. Dans un modèle 

de culture cellulaire de myofibroblastes KO pour la fibronectine soumis à des cycles de 

supplémentation/privation en fibronectine, les auteurs ont démontré que la cavéoline-1 

régulait  !'(#9)P/9+'* #'*  !0(/%:&0('* ENFO* et le renouvellement matriciel de la fibronectine 

(Shi and Sottile, 2008).  W +* .'//'(/* %:" '.'(/* '(* %?0#'()'*  "* =9++0@0 0/%* #!'(#9)P/9+'* #'*

 !0(/%:&0('*ENFO*'(*"@+'()'*#'*+9(* 0:"(#G*  

 

- Le phénomène de macro pinocytose (Figure 15):  

La macro pinocytose #%+0:('* "*89&."/09(*#'*:&"(#'+*?%+0), '+*#!'(#9)P/9+'*#'*/"0  '*'/*#'*

forme irrégulières, produites par évagination de la membrane plasmique sur la face dorsale 

de la cellule (Swanson and Watts, 1995).  Ces invaginations circulaires particulières 

recrutent, internalisent et recyclent les intégrines (De Franceschi et al., 2015). 
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Figure 15 ! ;-&(:! $42-2&/)(:! 01endocytose des intégrines. Les intégrines membranaires peuvent être 

internalisées dans de petites vésicules de cavéoline ou de clathrine ou dans de grandes vésicules de macro 

pinocytose. Elles rejoignent les endosomes précoces (early endosome EE) puis sont adressées dans des 

compartiments périnucléaires : les endosomes tardifs (late endosome LE) et enfin dirigées vers une 

dégradation lysosomale (LYS). <!'(#9)P/9+'* #'+* &%)'=/',&+* 8"0/* 0(/'&?'(0&*  '+* =&9/%0('+* K"@N* '/* K"@IO* '/*  '*

recyclage à la membrane fait intervenir les protéines Rab 4 et Rab11.  

 

Il a par exemple été démontré que suite à une stimulation par le facteur de croissance PDGF, 

 !0(/'&(" 0+"/09(*#'*  !0(/%:&0('*F3 était permise par le recrutement de macropinosomes. Un 

suivi par vidéo microscopie #'* !0(/%:&0('*F3 couplée à la GFP (green fluorescent protein) a 

='&.0+*#'*.9(/&'&*A,'* !0(/%:&0('*F3, internalisée à la face dorsale de la cellule par macro 

pinocytose, était recyclée à travers des compartiments endosomaux pour réapparaître au 

niveau de nouvelles adhésions focales sur la face ventrale de la cellule (Gu et al., 2011).  

 
1.3.2 Le devenir des intégrines internalisées 

5'+* )P) '+* #!'(#9-'19)P/9+'* 8")0 0/'(/*  "* #%/')/09(* '/*  !% 0.0("/ion des intégrines non 

fonctionnelles à la membrane plasmique. Des auteurs ont mis en évidence le rôle de 

protéines chaperones comme la calnexine qui détectent les intégrines mal repliées ou 

endommagées (Okazaki et al., 2000). Elles seront dans ce cas transportées dans des 

endosomes tardifs puis des lysosomes pour y être dégradées.  

 

MEC 

Macro pinocytose MaCavéoline Clathrine 
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EE 
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<!")0#0/%* A,0* &>:('* #"(+* )'+* '(#9+9.'+* /"&#08+* ='&.'/* #'* V nettoyer C*  !0(/%:&0('* #'+*

fragments restants de ligand favorisant ainsi le recyclage membranaire des intégrines 

compétentes pour lier de nouveaux ligands.   

Le recyclage des intégrines hu."0('+*"*%/%* "&:'.'(/*%/,#0%*)9..'*.9#, "(/* !":&'++0?0/%*

#'*(9.@&',1*)"()'&+*2=&9+/"/'D*=9,.9(D*+'0(D*9?"0&'D*)9 9(*'/)a6*."0+*)' "*(!"*b"."0+*%/%*

examiné dans les tumeurs cérébrales (Dozynkiewicz et al., 2012).  

Le trafic intracellulaire des intégrines implique des compartiments spécifiques dans la 

cellule, contenant de petites GTPases de la famille des protéines Rab. Les protéines Rab 

basculent entre un état actif lié à une molécule de GTP (guanosine triphosphate) et un état 

inactif couplé au GDP (guanosine diphosphate). Il existe une soixantaine de protéines Rab 

)$'c*  !$9..'D* )$"),('* =9,?"(/* 0(/'&":0&* "?')* = ,+0',&+* ="&/'("0&'+* #9(/*  '+* 8")/',&+*

#!%)$"(ges nucléotidiques GEF (aidant le passage de la forme inactive à la forme active) et 

les effecteurs GAP qui vont déclencher les cascades de signalisation. Les intégrines qui 

intègreront une boucle de recyclage courte sont triées dans des sous-domaines des 

endosomes précoces et retournent rapidement à la membrane plasmique sous le contrôle 

de la GTPase Rab4. 5!'+/* '*)"+*="&*'1'.= '*#'* !0(/%:&0('*E?F\*A,0*+!"++9)0'*-* "*`0("+'*ZdMO 

(phosphoinositide dependent kinase-1) pour former un complexe de recyclage rapide à la 

membrane.  5!'+/*#"(+*)es endosomes précoces riches en Rab5 et Rab21 A,'*+'*b9,'* !"?'(0&*

des intégrines endocytées (Pellinen et al., 2006). Elles peuvent également transiter par une 

étape intermédiaire dans un compartiment de recyclage périnucléaire et finalement 

retourner à la membrane plasmique via un mécanisme dépendant des Rab11 (Eva et al., 

2010) et Rab25 (Caswell and Norman, 2006), on parlera de boucle de recyclage longue. Les 

$%/%&9#0.>&'+* FO* 2'/* particulièrement  !0(/%:&0('* ENFO6* +!")),., '(/* #"(+* )'+*

compartiments Rab11 avant leur retour à la membrane plasmique (Muller et al., 2009).  

 

2. Les intégrines,  -").'+&/*#!"0&'//,1,.%*#"(/* '/*.+2'+&/*gliales 

 

Ces dernières années, les intégrines sont devenues des cibles thérapeutiques prometteuses 

#"(+* #'+* #9."0('+* ",++0* ?"&0%+* A,'*  '+* )"()'&+D*  !9+/%9=9&9+'D*  !"+/$.'D*  '+* ." "#0'+*

/$&9.@9/0A,'+D* !"&/$&9+'D* '*=+9&0"+0+a*(Goodman and Picard, 2012).  
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Ces récepteurs jouent un rôle crucial dans la transformation maligne des cellules tumorales 

et la résistance aux thérapies. En même temps que la surexpression de protéines 

matricielles, une expression élevée de leur récepteur respectif a été détecté dans des 

échantillons de GBM suggérant un rôle important des intégrines lors de la progression 

/,.9&" 'G*<'+*0(/%:&0('+*EIFOD*ENFOD*EQFOD*EUFO*'/*E?F\*+9(/*89&/'.'(/*'1=&0.%'+*#"(+* '+*

biopsies de GBM en comparaison au tissu sain (Brown et al., 2008; Gingras et al., 1995; 

Riemenschneider et al., 2005). 

 

2.1G*<'*&7 '*#'+*0(/%:&0('+*#"(+* "*.0:&"/09(*'/* !0(?"+09(*/,.9&" '  

<9&+* #'*  !0(?"+09(*  9)" 'D* ,('* )'  , '* )"()%&',+'* ,/0 0+'* #'+* .%)"(0+.'+* #'* .0:&"/09(*

simil"0&'+*-*)',1*#!,('*)'  , '*(9(-néoplasique lors des processus physiologiques. La cellule 

#90/*")A,%&0&*  "*)"=")0/%*#'*+!%/" '&*#"(+*  '*/0++,*'/*#'*#%:&"#'&*=,0+*'(?"$0&*  "*345G*5' "*

nécessite une conversion du phénotype cellulaire appelée transition épithélio-

mésenchymateuse (TEM) impliquant une perte des contacts cellule-cellule, une 

&%9&:"(0+"/09(*#,*)P/9+A,' '//'* '/*  !")A,0+0/09(*#'*=&9=&0%/%+*.0:&"/90&'+* (Lamouille et al., 

2014).   

<!,/0 0+"/09(* #!"(/0)9&=+* 9,* #'* ='=/0#'+* 0($0@0/',&+* #'+* 0(/%:&0('+* #0.0(,'*  "* )"=")0/%*

invasive des cellules de GBM (Cordes et al., 2003; Ray et al., 2014). La migration des cellules 

de gliomes in vitro et in vivo est augmentée par la radiothérapie qui conduit à une 

",:.'(/"/09(* #'*  !'1=&'++09(* #'+* &%)'=/',&+* #'*  "* ?0/&9(')/0('G* _0(+0D*  !0($0@0/09(* #'+*

0(/%:&0('+* E?F\* '/* E?FN* "?')* #'+* "(/0)9&=+* &%#,0/*  "* .0:&"/09(* )'  , "0&'* '/* +'(+0@0 0+'*  '+*

cellules à la radiothérapie (Amir Abdollahi et al., 2005; Rieken et al., 2011). Il est également 

+,::%&%*A,'* !0(/%:&0('*E\*8"?9&0+'* "*.0:&"/09(*)'  , "0&'G*4  '*'+/* 9)" 0+%'*#"(+* '+*)'  , '+*

de gliomes et particulièrement dans les cellules situées au front de migration et les cellules 

en périphérie de la vascularisation tumoraleG* <!"@9 0/09(* #'*  !'1=&'++09(* #'*  !0(/%:&0('* E\*

#"(+*#088%&'(/'+* 0:(%'+*#'*: 09.'+*&%#,0/* "*.0:&"/09(*'/* !0(?"+09(*/,.9&" '*(Nakada et al., 

2013). 

Les intégrines influencent le comportement invasif des cellules de gliomes en contrôlant la 

 9)" 0+"/09(* '/*  !")/0?0/%* #'* =&9/%"+'+* #%:&"#"(/*  "* ."/&0)'D*  '+* métallo protéinases de la 

matrice (MMPs) (Alves et al., 2011).  
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Il a été montré par vidéomicroscopie A,'*  !0(/%:&0('*E?F\*+'*  0'*'/*")/0?'*  "*33Z-2 et que 

)'//'*0(/'&")/09(*'+/*)&,)0" '*=9,&* !0(?"+09(*#'+*)'  , '+*/,.9&" '+*(Rupp et al., 2008). Dans 

 '+* "+/&9)P/'+D*  !0(/%:&0('* FO* )9-localise avec les MMP-2 dans les contacts focaux des 

 ".'  0=9#'+*+,::%&"(/*,(*&7 '*) %*#'*)'+*=&9/%"+'+* 9&+*#'* !0(?"+09(*)'  , "0&'*(Ogier et al., 

2006). Des études de microscopie confocale ont montré une forte co-localisation de 

 !0(/%:&0('*ENFO et MMP-2. Le KO de MMP-2 par SiRNA diminue  !'1=&'++09(*#! ENFO*#"(+*

des xénogreffes de gliomes et réduit le volume de la tumeur (Kesanakurti et al., 2013a).  

 

2.2. Les récepteurs de la fibronectine, comme cibles thérapeutiques prometteuses 

 

2.2.1. La fibronectine 

La matrice extracellulaire (MEC) occupe de nombreuses fonctions dans notre cerveau. On 

=',/*(9/'&*A,!'  '*.9#, '* "*.0:&"/09(*#'+*)'  , '+*: 0" '+*'/*#'+*=&%),&+',&+*(',ronaux, la 

formation de synapse et la prolifération cellulaire. Dans des processus de réparations 

physiologiques, la synthèse des composants de la MEC est augmentée pour faciliter le 

remodelage tissulaire  (Bosman and Stamenkovic, 2003). Nous nous concentrerons ici sur la 

fibronectine.  

Une "(" P+'* #'*  !'1=&'++09(* #'+* :>('+* #"(+*  '+ gliomes a révélé une augmentation de 

 !'1=&'++09(*#'+*/&"(+)&0/+*#'* "*80@&9(')/0('*#"(+* '*Le3*)9.="&%*",*/0++,*)%&%@&" *+"0( (Lal 

et al., 1999). Une confirmation plus récente a identifié la fibronectine comme un des cinq 

gènes fortement exprimés dans les GBM en comparaison à des astrocytomes non invasifs 

(Colin et al., 2005). W * "* %/%* .9(/&%* A,'*  !'1/&"-#9."0('* e* #'*  "* 80@&9(')/0('* +!")),., '*

autour des néo-?"0++'",1*#,&"(/* '+*=&9)'++,+*#!"(:09:'(>+'*."0+*="+*",/our des vaisseaux 

."/,&'+G*M'*= ,+D*)'//'* 0.= 0)"/09(*#'*  "* 80@&9(')/0('*#"(+*  !"(:09:'(>+'* /,.9&" '*+'.@ '*

être corrélée au grade tumoral puisque le pourcentage de néo-vaisseaux positifs à la 

fibronectine est plus important dans les astrocytomes de haut grade que dans les 

astrocytomes de bas grade (Castellani et al., 2002). Les cellules endothéliales sont, comme 

on vient de le voir, responsables de la production de fibronectine. Cependant, une équipe a 

prouvé récemment que la fibronectine pouvait également être synthétisée par les cellules 

tumorales augmentant ainsi la malignité in vitro et in vivo des GBM (Serres et al., 2014).  
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<'*=&0()0=" *&%)'=/',&*#'* "*80@&9(')/0('*'+/* !0(/%:&0('*ENFO*."0+*#"(+*,('*.90(#&'*.'+,&'*

la 80@&9(')/0('* =',/* %:" '.'(/* 0(/'&":0&* "?')*  !0(/%:&0('* E?F\* 2=&0()0=" * &%)'=/',&* #'*  "*

vitronectine) (Danen et al., 2002; Ray et al., 2014).  

 

2.2.2.  .%)*'1(%)!#-2 3 

<!"(:09:%(>+'*'+/*,(*=$%(9.>('*0(#0+='(+"@ '*-* "*)&90++"()'*/,.9&" 'D*)'*.%)"(0+.'*'+/*

induit par la synthèse de facteurs de croissance angiogéniques afin de développer de 

nouveaux vaisseaux. Les intégrines ENFO* '/* E?F\, particulièrement impliquées dans 

 !"(:09:%(>+'* /,.9&" ', +9(/* #'?'(,'+* #!'1)'  '(/+* )"(#0#"/+* =9,&*  '+* /$%&"=0'+* "(/0-

cancéreuses (Guo and Giancotti, 2004)G*<!0(/%:&0('*E?F\* 0'*= ,+0',&+*=&9/%0('+*)9(/'("(/* '*

.9/08*KLM*0() ,"(/* "*80@&9(')/0('D* '*80@&0(9:>('D* "*?0/&9(')/0('*'/* !9+téopontine (Plow et 

al., 2000).  

Le cilengitide est un penta peptide synthétique cyclique contenant une séquence RGD qui 

@ 9A,'* !")/0?"/09(*#'+ 0(/%:&0('+*E?F\*'/*E?FN (Reardon et al., 2008). De nombreux essais 

cliniques (phases I à III) utilisant le cilengitide en association avec la chimio/radiothérapie ont 

été menés pour les GBM nouvellement diagnostiqués (Eisele et al., 2014; Gilbert et al., 2012; 

Nabors et al., 2012; Stupp et al., 2010)G*<'+*",/',&+*9(/*?" 0#%* "*#% 0?&"()'*#'* !":'(/*",*+'0(*

#'*  "* /,.',&D*  !'880)")0/%* #,* )0 '(:0/0#'* +', * &'+/"(/* /9,/* #'* .f.'* .9deste. Une 

augmentation de la survie était toutefois observée chez les patients dont le promoteur de la 

MGMT était méthylé. Ces conclusions ont conduit -*  "* .0+'* '(* = ")'* #!,(* '++"0* ) 0(0A,'*

multicentrique sur une grande cohorte de 926 patients atteints de GBM (provenant de 25 

="P+6* '/* 0() ,+* #"(+*  !%/,#'* +' 9(*  ',&* +/"/,/*3L3g*.%/$P %G* <'+* &%+, /"/+*#'* )'//'* %/,#'*

furent décevants puisque la médiane de survie globale était exactement la même (23,6 

mois) dans le groupe de patients ayant reçu le cilengitide en combinaison à la 

chimiothérapie par temozolomide et dans le groupe contrôle (patients ayant reçu la 

chimiothérapie seule) (Stupp et al., 2014).     
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2.2.3.  .%)*'1(%)! 35 1  

L!0(/%:&0('* ENFO* est impliquée dans le potentiel oncogénique de nombreuses tumeurs 

solides incluant les gliomes. Son expression augmente les propriétés tumorigéniques in vitro 

et in vivo des cancers mammaires (Jia et al., 2004), ovariens (Mitra et al., 2011; Sawada et 

al., 2008) et dans le mélanome (McKenzie et al., 2010; Qian et al., 2005). Ces conclusions 

sont en adéquation avec de+* 9@+'&?"/09(+* ) 0(0A,'+* =,0+A,!,('* 89&/'* '1=&'++09(* #' 

l!0(/%:&0('*ENFO*'+/*)orrélée à un mauvais pronostic chez les patients atteints de carcinomes 

colique (Toquet et al., 2012) et pulmonaire (Adachi et al., 2000; Dingemans et al., 2010).  

<!0(/%:&0('*ENFO*%.'&:'*)'+*#'&(0>&'+*"((%'+*)9..'*,('*)0@ '*/$%&"=',/0A,'*=&9.'//',+'*

dans les gliomes. <!"(" P+'* 0..,(9$0+/9)$0.0A,'* #'* \]* Le3* "* ='&.0+* #'*  9)" 0+'&*  '+*

0(/%:&0('+*ENFO*'/*FH*dans les zones péri vasculaires (Riemenschneider et al., 2005). Notre 

équipe (Cosset et al., 2012; Janouskova et al., 2012) '/* #!",/&'+* (Holmes et al., 2012) ont 

montré A,!,(* $",/* (0?'", #!'1=&'++09(* #'*  !0(/%:&0('* ENFO* )$'c* #'+* ="/0'(/+* "//'0(/+* #'*

gliome était corrélé au grade tumoral et à un plus mauvais pronostic. Le traitement de 

 0:(%'+*)'  , "0&'+*#'*Le3*"?')*#'+*"(/":9(0+/'+*+=%)080A,'+*#'* !0(/%:&0('D*"*#%.9(/&%*+9(*

implication dans la prolifération, la survie clonogénique (Maglott et al., 2006)D*  !"=9=/9+'*

(Martinkova et al., 2010), la migration cellulaire (Ray et al., 2014) et la résistance à la 

chimiothérapie v0"* !'1=&'++09(*#'* "*=&9/%0('*ZN\*(Janouskova et al., 2012).   

 

2.2.4. Développement des  antagonistes $!#/.%)*'1(%)!#35 1 

<"* &')$'&)$'* #!"(/":9(0+/'+* +=%)080A,'+* #'*  !0(/%:&0('* ENF1 +!'+/* "))% %&%'* )'+* #'&(0>&'+*

"((%'+G*g&90+*) "++'+*#!"(/":9(0+/'+*+9(/*#%)&0/+* b,+A,!-*=&%+'(/ : les anticorps inhibiteurs, 

les molécules mimant la séquence RGD et les petits peptides non RGD-mimétiques.  

- <'+*"(/0)9&=+*)0@ "(/* !0(/%:&0('*ENFO :  

Le Volociximab (PDL BioPharma) est un anticorps chimérique souris-humain dérivé de 

 !"(/0)9&=+* 0($0@0/',&* #'* 89()/09(* +=%)080A,'* #'*  !0(/%:&0('* '/*  "&:'.'(/* ,/0 0+%* '(*

préclinique : le IIA1. In vitroD* '*WW_O*0($0@'* !0(?"+09(*#'+*)'  , '+*#'*)"&)0(9.'+*9?"&0'(+*'(*

Matrigel. In vivo, il diminue le nombre de métastases et augmente la survie des souris 

(Sawada et al., 2008).  
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Des expériences de BIAcore ont montré que le Volociximab et le IIA possédaient une affinité 

#'*  0"0+9(*-*  !0(/%:&0('*ENFO*%A,0?" '(/'* (Ramakrishnan et al., 2006). Dans des modèles in 

vitro #!angiogenèseD*  '* h9 9)010."@* &%#,0+"0/*  !"=9=/9+'* #'+* )'  , '+* '(#9/$% 0" '+*

(Ramakrishnan et al., 2006). Dans des modèles de xénogreffes syngéniques de carcinomes 

VX2 chez le lapin, le Volociximab a permis de réduire la densité de la vascularisation 

tumorale et ainsi la croissance de la tumeur (Bhaskar et al., 2007). Depuis sa création, le 

Volociximab a été inclus dans 10 essais cliniques ciblant les mélanomes métastatiques, les 

cancers du poumon non à petites cellules, les cancers du pancréas métastatiques, les 

carcinomes rénaux mais aucune étude ne porte sur les tumeurs cérébrales (données issues 

de https://clinicaltrials.gov/). Une étude pharmacocinétique de phase I chez 21 patients 

atteints de tumeurs solides avancées a montré que le Volociximab était bien toléré malgré 

quelques effets secondaires tels que des symptômes gastro-intestinaux, des maux de tête ou 

une hypertension. Le bénéfice clinique est mince puisque une seule réponse stable et 

durable a été observée dans le mélanome (Ricart et al., 2008)G*<!'++"0*) 0(0A,'* ' plus avancé 

est un essai de phase II qui a testé le taux de réponse au Volociximab chez des patients 

atteints de cancers ovariens réfractaires à la chimiothérapie ou de cancers du péritoine. 

<!"(/0)9&=+*%/"0/*@0'(*/9 %&%*)$'c* '+*="/0'(/+*."0+*",),('*".% ioration notable de la survie 

(!"*=,*f/&'*)9(+/"/%'*(Bell-McGuinn et al., 2011).  

Un autre anticorps, PF-04605412, ciblant spécifiquemen/*  !0(/%:&0('* ENFO* "* %/%* )9(i,* -*

="&/0&*#'* !0..,(9: 9@, 0('*W:LO*#0&0:%'*)9(/&'*EN*#"(+* "A,'  '*/&90+*.,/"/09(+*de la région 

Fc ont été introduites car ces mutations augmentent le phénomène de toxicité cellulaire 

dépendante des anticorps ADCC (antibody dependent cellular cytotoxicity). In vitro, cet 

"(/0)9&=+* 0($0@'*  "* +0:(" 0+"/09(* 0(/&")'  , "0&'* .%#0%'* ="&*  !0(/%:&0('D*  !"#$%+09(* '/*  "*

.0:&"/09(* )'  , "0&'* '/*  "* /,@, 9:%(>+'*#'+* )'  , '+* '(#9/$% 0" '+G* <!"(/0)9&=+*Zj-04605412 

",:.'(/'* !_M55*#"(+* '+*)'  , '+*/,.9&" '+*[HT*#'*Le3*'1=&0."(/* !0(/%:&0('*ENG* In vivo, 

 !"#.0(0+/&"/09(*$'@#9."#"0&'*#'* !"(/0)9&=+*&%#,0/*+0:(080)"/0?'.'(/* '*?9 ,.'*#'+*/,.',&+*

[HTG*M'*= ,+D* !"b9,/*#'* !"(/0)9&=+*-*#'*8"0@ '+*#9+'+*",*+,(0/0(0@*=9/'(/0" 0+'* !'880)")0/%*anti 

tumorale (Li et al., 2010). Suite à ces résultats précliniques très prometteurs, un essai de 

=$"+'*W*"*/'+/%* !"#.0(0+/&"/09(*0(/&"?'0(',+'*#'*)'/*"(/0)9&=+*)$'c*#'+*="/0'(/+*"//'0(/+*#'*

tumeurs solides métastatiques.  



Revue bibliographique 

78 
 

Malheureus'.'(/D*  !%?" ,"/09(* #'*  "* @" "()'* @%(%80)'-&0+A,'* (!%/"(/* ="+* =9+0/0?'D* )' "*

(!'()9,&":'&"* ="+*  "* =9,&+,0/'* #!",/&'+* '++"0+* ) 0(0A,'+* 2#9((%'+* 0++,'+* #'*

https://clinicaltrials.gov/).  

- Les petites molécules mimant la séquence RGD : 

<'*=&'.0'&*"(/":9(0+/'*(9(*='=/0#0A,'*+% ')/08*#'* !0(/%:&0('*ENFO*'+/* '*RkTJUG*l9/&'*%A,0='*

a prouvé sa capacité à inhiber la prolifération in vitro des cellules de gliomes (Maglott et al., 

2006; Martin et al., 2009) et à sensibiliser les cellules de gliomes à la chimiothérapie 

(Martinkova et al., 2010). [(*",/&'*)9.=9+%*+% ')/08*#'* !0(/%:&0('*ENFOD*"(" 9:,'*#,*RkTJQD*

a été conçu par le groupe du Pr. Kessler (Munich, Allemagne) : le K34c. Notre équipe a 

montré que le K34c réduisait la survie des cellules de GBM (Cosset et al., 2012; Martinkova 

et al., 2010) et des cellules de cancer colorectal (Janouskova et al., 2013).  

 

- Les peptides non RGD mimétiques +% ')/08+*#'* !0(/%:&0('*ENFO: 

Les séquences en dehors du site RGD sont nécessaires pour permettre une adhésion 

)9.= >/'* #'*  !0(/%:&0('* ENFO à la fibronectine. Une séquence particulière 

Z&9mn0+mR'&m_&:m_+(*2ZnRKl6*"*='&.0+* "*)9()'=/09(*#!,(*"(/":9(0+/'*='=/0#0A,'*+% ')/08*#'*

 !0(/%:&0('* ENFO B*  !_gl-161 (San Diego, USA) (Stoeltzing et al., 2003). La culture 3D de 

+=$>&'+*#'*)"&)0(9.'*.".."0&'*"*.0+*'(*%?0#'()'*,('*=9/'(/0" 0+"/09(*#'* !'88'/*in vitro de 

 "*&"#09/$%&"=0'*="&* !_gl-161 (Nam et al., 2010). Des cellules de carcinome de colon murin 

ont été injectées dans la rate de souris BALB/c pour produire des métastases hépatiques. La 

)9.@0("0+9(*#'* !_gl-OQO*'/*#!,('*)$0.09/$%&"=0'*="&*8 ,9&9,&")0 'D*&%#,0/*+0:(080)"/0?'.'(/*

 '*(9.@&'*#'*.%/"+/"+'+*$%="/0A,'+*'/* !"(:09:'(>+'*/,.9&" '*(Stoeltzing et al., 2003).  

[(* '++"0* ) 0(0A,'* #'* =$"+'* W* "* ?" 0#%*  "* +%),&0/%* #!,/0 0+"/09(* #'*  !_gl-161 dans plusieurs 

tumeurs solides résistantes aux traitements standards. Environ 1/3 des 26 patients inclus 

dan+*  !%/,#'*9(/*@%(%80)0%* #!,('* +/"@0 0+"/09(*=&9 9(:%'*#'*  ',&*." "#0'* (Cianfrocca et al., 

2006). Plus récemment, un essai clinique américain de phase I (pharmacocinétique)/II 

(%?" ,"/09(*#,*/",1*#'*&%=9(+'6*"*/'+/%*  !"++9)0"/09(*#'*  !_gl-OQO*'/*#!,('*)$0.09/$%&"=0'*

par carboplatine chez des patients atteints de gliomes malins récurrents.  
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5'/*'++"0* +!'+/*")$'?%*'(*I]OI*."0+* )'+* &%+, /"/+*(!9(/*="+ été publiés (données issues de 

https://clinicaltrials.gov/).   

 

2.3. Les mécanismes de régulation des récepteurs aux facteurs de croissance par les intégrines 

La littérature a maintenant bien établi que les intégrines et leurs ligands (protéines 

matricielles) sont de proches collaborateurs des récepteurs aux facteurs de croissance lors 

de la transduction du signal. 5!'+/* "*+P('&:0'*#'*)'+*#',1*/P='+*#'*&%)'=/',&+*A,0*="&/0)0='*-*

 !":&'++0?0/%*#'*(9.@&',+'+*/,.',&+*+9 0#'+ (Guo and Giancotti, 2004).  

W * '10+/'* J* /P='+* #!0(/'&")/09(+* '(/&'*  '+* 0(/%:&0('+* '/*  '+* &%)'=/',&+* ",1* 8")/',&+* #'*

croissance (Figure 16) (Ivaska and Heino, 2011). 

 

Figure 16 ! <(:! 0&33.#(2':! *.$42&:*(:! 01&2'(#4$'&-2! 0(:! &2'.7#&2(:! 4=($! +(:! #.$(,'()#:! 4)>! 34$'()#:! 0(!

$#-&::42$(!5?6@A! +-#:!0(!+14$'&=4'&-2!0(:!=-&(:!0(!:&724+&:4'&-2!&2'#4$(++)+4&#(B!"- <!")/0?0/%*+0:(" %/0A,'*#'+*I*

récepteurs est distincte mais elle régule les mêmes voies de signalisation intracellulaire. B- Les intégrines 

rassemblent autour #!'  '+* ,('* = "/'89&.'* #'* =&9/%0('+* #'* +0:(" 0+"/09(* '/* "++0+/'(/* "0(+0*  "* +0:(" 0+"/09(*

provenant des facteurs de croissance. C- Les intégrines sont également )"="@ '+*#!")/0?'&* '+*LjK*'(*absence 

de facteurs de croissance. D- [('* ",:.'(/"/09(* #'*  "* #'(+0/%* #!0(/%:&0('+* -*  "* +,&8")'* )'  , "0&'* renforce la 

signalisation émanant des GFR.  

 

- Une signalisation simultanée : la signalisation indépendante des deux récepteurs conduit à 

 !")/0?"/09(*#'+*.f.'+*.9 %), '+*#'*+0:(" 0+"/09(*'/*#%) '()$'* '+*.f.'+*'88'/+*@09 9:0A,'+*

(Morozevich et al., 2012). 



Revue bibliographique 

80 
 

- Une signalisation collaborative : les facteurs de croissance se lient à leurs récepteurs et la 

plateforme de protéines signalétiques recrutée par les intégrines assiste la signalisation des 

récepteurs aux facteurs de croissance. 

- Une amplification de la signalisation : les signaux générés par les récepteurs aux facteurs de 

)&90++"()'* )9(#,0+'(/* 8&%A,'..'(/* -*  !")/0?"/09(* #'+* :>('+* #'+* 0(/%:&0('+G* [('*

",:.'(/"/09(* #'*  !'1=&'++09(* #'+* 0(/%:&0('+* -*  "* +,&8")'* )'  , "0&'* ")/0?'*  "* +0:(" 0+"/09(*

médiée par les récepteurs aux facteurs de croissance.  

- La transactivation ou activation directe des récepteurs aux facteurs de croissance même en 

absence de leurs ligands.  

La phosphorylation des récepteurs tyrosine kinase (RTK) par les intégrines est un mécanisme 

par lequel les intégrines peuvent augmenter la signalisation émanant des RTK (Cabodi et al., 

2004). <"*)99=%&"/09(*'(/&'*  '+* 0(/%:&0('+*'/*  !4LjK*"*%/%*#"(+*,(*=&'.0'&* /'.=+*.0+'*'(*

évidence dans des cellules normales. Il a été montré dans des lignées de cellules 

endothéliales humaines que l!")/0?"/09(* #'*  !4LjK* #%='(#"(/'* #'+* 0(/%:&ines conduit à la 

=$9+=$9&P "/09(* #'*  !4LjK* +,&* les mêmes résidus tyrosine spécifiques que ceux 

phosphorylés suite à une stimulation par  !4LjG* 5'* (!'+/* )'='(#"(/* ="+* /9,b9,&+*  '* )"+*

=,0+A,'* '+*0(/%:&0('+*(!0(#,0+'(/*="+* "*=$9+=$9&P "/09(*#'* !4LjK*+,&* e résidu 1148 qui est 

=9,&/"(/*,(*+0/'*."b',&*#!",/9=$9+=$9&P "/09(*#,*&%)'=/',&*'(*&%=9(+'*-* !4Lj (Moro et al., 

2002).  

Dans la plupart des cas, les intégrines apparaissent comme des régulateurs positifs de la 

signalisation des RTK. Cependant, les interactions cellule-cellule peuvent aussi induire 

 !0($0@0/09(*#'*  "*+0:(" 0+"/09(*#'+*KgdG*<!'(:":'.'(/*#'*  !0(/%:&0(' EOFO*"?')*  '*)9  ":>('*

nécessite le recrutement de la protéine TCPTP (T cell protein tyrosine phosphatase) qui 

0(#,0/* ,('* #%=$9+=$9&P "/09(* #'*  !4LjKD* #'* ZMLjK* '/* #,* h4LjK* (Mattila et al., 2010). 

<!0.=9&/"()'* #!EOFO* #"(+*  "* &%:, "/09(* (%:"/0?'* #'*  !4LjK* "* ",++0* %/%* #%.9(/&%'* in vivo. 

M'+*+9,&0+*:%(%/0A,'.'(/*.9#080%'+*=9,&*('*="+*'1=&0.'&* !0(/%:&0('*9(/*,('*",:.'(/"/09(*

#,*(0?'",*@"+" *#'*=$9+=$9&P "/09(*#'* !4LjK*(Chen et al., 2007).  
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2.3.1. Coopération des intégrines  1 !*#$!#/.4567#/0("#$!#la progression tumorale 

M"(+*)'*="&":&"=$'*(9,+*"  9(+*#0+),/'&*#'* !0.=")/*#'* "*)99=%&"/09(*+0:(" %/0A,'*#'* !4LjK*

'/*#'* !0(/%:&0('*FO*2$9.9- ou hétérodimère) dans la tumorigénicité de différentes tumeurs 

solides.  

<"* )9  "@9&"/09(* =&%8%&'(/0'  '* '(/&'*  !4LjK* '/*  !0(/%:&0('* ENFO* '+/* ="&/0), 0>&'.'(/* @0'(*

décrite dans les modèles in vitro de carcinomes épidermoïdes. La stimulation des cellules de 

)"&)0(9.'* %=0#'&.9o#'* ="&*  !4Lj* &%:, '*  !%/"/* #!")/0?"/09(* #'*  !0(/%:&0('* ?0"*  "*

phosphorylation de la filamine-A (régulateur négatif des intégrines qui favorise une 

conformation inactive non liée au ligand) (Vial and McKeown-Longo, 2012). Dans le même 

modèle cellulaire,  !0($0@0/09(* =$"&.")9 9:0A,'* '/* :%(%/0A,'* #'*  !0(/%:&0('* ENFO* &%#,0/*  "*

=$9+=$9&P "/09(*#'* !4LjK*+,&* '+*&%+0#,+*O]HQ*'/*OOJHD*="&/0), 0>&'.'(/*0.= 0A,%+*#"(+* '+*

voies de signalisation de la prolifération cellulaire (PI3K/Akt et MAPK) (Morozevich et al., 

2012)G* <!0($0@0/09(*#'*  !4LjK* '/* #'*  !0(/%:&0('* "*  '* .f.'* '88'/*#'* #0.0(,er la prolifération 

)'  , "0&'G*<"*)9.@0("0+9(*#'+*0($0@0/',&+*#'* p4LjK*'/*#'* !0(/%:&0('*'(/&"Y('* "*+,==&'++09(*

#'* "*=$9+=$9&P "/09(*#'+*=&9/%0('+*j_dD*_d/*'/*4&`*+,::%&"(/*A,'* !0(/%:&0('*ENFO*'/* !4LjK*

partagent des voies de signalisation commune régulant la prolifération des cellules de 

carcinome épidermoïde.   

<"* )99=%&"/09(* '(/&'*  !0(/%:&0('* FO* '/*  !4LjK* '+/* %:" '.'(/* #%)&0/'* #"(+*  '+* )'  , '+* #'*

)"()'&* @&9()$0A,'G* 39&'  9* '/* +'+* )9  >:,'+* 9(/* .9(/&%* A,'*  !0(/%:&0('* FO* )9(/&7 "0/*  "*

+0:(" 0+"/09(* #'*  !4LjK* in vitro et in vivo '/* A,!'  '* %/"0/* (%)'++"0&'* =9,&*  "* )&90++"()'*

tumorale et la migration des cellules de cancer bronchique (Morello et al., 2011).    

Cette collaboration entre les deux récepteurs est également bien connue  9&+*#'* !")A,0+0/09(*

="&* "*)'  , '*/,.9&" '*#!,(*=$%(9/P='*0(?"+08 dans les carcinomes mammaires. Utilisant une 

 0:(%'* )'  , "0&'* /&>+* 0(?"+0?'* 0++,'* #!,('* /,.',&* .".."0&'* $,."0('D* ,('* %A,0='* "*

#%.9(/&%* ="&* .0)&9+)9=0'* )9(89)" 'D* ,('* )9 9)" 0c"/09(* '(/&'*  '+* =&9/%0('+* R&)D*  !4LjK* '/*

 !0(/%:&0('* FO* -*  "* .'.@&"('* = "+.0A,'* #'*  "* 8")'* ?'(/&" '* #'+* )'  , '+* (Williams and 

Coppolino, 2014). La formation de ce complexe physique entre ces trois protéines est 

dépendante des protéines SNARE (Soluble N-éthylmaleimide-sensitive-factor attachment 

protein receptor) ayant un rôle dans le transport des MMPs lors de la maturation des 

invadopodes.  
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[('*",/&'*%/,#'*)9(80&.'* !0.=9&/"(/'*#'* "*)9  "@9&"/09( #'* !4LjK*'/*#'+*0(/%:&0('+*#"(+* "*

migration des cellules de cancer mammaire (Guo et al., 2015). <!'1=&'++09(* #'*  "* `0(# 0('*

2=&9/%0('*A,0*&'(89&)'* !")/0?"/09(*#'+*0(/%:&0('+*="&* "*g" 0('6*'+/*)9&&% %'*-* !'1=&'++09(*#'*

 !4LjK* #"(+* #'+* @09+=0'+* #'* /,.',&* .".."0&'G* In vitro, la kindline interagit directement 

"?')*  '* #9."0('* `0("+'* #'*  !4LjKG* 5'* )9.= '1'* ='&.'/*  "* +/"@0 0+"/09(* #,* &%)'=/',&* '/*  '*

blocage de sa dégradation maintenant ainsi son effet sur les voies de signalisation qui 

contrôlent la migration cellulaire.   

2.3.2. Les intégrines  1 comme facteur de résistance aux thérapies anti-EGFR 

M'*="&*+9(*&7 '*0.=9&/"(/*#"(+* !9()9:%(0)0/%*/,.9&" 'D* !4LjK*"*%/%* "*)0@ '*#!"(/0)9&=+*9,*

#!0($0@0/',&+*=$"&.")9 9:0A,'+*#"(+*  !0(/'(/09(*#'* &%#,0&'*  "* )&90++"()'* /,.9&" 'G*M"(+*  "*

plupart des cas, les thérapies anti-4LjK* (!9(/* ="+* /'(,*  ',&+* =&9.'++'+G* M'* = ,+D*  '+*

.%)"(0+.'+*#'*&%+0+/"()'*+9, >?'(/*#'+*A,'+/09(+*+,&*  '* &"/09((' *) 0(0A,'*#!,/0 0+"/09(*#'*

ces drogues chez des patients non sélectionnés. Ces dernières années, les protéines de la 

MEC et leurs récepteurs émergent comme des biomarqueurs de réponse aux thérapies 

ciblant  '+*Kgd*#9(/* !4LjK.  

Les traitements actuels contrôlent la croissance tumorale dans les premières phases du 

)"()'&*."0+*  !'880)")0/%*-*  9(:*/'&.'*'+/*@'",)9,=*= ,+*.9#'+/'. Les cellules initiatrices de 

tumeurs aussi appelées cellules souches cancéreuses contribuent aux capacités 

métastatiques des tumeurs conduisant aux rechutes thérapeutiques. Dans ce contexte, je 

citerai une étude importante A,0*('*=9&/'*="+*+,&* !0(/%:&0('*FO*mais qui propose  !0(/%:&0('*

F\*)9..'*8")/',&*8"?9&0+"(/* '+*=&9=&0%/%+*+9,)$'+*#!,('*/,.',&*0() ,"(/* "*&%+0+/"()'*",1*

thérapies anti-EGFR (Seguin et al., 2014)G* W +* 9(/* #%.9(/&%* A,'*  !0(/%:&0('* E?F\* %/"0/*

surexprimée dans différentes tumeurs solides (sein, poumon et pancréas) résistantes aux 

anti-EGFR. In vivo, la +,==&'++09(* :%(%/0A,'* ="&* +$Kl_* #'*  !'1=&'++09(* #'*  !0(/%:&0(' F\ 

",:.'(/'* !'880)")0/%*#'*#088%&'(/+*gdW*#'* !4LjKG*5'//'*&%+0+/"()'*",1*"(/0-EGFR serait sous 

 "*#%='(#"()'*#'* "*)99=%&"/09(*#'* !0(/%:&0('*'/*#'* !9()9:>('*dK_RG*M'*= ,+D* !'1=&'++09(*

de F\*#"(+*#'+*@09=+0'+*#'*)"()'&*=, .9("0&'+*est augmentée chez les patients ayant reçu 

un traitement anti-4LjK*'(*)9.="&"0+9(*",1*="/0'(/+*(!"P"(/*="+*&'i,*#'*/$%&"=0'+*)0@ %'+G* 
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Z ,+0',&+* %/,#'+*#%.9(/&'(/*  !0.=9&/"()'* #'*  !0(/%:&0('* FO* #"(+*  "* &%+0+/"()' des cancers 

.".."0&'+*",1*/$%&"=0'+*)0@ "(/*  !4LjK. Les mécanismes de résistance au lapatinib (agent 

)0@ "(/* !4LjK*'/*n4K-2) étant peu décrits, une équipe propose une voie de survie alternative 

#%='(#"(/'* #'*  !0(/%:&0('* FOG* <!0($0@0/09(* #'*  !0(/%:&0('* FO avec un anticorps inhibiteur 

bloqueur de fonction surmonte la résistance au lapatinib de cellules de cancer mammaire 

cultivées en trois dimensions (Huang et al., 2011a). Des travaux ont analysé le rôle de 

 !0(/%:&0('* FO* #"(+*  "* =&9:&'++09(* /,.9&" '* #'* ="/0'(/+* "//'0(/+* #'* )"()'&* .".."0&'*

métastatiques, positifs pour HER-I*'/*/&"0/%+*",*/&"+/,c,."@*2":'(/*)0@ "(/* !4LjK*'/*n4K-2). 

[(* 89&/* ."&A,":'* .'.@&"("0&'* #'*  !0(/%:&0ne dans des coupes de patients était corrélé à 

une médiane de survie plus faible et à une diminution du taux de réponse au trastuzumab 

(Lesniak et al., 2009).    

Des études sur des carcinomes pulmonaires ont également établi que  !0(/%:&0('* FO*

potentialise )9(+0#%&"@ '.'(/*  !")/0?0/%*9()9:%(0A,'*#'*  !4LjK*  et sont responsables de la 

résistance aux thérapies ciblant le récepteur. Dans un modèle de cancer du poumon non à 

='/0/'+*)'  , '+D* !"#$%&'()'*#'+*)'  , '+*-*,('*."/&0)'*#'*80bronectine diminue le potentiel 

cytotoxique du cetuximab 2":'(/*)0@ "(/* !4LjK6G*<!0($0@0/09(*#,*&%)'=/',&*#'* "*80@&9(')/0(', 

 !0(/%:&0('* ENFOD* &'+/",&'*  "* +'(+0@0 0/%* #'+* )'  , '+* ",* )'/,10."@* (Eke et al., 2013). La 

génération de sous-) 9('+* )'  , "0&'+* #'* )"()'&* =, .9("0&'* &%+0+/"(/+* -*  !'& 9/0(0@* 2gdW*

)0@ "(/*  !4LjK6*"*+9, 0:(%*,('*",:.'(/"/09(*#'* !'1=&'++09(*'/*#'* !")/0?"/09(*#'* !0(/%:&0('*

FOG*<"*#% %/09(*#'* !0(/%:&0('* >?'* "*&%+0+/"()'*-* !'& 9/0(0@*#"(+*)'+*)'  , '+G* 

<!%/,#'* 0..,(9$0+/9)$0.0A,'* #!%)$"(/0  9(+* /,.9&",1* #'* ="/0'(/+* )9(80&.'* ,('*

",:.'(/"/09(*#'* !'1=&'++09(*#'* !0(/%:&0('*+,0/'*-*,(*/&"0/'.'(/*="&*'& 9/inib (Kanda et al., 

2013). M!",/&'+ travaux montrent que  !0(/%:&0('*FO*",:.'(/'* "*=&9 08%&"/09(D* la migration 

et la résistance aux anti-EGFR des cellules de cancer pulmonaire (Morello et al., 2011). In 

vitro, l'+*)'  , '+*+,&*'1=&0."(/* !0(/%:&0('*FO*+9(/*= ,+*&%+0+/"(/'+*-* !")/09(*)P/9/910A,'*#,*

gefitinib sur la croissance des colonies en soft agar.  

<!0(/%:&0('* FO* '+/* #9()* ,(* &%:, "/',&* 0.=9&/"(/* #'*  "* +0:(" 0+"/09(* #'*  !4LjK* '/* #'+*

propriétés tumorigéniques du cancer du poumon. Son inhibition pourrait représenter une 

approche thérapeutique adjuvante aux thérapies anti-EGFR.  
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Ces résultats sont confirmés dans des modèles cellulaires de CBNPC avec une mutation de 

 !4LjK*2#% %/09(*#'* !'19(*OU*)9((,' =9,&*)9(8%&'&*,('*+'(+0@0 0/%*",1*gdW*#'* !4LjK6*(Ju and 

Zhou, 2013). Les auteurs ont montré une co-'1=&'++09(*#'*  !0(/%:&0('*FO*'/*#'*)-Met dans 

)'+* )'  , '+G* <"* )9.@0("0+9(* #'*  !0($0@0/09(* :%(%/0A,'* #'*  !0(/%:&0('* '/* #'*  !0($0@0/09(*

pharmacologique de c-3'/D* #0.0(,'*  "* =$9+=$9&P "/09(* #'*  !4LjK* '/*  !")/0?"/09(* #'* +'+*

'88')/',&+G*<"*+,&'1=&'++09(*'/* !activation (stimulat09(*="&* "*80@&9(')/0('6*#'* !0(/%:&0('*FO*

augmente fortement la résistance au gefitinib (IC50 du gefitinib : 17,5 µM versus 0,08 µM 

#"(+*  '+* )'  , '+* +,&'1=&0."(/* 9,* (9(*  !0(/%:&0('* &'+=')/0?'.'(/6G* 5'+* &%+, /"/+* +9, 0:('(/*

une coopération entre c-Met et  !0(/%:&0('*FO, A,0*&%:, '* "*&%+0+/"()'*",1*gdW*#'* !4LjK*#"(+*

les carcinomes pulmonaires.  

 

2.3.3. Le rôle des intégrines  1 $-)"#/!#*(-&%,#%)*(-,!//8/-%(!#$!#/.4567  

59..'*(9,+* !"?9(+*?,*#"(+*,(*)$"=0/&'*=&%)%#'(/D*  '+* 0(/%:&0('+*-*  "*+,&8")'*#'+*)'  ,les 

sont continuellement internalisée et recyclées à la membrane plasmique. Ces phénomènes 

sont sous la dépendance de petites molécules GTPases de la famille des Rab. Les voies du 

trafic intracellulaire des intégrines impliquant les Rab4 et Rab11 sont aussi décrites dans les 

)P) '+*#!0(/'&(" 0+"/09(*'/*#%:&"#"/09(*#'+*KgdG* 

Caswell et ses collègues ont montré que le cilengitide 2":'(/* @ 9A,"(/*  !0(/%:&0('* E?F\6*

8"?9&0+"0/*  !"++9)0"/09(* #'+* =&9/%0('+* )9,= %'+* ",* K"@* 2K"@* )9,= 0(:* =&9/'0(+* K5Z6* -*

 !0(/%:&0('*ENFO*8"?9&0+"(/* '*&')P) ":'*#'* !0(/%:&0('*-* "*.'.@&"('*= "+.0A,'G*4  '*?"*" 9&+*

se loger dans des protrusions membranaires.  

<!0($0@0/09(* #!E?F\* ="&*  '* )0 '(:0/0#'* 8"?9&0+'* "0(+0*  "* .0:&"/09(* #'+* )'  , '+* #'* )"&)0(9.'+*

9?"&0'(+G* W +* 9(/* %:" '.'(/* .9(/&%* A,'*  '+* K5Z* 8"?9&0+"0'(/*  '* &')&,/'.'(/* #'*  !0(/%:&0('*

ENFO*'/*#'* !4LjK*#"(+*,(*.f.'*)9.= '1'*=$P+0A,'*)9(#,0+"(/*-* ',&*&'cyclage conjoint à 

la membrane (Caswell et al., 2008).   
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2.3.4. Coopération des intégrines  1 !*#$!#/.4567#$-)"#/!"#1/%0+!" 

Toutes c'+*#9((%'+*= "0#'(/*'(*8"?',&*#!,(**&7 '*)&,)0" *#'+*=&9/%0('+*#'* "*345*'/*#'* ',&+*

&%)'=/',&+D*  '+* 0(/%:&0('+D* #"(+*  "* &%+0+/"()'* ",1* /$%&"=0'+* )0@ "(/*  !4LjKG* 5'='(#"(/D*

",),('* %/,#'* (!"* -* )'* b9,&D* * .0+* '(* %?0#'()'*  !0.= 0)"/09(* #'+* 0(/%:&0('+* #"(+*  '+*

mécanismes de résistance aux anti-EGFR observés en clinique dans le GBM.  

Cependant, une étude peu convaincante suggère que le lapatinib pourrait inhiber la 

89&."/09(* #,* )9.= '1'* FOm4LjK* &%#,0+"(/* "0(+0*  "* .0:&"/09( des cellules de gliomes 

(Dimitropoulos et al., 2010). <!"(" P+' immunohistochimique de  !0(/%:&0(' E5F1 dans des 

coupes de GBM a révélé que les zones de surexpression des récepteurs aux facteurs de 

croissance (EGFR et PDGFR) étaient enrichies de  !'1=&'++09( de  !0(/%:&0(' E5F1 et des 

composants des protéines de signalisation associées à  !0(/%:&0(' (FAK, Erk et paxilline) 

(Riemenschneider et al., 2005). Plus récemmentD* !%A,0='*#,*M&G*h'&'@*"*A,"(/080%*="&*jK4g*

(Fors/'&* &'+9(("()'* '('&:P* /&"(+8'&6*  !'1=&'++09(* #'*  !$%/%&9-)9.= '1'* FOm4LjK* #"(+* #'+*

cellules de GBM en culture et dans des couples de gliomes issues de patients. Le taux de 

formation du complexe in vitro augmente la résistance des cellules à la radiothérapie et in 

vivo le complexe est augmenté dans les astrocytomes de haut grade et constitue un facteur 

de mauvais pronostique (Petrás et al., 2013).  
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345*67849:;<5*=4*3!>:?=4 

 

Le glioblastome multiforme (GBM) est une tumeur cérébrale très invasive et agressive. Elle 

 !"#$%&'"%$()#%(*("+" $%,-.+. ,"%/*(%(,#"0$.1 %02.('rgicale et développe des résistances aux 

radio- "$%02.+.1$2,(*/."#%*. #.%&'!*'3%$2,(*/."#%ciblées *0$'"--"+" $%/(1/1#,"#4%5!"#/,(* 0"%

de vie des patients est de 9-15 mois après diagnostic. Le gène HER1/ErbB1/EGFR, codant 

pour le récepteur à activité tyrosine kinase (RTK) de l'EGF, est un élément clef de la 

cancérogénèse du GBM. Les essais cliniques impliquant d"#%6(17'"#%0.8-* $%-!9:;<%(anticorps 

antagonistes ou inhibiteurs de TK) se sont révélés peu efficaces. Différents mécanismes de 

résistances aux anti-9:;<%1 $%6,=>%,$,%+.#%>%=1'(%+*.#%0"-*% !*%/*#%*81'$.%>%-!*+,-.1(*$.1 %6"%

la prise en charge des patients. Les études in vitro montrent que les anti-EGFR bloquent 

"??.0*0"+" $%>%-*%?1.#%-!*'$1/21#/21(@-*$.1 %6'%(,0"/$"'(%"$%-"#%A1."#%6"%#.7 *-.#*$.1 %&'.%"n 

découlent. En revanche,  in vivoB%#"'-"%-!*'$1/21#/21(@-*$.1 %6'%(,0"/$"'(%"#$% . 2.8,"4%C"#%

(,#'-$*$#% #'77)(" $% -!*0$.A*$.1 B% in vivo, de systèmes compensatoires des voies de 

signalisation pro-tumorales 6"% -!9:;<4% % D* #% 0"% 01 $"3$"B% -" microenvironnement tumoral 

pourrait  tenir une place importante dans la résistance des GBM aux $2,(*/."#%0.8-* $%-!9:;<.  

5*% ?.8(1 "0$. "% "#$% -!' "% 6"#% /(1$,. "#% 6"% -*%+*$(.0"% "3$(*0"--'-*.("% -"#% /-'#% #'("3/(.+,"#%

6* #%-"#%7-.1+"#4%E1 %(F-"%6* #%-!. A*#.1 %"$%-*%/(17("##.1 %$'+1(*-"%6'%:GH%"#$%+*. $" * $%

8." %,$*8-.4%I1$("%,&'./"%*%+1 $(,%(,0"++" $%&'"%-!. $,7(. "%JKLMB%/(. 0./*-%(,0"/$"'(%6"%

-*% ;IB% "#$% ,7*-"+" $% .+/-.&',"% 6* #% -*% /(17("##.1 %6"#% 7-.1+"#% "$% 01 #$.$'"%' "% 1'A"--"%

0.8-"% $2,(*/"'$.&'"% 6"#% :GH4% C"/" 6* $% 6"#% $(*A*'3% 01 $(*6.0$1.("#% 6,+1 $(" $% &'"% -"%

01'/-"%;INJKLM%A.*%#1 %(F-"%6* #%-*%012,#.1 %0"--'-*.("B%/"(+"$$(*.$%6"%8-1&'"(%-!. A*#.1 %"$%

-*% 6.#/"(#.1 % 6"#% 0"--'-"#% 6"%:GH4% 5"#% . $,7(. "#% 011/)(" $% *A"0% -"#% <OP% "$% " % /*($.0'-."(%

*A"0%-!9:;<4%D"#%,$'6"#%#1'-.7 " $%&'"%-*%011/,(*$.1 %. $,7(. "#N9:;<%/"'$%01 6'.("%>%' "%

(,#.#$* 0"%*'3%6(17'"#%* $.-9:;<%6* #%6"#%+16)-"#%6"% $'+"'(#%/'-+1 *.("#B%+*++*.("#4%

Q'0' "%,$'6"%>%0"%=1'(% !*%*81(6,%-!.+/*0$%/1$" $."-%6"%-*%#'("3/("##.1 %6"%-!. $,7(. "%JK%"$%

6"%-*%?.8(1 "0$. "%6* #%-*%(,#.#$* 0"%6"#%:GH%*'3%$2,(*/."#%0.8-* $%-!9:;<4% 
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Q. #.%-"#%18="0$.?#%/(. 0./*'3%6"%+"#%$(*A*'3%6"%$2)#"%#1 $ R 

 -% *(*0$,(.#"(% -"% (F-"% 6"% -!. $,7(. "% 6* #% -*% (,#.#$* 0"% 6"#% 0"--'-"#% 6"% :GH% *'3% $2,(*/."#%

* $.-9:;<% #'(% -"#% /*(*+)$("#% 01 A" $.1  "-#% 6!*7("##.A.$,% $'+1(*-"% !"# $!%&'% S/(1-.?,(*$.1 B%

#'(A."%"$%/1$" $."-%. A*#.?T4 

2- Evaluer in vitro -!"??.0*0.$,%6"%$(*.$"+" $#%0.8-,#%A.#* $%#.+'-$* ,+" $%-!9:;<%"$%-!. $,7(. "%

JKLM4 

3- Etudier les mécanismes moléculaires affectant la réponse des cellules de GBM aux anti-

EGFR " %?1 0$.1 %6'%$*'3%6!"3/("##.1 %6"%-!. $,7(. "4 

4- C1+/(" 6("% -"% (F-"% 8.A*-" $% 6"% -!. $,7(. "% JKLM%&'.% #"+8-"% >% -*% ?1.#% .+/-.&',"% 6* #% -*%

cohésion cellulaire et la dispersion des cellules de GBM S(,#'-$*$#%(,#'+,#%6* #%-!*($.0-"%MT. 
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1. Modèles cellulaires 

Les lignées de cellules tumorales humaines de glioblastome U87MG, U373MG et T98MG 

(ATCC) sont maintenues dans du milieu EMEM (Lonza) supplémenté à 10% de sérum de veau 

?U$*-%S51 V*TB%MW%6"%5-glutamine (Lonza), 1% 6!*0.6"#%*+. ,#% 1 %"##" $."-#%S51 V*T%6* #%' %

incubateur sous atmosphère humide à 37°C et 5% de CO2.  

2. Transfection et tri cellulaire 

Les cellules U87MG ont été transfectées de manière stable pour sur-exprimer ou sous-

exprimer la sous-' .$,%JK%6"%-!. $,7(. "4% 

Q?. %6"%$(1'A"(%6!*+,-.1("(%-!"??.0*0.$,  de transfection nous avons fait varier le ratio nombre 

6"% 0"--'-"#N&'* $.$,% 6!QDI% "$% -"% A1-'+"% 6"% -!*7" $% 6"% $(* #?"0$.1 N&'* $.$,% 6!QDI4% Les 

meilleures conditions sont les suivantes : Les cellules U87MG sont ensemencées dans une 

plaque 6 puits à la densité de 400 000 cellules/puits dans du milieu EMEM 24h avant la 

transfection.   

La sous-' .$,%JK%2'+*. %"3$(*.$"%6'%/-*#+.6"%/9CE-JK%?1'( ."%/*(%-"%D(%<'1#-*2$.%S5*%X1--*B%

CQT%*%,$,%0-1 ,%6* #%' %/-*#+.6"%/0DIQY4M%SZ [.$(17" T4%C"%/-*#+.6"%JK%/0DIQ%01+/1($"%

une séquence de résistance à la geneticine G418 (utilisée à 1mg/mL). Une quantité de 3µg 

de plasmide est transfectée grâce à la lipofectamine (4µL) dans un milieu Optimem (Lonza). 

Les constructions plasmidiques permettant la répression de la sous-' .$,%JK%"$%#1 %01 $(F-"%

1 $%,$,%18$" '%02"V%\/" G.1#@#$"+#4%Z-%#!*7.$%6"%/-*#+.6"%016* $%/1'(%6"#%#2<IQ%(2,5µg) ne 

possédant pas de sé&'" 0"%0.8-"%1'%' %#2<IQ% . $"(*7.##* $%*A"0% -"%7) "%6"% -!. $,7(. "%JK%

SJK/EH]T4%C"#%/-*#+.6"#%#1 $%$(* #?"0$,#%7(^0"%>%-!Qrrest-In (10µL) dans un milieu Optimem. 

5*%#,-"0$.1 %#!effectue par la puromycine (utilisée à 1µg/mL).  

La sélection des populations U87MG surexprimant ou sous-"3/(.+* $% -!. $,7(. "%JK%#"%?*.$%

par tri cellulaire. Q% /*($.(% 6!' "% #'#/" #.1 % 0"--'-*.("B% 0"$$"% $"02 .&'"% /"(+"$% 6!.#1-"(%

différentes sous-populations cellulaires en fonction de différents critères comme par 

"3"+/-"% -!. $" #.$,% 6e fluorescence. Un total de 4 millions de cellules par condition est 

nécessaire. Les contrôles suivants sont indispensables : une condition de cellules non 

marquées, pour les marquages indirects il faut préparer une condition uniquement marquée 

*A"0% -!* $.corps secondaire. Les cellules sont incubées avec les anticorps primaires sur la 

glace pendant 30 minutes puis rincées avec du tampon PBS/BSA 0,5%.  
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Q/()#% 0" $(.?'7*$.1 B% -"% 0'-1$% 0"--'-*.("% "#$% ("#'#/" 6'% 6* #% -*% #1-'$.1 % 6!* $.01(/#%

secondaires 30 minute#%#'(%7-*0"%>%-!*8(.%6"%-*%-'+.)("4%Suite au marquage, les cellules sont 

gardées en suspension dans la glace dans 4mL de tampon (PBS/BSA 0,5%). Les cellules 

61.A" $% .+/,(*$.A"+" $%_$("%?.-$(,"#%='#$"%*A* $% -"%$(.% S?.-$("%#$,(.-"%6"%K`a+T%*?. %6!18$" .(%

une suspension de cellules isolées.  

Q% -!.##'"% 6'% $(.% S0@$1+)$("% " % ?-'3% Q<ZQTB% -"#% 0"--'-"#% #1 $% 01--"0$,"#% 6* #% 6"#% $'8"#% K+5%

stériles (ref 352054) contenant du milieu EMEM supplémenté de 1% de 

pénicilline/streptomycine (Lonza). Les cellules sélectionnées sont alors amplifiées dans du 

milieu EMEM contenant les antibiotiques de sélection (généticine ou puromycine). Un 

01 $(F-"% 6"% -!"??.0*0.$,% 6'% $(.% 0"--'-*.("% "#$% *-1(#%  ,0"##*.("% /*(% 0@$1+,$(."% " % ?-'34% Nous 

avons dû trier la population cellulaire sous-expri+* $% -!. $,7(. "% Sbcd% JK-) deux fois. 

5!. $" #.$,% 6"% ?-'1("#0" 0"% 0*(*0$,(.#* $% -!"3/("##.1 % 6"% -!. $,7(. "% JKLM à la surface des 

cellules triées est mesurée par le logiciel FlowJo (Tree Star Inc).  

Anticorps utilisés : anti-JK R%JK-PE (BioLegend) utilisé à 5µg/mL, anti-LM : hybridome TS2/16-

Cy5 utilisé à 10µg/mL, anti-EGFR : cetuximab-Cy5 utilisé à 10µg/mL, anti-JA : hybridome 

clone 69.6.5 utilisé à 12µg/mL, anticorps secondaire FITC de rat (BD BioSciences) utilisé à 

1µg/mL.   

3. Signalisation et analyse par immunoblot 

5"#% /'.$#% 6!' "% /-*&'"% ]e% /'.$#% #1 $% ("01'A"($#% 6!' "% +*$(.0"% 6"% ?.8(1 "0$. "% humaine 

(Biomedical Technologies) à 10µg/mL O/N à 4°C ou de poly-HEMA (poly (2-hydroxyethyl 

methacrylate, Sigma). La solution de poly-HEMA est utilisée à 5mg/mL et diluée dans 

-!,$2* 1- 2h à 60°C sous agitation puis refroidie sur glace. Les puits sont saturés avec une 

solution de PBS/BSA 0,5% pendant 30 minutes.  

Les cellules U87MG sont carencées pendant 3h dans un milieu EMEM sans sérum. Une 

quantité de 100 000 cellules /puits est ensemencée et conservée >%-!. 0'8*$"'(%/" 6* $%Y`%

+. '$"#4%5*%A1."%6"%#.7 *-.#*$.1 %6"%-!9:;<%"#$%#$.+'-,"%*A"0%6"%-!9:;%SM`a7N+5T%/" 6* $%M`%

minutes. La suspension de cellules non adhérentes (sur poly-HEMA) est centrifugée et lysée 

dans un tampon dénaturant Laemli (BioRad). Les cellules adhérentes à la fibronectine sont 

lysées dans le tampon Laemli directement dans le puits.  
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Les protéines sont séparées sur un gel SDS-PAGE (Biorad) pré coulé et transférées sur une 

membrane de PVDF (GE Healthcare). Les membranes sont incubées avec les anticorps 

primaires (1/1000) O/N à 4°C puis avec les anticorps secondaires couplés HRP (1/10 000, 

Promega). Les protéines sont visualisées avec la technique par chimioluminescence (ECL, 

Biorad) et les quantifica$.1 #%#1 $%(,*-.#,"#%>%-!*.6"%6'%-17.0."-%Z+*7"%f'* $4 

Anticorps utilisés : anti-J5 IIA1 (BD bioSciences), anti-Jv antibody sc9969 clone PLW7 (Santa 

Cruz), specific anti-L1 antibody TS2 produced by the hybridoma cell line TS2/16.2.1 (HB-243, 

ATCC), pEGFR Y1068 (Cell Signaling), EGFR (Cell Signaling), p44/42 MAPK (Erk1/2) (Cell 

Signaling), P-p44/42 MAPK T202/Y204 (Cell Signaling), pAkt S473 (Cell Signaling), Akt (Cell 

Signaling).  

44%O"#$%6!*62,(" 0" cellulaire 

Les puits 6!' "%/-*&'"%gh%/'.$#%#1 $%("01'A"($#%6!' "%+*$(.0"%6"%?.8(1 "0$. "%diluée dans du 

PBS à 0-10µg/mL (50µL/puits) O/N à 4°C (Pr Carreira, Cergy-Pontoise, France). Les puits 

contrôles négatifs sont recouverts de 50µL de PBS. Les puits contrôles positifs (100% 

6!*62,#.1 T% #1 $% ("01'A"($#% *A"0% K`a5% 6"% i1-@-L-Lysine à 50µg/mL (Sigma). Les puits sont 

ensuite saturés 30 minutes (PBS-BSA 1%).  

5"#%0"--'-"#%bcdH:%#1 $%01--"0$,"#%>%-!*.6"%6"%-!9DOQNiGE%S]+HTB%" #"+" 0,"#%>%-*%6" #.$,%

de 50 ```% 0"--'-"#N/'.$#% "$% . 0'8,"#% /" 6* $% ' "% /,(.16"% 6!' "% 2"'("% >% -!. 0'8*$"'(4% Les 

cellules incubent avec les anticorps anti-JK% SGZZ:]% Ya7N+5T% "$% anti-JA% 6* #% 6'% +.-."'%

EMEM/Hepes (Lonza). Les puits sont ensuite rincés trois fois avec du milieu EMEM/Hepes 

(rinçage mécanique). Les cellules sont fixées avec du glutaraldéhyde 1% (Electron 

Microscopy Sciences). 5"%+*(&'*7"%6"#%0"--'-"#%#!"??"0$'"%*A"0%'ne solution de cristal violet 

MW%/" 6* $%Y`%+. '$"#4%<. 0"(%*81 6*++" $%>% -!"*'4%E1-'8.-.#"(% -"%01-1(* $%/*(% -!*=1'$%6"%

SDS 1% pendant 30 minutes sous agitation légère. Après dissolution du marquage, 

-!*8#1(8* 0"%"#$%-'"%>%KgK +4% 
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54%O"#$%6!,$*-"+" $%0ellulaire 

5"#% /'.$#%6!' "% /-*&'"%]e% /'.$#% #1 $% ("01'A"($#% 6!' "%+*$(.0"%6"% ?.8(1 "0$. "% >% M`a7N+5%

\NI% >% ejC4% C1++"% /1'(% -"% $"#$% 6!*62,(" 0"B% -"#% /'.$#% #1 $% #*$'(,#% *A"0% ' "% #1-'$.1 %

PBS/BSA 1% pendant 30 minutes.  

Les cellules sont ensuite ensemencées dans du milieu EMEM/Hepes à une densité de 25 000 

0"--'-"#%N/'.$#4%5"#%0"--'-"#%#!,$*-" $%#'(%-"%01*$. 7%/" 6* $%]`%+. '$"#B%e`%+. '$"#B%]2B%e2%"$%

h2%6* #% -!*$+1#/2)("%01 $(F-,"%6!' % . 0'8*$"'(4%5"#%0"--'-"#%#1 $%?.3,"#%*'%7-'$*(*-6,2@6"%

MW% >% 02*&'"% $"+/#4% 5!*.("% 6!,$*-"+" $% 6"#% 0"--'-"#% 6"% 02*&'"% 02*+/% S/21$1#% M`k-

microscope EVOS xl Core) est mesurée grâce au module « set measurements-Area » du 

logiciel ImageJ.  

6. Prolifération cellulaire 

La prolifération cellulaire est évaluée par la méthode MTS (Cell Titer 96 Aqueous One 

Solution Cell Proliferation Assay, Promega) qui quantifie la dégradation du sel de tétrazolium 

en formazan par les enzymes de la chaîne de respiration mitochondriale. Les cellules U87MG 

sont ensemencées dans une plaque 96 puits (1000 cellules /puits) dans du milieu EMEM 

#'//-,+" $,% 6"% M`W% 6"% #,('+% 6"% A"*'% ?U$*-% "$% -"#% *7" $#% * $.-EGFR aux concentrations 

. 6.&',"#% S0"$'3.+*8% "$% 7"?.$. .8T4% 5"%HOE% "#$% *=1'$,% Y2% /'.#% -!*8#1(8* 0"% "#$%+"#'(,"% >%

492nm.  

7. Test clonogénique en soft agar 

Préparer u "% #1-'$.1 % 6!*7*(% `BKW% stérile diluée dans du PBS et le chauffer à 42°C puis 

déposer 500µL/puits (plaque 24 puits) et laisser solidifier à température ambiante. Préparer 

' "%6"'3.)+"%01'02"%6!*7*(%>%`BdW%6.-',%6* #%6'%+.-."'%EMEM 0% sérum.  

Il faut préparer en parallèle la suspension cellulaire (1000 cellules/mL) dans du milieu EMEM 

20% sérum +/- les drogues anti-EGFR et anti-JK% S]kT4% i1'(% 02*&'"% 01 6.$.1 B% 6.#/" #"(%

M+5N/'.$#%6!' %+,-* 7"%6"% -*%#1-'$.1 %6!*7*(%"$% -*% #'#/" #.1 %0"--'-*.("%*'%(*$.1%MRM% S/1'r 

18$" .(%' "%#1-'$.1 %6!*7*(%>%`BYKW%"$%' "%#'#/" #.1 %0"--'-*.("%9H9H%M`W%"$%6(17'"#%MkT4%

Ajouter 100µL/puits de milieu frais (+/- drogues) par semaine.   
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Les cellules resteront 6* #% ' % . 0'8*$"'(% >% YdjC% "$% KW% C\]% ='#&'!>% 0"% &'"% -"#% 01-1 ."#%

apparaissent (20 jours). Les colonies sont marquées avec une solution de cristal violet 

`B``KW%&'.%6.??'#"%6* #%-!*7*(%/1'(%+*(&'"(%-"#%01-1 ."#%6* #%$1'$"%-!,/*.##"'(%6"%-*%7,-1#"4%

Une photo du puits entier est réalisée grâce à un macroscope (Leica Z6 AP0) et les colonies 

#1 $% " #'.$"% 01+/$,"#% >% -!*.6"% 6!' "% +*0(1% &'"% -!1 % *% 6,A"-1//,"% #1'#% Z+*7"X% S" %

collaboration avec la plateforme PIQ de la faculté de Pharmacie, Romain Vauchelles).  

8. Migration en chambre de Boyden 

Dans le cas de la migration par chimiotactisme en chambre de Boyden, les cellules migrent 

" %6.("0$.1 %6!' %7(*6." $%6!' "%+1-,0'-"%#1-'8-" R%.0.%-"%#,('+%6"%A"*'%?U$*-4% 

Une suspension cellulaire de 30 000 cellules est déposée dans chaque insert dans 200µL de 

milieu EMEM 0% sérum +/- drogues aux concen$(*$.1 #%A1'-'"#4%5!. #"($%"#$%6,/1#,%6* #%' %

/'.$#%6!' "%/-*&'"%]e%/'.$#%01 $" * $%K``a5%6"%+.-."'%9H9H%M`W%#,('+%lN- drogues aux 

01 0" $(*$.1 #%A1'-'"#4%5*%+.7(*$.1 %6"#%0"--'-"#%>%$(*A"(#%-*%+"+8(* "%/1("'#"%6"%-!. #"($%

#!"??"0$'"%/" 6* $%d2%6* #%' % . 0ubateur à 37°C et 5% CO2. Les cellules ayant transmigré 

#1 $%" #'.$"%?.3,"#%*'%7-'$*(*-6,2@6"%MW%/" 6* $%MK%+. '$"#4%5"#%0"--'-"#% !*@* $%/*#%+.7(,%

(partie supérieure de la membrane) #1 $%("$.(,"#%6,-.0*$"+" $%>%-!*.6"%6!un coton-tige.  

Les cellules ayant migré sont marquées au DAPI (clone sc-3598, SantaCruz Biotechnology) à 

2,5µg/mL pendant 15 minutes. Cinq photos représentatives de la densité cellulaire de tout 

-!. #"($% #1 $%/(.#"#%>% -!*.6"%6!' %+.0(1#01/"%>%?-'1("#0" 0"% Sm9ZEE-Axio, grossissement 10X) 

pu.#% -"#%0"--'-"#%#1 $%&'* $.?.,"#%7(^0"%>%' "%+*0(1%&'"%-!1 %*%6,A"-1//,"%#1'#%Z+*7"X%S" %

collaboration avec la plateforme PIQ de la faculté de Pharmacie, Romain Vauchelles).  

9. Formation de  sphéroides tumoraux 

Formation des sphéroïdes : 6g de méthylcellulose (Sigma) sont dissout dans 250mL de milieu 

EMEM #* #%#,('+%6"%A"*'%?U$*-%et chauffé à 60°C pendant 1h. Il faut ensuite ajouter 250mL 

de milieu EMEM supplémenté en sérum 20%, 2% acides aminés non essentiels (NEAA) et 2% 

sodium pyruvate (NaP) et mixer O/N à 4°C. Centrifuger la solution à 5000g pendant 2h, le 

surnageant sera aliquoté et conservé à 4°C. 5*%?1(+*$.1 %6"#%#/2)("#%/"'$%#!"??"0$'"(%#"-1 %

deux techniques :  



Section expérimentale 

94 
 

- la procédure par « gouttes inversées » : 25µL de suspension cellulaire préparée dans du 

milieu EMEM 10% sérum, 1% NEAA et NaP (2000 cellules) sont dispensés dans le couvercle 

6!' "%81n$"%6"%i,$(.4%5"%01'A"(0-"%"#$%" #'.$"%("$1'( ,%/"(+"$$* $%-*%0(,*$.1 %6!' "%71'$$"%

en 48h dans un incubateur à 37°C et 5% CO2. 

- la procédure utilisant des plaques de culture cellulaire à fonds coniques : 100µL de 

suspensions cellulaire préparée dans du milieu EMEM 10% sérum, 1% NEAA et NaP  (2000 

cellules) sont ajoutés dans des plaques 96 puits à fonds coniques (Greiner Cellstar U-bottom 

culture plate)  

10. Migration collective à partir de sphéroïdes tumoraux 

Des sphères de 48h sont déposées dans une plaque 24 puits dans du milieu EMEM +/- 

drogues sur une matrice de fibronectine à 10µg/mL). Après 18h de migration, les cellules 

sont pré-fixées avec du glutaraldéhyde 0,5% (Electron Microscopy Sciences) dilué dans le 

milieu de culture pendant 20 minutes à température ambiante. Une fixation définitive avec 

du glutaraldéhyde 1% pur est ensuite nécessaire pendant 15 minutes.  

Les cellules sont marquées au DAPI (clone sc-3598, SantaCruz Biotechnology) à 2,5µg/mL 

pendant 15 minutes. Une image en contraste de phase (EVOS xl Core, grossissement 5X) et 

en fluorescence (ZEISS-Axio, grossissement 5X) sont acquises pour chaque sphère. Le 

nombre de cellules #!,A*6* $% 6"% -*% #/2)(e est quantifié 7(^0"% >% ' "% +*0(1% &'"% -!1 % *%

développée sous ImageJ (en collaboration avec la plateforme PIQ de la faculté de Pharmacie, 

Romain Vauchelles).  

11. Immunofluorescence et microscopie confocale 

Les sphéroides sont ensemencés en plaque 24 puits dans du milieu EMEM complet sur des 

lamelles précédemment coatées avec une matrice de fibronectine (10µg/mL). Après 18h de 

migration, les cellules sont fixées avec du paraformaldéhyde (Electron Microscopy Sciences) 

à 4% et perméabilisées avec du Triton-X100 à 0,1% (Sigma).  

Q/()#%M2%6!,$*/"%6"% #*$'(*$.1 % SOGENGEQ%KWTB% -"#% 0"--'-"#% #1 $% . 0'8,"#%*A"0% -"#% #1-'$.1 #%

6!* $.01(/#%/(.+*.("#%\NI%6.-',#%6* #%OGENGEQ%KW4%5"%-" 6"+*. B%-"#%0"--'-"#%#1 $%(. 0,"#%*'%

TBS puis incubées avec les anticorps secondaires pendant 2h à température ambiante à 

-!*8(.%6"%-*%-'+.)("4%5"#%#/2,(1.6"#%#1 $%+1 $,#%" $("%-*+"%"$%-*+"--"%>%-!*.6"%6!' %(,*0$.?%6"%



Section expérimentale 

95 
 

+1 $*7"%Si(1-1 7%:1-6%* $.?*6"%("*7" $B%Z [.$(17" T4%5"#%.+*7"#%#1 $%(,*-.#,"#%>%-!*.6"%6!' %

microscope confocal (LEICA TCS SPE II, 60x magnification oil-immersion).  

Anticorps utilisés : anti-JK% 0-1 "% ZZQM% (BD Biosciences) à 10µg/mL, anti-JK% antibody 

conformation-dépendant SNAKA-51 (Millipore) à 5µg/mL, anti-LM% OE]% /(16'.$% -*% -.7 ,"%

6!2@8(.61+"% OE]NMh4]4M% SoG-243, ATCC) à 1µg/mL, anti- LM%H*8MY% % % % % SGD% i2*(+. 7" T% >%

0,6µg/mL, pEGFR Y1068 (Cell Signaling), EGFR (Cell Signaling), Dapi clone sc-3598 (SantaCruz 

Biotechnology) à 2,5µg/mL. 5"#%* $.01(/#%#"01 6*.("#%?-'1("#0" $#%/(1A."  " $%6!Z [.$(17" R 

AlexaFLuor 488; 546; 647 à 5µg/mL.  

 

12. Analyses statistiques 

Les données représentent la moyenne de trois expériences indépendantes +/- sem (sauf 

mention contraire). Les analyses statistiques sont faites par un test One way ANOVA suivis 

6!' % /1#$-test de Bonferroni ou un test T de Student avec le logiciel GraphPad Prism. 

5!. $"(A*--"%6"%01 ?.* 0" de significativité est fixé à 95%.  
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Etude du rôle  !"#$%&'"#()*+,-  dans la résistance des 

glioblastomes aux thérapies anti-EGFR 

 

La littérature décrit largement la coopération signalétique entre l!9:;<% "$% -"#% . $,7(. "#4%

Certaines études font également le lien entre cette coopération et la résistance aux 

thérapies anti-EGFR dans les carcinomes mammaires (Huang et al., 2011a), pulmonaires (Eke 

et al., 2013; Morello et al., 2011) et du pancréas (Seguin et al., 2014). Cependant aucune 

,$'6"% !*, à ce jour, *81(6,%-!.+/*0$%/1$" $."-%6"%-*%#'("3/("##.1 %6"%-!. $,7(. "%JK%"$%6"%-*%

fibronectine (FN) 6* #% -*% (,#.#$* 0"% 6"#% :GH% *'3% $2,(*/."#% 0.8-* $% -!9:;<4%  Dans cette 

/("+.)("%/*($."%6"%+1 %$(*A*.-%6"%$2)#"B% 1'#%*--1 #%61 0%,A*-'"(%-!.+/-.0*$.1 %6"%-!. $,7(. "%

JKLM%6* #%-*%(,#.#$* 0"%6"#%:GH%*'3%$2,(*/."#%0.8-* $%-!9:;<4%I1'#%/(1/1#"(1 #%,7*-"+" $%

' "% 2@/1$2)#"% +,0* .#$.&'"% /"(+"$$* $% 6!"3/-.&'"(% 0"$$"% (,#.#$* 0"% *'3% * $.-EGFR 

désormais bien connue en clinique humaine.  

 

1. .//0%'1$"/#)2() !"#$%&'"#()*+,-)($)2() !3456)21#7)2(7) "&#%(7)8(  9 1"'(7)2()& "/: 17$/;( 

 

M4M4%93/("##.1 %6.??,(" $."--"%6"%-!. $,7(. "%JKLM%"$%6"%-!9:;<%6* #%$(1.#%-.7 ,"#%6"%:GH 

 

Les GBM étant des tumeurs très hétérogènes, nous avions imaginé que notre projet se 

baserait sur la comparaison 6"% -*%011/,(*$.1 % . $,7(. "%JKN9:;<%6* #%/-'#."'(#% -.7 ,"#%6"%

:GH4%I1'#%*A1 #%61 0%. .$.,% 1$("%,$'6"%*A"0%-!'$.-.#*$.1 %6"%$(1.#%-.7 ,"#%6"%:GH%2'+*. #%

provenant de la banque américaine ATCC R%bcd%H:B%bYdY%H:%"$%Ogc%H:4%5!"3/("##.1 %>%-*%

surface cellulair"%6"% -!. $,7(. "%JKLM%"$%6"%-!9:;<%"#$%* *-@#,"%/*(%0@$1+,$(."%" %?-'3%6* #%

ces trois lignées cellulaires (Figure 17A)4% 5!"3/("##.1 % $1$*-"% 6"% 0"#% 6"'3% (,0"/$"'(#% "#$%

vérifiée par immunoblot (Figure 17B)4%5!"3/("##.1 %6"%#'(?*0"%6"#%#1'#-' .$,#%JK%"$%LM%"#t 

01((,-,"%*A"0%-!"3/("##.1 %$1$*-"%6"#%/(1$,. "#%6* #%-"#%$(1.#%-.7 ,"#%6"%:GH4%% 
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Figure 17: !"#$%&&'()*+',,-$%).'%//%*+%*/0').-1$')%*234 *%.*+%*/0!567*+8)&*.$('&*/'1)-%&*+%*59:; 

A- Q *-@#"%/*(%0@$1+,$(."%" %?-'3%6"%-!"3/("##.1 %" %#'(?*0"%6"#%. $,7(. "#%JKB%LM%"$%6"%-!9:;<4%B- Immunoblot 

6"%-!"3/("##.1 %6"#%/(1$,. "#%JKB%LM%"$%9:;<%6* #%-"#%-.7 ,"#%bcd%H:B%bYdY%H:%"$%Ogc%H:4%C-  5!*62,(" 0"%

des cellules de GBM à une matrice de fibronectine (10µg/mL) est corrélée avec le niv"*'%6!"3/("##.1 %6!JK%6"%

chaque lignée. 
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En revanche, les lignées U87 MG et U373 MG expriment la même densité de récepteur à 

-!9:;% " % #'(?*0"%+*.#% -!"3/("##.1 % $1$*-"% 6'% (,0"/$"'(% 6* #% 0"#% 6"'3% -.7 ,"#% #"+8-"% /-'#%

faible dans la lignée U373MG (Figure 17A et B)4% 5!*62,(" 0"% 0"--'-*.("% " 7*7"% ' % 7(* 6%

 1+8("% 6!. $,7(. "% +*.#% -!*62,(" 0"% 6"#% 0"--'-"#% >% ' "% +*$(.0"% 6"% ?.8(1 "0$. "% " 7*7"%

/(,?,(" $."--"+" $%-"#% . $,7(. "#%JK%"$%JA4%C"/" 6* $B% 1'#%*A1 #%+1 $(,%&'"%-"%/1$" $."-%

6!*62,#.1 % 6"% $(1.#% -.7 ,"#% 6"% :BM à la fibronectine est corrélé avec leur niveau 

6!"3/("##.1 %6"%-!. $,7(. "%JK%(Figure 17 C).  

 

Q?. % 6"%+"$$("% " % ,A.6" 0"% ' "% 011/,(*$.1 % #.7 *-,$.&'"% " $("% -!9:;<% "$% -!. $,7(. "%JKLM 

dans ces trois lignées de GBM, nous avons déposé les cellules sur une matrice de 

?.8(1 "0$. "% S;IT% /1'(% " 7*7"(% -!. $,7(. "% JKLM% ou sur une matrice de poly-hema (susp) 

"+/_02* $%-!*62,rence cellulaire et ainsi -"%("0('$"+" $%6"%-!. $,7(. "4% 

 

M4]4%5!*62,(" 0"%6"#%0"--'-"#%6"%:GH%>%-*%?.8(1 "0$. "%*'7+" $"%-*%#.7 *-.#*$.1 %6"%-!9:;<  

Comme le montre les immunoblots de la figure 18A, dans les lignées U87MG et T98MG, 

-!*'$1/21#/21(@-*$.1 % 6"% -!9:;<% /*(% -!9:;% SO@(% M`hcB% #.$"% 6"% ("0('$"+" $% 6"% :(8]T% "#$%

inchangée que les cellules adhèrent à la fibronectine ou soient en suspension. En revanche, 

-!*$$*02"+" $%6"#%0"--'-"#%>%-*%?.8(1 "0$. "%/1$" $.*-.#"%-!*0$.A*$.1 %6"%-*%A1."%6"#%HQiP%" %

*A*-%6"%-!9:;<%01++"%-"%+1 $("%-!*'7+" $*$.1 %6'%$*'3%6"%/21#/21(@-*$.1 %6"%-*%/(1$,. "%

Erk1/2.  

La situation des cellules U373MG est différente pu.#&'"%-!1 %18#"(A"%' "%/1$" $.*-.#*$.1 %6"%

-!*0$.A*$.1 % 6"% -!9:;<% "$% 6!9(pMN]% /*(% -!*62,(" 0"% 6"#% 0"--'-"#% >% -*% ?.8(1 "0$. "% " %

comparaison aux cellules en suspension (Figure 18A-panel de droite). Les analyses 

densitométriques du niveau de phosphorylation 6!9(pMN]% (,A)-" $% &'!" % *8#" 0"% 6"%

#$.+'-*$.1 % /*(% -!9:;B% -*% /21#/21(@-*$.1 % 6"% 0"$$"% /(1$,. "% "#$% /-'#% .+/1($* $"% 6* #% -"#%

cellules adhérentes que dans les cellules conservées en suspension (Figure 18B-panel de 

droite). Ces données soulignent la présence 6!' "%A1."%6!*0$.A*$.1 %6"#%HQiP%6,/" 6* $"%

6"#%(,0"/$"'(#%6"%-*%?.8(1 "0$. "%+*.#%. 6,/" 6* $"%6"%-!9:;<4 
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Figure 18: <08+=-$%)>%*+%&*>%//?/%&*+%*59:*@*/8*,'A$()%>.')%*8?1B%).%*/8*&'1)8/'&8.'()*+%*/0!567; 

A- 5"% ("0('$"+" $% 6"% -!. $,7(. "% JKLM% 6* #% -!*62,#.1 % 6"#% $(1.#% -.7 ,"#% >% ' "%+*$(.0"% 6"% ?.8(1 "0$. "% S;IT%

/1$" $.*-.#"% -*% /21#/21(@-*$.1 % 6!9(pMN]% " % 01+/*(*.#1 % *'3% 0"--'-"#%  1 % *62,(" $"#% S#'#/T4% 9 % ("A* 02"B%

#"'-"%-*%/21#/21(@-*$.1 %6"%-!9:;<%S#'(%-"%(,#.6'%M`hcT%6* #%-"#%0"-lules U373 MG est augmentée par le couple 

JKN?.8(1 "0$. "4%B- Q *-@#"% 6" #.$1+,$(.&'"% 6'%  .A"*'% 6"% /21#/21(@-*$.1 %6"% -!9:;<% "$% 6"% -*% p. *#"% 9(pMN]%

normalisé par rapport à un contrôle interne : la GAPDH.  
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En résumé, 

Nous avons mis en évidence une coopéra.'()*%).$%*/0!56*%.*/8*,'A$()%>.')%*C?'*#(.%).'8/'&%*

/08>.'D8.'()*+%&*D('%&*+%*&'1)8/'&8.'()*%)*8D8/*+%*/0!567*+8)&*.$('&*/'1)-%&*+%*59:; 

 

C"/" 6* $B% -!*$$*02"+" $% 6"#% 0"--'-"#% 6"%:GH%>% -*% ?.8(1 "0$. "%+18.-.#"% -!. $,7(. "%JKLM%

mais également les intégrine#%JALY%"$%JALK4%Q?. %6"%/(1'A"(%&'"%-*%011/,(*$.1 %" $("%-!9:;%

"$% -*% ?.8(1 "0$. "% "#$% #$(.0$"+" $% 6,/" 6* $"% 6"% -!. $,7(. "% JKLMB% nous avons modifié 

7, ,$.&'"+" $% -"%  .A"*'% 6!"3/("##.1 % 6!JKLM dans ces trois lignées (inhibition de 

-!"3/("##.1 %6"%-*%#1'#-u .$,%JK%/*(%#2<IQ%"$%#'("3/("##.1 %6!JK par transfection de cDNA). 

Des contraintes techniques de difficultés de transfection nous ont contraints à utiliser la 

-.7 ,"%bcdH:%01++"%' .&'"%+16)-"%6!,$'6"4  

 

<=)>;018$)2() !"#$%&'"#()*+,-)79') 1)7"&#1 "71$"/#)2(  !3456)21#7) (7)8(  9 (7)2()4?@ 

 

2.1. Caractérisation de la lignée U87MG 

 

Nous avons donc initié notre étude par la caractérisation de la lignée de GBM U87MG. Cette 

lignée cellulaire a été établie >%/*($.(%6!' "% -.7 ,"%6!*#$(10@$1+" présentant des zones de 

nécrose (Pontén and Macintyre, 1968).  

Q%%-!1(.7. "B%0"$$"%-.7 ,"%0"--'-*.("%,$*.$%6,0(.$"%01++"%*@* $%' "%0(1.##* 0"%$()#%-" $"%*-1(#%

&'"% +*. $" * $% -*% -.$$,(*$'("% #!*001(6"% /1'(% la décrire comme une lignée cellulaire à 

prolifération rapide, ceci indiquant que les lignées cellulaires changent avec le temps. En 

effet, cette lignée a été cultivée dans de nombreux laboratoires depuis sa création et 

-!*//*(.$.1 % 6"%  1'A"--"#%+'$*$.1 #% 7, ,$.&'"#% 1 $%+.#% " % ,A.6" 0"% 6"#% #1'#-populations 

phénotypiques différentes dans les laboratoires. Pourtant, de manière surprenante, le 

séquençage du génome de la lignée U87MG a révélé une relative stabilité de ces cellules 

malgré une large utilisation depuis plus de 40 ans (Clark et al., 2010). Cette stabilité 

génétique fait 61 0%6"%-*%-.7 ,"%bcdH:%' %+16)-"%6"%021.3%6* #%-!,$'6"%in vitro des GBM.  
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Figure 19: E8$8>.-$'&8.'()*+%&*/'1)-%&*FGH*23I*%.*FGH*23-. 

A- Q *-@#"%/*(%.++' 18-1$%6"%-!"3/("##.1 %$1$*-"%6"#%#1'#%' .$,#%JKB%LMB%JA%"$%9:;<4%B-Analyse par cytométrie 

" %?-'3%6"% -!"3/("##.1 %6"%#'(?*0"%6"%0"#%+_+"#%(,0"/$"'(#4%C- 5*%+"#'("%6"%-!*.("%6!,$*-"+" $% SZ+*7"XT%6"#%

cellules U87 MG 6h après leur ensemencement sur une matrice de fibronectine (10µg/mL) est un phénomène 

6,/" 6* $%6"%-!. $,7(. "%JK. D- 5!*62,(" 0"%6"#%0"--'-"#%bcd%#'(%' "%+*$(.0"%6"%?.8(1 "0$. "%6,/" 6%6'% .A"*'%

6!"3/("##.1 %6!JK4 E- 5!*62,(" 0"%6"#%0"--'-"#%bcd%JKl%>%-*%?.8(1 "0$. "%6,/" 6%6"%-!. $,7(. "%JK4%9 %("A* 02"B%

-!*62,(" 0"%6"#%0"--'-"#%bcd%JK- à la fibronectine mobilise l"#%. $,7(. "#%JK%"$%JA4% 
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La lignée U87MG a été génétiquement modifiée pour sur- (U87-,-./&'0&1'01-exprimer (U87-

,--/&2345678945:&,-;<&:5&='>?*9*41'5&*@:=&2:&=2'5:&ABC&D6&:+?94>*56&05&54@:*0&E*1*2&F3,-G&

La validation de l3:((4=*=467& F:& 69*51(:=64'5& :16 vérifiée par immunoblot (Figure 19A). 

H3:+?9:114'5&F:&23"IJ&'0&F:1&45678945:1&;<&:6&,@&5:&1'56&pas affectée par la modulation de 

23:+?9:114'5&F3,-G&H3*5*2K1:&F:&23:+?9:114'5&L&2*&109(*=:&=:2202*49:&F:1&45678945:1&,-M&;<&:6&,@&

par cytométrie en flux confirme ces résultats (Figure 19B).   

H3*FN714'5& :6& 2376*2:>:56& F:1& =:2202:1& 109& 05& 10E169*6& 1'24F:& 1'56& F:1& 76*?:1& 4>?'96*56:1&

F*51&2*&>489*64'5&=:2202*49:G&O'01&*@'51&4=4&='5(49>7&P0:&23*49:&F:&='56*=6&:569:&2:1&=:2202:1&

U87MG et une matrice de fibronectine est c'99727:&*0&54@:*0&F3:+?9:114'5&F:&2345678945:&,-&

dans les cellules (Figure 19C). !:1&6:161&F3*FN79:5=:&=:2202*49:&'56&97@727&P0:&23*08>:56*64'5&

F:& 23:+?9:114'5&F3,-;<&9:5('9Q*46& 23*66*=N:>:56&F:1&=:2202:1&L& 2*& (4E9'5:=645:& (Figure 19D). 

H3064241*64'5& F305& *564='9?1& 45N4E46:09& 1?7=4(4P0:& F3,-& 97F046& 6'6*2:>:56& 23*FN79:5=:& F:1&

=:2202:1& ABC& ,-.& >*41& *& ?:0& F34>?*=6& 109& 2:1& =:2202:1& ABC& ,--. Un anticorps inhibiteur 

1?7=4(4P0:&F3,@&:16&45:((4=*=:&109&2:1&=:2202:1&ABC&,-.&>*41&97F046&('96:>:56&23*FN79:5=:&F:1&

cell02:1&ABC&,--G&O'01&?'0@'51&F'5=&='5=209:&P0:&23*66*=N:>:56&F:1&=:2202:1&ABC-,-.&109&la 

(4E9'5:=645:& 534>?24P0:& P0:& 2345678945:& ,-& *2'91& P0:& 23*66*=N:>:56& F:1& =:2202:1& ABC-,--  

F7?:5F&L&2*&('41&F:&&2345678945:&,-&:6&F:&2345678945:&,@&(Figure 19E).  

 

 

2.2. L345678945:&,-;<&*08>:56:&2*&97?'51:&1485*2764P0:&F:1&=:2202:1&ABC)I&*?9R1&164>02*64'5&L&23"IS 

 

 (45&F:&F76:9>45:9&14&2345678945:&,-;<&?:06&?'6:564*241:9&2*&1485*241*64'5&F:&23"ISJ&454647:&?*9&

23"ISM&F*51&2:1&=:2202:1&ABC)I&F:&I#)M&5'01&*@'51&F'5=&='>?*97&23*=64@*64'5&F:1&@'4:1&F:&

23"ISJ& ?*9& 23"IS& F*51& F:1& =:2202:1& ABC& ,-.& :6& ABC& ,-- ensemencées sur une matrice de 

fibronectine (Figure 20A   panel de gauche). Les lysats cellulaires sont analysés pour la 

?N'1?N'9K2*64'5&F:& 23"ISJ&:6& 23*=64@*64'5&F:1&@'4:1&F:& 1ignalisation des MAPK et PI3K/Akt. 

$'>>:& 2:& >'569:& 23*5*2K1:& F:5146'>7694P0:& (Figure 20A   panel de droite), la 

?N'1?N'9K2*64'5&F:&2*&T45*1:&"9T<UV&:16&<M-&('41&>'451&4>?'96*56:&F*51&2:1&=:2202:1&ABC&,-- 

P0:&F*51&2:1&=:2202:1&ABC&,-.G&H:&54@:*0&F3:+?9:114'5&F3,-&53*&:5&9:@*5=N:&?*1&F34>?*=6&109&

2*&?N'1?N'9K2*64'5&F3 T6G&& 
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Figure 20: !"#$%&'(#$)*+,-.*/0'1)$%)*2/*(&34$5)*5#'$/2&%#60)*7)5*8)2202)5*9:;<=*/3(>5*5%#102/%#4$*?*2"@=AB 

A- H:& 54@:*0& F3:+?9:114'5& F:& 2345678945:& ,-& 5345(20:5=:& ?*1& 2*& ?N'1?N'9K2*64'5& F3 T6& >*41& 45(20:5=:&

>'F:16:>:56& 2*& ?N'1?N'9K2*64'5& F:& 2*& T45*1:& "9T<UV& *?9R1& 164>02*64'5& L& 23"ISG& B- H3*FN714'5& F:1& =:2202:1&

109:+?94>*56&2345678945:&,-&L&05:&>*694=:&F:&(4E9'5:=645:&WSO/&?'6:564*241:&>'F:16:>:56&2*&@'4:&F:&23"ISJ au 

niveau du récepteur lui-même (résidu 1068) et en aval sur la kinase Erk1/2 en comparaison aux cellules non 

adhérentes (polyH). Les panels de droite dans les figures A et B représentent les analyses densitométriques des 

54@:*0+&F:&?N'1?N'9K2*64'5&F:&23"GFR et de la protéine Erk normalisés par rapport à la GAPDH. 
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Même si les écarts de phosphorylation entre les deux lignées sont modérés, nos résultats 

1'56& :5& *=='9F& *@:=& 2:1& 69*@*0+& F:&)'9:22'& :6& 1:1& ='22R80:1&>'569*56& P0:& 2345N4E464'5& F:&

23:+?9:114'5& F:& 2345678945:& ;<& F*51& F:1& =:2202:1& F:& =*5=:9& ?02>'5*49:M& :569*X5:& 05:&

F4>45064'5& F:& 23*=64@*64'5& F:& 23"ISJ& :6& F3"9T<UV& F*51& F:1& ?9'?'964'51& 14>42*49:1& L& 5'1&

résultats (Morello et al., 2011).  

Y046:&L& 2*&164>02*64'5&F:1&=:2202:1&ABC&,-.&?*9& 23"ISM& 2:&6*0+&F: ?N'1?N'9K2*64'5&F:& 23"ISJ&

(sur le résidu Tyr1068) et de la kinase Erk1/2 sont augmentés de 2,6 et 3,5 fois 

respectivement ?*9& 23*ttachement des cellules à la fibronectine (Figure 20B). Dans des 

='5F464'51&14>42*49:1M&2*&(4E9'5:=645:&53*&?*1&:0&F34>?*=6&109&23*=64@*64'5&F:&23"ISJ&?*9&23"IS&

dans les cellules U87MG non transfectées (Figure 18). De plus, la phosphorylation de la 

protéine "9T<UV&5376*46&P0:&V&('41&?201& 4>?'96*56:&F*51& 2:1&=:2202:1&*FN79:56:1&?*9&9*??'96&

*0+& =:2202:1& :5& 101?:514'5G&  4514M& 23*08>:56*64'5& F:& 23:+?9:114'5& F3,-& F*51& 2:1& =:2202:1&

ABC)I&9:5('9=:&2*&1485*241*64'5&=9'417:&:569:&2*&(4E9'5:=645:&:6&23"ISG& 

 

En résumé, 

D405* /E4$5* 7&14$%(&* 60)* 2"/7F&5#4$* ?* 2/* G#H(4$)8%#$)*1&7#&)* 3/(* 2"#$%&'(#$)* +,-.* 7)5*

8)2202)5*7)*=I<J*/*0$*(K2)*#134(%/$%*7/$5*2/*(&'02/%#4$*7)*2"/8%#E/%#4$*7)*2"@=AL*)%*7)*5)5*

effecteurs en aval du récepteur.  

 

 

 !"#$%&'"&'"()"*++,-.)$/+0"12345#678"9%."la croissance des cellules U87MG 

 

O'69:& 7P04?:& *& >41& :5& 7@4F:5=:& ?'09& 2*& ?9:>4R9:& ('41& 2:& 9Z2:& F:& 2345678945:& ,-;<& F*51&

23*89:114@467& F:1& 824'>:1& :6& 2*& 971416*5=:& F:1& ?*64:561& L& 2*& =N4>4'6N79*?4:& ='5@:564'55:22:G&

A5:&('96:&:+?9:114'5&F:&2345678945:&,-&F*51 2:1&=:2202:1&F:&I#)&?'099*46&='569:=*99:9&23:((:6&

du temozolomide (chimiothérapie de référence des patients atteints de gliomes de haut 

89*F:/& :5& ?:9609E*56& 23*=64@*64'5& F0& 8R5:& 10??9:11:09& F:& 60>:09& [-\& (Janouskova et al., 

2012).  
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 (45& F:& F76:9>45:9& 14& 23:+?9:114'5& F:& 2345678945:& ,-;<& ?'0@*46& ='516460:9& 05& (*=6:09& F:&

résistance aux thérapies anti-"ISJM&5'01&*@'51&760F47&F*51&05&?9:>4:9& 6:>?1& 234>?*=6&F:&

23:+?9:114'5& F:& 2345678945:& ,-;<& 109& 2*& ?9'24(79*64'5& F:& =:2202:1& ABC)I& 69*467:1 avec deux 

molécules anti-EGFR *0+&>'F:1&F3*=64'5&69R1&F4((79:561]&2:&=:60+4>*E&W*564='9?1&>'5'=2'5*2&

P04& 24:& 2:& F'>*45:& :+69*=:2202*49:& F:& 23"ISJ& :5& ='>?76464'5& *@:=& 1'5& 248*5F& 23"IS/& :6& 2:&

gefitinib (inhibiteur de tyrosine kinase qui cible le domaine kinase intracellulaire du 

récepteur).  

H*&?9'24(79*64'5&=:2202*49:&:16&104@4:&?*9& 2:&F'1*8:&F:& 2*&10==45*6:&F71NKF9'875*1:& 2'91&F305&

test MTT. Comme le montre la figure 5, le niveau F3:+?9:114'5&F:&2345678945:&,-&5345(20:5=:&

pas la croissance cellulaire en 2D sur plastique des cellules U87-GM (Figure 21A). Après trois 

jours de croissance en présence de cetuximab, les 2 lignées sont insensib2:1&L& 23*=64'5&*564&

proliférative du cetuximab (Figure 21B). ^2& *??*9*X6& F'5=& P0:& 2:& >*5P0:& F3:((4=*=467& F0&

cetuximab à inhiber la croissance des cellules de GBM in vitro ne soit pas dépendant de 

2345678945:& ,-;<G& O'01& ='5(49>'51& *4514& F:1& ?97=7F:561& 69*@*0+& >:66*56& :5& évidence 

2345N4E464'5&>'F:16:&F:& 2*&=9'411*5=:&F:1& 24857:1&F:&I#)& (Hasselbalch et al., 2010a) ou de 

cancer colorectal (Matsuo et al., 2011) par le cetuximab.  

Dans les mêmes conditions expérimentales, le gefitinib inhibe de façon dose dépendante la 

croissance des cellules U87MG (Figure 21C). Ces données sont en accord avec plusieurs 

760F:1&F7>'569*56& 23:((4=*=467&*564-proliférative du gefitinib dans les cellules U87MG à des 

doses similaires (Chang et al., 2014; Yelskaya et al., 2013). Cependant le profil 

pharmacologique est identique F*51& 2:1& =:2202:1& ABC& ,-.& :6& ABC& ,-- montrant que la 

1:514E42467&*0&8:(46454E&53:16&?*1&F7?:5F*56:&F0&54@:*0&F3:+?9:114'5&F3,-G 

 

 En résumé, 

D405* $"/E4$5* 3/5* 30* 1)%%()* )$* &E#7)$8)J* 50(* 50334(%* MNJ* 2")O#5%)$8)* 7"0$)* ()2/%#4$*

G4$8%#4$$)22)*)$%()*2"#$%&'(#$)*+,-.*)%*2"@=AL*(&'02/$%*2/*8(4#55/$8)*7)5*8)2202)5B 
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Figure 21: !"#$%&'(#$)*+,-.*$"#$G20)$8)*3/5*2)*34%)$%#)2*8P%4%4O#60)*7)5*/$%#-EGFR lors de la croissance sur 

plastique des cellules U87MG. 

A- H*&>'F02*64'5&F:&23:+?9:114'5&F3,-&5345(20:5=:&?*1&2*&?9'24fération en 2D ces cellules U87MG.  Les images en 

='569*16:&F:&?N*1:& W?*5:2& F:& F9'46:/&F7=94@:56& 2*& =*?*=467& F:1& =:2202:1&ABC&,-.&L& ('9>:9&F:1& 1?NR9:1& 1?'56*57>:56&:5&

E'46:&F:&=02609:&='5@:564'55:22:&*2'91&P0:&2:1&=:2202:1&ABC&,5- 5:&('9>:56&?*1&F3*8978*61&>0264=:2202*49:1G&B- Le cetuximab 

53*&*0=05&:((:6&109&2*&?9'24(79*64'5&sur plastique à 72h des cellules U87MG. C- Le gefitinib réduit la prolifération 

sur plastique à 72h des cellules U87)I&P0:2&P0:&1'46&2:&54@:*0&F3:+?9:114'5&F3,-G&& 
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:!"#$%&'"&'"()"*++,-.)$/+0"12345EGFR lors de la survie des cellules de GBM 

 

H3:+?2'9*64'5&F:1&?*9*>R69:1&='5@:564'55:21&F3*89:114@467&60>'9*2:& in vitro nous a ensuite 

='5F0461&L&6:16:9&234>?*=6&F0&=:60+4>*E&109&2*&109@4:&=2'5'8754P0:&F:1&F:0+&2ignées U87MG. 

H3*89:114@467 des cellules U87MG leur permet de survivre et croitre dans un milieu qui ne 

dépend pas de 23*66*=N:>:56&F:1&=:2202:1 à un substrat. O'01&*@'51&F'5=&7@*207& 23:((:6&F0&

cetuximab sur la formation de colonies ABC& ,-.& :6& ABC& ,-- en soft agar L& ?*9649& F305:&

suspension de cellules isolées. La survie clonogénique est habituellement exprimée en 

fraction de survie qui correspond au nombre de colonies formées rapporté au nombre de 

cellules ensemencées et normalisé par rapport au contrôle.  

Les effets du cetuximab sur la survie clonogénique des cellules U87 MG ont déjà été 

démontrés dans une autre étude dans laquelle le cetuximab réduisait la fraction de survie 

des cellules de 50% à une dose de 3µg/mL de cetuximab (Combs et al., 2007). Dans nos 

conditions expérimentales, le cetuximab est incapable de réduire la survie clonogénique des 

=:2202:1&ABC&,-.&(Figure 22A). En revanche, le cetuximab est efficace pour réduire la fraction 

de survie des colonies U87  !-. Aux doses de 5µg/mL (comparable à la gamme de dose 

utilisée par Combs et al.,)  et de 30µg/mL de cetuximab, la fraction de survie est diminuée de 

26% et 37,4% respectivement par rapport à la condition contrôle (Figure 22B). Ces valeurs 

"#$%&$'$($)%*+,-(,%(* $%./+$,0+,-*1*2,33,-*",*(+45406*",*7)8'-*,(*-,-*2)339:0,-*;0$*%#0($3$-,%(*

cependant pas le même protocole expérimental que celui de notre étude (survie 

clonogénique sur plastique ou en soft agar, respectivement).  

 

En résumé, 

 !"# $!%%&'"# ())*"+,'%+# $!%-# .*/*%'# 0*12'%+0+(!%# $'# )/'34,'""(!%# $'# )/(%+&1,(%'# 56#

,'4,&"'%+'#*%#70-+'*,#$'#,&"("+0%-'#8#)/(%9(:(+(!%#$'#)0#"*,;('#-)!%!1&%(.*'#(%$*(+'#40,#)'#

cetuximab dans les cellules U87MG. Des expériences futures comparant la survie 

clonogénique des deux lignées U87MG après traitement à des doses variables de gefitinib, 

nous permettront $'#$&+',2(%',#"(#-'++'#,&"("+0%-'#56<=-dépendante est généralisable à 

$(77&,'%+"#01'%+"#+9&,04'*+(.*'"#-(:)0%+#)/>?@AB 
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Figure 22: La survie clonogénique des cellules U87MG en présence de cetuximab est dépendante du niveau 

$/'34,'""(!%#$/56<=B 

A- Après 20 jours de croissance en soft agar en présence de cetuximab, 3,-* 2,3303,-* -0+,6<+$84%(* 3#$%(/:+$%,*

 !=>* -)%(* ()(43,8,%(* +/-istantes au cetuximab. B- En revanche, dans les mêmes conditions, la survie 

clonogénique des cellules posséda%(*<,0*3#$%(/:+$%,* !=>*,-(*"$8$%0/,. 
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 !"#$%&'"&'"()"*++,-.)$/+0"1 234#567"8%."()"9/:.)$/+0",)."*;/9/+$)*$/89'"&'8"*'((%('8"

U87MG 

 

Les cellules de GBM possèdent un caractère hautement invasif. Dans des coupes de tumeurs 

$--0,-*",*<4($,%(-A*0%,*,6<+,--$)%*2)%B)$%(,*",*3#CDEF*,(*",*3#$%(/:+$%,*=>*,-(*+,(+)05/,*"4%-*

les régions périphériques, invasives du GBM (Riemenschneider et al., 2005). Les travaux sur 

des lignées de carcinomes pulmonaires, mammaires (Muller et al., 2009) et ovariens 

(Caswell et al., 2008) 8)%(+,%(*;0,*3#46,* !=>GCDEF*2)%(+H3,*3#$%54-$)%*2,33034$+,I*Mais cela 

%#4*1*2,*B)0+*B484$-*/(/*"/2+$(*"4%-*3,-*(08,0+-*:3$43,-I* 

La migration des cellules est un processus complexe mettant en jeux différents mécanismes 

moléculaires en fonction du type cellulaire mais aussi et surtout des modalités 

expérimentales. En effet, notre équipe a criblé différents nouveaux composés sélectifs des 

intégrines  !=> ,(* 5=J*3)+-*",*34*8$:+4($)%*",-*2,3303,-*KLMND*-,3)%*",06*4<<+)2&,- : un 

test de « blessure-cicatrisation » et un test de migration en cellules isolées (Ray et al., 2014). 

Les résultats démontrent que la sélectivité de ces composés pour les intégrines dépend du 

mécanisme de migration cellulaire étudié. Les résultats mettent également en évidence que 

la migration isolée des cellules U87MG (vitesse de migration) est dépendante du niveau 

"#,6<+,--$)%* "# !=>* 43)+-* ;0,* 34* 8$:+4($)%* 3)+-* "#0%* (,-(* ",* O blessure-cicatrisation » 

P<)0+2,%(4:,*",*+,2)05+,8,%(*",*34*'3,--0+,Q*%#,-(*<4-*8)"03/,*<4+*3#$%(/:+$%,I 

Il est donc important de choisir le test de migration in vitro qui permettra au mieux de 

+/<)%"+,*1*3#&R<)(&9-,*;0,*%)0-*.)+803)%-I*S4%-*%)(+,*/(0",A*34*8$:+4($)%*,%*2&4mbre de 

Boyden présente plusieurs avantages T*$3*-#4:$(*"#0%,*8$:+4($)%*2)8<3,6,*<0$-;0,*3,-*2,3303,-*

-0'$--,%(*",-*2)%(+4$%(,-*<&R-$;0,-*3)+-*"0*<4--4:,*1*(+45,+-*3,-*<)+,-*",*3#$%-,+(*P"$489(+,*

de 8µm). Les cellules migrent par chimiotactisme en direction des facteurs de croissance 

$%2304%(*3#CDEA*2)%(,%0-*"4%-*3,*-/+08I*S,*<30-A*%)0-*45)%-*8)"$.$/*34*2&48'+,*",*@)R",%*

<4+* 0%* "/<H(* ",* .$'+)%,2($%,* -0+* 34* 8,8'+4%,* <)+,0-,* ",* 3#$%-,+(* 4.$%* ",* 8)'$3$-,+*

<+/./+,%($,33,8,%(* 3#$%(/:+$%,*  !=> lors de la migration des cellules U87MG (Figure 23A- 

panel de gauche).  
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Figure 23: C/(%+&1,(%'#56<=#0*12'%+'#)0#2(1,0+(!%#40,#-9(2(!+0-+("2'#$'"#-'))*)'"#DEFG?#'+#)0#,&"("+0%-'#

aux anti-EGFR. 

H-*U2&/84*"#0%,*2&48'+,*",*@)R",%*8)"$.$/,*<4+*3#4B)0(*"#0%,*84(+$2,*",*.$'+)%,2($%,*P<4%,3*",*:402&,QI*V4*

-0+,6<+,--$)%* ",* 3#$%(/:+$%,*  !=>* 40:8,%(,* 34* 8)'$3$(/* ",* 2,3303,-* $-)3/,-* ",* D@N* P<4%,3* ",* "+)$(,QI I- V4*

8$:+4($)%*",-*2,3303,-*,6<+$84%(*<,0* 3#$%(/:+$%,*  !* PKLM* !-Q*,-(* .+,$%/,*<30-*,..$242,8,%(*<4+* 3,* 2,(06$84'*

;0,* 34*8$:+4($)%* ",-* 2,3303,-*KLM*  !WI*J-* V4* +/-$-(4%2,* 1* 3#42($)%* 4%($-8$:+4()$+,* "0* :,.$($%$'* ,-(* 2)++/3/,* 40*

%$5,40* "#,6<+,--$)%* ",* 3#$%(/:+$%,*  !* "4%-* 3,-* 2,3303,-* KLM*NDI* V,-* <4%,3-* ",* "+)$(,* <)0+* 3,-* .$:0+,-* @* ,(* 7*

+,<+/-,%(,%(* 3,-* %)R406* ",-* 2,3303,-* P84+;04:,* S?XYQ* <,+8,((4%(* 0%,* ;04%($.$24($)%* "0* %)8'+,* ",* 2,3303,-*

4R4%(*8$:+/*P2)8<(4:,*40()84($;0,*1*3#4$",*"#0%,*842+)*Y84:,ZQI* 
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7,<,%"4%(A*3,-*/(0",-*<&4+842)3):$;0,-*-)%(*<30-*"$..$2$3,-*1*8,((+,*,%*]05+,*;0,*"4%-*",-*

tests de migration en cellules isolées ou de « blessure-cicatrisation ». La migration en 

2&48'+,*",*@)R",%*%#,-(*<4-*4"4<(/,*<)0+*3,*2+$'34:,*",*8)3/203,-*1*&40(*"/'$(I**  

Nous avons développé une méthode de quantification semi-automatique utilisant une 

macro élaborée sous ImageJ (R. Vauchelles, Plateforme PIQ, Faculté de Pharmacie) à partir 

"#$84:,-*",-*%)R406*",-*2,3303,-*4R4%(*8$:+/*1*(+45,+-*3#$%-,+(I   

Nous avons comparé  3#,..$242$(/* ",* ",06* 4%($-CDEF* P3#4%($2)+<-*8)%)23)%43* 2,(06$84'* ,(*

3#$%&$'$(,0+* ",* (R+)-$%,* ^$%4-,* gefitinib) à inhiber la migration induite par le sérum des 

cellules de GBM. Comme le montre la quantification de la migration des cellules U87MG, 

3#,6<+,--$)%* ",* 3#$%(/:+$%,*  !=>* 40:8,%(,* 34* 8$:+4($)%* ",-* 2,3303,-* KLMND* (Figure 23A- 

panel de droite). Nous avons ensuite ajouté deux concentrations différentes de cetuximab 

dans les deux compartiments de la chambre de Boyden lors de la migration des cellules 

KLMNDI* V,* 2,(06$84'* ,-(* <30-* ,..$242,* <)0+* +/"0$+,* 34*8$:+4($)%* ",-* 2,3303,-* KLM*  !- en 

2)8<4+4$-)%* 406* 2,3303,-* KLM*  !W* (Figure 23B). A la dose de 50µg/mL, le cetuximab 

%#4..,2(,* <4-* ",* 84%$9+,* -$:%$.$24($5,* 3,* %)8'+,* ",* 2,3303,-* KLM*  !W* 4R4%(* (+45,+-/* 34*

membrane poreuse, mais il réduit significativement la réponse au chimiotactisme des 

2,3303,-* KLM*  !- (17 et 29% respectivement). A la dose de cetuximab maximale testée ici 

(100µg/mL), le cetuximab réduit de manière significative la migration des deux types 

2,33034$+,-*84$-*$3*,-(*<30-*,..$242,*"4%-*3,-*2,3303,-*<)--/"4%(*<,0*3#$%(/:+$%,* !=>I*C%*,..,(A*

34*8$:+4($)%*",-*2,3303,-*KLM* !W*,-(*+/"0$(,*",*_`a*,(*2,33,*",-*KLM* !- est réduite de 38% 

(Figure 23B).  
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V,* <+).$3* <&4+842)3):$;0,* ",-* ",06* 3$:%/,-* ,-(* ,%2)+,* <30-* "$-($%2(* 3)+-;0#,33,-* -)%(*

-)08$-,-*1*",-*2)%2,%(+4($)%-*2+)$--4%(,-*",*:,.$($%$'I*V,*:,.$($%$'*-#459+,*<,0*,..$242,*<)0+*

inhiber la migration des cellules U87  !+ (Figure 23C). Nos quantifications montrent bien 

une tendance dose-"/<,%"4%(,* 1* 3#$%&$'$($)%* ",* 34* 8$:+4($)%A* 84$-* -4%-* 4((,$%"+,* ",*

différences réellement significatives. Une dose de 40µM de gefitinib est requise pour inhiber 

de façon significative la mi:+4($)%*",-*2,3303,-* *KLM* !W*P"4(4-*%)%*8)%(+/-QI*C%*+,54%2&,A*

3,-*2,3303,-*KLM* !- -)%(*<30-*-,%-$'3,-*1* 3#,..,(*4%($-migratoire du gefitinib.  Une inhibition 

significative de la migration est obtenue dès une dose de 0,1µM soit une dose 400 fois 

inférieu+,*1*34*<+,8$9+,*")-,*,..$242,*"4%-*3,-*2,3303,-*KLM* !W*(Figure 23C).  

 

En résumé, 

Ces expériences de chimiotactisme en présence de fibronectine, montrent que la 

"*,'34,'""(!%#$'# )/(%+&1,(%'#56<=#'"+#*%# 70-+'*,#$'#,&"("+0%-'#8# )/0-+(;(+&#0%+(-migratoire 

$'#$'*3#-)0""'"#$/01'%+"#-(:)0%+#)/>?@AB# 

 

 

 

6. Etude de la potentialisation des co-$.)/$'9'0$8"*/<()0$"(=#567"'$"(=/0$-:./0'"1 23 

 

6.1. Potentialisation ",-*(+4$(,8,%(-*2$'34%(*3#CDEF*,(*3#$%(/:+$%,* !=>*-0+*34*-0+5$,*23)%):/%$;0,*",-*2,3303,-*

KLM* !W 

 

No0-*45)%-* B0-;0#1*<+/-,%(*8$-*,%*/5$",%2,* 3,* +H3,*",* 3#$%(/:+$%,* !=>*2)88,*.42(,0+*",*

+/-$-(4%2,*",-* 2,3303,-*",*D@N*406* (&/+4<$,-* 2$'34%(* 3#CDEF* P-0+5$,* 2,33034$+,* ,%* -).(* 4:4+A*

8$:+4($)%* $-)3/,QI* ?.$%* ",* 2)%.$+8,+* 2,-* +/-03(4(-A* %)0-* 45)%-* $84:$%/* ;0,* 3#inhibition 

.)%2($)%%,33,* ",* 3#$%(/:+$%,*  !=>* <)0++4$(* +,-(40+,+* 34* -,%-$'$3$(/* ",-* 2,3303,-* KLMND*

résistantes aux anti-CDEF*PKLM* !WQI* 

b)0-* %)0-* -)88,-* $%(,++):/-* -0+* 3#$8<42(* "#0%,* 2)8'$%4$-)%* "#4:,%(-* (&/+4<,0($;0,s 

2$'34%(* 1* 34* .)$-* 3#CDEF* P2,(06$84'Q* ,(* 3#$%(/:+$%,* P4%($2)+<-* $%&$'$(,0+-Q* -0+* 34* -0+5$,*

clonogénique et la migration des cellules de GBM.  
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V,*2,(06$84'*,(*3,-*4%($2)+<-*$%&$'$(,0+-*-)%(*0($3$-/-*1*",-*2)%2,%(+4($)%-*;0$*%#$%&$',%(*<4-*

3,-*<+)2,--0-*2,33034$+,-I*b)0-*45)%-*2&)$-$-* 3#4%($2)+<-*$%&$'$(,0+*YY?>*24+*2#,-(*0%,*5,+-$)%*

chimérique humanisée du volociximab utilisé en clinique humaine (description plus précise 

"4%-* 3#$%(+)"02($)%QI*V#4--)2$4($)%*"0*2,(06$84'*,(*",* 3#4%($2)+<-* YY?>* (Figure 24A) )0*"#0%*

40(+,*4%($2)+<-*$%&$'$(,0+*"# !A*3,*@YYD_*(Figure 24B), réduit de 36 et 38% respectivement la 

.+42($)%* ",* -0+5$,* ",-* 2,3303,-* KLM*  !W* <4+* +4<<)+(* 1* 34* 2)%"$($)%* 2)%(+H3,* PY:DQI* * Si les 

futures expériences comparant la survie clonogénique des deux lignées U87MG après 

traitement avec des doses croissantes de gefitinib nous permettent de confirmer le rôle de 

3#$%(/:+$%,*  !=>* "4%-* 34* +/-$-(4%2,* 406* $%&$'$(,0+-* ",* (R+)-$%,* ^$%4-,A* %)0-* (,-(,+)%-*

3#4--)2$4($)%* (&/+4<,0($;0,* "0* :,.$($%$'* ,(* "#0%* $%&$'$(,0+* ",* 3#$%(/:+$%,* -0+* 34* -0+5$,* ",-*

2,3303,-*KLM* !WI* 

 

En résumé, 

Nous avons mis en évidence *%'# 0-+(!%# "K%',1(.*'# $'"# +,0(+'2'%+"# -(:)0%+# )/>?@A# '+#

)/(%+&1,(%'#56<=#"*,#)0#"*,;('#-)!%!1&%(.*'#$'"#-'))*)'"#DEF#56LB 
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Figure 24: H-+(!%#"K%',1(.*'#$'"#+,0(+'2'%+"#-(:)0%+#)/>?@A#'+#)/(%+&1,(%'#56<=#"*,#)0#"*,;('#-)!%!1&%(.*'#$'"#

-'))*)'"#DEF#56LB 

A- V#4--)2$4($)%*"#0%*4%($2)+<-*4%($- !*YY?>*PJcd:G8VQ*,(*"0*2,(06$84'*P7[\- 30µg/mL) réduit plus efficacement 

la survie des colonies U87 MG que les traitements utilisés seuls. B- V#0($3$-4($)%*"#0%*40(+,*4%($2)+<-*inhibiteur 

de fonction anti- !A*3,*BIIG2 (30µg/mL), et du cetuximab confirme ces résultats.  
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6.2. Potentialisation ",-*(+4$(,8,%(-*2$'34%(*3#CDEF*,(*3#$%(/:+$%,* !=>*-0+*34*migration ",-*2,3303,-*KLM* !WI 

b)0-*45)%-*,%-0$(,*5/+$.$/*;0,*3,*'/%/.$2,*1*3#0($3$-4($)%*2)%B)$%(,*",-*",06*"+):0,-*<)054$(*

/:43,8,%(*e(+,*"/2+$(*3)+-*",*34*8$:+4($)%*",-*2,3303,-*KLM* !WI*b)0-*45)%-*"4%-*0%*<+,8$,+*

temps, effectué un effet ")-,* ",* 3#4%($2)+<-* YY?>* (Figure 25A- panel de gauche) et "#0%*

4%(4:)%$-(,* -</2$.$;0,* ",* 3#$%(/:+$%,*  !* PfJ`2Q* (Figure 25B-panel de droite) afin de 

"/(,+8$%,+* ",-* ")-,-* ;0$* %#$%&$',%(* <4-* -$:%$.$24($5,8,%(* 34* 8$:+4($)%* ,%* 2&48'+,* ",*

Boyden des cellules U8M*  !WI* V#0($3$-4($)%* "0* 2,(06$84'* P!cd:G8VQ* ,(* ",* 3#4%($2)+<-* YY?>*

P>d:G8VQ*)0*",* 3#4%(4:)%$-(,*fJ`2* P!cdNQ*"$8$%0,*",*_A_!*,(* _A_g* .)$-* +,-<,2($5,8,%(* 3,*

%)8'+,*",*2,3303,-*8$:+4%(*1* (+45,+-*",* .$3(+,*",* 3#$%-,+(* (Figure 25B).  Des concentrations 

plus faibles ont été testées (IIA1 à 0,1µg/mL et K34c à 20µM) mais elles ne permettaient pas 

",*<)(,%($43$-,+*3#4--)2$4($)%*(&/+4<,0($;0,I* 

b)0-*45)%-*")%2*/:43,8,%(*(,-(/*3#$8<42(*",*3#$%&$'$($)%*",*3#$%(/:+$%,* !=>*-0+*34*-,%-$'$3$(/*

",-*2,3303,-*KLM* !W*40*:,.$tinib. La figure 25C 8)%(+,*;0,*3#4--)2$4($)%*"0*:,.$($%$'*P>dNQ*

,(* ",* 3#4%($2)+<-* YY?>* P>d:G8VQ* %#$%&$',* <4-* -$:%$.$24($5,8,%(* 34* 8$:+4($)%* 2)33,2($5,* ",-*

2,3303,-*KLM* !W*+/-$-(4%(,-*1*2,((,*")-,*",*gefitinib.   

 

En résumé,  

Les tests de survie clonogénique et de migration par chimiotactisme ont montré que la 

sensibilité des cellules U87MG au cetuximab et au gefitinib était réduite par la 

"*,'34,'""(!%#$'#)/(%+&1,(%'#56<=B# !*"#0;!%"#$!%-#-9',-9&#8#-!24,'%$,'#)'"#2&-0%("2'"#

biologiques pouvant conduire à -'++'#,&"("+0%-'#(%$*(+'#40,#)'"#(%+&1,(%'"#56<=B# 
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Figure 25: H-+(!%#"K%',1(.*'#$'"#+,0(+'2'%+"#-(:)0%+#)/>?@A#'+#)/(%+&1,(%'#56<=#"*,#)0#2(1,0+(!%#$'"#-'))*)'"#

DEF#56LB 

A-Panel de gauche V#4%($2)+<-* YY?>* %,* .+,$%,* pas la migration en chambre de Boyden des cellules U87 MG 

-0+,6<+$84%(* 3#$%(/:+$%,I* Panel de droite C..,(* ")-,* "#0%* 4%(4:)%$-(,* -</2$.$;0,* ",* 3#$%(/:+$%,*  !* PfJ`2QIB- 

V#0($3$-4($)%*2)%B)$%(,*"0*2,(06$84'*P50µg/mLQ*,(*",*3#4%($2)+<-**YY?>*(1µg/mL) (panel de gauche) ou du K34c 

(50µM) (panel de droite) renforce leur efficacité anti-migratoire ,%* 2)8<4+4$-)%* 1* 3#0($3$-4($)%* $-)3/,* ",-*

molécules. C- L'inhibition de l'intégrine  5 (IIA1 1µg/mL) %#40:8,%(,*<4- la sensibilité des cellules au gefitinib 

(1µM). 
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7. Impact des anti-#567"8%."()"8/:0)(/8)$/+0"*.+/8-'"1 234#567 

 

Nous allons maintenant tenter de comprendre les mécanismes intracellulaires pouvant 

conduire à une résistance aux anti-CDEF* "/<,%"4%(,* ",* 3# !=>* "4%-* 3,-* 2,3303,-* ",*D@N. 

U42&4%(* ;0,* 3#$%(/:+$%,* !=>* 40:8,%te la phosphorylation de la kinase Erk1/2 (Figure 4), 

nous nous sommes interrogés sur 3#,..$242$(/*"0*2,(06$84'*1*$%&$',+*34*5)$,*",*-$:%43$-4($)%*

",*3#CDEF dans les mêmes conditions.   

U$*,%*4'-,%2,*",*2,(06$84'*)%*+,(+)05,*'$,%*34*<)(,%($43$-4($)%*",*3#4utophosphorylation de 

3#CDEF*<4+*3#4"&/+,%2,*1*34*.$'+)%,2($%, (Figure 26B- panel de gauche)A*,%*+,54%2&,*3#42($)%*

"0*2,(06$84'*-0+*34*<&)-<&)+R34($)%*",*3#CDEF*-,8'3,*$",%($;0,*"4%-*3,-*2,3303,-*4"&/+,%(,-*

comme dans les cellules en suspension (Figure 26A). A la dose maximale de 1µg/mL de 

2,(06$84'A*34*<&)-<&)+R34($)%*",*3#CDEF*Ph>cgLQ*,-(*2)%-$"/+4'3,8,%(*4')3$(*;0,*3,-*2,3303,-*

4"&9+,%(*1*34*.$'+)%,2($%,*PEbQ*)0*;0#,33,-*-)$,%(*,%*-0-<,%-$)%*P<)3RiQ* (Figure 26B- panel 

de gauche). Dans le cas de la kinase Erk, les profils pharmacologiques des cellules 

adhérentes et des cellules en suspension demeurent très similaires (pas de différence 

significative entre les conditions) (Figure 26B- panel de droite). Dans un modèle de 

carcinome pulmonaire et selon un protocole similaire au notre, une étude confirme nos 

+/-03(4(-* <0$-;0,* 3,-* 40(,0+-* 2)%230,%(* ;0,* 3#,..$242$(/* "0* 2,(06$84'* 1* $%&$',+* 34* 5)$,* ",*

-$:%43$-4($)%*",*3#CDEF*,-(**$%"/<,%"4%(,*"0*-0'-(+4(*(Eke et al., 2013). On peut également 

+,84+;0,+* ;0,* 3,* %$5,40* ",* <&)-<&)+R34($)%* "#C+^>G_* %,* +,5$,%(* B484$-* 1* 3#/(4(* '4-43*

contrôle (considéré comme le niveau de phosphorylation en absenc,*",*-($8034($)%*1*3#CDEQ 

(Figure 26B)I*7,-*+/-03(4(-*-)%(*,%*422)+"*45,2*",*<+/2/",%(-*(+45406*8)%(+4%(*;0,*3#,..,(*

$%&$'$(,0+* "0* 2,(06$84'* -0+* 34* <&)-<&)+R34($)%* ",* 3#CDEF* "4%-* 3,-* 2,3303,-* ",* D@N*

%#4')0($--4$(*<4-*1*0%,*$%&$'$($)%*",*34*5)$,*",-*N?Xf*(Hasselbalch et al., 2010a). 
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Figure 26M#N240-+#$'#)/0$9&,'%-'#$'"#-'))*)'"#DEF56L#8#)0#7(:,!%'-+(%'#"*,#)/'77(-0-(+&#$*#-'+*3(20:#8#(%9(:',#

)0#;!('#$'#"(1%0)("0+(!%#$'#)/>?@AB 

A- Analyse par immunbl)(* "0* %$5,40* ",* <&)-<&)+R34($)%* ",* 3#CDEF* ,(* ",* 34* ^$%4-,* C+^* 1* <4+($+* ",* 3R-4(-*

2,33034$+,-* (+4$(/-* 40* 2,(06$84'* <,%"4%(* >&* ,(* -($803/-* 1* 3#CDE* <,%"4%(* >c* 8$%0(,-I* V,-* 2,3303,-* -)%(*

adhérentes à une matrice de fibronectine (FN) ou conservées en suspension (susp). B- Analyses 

densitométriques représentatives de trois expériences indépendantes, réalisées grâce au logiciel ImageQuant.  
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"#$% &'()(*+% $*'% ,#$% -#..*.#$% ,/(,012-('-3124#$% -2.35*#$% ()(3#1&% déjà montré que 

./(,60'#1-#% ,#$% -#..*.#$% $*'#+7'34(1&% 89% $*'% *1#% 4(&'3-#% ,#% :3;'21#-&31#% #47<-6(3&% .#%

-#&*+34(;%,/3163;#'%.(%762$762'=.(&321%,#%.(%>31($#%?'>@%A/(;$#1-#%,#%:3;'21#-&31#%'#$&(*'(3&%

./#::3-(-3&0% 3163;3&'3-#% ,*% -#&*+34(;% (Kuwada and Li, 2000). Cependant le protocole utilisé 

dans cette étude est différent puisque les voies de signalisation ont été analysées après un 

&'(3&#4#1&%,#%B% C%9% D2*'$% ()#-% .#%E(;BB9% F:2'4#%4*'31#%,*% -#&*+34(;G@% H.%1/#$&%,21-%7($%

impossible que le traitement chronique des cellules U87MG au cetuximab puisse permettre 

,#%43#*+%4#&&'#%#1%0)3,#1-#%*1#%'0$3$&(1-#%C%./3163;3&321%,#$%)23#$%,#%$3I1(.3$(&321%#1%()(.%

,#%./?JKL%7('%.#%-#&*+34(;%5*3%$23&%,07#1,(1&#%,#%./31&0I'31#@ 

 

En résumé, 

Nos résult !"#"$%%&'()!#*$(#+, -!./ !.0)#1(#+,.)!2%'.)(#3456#7 '#+. ."0)# /(-#"0)#+.% )18#)(#

"(9:+(#7 "# ;;(-!('#+,.)<.:.!.0)#1(#+ #/0.(#1("#=>?@#7 '#+(#-(!$A.9 :B# 

C,.97 -!#1$#%(;.!.).:#"$'#+ #".%) +." !.0)#1(#+,DEFG#1 )"#+("#-(++$+("#HIJ=E#), #7 "#()-0'(#

été testéB# K("# (A72'.()-("# "0)!# )2-("" .'("# 70$'# -0)-+$'(# 12;.).!./(9()!# *$,$)(#

"$'(A7'("".0)#1(# +,.)!2%'.)(#3456#70$'' .!#L!'(#$)#; -!($'#1(#'2"."! )-(#M#+,.)<.:.!.0)#1("#

/0.("#1(#".%) +." !.0)#1(#+,DEFG#7 '#1("#1'0%$("# )!.-EGFR.   
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8. Etude de la résistance aux anti- !"#$%&'($)'$*+%,-.$%/01&(2+'$3$4&5625$%.$(47,5.($

tumorales 

 

A/(1(.=$#% 7('% 344*12;.2&% ,#$% )23#$% ,#% $3I1(.3$(&321% ,#% ./?JKL% 1/(=(1&% 7($% ,2110% ,#%

résultats très convaincants, nous avons cherché à développer de nouvelles approches 

expérimentales pour étudier les mécanismes moléculaires sous-jacents à la résistance. 

M($N#..% #&% $#$% -2..OI*#$% 21&% ,0421&'0% 5*/*1#% -2270'(&321% ,#% % ./31&0I'31#% 89PQ% #&% ./?JKL%

:()2'3$(3&%./31)($321%,#$%-#..*.#$%,#%-('-3124#%2)('3#1%(Caswell et al., 2008).  

 

 

K2'4*.(1&%./6=72&6O$#%5*/*1%-247.#+#%89PQR?JKL%7*3$$#%42,*.#'%.(%43I'(&321%,#$%-#..*.#$%

,#% J!ES% 12*$% ()321$% (.2'$% ;#$231% ,/*1%42,O.#% #+70'34#1&(.% 12*$% 7#'4#&&(1&% ,/(1(.=$#'%

./347(-&%,/3163;3&#*'$%76('4(-2.2I35*#$%,#%./?JKL%$*'%.(%$3I1(.3$(&321%,*%'0-#7&#*'%.2'$%,#%.(%

migration des cellules de GBM. De plus, bien que notre étude soit uniquement basée sur des 

tests in vitro, il était nécessaire de trouver un modèle cellulaire avancé qui puisse mimer au 

mieux la tumeur in situ et nous permettre ,/explorer la biologie de la tumeur ou évaluer des 

réponses pharmacologiques@%A/*&3.3$(&321%,#%$760'23,#$%5*3%,0'3)#1&%,3'#-&#4#1&%,#%;327$3#$%

de GBM est également utilisée pour mettre en évidence le rôle de certains marqueurs dans 

la chimiorésistance des GBM  (Kolenda et al., 2010). Une récente étude a montré que la 

culture de sphères tumorales dérivant des échantillons de patients atteint de cancer 

colorectal reflétait les caractéristiques histologiques et mutationnelles de la tumeur 

,/2'3I31#% (Lee et al.2015). Le screening de nouveaux anticancéreux fait encore appel 

(*D2*',/6*3% à la culture conventionnelle de monocouche de cellules en deux dimensions. 

A/*&3.3$(&321% ,#% -#$% $760'23,#$% &*42'(*+% '#7'0$#1&(&3:$% ,#% ./60&0'2I0103&0% &*42'(.#%

caractéristique du GBM serait pourtant une alternative intéressante qui permettrait de 

'0,*3'#%./ampleur des études in vivo.    

T2*$%()21$%,21-%43$% (*%7231&%*1%42,O.#%,/0&*,#% in vitro de la dispersion des cellules de 

J!E%C%7('&3'% ,/*1#% $76O'#% &*42'(.#%5*3% 7#'4#&%,#%7'0$#')#'% .#$% D21-&321$% 31&#'-#..*.(3'#$%

semblables à celles retrouvées dans les modèles in vivo (Bjerkvig et al., 1990). Ce modèle 

,/0)($321% -#..*.(3'#% C% 7('&3'% ,/*1#% $76O'#% &*42'(.#% ,#% J!E% (% ,0DC% 0&0% 0&*,30% #&%

particulièrement dans une récente étude (Serres et al., 2014).  
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 :31% ,/(1(.=$#'% .#$% '0$*.&(&$% 2;&#1*$% C% 7('&3'% ,#% -#% 42,O.#% ,#% 43I'(&321S% 12*$% ()21$%

,0)#.2770%*1#%40&62,#%,/(1(.=$#%5*(1&3&(&3)#%7('% 34(I#'3#@% A(%5*(1&3:3-(&321%,*%124;'#%

de ce..*.#$%$/0&(1&%0-6(770%,#%.(%$76O'#%&*42'(.#%#$&%7#'43$#%7('% ./*&3.3$(&321%,/*1#%4(-'2%

développée sous le logiciel ImageJ (Figure 27A).  

A(%-('(-&0'3$(&321%,#%-#%42,O.#%,/0&*,#%in vitro ,#%.(%43I'(&321%-#..*.(3'#%#&%,#%./31&0I'31#%89%

:(3&%./2;D#&%,/*1#%7*;.3-(&321%#1%$2*43$$321S%D231&#%C%-#%4(1*$-'3&@ 

Nous ()21$% ,(1$% *1% 7'#43#'% &#47$% $2*6(3&0% )0'3:3#'% $3% ./#+7'#$$321% ,#% ./31&0I'31#% 89PQ%

'0,*3$(3&% ./#::3-(-3&0%,#%,3::0'#1&#$% -.($$#$% &60'(7#*&35*#$% ,/(1&3-EGFR lors de la migration 

collective à partir de sphères tumorales U87MG.  

La sensibilité au cetuximab des cellules U87MG 5*#% ./21% 2;$#')(3&% .2'$% ,#% .(%43I'(&321%#1%

chambre de Boyden est perdue dans le modèle de migration en sphères. En effet, même à 

,#%:2'&#$%,#%,2$#$%FUVWIR4AG%.#%-#&*+34(;%#$&%31#::3-(-#%72*'%'0,*3'#%./0)($321%,#$%-#..*.#$%

XYZEJ%5*#.% 5*#% $23&% .#% 13)#(*% ,/#+7'#$$321% ,#% ./31&0I'31#% 89PQ% ,(1$% -#$% -#..*.#$ (Figure 

27B).  

T2*$% ()21$% #1$*3&#% -247('0% ./#::3-(-3&0% ,*% I#:3&313;% C% inhiber la migration des cellules 

U87MG. A la concentration de 20µM, le gefitinib réduit de 51% la migration des cellules U87 

89- (.2'$%5*/3.%#$&%&2&(.#4#1&%31#::3-(-#%$*'%.(%.3I10#%XYZ%89[%(Figure 27C). Les résultats sont 

similaires à ceux obtenus en cham;'#% ,#% !2=,#1% -21:3'4(1&% 5*#% ./#+7'#$$321% ,/89%

désensibilise les cellules U87MG au gefitinib. Nous pouvons toutefois noter que le gefitinib 

#$&%QVV%:23$%7.*$%#::3-(-#%72*'%'0,*3'#%.(%43I'(&321%3$2.0#%,#$%-#..*.#$%XYZ%89- (Figure 7C) que 

la migration collec&3)#% ,#$% -#..*.#$% XYZ% 89- (0,1µM en chambre de Boyden vs 10µM en 

migration à partir de sphères tumorales). 
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Figure 27N#C,.)!2%'.)(#3456#901$+(#1.;;2'(99()!#+ #"()".:.+.!2# $A# )!.-EGFR  selon la classe thérapeutique 

1, )!.-EGFR utilisée lors de la migration collective des cellules U87MG. 

A- E2,O.#%,/0)($321% -#..*.(3'#% -2..#-&3)#% C%7('&3'% ,/*1#% $76O'#% &*42'(.#% $*'%*1#%4(&'3-#%,#% :3;'21#-&31#@% La 

5*(1&3:3-(&321% $/#::#-&*#%C% ./(3,#%,/*1#%4(-'2% H4(I#\% -247&(1&% .#%12mbre de cellules qui ont migré à partir 

,/*1#%34(I#%#1%-21&'($&#%,#%76($#@%B- Après 18h de migration, le -#&*+34(;%1/(%7($%,/347(-&%$*'%.(%43I'(&321%

collective des cellules U87 MG. C- A/63$&2I'(44#%F7(1#.%,#%I(*-6#G%#&%.#$%34(I#$%#1%-21&'($&#%,#%76($#%F7(1el 

,#%,'23&#G%421&'#1&%5*#%.(%$#1$3;3.3&0%,#$%XYZ%EJ%(*%I#:3&313;%#$&%$2*$%.(%,07#1,(1-#%,#%./#+7'#$$321%,/89PQ@  
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T2$%'0$*.&(&$%421&'#1&%,21-%*1#%:2'&#%,3431*&321%,#%./(-&3)3&0%(1&3-migratoire des anti-EGFR 

dans le modèle de migration à partir de sphères tumorales, par rapport à la migration en 

chambre de Boyden.  

Les agents anticancéreux montrent souvent une augmentation de leur efficacité en 2D en 

comparaison à des tests cellulaires in vitro en 3D (Ivascu and Kubbies, 2006). Dans un 

42,O.#% 434(1&% .#$% -#..*.#$% $2*-6#$% ,#% J!ES% *1#% 05*37#% (% 43$% #1% 0)3,#1-#% ./#::#&%

7'2&#-&#*'%,/*1%#1)3'211#4#1&%#1%-2..(IO1#% F]DG% )3$%C% )3$%,/3163;3&#*'$%,#% &='2$31#%>31($#%

&#.$% 5*#% .#% $*13&313;% 2*% ./34(&313;S% #1% -247('(3$21% C% *1#% 4(&'3-#% ,#% -2..(IO1#% #1 2D 

(Fernandez-Fuente et al., 2014).  

M#$% '0$*.&(&$% (31$3% 5*#% 12$% &'()(*+% 3..*$&'#1&% 5*/3l pourrait être judicieux que lors de la 

découverte de nouvelles drogues, celles-ci soient évaluées et sélectionnées selon un test 

;($0%$*'%./*&3.3$(&321%,#%$760'2^,#$@ Il a récemment été montré que des inhibiteurs de l'EGFR 

(cetuximab et erlotinib) ne réduisaient pas l'évasion des cellules de cancers pulmonaires à 

partir de sphères tumorales (Ekert et al., 2014). Les auteurs relient cette inefficacité du 

-#&*+34(;%C%*1#%,3431*&321%,*% &(*+%,/?JKL%#+7'340%C% .(% $*':(-#%,#$% -#..*.#$% -ultivées en 

$76O'#$@%X1#%05*37#%(%421&'0%5*#%./#+7'#$$321%,#%./?JKL%,(1$%,3::0'#1&#$%.3I10#$%-#..*.(3'#$%

de cancer colorectal était réduite en culture de sphéroides par comparaison à des cultures 

de monocouches de cellules (Luca et al., 2013).  Il est donc possible que la différence 

,/#::3-(-3&0%,#$%(1&3-EGFR dans nos deux tests de migration puisse être reliée à la densité de 

'0-#7&#*'%C%./?JK%,3$7213;.#@% 

 

 

En résumé, 

Nous avons 10)-#/ +.12#+(#901&+(#1,2/ ".0)#M#7 'tir de sphères tumorales comme un bon 

outil expérimental pour la comparaison de profils pharmacologiques de différentes 

drogues inhibant la dissémination des cellules de GBM. Nous avons confirmé dans ce 

901&+(#1(#9.%' !.0)#-0++(-!./(8# +(#'O+(#1(# +,.)!2%'.)(#3456#1 )"#+ #'2"."! )-(#1("#-(++$+("#

de GBM aux thérapies anti-EGFR.  
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T2*$%()21$%43$%C%7'2:3&%-#%42,O.#%72*'%(1(.=$#'% ./347(-&%,/*1%(*&'#% 3163;3&#*'%,#%&='2$31#%

>31($#%'0)#'$3;.#S%./#'.2&313;S%$*'%.(%43I'(&321%-2..#-&3)#%,#$%-#..*.#$%XYZEJ@%A#$%,#*+%.3gnées 

XYZEJ%$21&%$#1$3;.#$%C%./(-&321%(1&3-43I'(&23'#%,#%./#'.2&313;%4(3$%3-3%#1-2'#%.#$%-#..*.#$%XYZ%

89- $21&%7.*$% $#1$3;.#$%C% ./#'.2&313;%5*#% .#$% -#..*.#$%XYZ%89[% (Figure 28A). En effet, dès la 

,2$#%,#%QVWE%,/#'.2&313;S%.(%43I'(&321%,#$%-#..*.#$%XYZ%89- est réduite de 60% alors que la 

43I'(&321%,#$%-#..*.#$%XYZ%89[%#$&%'0,*3&#%,#%BQ_@% 

A#$% 7(&3#1&$% &'(3&0$% ()#-% ,#$% `aH% ,#% ./?JKL% ,#% 7'#43O'#% I010'(&321% F'0)#'$3;.#$G% -244#%

./#'.2&313b ou le gefitinib ont développé des résistances acquises à ces drogues. Nou$%./()21$%

#+7.35*0%,(1$%./31&'2,*-&321S%./(-&3)(&321%-247#1$(&23'#%,/(*&'#$%4#4;'#$%,#%.(%:(43..#%?';!%

est un des mécanismes de résistance aux anti-EGFR. Il a alors été supposé que le 

développement de TKI de seconde génération irréversible et non sélectif ,/*1%$#*.%'0-#7&#*'%

?';!S% 72*''(3&% .#)#'% .(% '0$3$&(1-#% (*+% `aH% ,#% 7'#43O'#% I010'(&321% #&% 7'2.21I#'% ./#::3-(-3&0%

clinique de ces traitements.  

A/(:(&313;%#$&%*1%3163;3&#*'%3''0)#'$3;.#%,#%&2*$%.#$%4#4;'#$%,#%.(%:(43..#%?';!%(Hirsh, 2015). 

Des études précliniques in vitro et in vivoS% 21&% ,0421&'0% ./#::3-(-3&0% $*70'3#*'#% ,#$% `aH%

irréversibles en comparaison au gefitinib dans des modèles de cancers pulmonaires (Kwak et 

al., 2005; Li et al., 2008).  

"(1$% -#% -21&#+&#S% 12*$% ()21$% $2*6(3&0% 0)(.*#'% ./347(-&% ,#% ./(:(&313;% % ,(1$% .(% 43I'(&321%

collective des cellules de glioblastome. La courbe effet-,2$#% 421&'#% 5*#% ./(:(&313;% #$&%

#::3-(-#%5*#.%5*#%$23&% .#%13)#(*%,/#+7'#$$321%,#%./31&0I'31#%89PQ% (Figure 28B). En effet, à la 

,2$#%4(+34(.#%&#$&0#%,#%BVWES%.(%43I'(&321%,#$%.3I10#$%XYZ%89[%#&%XYZ%89- est réduite de 

UQ% #&% Z9_% '#$7#-&3)#4#1&@% M#&&#% ,3::0'#1-#% #1&'#% .#$% ,#*+% .3I10#$% 1/#$&% &2*&#:23$% 7($%

statistiquement significative.  
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Figure 28: C,.)!2%'.)(#3456#901$+(#1.;;2'(99()!#+ #"()".:.+.!2# $A# )!.-EGFR  selon la classe thérapeutique 

1, )!.-EGFR utilisée lors de la migration collective des cellules U87MG. 

A- A#$% -#..*.#$% #+7'34(1&%7#*% ./31&0I'31#%89%$21&%7.*$% $#1$3;.#$%C% ./#::#&%(1&3-43I'(&23'#%,#% ./#'.2&313; que les 

-#..*.#$%$*'#+7'34(1&%./31&0I'31#%89@%B- A/(:(&313;%#$&%#::3-(-#%72*'%'0,*3'#%./0)($321%,#$%XYZ%EJ%5*#.%5*#%$23&%

.#%13)#(*%,/#+7'#$$321%,/89@%%  
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Ainsi, nous venons de montrer que les cellules de GBE%$*'#+7'34(1&% ./31&0I'31#%89PQ%21&%

,0)#.2770% *1#% '0$3$&(1-#% (*+% `aH% ,#% ./?JKL% ,#% &=7#% $0.#-&3:$% #&% '0)#'$3;.#$% FI#:3&313;% #&%

#'.2&313;G%4(3$% -#&&#% '0$3$&(1-#%#$&% .#)0#%7('% ./*&3.3$(&321%,/*1%`aH%121% $0.#-&3:%,#% ./?JKL%#&%

3''0)#'$3;.#% F(:(&313;G@% :31%,/#+7.35*#'%-#&&#%,3::0'#1-#%,/#::3-(-3&0S%12*$%72*)21$%7'272$#'%

deux hypothèses : 

- Nous pouvons imaginer que les anti-EGFR réversibles de première génération, se dissocient 

,*% ,24(31#% &='2$31#% >31($#% ,#% ./?JKL% $*3&#% C% ./31&#'1(.3$(&321% ,*% '0-#7&#*'% #&% (31$3%

1/3163;#1&%7.*$% .#% '0-#7&#*'@% A/?JKL%7#*&% (.2'$% -21$#')#'%*1#%(-&3)3&0% $3I1(.0&35*#%,(1$% .#%

-247('&34#1&% 31&'(-#..*.(3'#% #&% 4(31&#13'% ./(-&3)(&321% ,#$% )23#$% ,#% .(% $*')3#S% ,#% .(%

7'2.3:0'(&321% #&% ,#% .(% 43I'(&321% -#..*.(3'#@% A#$% )23#$% ,#% $3I1(.3$(&321% ,21&% ./activation est 

,07#1,(1&#% ,#% ./?JKL% $#'(3#1&% (;2.3#$% 7('% .#$% (1&3-EGFR de seconde génération 

irréversiblement lié au récepteur.  

- "/(*&'#% 7('&S% 3.% #$&% 72$$3;.#% 5*#% ,(1$% 12&'#%42,O.#% -#..*.(3'#S% ./?JKL% 1#% $23&% 7($% .#% $#*.%

récepteur ErbB mobilisé lors de la migration collective des cellules de GBM. Comme cela est 

,0-'3&%,(1$%./31&'2,*-&321S%.#%I#:3&313;%1/#$&%$0.#-&3:%5*#%,#%./?JKL%4(3$%./(:(&313b peut inhiber 

.(% $3I1(.3$(&321% ,#% &2*$% .#$% 4#4;'#$% ,#% .(% :(43..#% ?';!@%  31$3S% ,(1$% .#$% -#..*.#$% XYZ% 89-, 

./(*I4#1&(&321%,/#::3-(-3&0%,#%./(:(&313;%72*''(3&%$/#+7.35*#'%7('%.#%:(3&%5*/3.%3163;#%0I(.#4#1&%

les voies de signalisation compensatoires émanant des autres récepteurs ErbB.  

Ces hypothèses pourraient expliquer en partie les échecs thérapeutiques constatés avec 

./*&3.3$(&321%,/(1&3-EGFR de première génération.  

 

En résumé, 

Nos résultats mettent en évidence une sensibilité différente des cellules U87MG selon la 

-+ ""(#!<2' 7($!.*$(#1, )!.-EGFR utilisée. L("#-(++$+("#HIJ=E#"0)!#.)"()".:+("#M#+, -!.0)#de 

+, )!.-0'7"#90)0-+0) + cetuximab alors que les TKI sont efficaces pour réduire la migration 

cellulaire. D)# (;;(!8# +,(;;.- -.!2# 1("# P@Q# '2/('".:+("# (!# "2+(-!.;"# 1(# +,DEFG# R%(;.!.).:# (!#

('+0!.).:S# # ("!# 1.9.)$2(# 7 '# +,(A7'("".0)# 1(# +,.)!2%'.)(# 3456B# C,(;;.- -.!2#  )!.-migratoire 

1("# P@Q# .''2/('".:+("# )0)# "2+(-!.;"# 1(# +,DEFG# R ; !.).:S# "(9:+(# 90.)"# 127()1 )!(# 1(#

+,.)!2%'.)(B# 
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89$ 6)%.$%.$-/2*4&:6$%)$;.<262'2= ()5$-&$-+:&-2(&62+'$%.$-/2'60;52'.$ >?@$.6$%.$-/ !"#$-+5($%.$

la migration cellulaire à partir de sphéroïdes tumoraux U87MG 

 

A partir du modèle de migration en sphères tumorales, nous avons examiné la distribution 

,#%./31&0I'31#%89PQ%#&%,#%./?JKL%,(1$%.#$%cellules migrantes situées en périphérie de la zone 

de dispersion en absence (control) et en présence (GEF) de gefitinib. Les cellules ont été 

(1(.=$0#$% 7('% 43-'2$-273#% -21:2-(.#% (7'O$% 344*124('5*(I#% C% ./(3,#% ,/(1&3-2'7$%

'#-211(3$$(1&%./?JKL et les sous-un3&0$%89%#&%PQ@ 

- "(1$%.#$%-#..*.#$%XYZ%89[ : 

En absence de gefitinib, le 4('5*(I#%PQ%'0)O.#%de petits contacts focaux (flèche pleine) en 

périphérie des cellules et quelques adhérences fibrillaires (tête de flèche) plus centrales 

(Figure 29A).  A/31&0I'31#%PQ est également présente dans des vésicules intracellulaires péri-

nucléaires (flèche). A/?JKL%#$&%majoritairement caractérisé par une distribution diffuse à la 

$*':(-#%,#% .(%-#..*.#%;3#1%5*#% ./21%2;$#')#%(*$$3%,#%7#&3&#$%)0$3-*.#$% 31&'(-#..*.(3'#$%(*&2*'%

du noyau (Figure 29A).  

La superposition des canaux de fluorescence (Figure 29A merged) ne montre pas de co-

marquage ,#%./31&0I'31#%#&%,#%./?JKL%13%(*%13)#(*%,#$%(,60'#1-#$%:3;'3..(3'#$%F&<&#%,#%:.O-6#GS%

ni au niveau des points focaux (flèche pleine). On peut également souligner un co-marquage 

,#%./31&0I'31#%PQ%#&%,#%./?JKL%,(1$%5*#.5*#$%)0$3-*.#$%31&'(-#..*.(3'#$%(Figure 29A merged). 

Dans un premier temps, nous avons observé que le traitement au gefitinib induit une 

spectaculaire modification de la morphologie des deux lignées cellulaires qui deviennent 

fusiformes. M244#%#1%&0423I1#1&% .#$% &<&#$%,#% :.O-6#S% ./(D2*&%,#%I#:3&313;%(*+%-#..*.#$%XYZ%

89[%#1&'(b1#%une diminution des contacts focaux et une augmentation de ./internalisation 

des intégrines PQ%%#&%,#%./EGFR dans des vésicules intracellulaires (Figure 29A).  

c*'% ./34(I#% ,#% $*7#'72$3&321% ,#$% -(1(*+% (Figure 29A merged), certaines vésicules 

-21&3#11#1&%./31&0I'31#%PQ%#&% ./?JKL%F&<&#%,#%:.O-6#G%4(3$%,/(*&'#$%)0$3-*.#$%1#%-21&3#11#1&%

5*#%./31&0I'31# PQ%F:.O-6# pleine).  
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Figure 29N#C(#%(;.!.).:# $%9()!(#+ #+0- +." !.0)#.)!' -(++$+ .'(#1(#+,.)!2%'.)(#3456#(!#1(#+,DEFG#+0'"#1(#+ #

migration des cellules U87MG. 

H4(I#$% -21:2-(.#$%,#$% -#..*.#$%XYZ%89[%#&%XYZ%89- migrant à partir de sphères tumorales (18h) en absence 

(control) et en présence (GEF) de gefitinib (20µM). Après fixation, les cellules ont été immunomarquées avec 

,#$% (1&3-2'7$% ,3'3I0$% -21&'#% ./31&0I'31#% PQ% #&% ./?JKL@% A(% $*7#'72$3&321% ,#$% ,#*+% 34(I#$% #$&% )3$*(.3$0#% $*'% .#%

panel de droite (merge). Echelle : 20µm.  
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- "(1$%.#$%-#..*.#$%XYZ%89- : 

Dans les conditions contrôles en absence de gefitinib, il y a peu ou pas de contacts focaux 

-21&#1(1&% ./31&0I'31#% PQ% et les adhérences fibrillaires (tête de flèche) sont de plus petite 

taille que ,(1$%.#$%-#..*.#$%XYZ89[ (Figure 29B). Dans ces cellules, on retrouve un marquage 

,3::*$%,#%./?JKL%721-&*0%7('%*1%4('5*(I#%)0$3-*.(3'# (Figure 29B).   

Le gefitinib fait également disparaitre les petites adhésions :2-(.#$%-21&#1(1&%./31&0I'31#%PQ%

mais nous 1/2;$#')21$% 5*/*1#% 42,#$&#% ,0.2-(.3$(&321 ,#% ./31&0I'31#% ,(1$% ,#$% )0$3-*.#$%

intracellulaires (Figure 29B)@% A/?JKL% #$&% 31&#'1(.3$0% $2*$% ./#::#&% ,#% I#:3&313;%4(3$% ;3#1% 5*#%

12*$% 1#% 7*3$$321$% 7($% 72*'% ./31$&(1&% 3,#1&3:3#'% -#$% )0$3-*.#$% 31&'(-#..*.(3'#$% 72$3&3ves pour 

./?JKLS%#..#$%$#4;.#1&%&2*&#:23$%,3::0'#1&#$%F#1%124;'#%#&%#1%&(3..#G%,#%-#..#$%2;$#')0#$%#1%

7'0$#1-#%,#%I#:3&313;%,(1$%.#$%-#..*.#$%XYZ%89[@% 

Comme le montre les flèches, lors de la superposition des marquages, les vésicules positives 

pour le mar5*(I#% PQ% 1#% $21&% 7($% 72$3&3)#$% 72*'% .#%4('5*(I#% ?JKL% (Figure 29B-merged) 

$*II0'(1&%5*#%./31&0I'31#%89%#$&%10-#$$(3'#%72*'%($$#4;.#'%./?JKL%#&%./31&0I'31#%PQ%,(1$%.#$%

mêmes vésicules intracellulaires. 

 

En résumé, 

Le gefitinib induit une internalisation mas"./(# 1(# +,.)!2%'.)(# 56# (!# 1(# +,DEFG# +0'"# 1(# + #

9.%' !.0)#1("#-(++$+("#HIJ#34T#M#7 '!.'#1(#"7<&'("# !$90' +("B#U )"# +("#-(++$+("#HIJ#34T8#

-("#/2".-$+("#"(9:+()!#-0)!().'#+("#1($A#'2-(7!($'"# +0'"#*$(#1 )"#+("#/2".-$+("#HIJ#34-, la 

7'2"()-(# 1(# +,.)!2%'.)(# (!# 1(# +,DEFG# "(9:+(# 9$!$(++(9()!# (A-+$"./(B# K(+ # "$%%&'(# *$(#

+,.)!(') +." !.0)# -0)V0.)!(# 1(# +,.)!2%'.)(# 56# (!# +,DEFG# .)1$.!(# 7 '# +(# %(;.!.).:# ("!# $)#

7<2)09&)(#127()1 )!#1(#+,.)!2%'.)(#34B 

 

A#$%#::#&$%,*%I#:3&313;%$*'% ./31&#'1(.3$(&321%,#% ./?JKL%21&%,0DC%0&0%,écrits dans le cancer du 

poumon (Jo et al., 2014) 4(3$% ./#::#&%,*%I#:3&313;%$*'% ./#1,2-=&2$#%,#$% 31&0I'31#$%1/(% D(4(3$%

été 0&*,30% ,(1$% .#% J!E% -#% 5*3% 12*$% (% -21,*3&% C% 0&*,3#'% ./347(-&% ,*% I#:3&313;% $*'% .(%

.2-(.3$(&321%,#%./31&0I'31#%89%.2'$%,#%.(%43I'(&321%,#$%-#..*.#$%XYZ%89[@%% 
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Figure 30: C(#%(;.!.).:#.)1$.!#$)(#!' )"+0- !.0)#1(#+,.)!2%'.)(#3456#1("#adhésions focales dans des vésicules 

.)!' -(++$+ .'("#+0'"#1(#+ #9.%' !.0)#-0++(-!./(#1("#-(++$+("#HIJ#34TB 

H4(I#$%-21:2-(.#$%,#$%-#..*.#$%XYZ%89[%(7'O$%QY6%,#%43I'(&321%C%7('&3'%,#%$76O'#$%&*42'(.#$%$*'%*1#%4(&'3-#%

de fibronectine en absence (control) et en présence (GEF) de gefitinib (20µM). Après fixation, les cellules ont 

0&0%344*124('5*0#$%C%./(3,#%,/(1&3-2'7$%,3'3I0$%-21&'#%.(%:2'4#%31(-&3)#%,/89%FE(;%HH QGS%.(%:2'4#%(-&3)#%,/89%

liée à la fibronectine (SNAKA-51) et la forme active de FAK (Y397). Echelle : 20µm. 
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Utilisant des anticorps anti-PQ% .3(1&% $70-3:35*#4#1&% .#$% :2'4#$% (-&3)#$% #&% 31(-&3)#$% ,#%

./31&0I'31#S%*1#%05*37#%(%(1(.=$0% .(% -21:2'4(&321%,#% ./31&0I'31#%PQ% $#.21% $(% .2-(.3$(&321%(*%

sein de trois lignées cancéreuses (Arjonen et al., 2012)@% A/31&0I'31#% (-&3)#% $#'(3&%

majoritairement loca.3$0#% ,(1$% ,#$% #1,2$24#$% (.2'$% 5*#% ./31&0I'31#% 31(-&3)#% $#% .2I#'(3&%

7'0:0'#1&3#..#4#1&% ,(1$% ,#$% 7'2&'*$321$% 4#4;'(1(3'#$% $*II0'(1&% 5*#% ./0&(&%

conformationnel des intégrines influence leur trafic intracellulaire.  Nous avons donc testé 

,#*+%&=7#$%,/(1&3-2'7s ciblant la sous-*13&0%89%,#%./31&0I'31# f%./(1&3-2'7$%HH Q%'#-211(3$$(1&%

.(% -21:2'4(&321% 31(-&3)#% ,#% ./31&0I'31#% #&% ./(1&3-2'7$% cT a -51 reconnaissant la 

-21:2'4(&321%(-&3)#%,#%./31&0I'31#%.30#%C%$21%.3I(1,%.(%:3;'21#-&31#@% 

- En absence de gefitinib : 

D(1$%.#$%-#..*.#$%XYZ%89[S%./31&0I'31#%89%sous forme inactive présente un marquage diffus à 

la surface de la cellule (Figure 30A)@%"(1$%$(%-21:2'4(&321%31(-&3)#%./31&0I'31#%#$&%0I(.#4#1&%

7'0$#1&#% ,(1$% ,#% 7#&3&#$% )0$3-*.#$% 31&'(-#..*.(3'#$@% A/31&0I'31#% 89% liée à la fibronectine se 

,3$&'3;*#%(*%13)#(*%,#%7.(5*#$%,/(,60'#1-#%:3;'3..(3'#$%(tête de flèche) et des contacts focaux 

(flèche pleine) en périphérie des cellules (Figure 30B). La protéine FAK activée (par la 

phosphorylation de la Tyr397) présente également un marquage des contacts focaux (flèche 

pleine) en périphérie de la cellule (Figure 30C).  

- En présence de gefitinib : 

Dans -#..*.#$%XYZ%89[, le gefitinib (*I4#1&#% .(% .2-(.3$(&321%,#% ./31&0I'31#% 31(-&3)#%,(1$% .#$%

vésicules intracellulaires (Figure 30A)@%A/(D2*&%,#%I#:3&313;%#1&'(b1#%une forte diminution des 

adhérences fibrillaires et des contacts focaux contenant ./31&0I'31# 85 active liée à la 

fibronectine. M#% 760124O1#% $/(--247(I1#% ,/*1#% 31&#'1(.3$(&321% &'O$% 3472'&(1&#% des 

31&0I'31#$%89%(-&3)#$%dans des vésicules intracellulaires (Figure 30B). On observe également 

une disparition des contacts focaux (marquages pFAK) dans ces cellules suggérant un 

remodelage des adhésions focales par le gefitinib au cours de la migration des cellules U87 

89[%(Figure 30C).  
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Figure 31: C #9.%' !.0)#1("#-(++$+("#HIJ#34T#("!#127()1 )!(#1(#+,.)!2%'.)(#3456#()#7'2"()-(#de gefitinib. 

A- panel de gauche- A/(1&3-2'7$%HH Q%$70-3:35*#%,#%./31&0I'31#%89%3163;#%.(%43I'(&321%-2..#-&3)#%,#$%-#..*.#$%XYZ%

89[@%A- panel de droite- A/3163;3&321%,#%./31&0I'31#%8)%7('%./(1&3-2'7$%Ue@U@9%1#%'0,*3&%7($%.(%43I'(&321%-2..#-&3)#%

des cellule$%XYZ%89[@%B- A/3163;3&321%,#$%31&0I'31#$%89%#&%8)%1#%'0&(;.3&%7($%./#::3-(-3&0%,*%I#:3&313;%C%3163;#'%.(%

43I'(&321%-2..#-&3)#%,#$%-#..*.#$%XYZ%89[@ 
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"#$ %&'($ '#)&*#+,-#$ *#.$ ,*/0'#12#.$ %&2,+#.$ 2&1(#1,1($ +341(0-'41#$ 56$ ,..&240$ 7$ 81#$

internalisation massive *#$ +341(0-'41#$ .&8+9:#1($ *#.$ ;8#.(4&1.$ .8'$ +#$ '<+#$ *#$ +341(0-'41#$ 56$

*,1.$+,$)4-',(4&1$*#.$2#++8+#.$=>?$56@$#1$A'0.#12#$*#$-#%4(414BC$D&8.$,:&1.$*&12$41/4B0$+#.$

41(0-'41#.$56$#($5:$E'02#A(#8'.$*#$+,$%4B'&1#2(41#F$+&'.$*#$+,$)4-',(4&1$*#.$2#++8+#.$=>?$5@$#1 

présence de gefitinib. L3,1(42&'A.$ 41/4B4(#8'$ .0+#2(4%$ *356G$ +#$ HH I$ '0*84($ *#$ ),149'#$ *&.#$

dépendante la migration cellulaire (Figure 31A-panel de gauche). En revanche, un effet dose 

*381$,1(42&'A.$.0+#2(4%$*#$+341(0-'41#$5:$'#.(#$41#%%42,2#$A&8'$41/4B#' la migration des cellules 

=>?$ 56@ (Figure 31A- panel de droite) )&1(',1($ ;83#n absence de gefitinib la migration 

2&++#2(4:#$*#.$2#++8+#.$=>?$56@$.8'$81#$),('42#$*#$%4B'&1#2(41#$#.($*0A#1*,1(#$*#$+341(0-'41#$

56C$",$2&)B41,4.&1$*#.$,1(42&'A.$ 41/4B4(#8'.$ E24B+,1($ +341(0-'41#$56$&8$5:F$#($*8$-#%4(414B$7$

81#$*&.#$1&1$41/4B4('42#$EIJKLF$1#$'0:9+#$A,.$*3#%%#($.M1#'-4;8#$A&8'$ 41/4B#'$ +,$)4-',(4&1$

2&++#2(4:#$*#.$2#++8+#.$=>?$56@$'0.4.(,1(#.$7$2#((#$*&.#$*#$-#%4(414B$(Figure 31B).   

Cependant la migration des cellul#.$ =>?$ 55+ en présence de gefitinib est toujours 

*0A#1*,1(#$*#$ +341(0-'41#$56$.8--0',1($;834+$13#.($A,.$102#..,4'#$;8#$ +341(0-'41#$56NI$.&4($

localisée dans les adhésions focales pour favoriser la migration des cellules U87MG puisque 

+&'.;83#++#$ #.($ 41(#'1,+4.0#$ *,1.$ *#.$ :0.428+#.$ 41(',2#++8+,4'#.$ .&8.$ +3#%%#($ *8$ -#%4(414BG$ +,$

)4-',(4&1$*#.$2#++8+#.$=>?$56@$#.($(&8O&8'.$*0A#1*,1(#$*#$+341(0-'41#$56C$ 

 

 

En résumé, 

 !"#$%&&'(!)*!"#+,)&,(-.*%,)"#$!"#%)*'/(%)!"#01#",)*#-.""%2!-!)*#%)*!().3%"'!"#".)"#45!#

36,)#75%""!#$'*!(-%)!(#7,5(#3!#-,-!)*#"6%3#"6./%*#$65)!#.5/-!)*.*%,)#$!#36!)$,+8*,"!#,5#

une diminution du recyclage membranaire. Cette internalisation dépendante du gefitinib 

"6.++,-7./)!# $65)# &,(*# (!-,$!3./!# $!"# +,)*.+*"# &,+.59# 45%# "5//:(!# 5)# +;.)/!-!)*# $!#

mode de migration des cellules comme en atteste la modification de la forme des cellules 

.7(:"#*(.%*!-!)*#.5#/!&%*%)%<=#>.)"#+!#+."#3.#-%/(.*%,)#$!-!5(!#$'7!)$.)*!#$!#36%)*'/(%)!#

01=  

?,5"# -,)*(,)"# 7,5(# 3.# 7(!-%:(!# &,%"# 4565)# %);%<%*!5(# $!# *8(,"%)!# @%)."!# $!# 36EGFR, le 

/!&%*%)%<A#('/53!#),)#"!53!-!)*#3!#*(.&%+#-!-<(.).%(!#$!#36BCDE#35%-même, mais aussi celui 

$!#36%)*'/(%)!#01FG#$.)"#3!"#+!3353!"#$!#CHI#('"%"*.)*!"#J#36.+*%,)#$5#/!&%*%)%<#KLMN#01OP=## 
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Contexte biologique  et bibliographique: 

 

Le glioblastome multiforme (GBM) est le gliome le plus agressif et le plus fréquent chez 

+3,*8+(#C$Les patients atteints de GBM ont un pronostic très sombre et sont réfractaires aux 

thérapies actuellement proposées. Le GBM est caractérisé par un fort degré 

*3/0(0'&-0104(0. Une des principales dérégulations géniques observées dans le GBM est une 

amplification du récepteur au facteur de croissance épidermique (EGFR, HER1, ErbB1) 

retrouvée chez 40% des patients (Behin et al., 2003). De nombreuses thérapies ciblant le 

récepteur se sont développées en clinique mais des résistances innées ou acquises à ces 

(/0',A4#.$ 24B+0#.$ :4#11#1($ 2&1('#2,''#'$ +341/4B4(4&1$ *#$ +3PQRS$ #($ +,$ A&'(0#$ *#$ 2#((#$

thérapeutique.  

Senseurs du microenvironnement tumoral,  les intégrines sont les principaux récepteurs de 

+3,*/0'#12#$*#.$2#++8+#.$,8T$A'&(041#.$*#$+,$LPU$),4.$#++#.$,2(4:#1($également des voies de 

signalisation intracellulaire stimulant la prolifération, la survie et le potentiel invasif des 

cellules tumorales (Mitra and Schlaepfer, 2006).  Une protéine matricielle, la fibronectine, a 

été identifiée comme un des cinq gènes fortement exprimés dans les GBM en comparaison à 

des astrocytomes non invasifs (Colin et al., 2005). Cette surexpression augmente la malignité 

in vitro et in vivo des GBM (Serres et al., 2014). D&('#$ 0;84A#$ ,$ )&1('0$ ;8381#$ %&'(#$

expression du récepteur de la fibronectine, +341(0-'41#$56NIG$ 2/#V$*#.$A,(4#1(.$ ,((#41ts de 

gliome était corrélé au grade tumoral et à un plus mauvais pronostic (Janouskova et al., 

2012).  Les intégrine.$A&(#1(4,+4.#1($ +3,2(4:4(0$&12&-014;8#$*#$ +3PQRS$#($ .&1($7$ +3&'4-41#$*#$

)02,14.)#.$ *#$ '0.4.(,12#.$ ,8T$ (/0',A4#.$ 24B+,1($ +3PQRS$ *,1.$ +#.$ carcinomes mammaires 

(Huang et al., 2011a; Huck et al., 2010; Lesniak et al., 2009), pulmonaires (Eke et al., 2013; 

Kanda et al., 2013; Morello et al., 2011) et pancréatiques (Seguin et al., 2014). Cependant, 

a8281#$ 0(8*#$ 13,$ 7$ 2#$ O&8'G$ $ )4.$ #1$ 0:4*#12#$ +34)A+42,(4&1$ *#.$ 41(0-'41#.$ *,1.$ +#.$

mécanismes de résistance aux anti-EGFR observés en clinique dans le GBM.  

U&)A(#$(#18$*#$(&8(#.$2#.$*&110#.G$1&8.$,:&1.$%&')8+0$+3/MA&(/9.#$;8#$+341(0-'41#$56NIG$

et son ligand la fibronectine, puisse favoriser la malignité du GBM et être un frein à 

+3#%%42,24(0$*#.$(/0',A4#.$24B+,1($+3PQRS$*,1.$+#$Q!LC$$ 
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Résumé des résultats obtenus:  

 

D&.$ (',:,8T$ .&1($ B,.0.$ .8'$ +38(4+4.,(4&1$ *381#$ +4-10#$ *#$ Q!L$ /8),41 manipulée 

génétiquement pour exprimer des taux :,'4,B+#.$*#$+341(0-'41#$56NI$E=>?$56@$#($=>?$56-). 

Les résultats présentés dans cette thèse ont mis en évidence que la surexpression de 

+341(0-'41#$2&1%9'#$,8T$2#++8+#.$*#$Q!L, un fort potentiel de résistance aux anti-EGFR utilisés 

en clinique humaine (+3,1(42&'A.$ )&1&2+&1,+, cetuximab, et les inhibiteurs de tyrosine 

kinase, gefitinib et erlotinib) en comparaison aux cellules exprimant A#8$ +341(0-'41#. Cette 

résistance affecte la capacité des drogues à inhiber le potentiel migratoire (dans deux 

.M.(9)#.$*#$)4-',(4&1$4.&+0#$#1$2/,)B'#$*#$!&M*#1$#($*#$)4-',(4&1$2&++#2(4:#$7$A,'(4'$*381#$

sphère tumorale) et la survie clonogénique en soft agar des cellules de GBM.  

W#$ A+8.G$ 1&.$ *&110#.$ 41*4;8#1($ ;8#$ +3,..&24,(4&1$ *3,1(,-&14.(#.$ *#$ +341(0-'41#$ #($ *#$

molécules anti-EGFR, est une approche pertinente pour combattre la résistance induite par 

+341(0-'41#$ 56NI dans des processus cellulaires de survie et de migration des cellules de 

GBM.  

Enfin, n&8.$,:&1.$,1,+M.0$A,'$)42'&.2&A4#$2&1%&2,+#$+,$*4.('4B8(4&1$*#$+341(0-'41#$56NI$#($*#$

+3PQRS$*,1.$*#.$2#++8+#.$=>?LQ$.302/,AA,1($*381#$.A/9'#$(8)&',+#, en présence ou non de 

gefitinib. Nos résultats révèlent que le traitement des cellules par le gefitinib remodèle les 

,*/0'#12#.$ %4B'4++,4'#.$ 2&1(#1,1($ +341(0-'41#$ A'&:&;8,1($ .&1$ 41(#'1,+4.,(4&1$ ),..4:#C$ X,'$

,4++#8'.G$ +,$ '#*4.('4B8(4&1$ 41(',2#++8+,4'#$ *#$ +3PQRS$ 41*84(#$ A,'$ +#$ -#%4(414BG$ .#)B+#$ Y('#$

augmentée pa'$+341(0-'41#$56NI.   
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 !"#3%-%*!"#$!#),*(!#-,$:3!#$6'*5$! : 

 

Nous savons que les lignées de GBM entretenues en culture conventionnelle, perdent 

+3,)A+4%42,(4&1$ *8$ -91#$ *#$ +3PQRS$ #($ 1#$ A&..9*#1($ A,.$ +,$ )8(,(4&1$ *#$ +3PQRS$ EPQRS:HHHF$

largement décrit dans les GBM (Schulte et al., 2012). Nous disposons au laboratoire des 

lignées U87-PQRS$ EA&..0*,1($ +,$ .8'#TA'#..4&1$ *#$ +3PQRSF$ #($ +#.$ +4-10#.$ =>?-EGFRvIII 

(possédant le mutant constitutivement actif nommé EGFRvIII) obtenues du Dr. Furnari. 

U&))#$A&8'$+,$+4-10#$A,'#1(,+#$=>?LQG$+#$14:#,8$*3#TA'#..4&1$*#$+341(0-'41#$56NI dans ces 

lignées sera modulé par transfection de cDNA et shRNA. Nous pourrions ainsi étudier la 

coopération  56NI/EGFR dans un contexte de surexpression des deux récepteurs permettant 

de mimer in vitro la situation clinique du GBM.  H+$ .#',4($ *&12$ 4)A&'(,1($ *30(#1*'#$ 1&.$

'0.8+(,(.$7$*3,8('#.$ +4-10#.$*#$Q!L$que la lignée U87MG, afin de vérifier que bien que le 

Q!L$ .&4($ 81#$ (8)#8'$ #T('Y)#)#1($ /0(0'&-91#G$ +341(0-'41#$ A#'.4.(#$ 2&))#$ 81$ B&1$

marqueur de résistance aux thérapies anti-EGFR. 

W,1.$ 81#$ A#'.A#2(4:#$ 7$ A+8.$ +&1-$ (#')#G$ O#$ A#1.#$ ;83il serait judicieux  de valider le rôle 

2'824,+$*#$+341(0-'41#$56NI$*,1.$+,$*4)418(4&1$*#$+3#%%42,24(0$*#.$,1(4-PQRS$.8'$+341:,.4&1$*#.$

cellules de GBM, dans un modèle pré-clinique chez le petit animal.  

Une étude a comparé le profil invasif de différentes lignées de gliome après transplantation 

41(',$ 2'Z14,+#$ 2/#V$ +3,14),+$ (Silver et al., 2013). "341%4+(',(4&1$)42'&scopique des cellules de 

gliome implantées chez la souris était détectée par visualisation *#$+34))81&),';8,-#$*#$+,$

Nestine (protéine des filaments intermédiaires exprimés dans les cellules nerveuses). Les 

résultats de cette étude ont montré que les lignées primaires de GBM présentent un 

phénotype beaucoup plus invasif que le modèle conventionnel de xénogreffes de lignée de 

GBM (U87MG). La masse tumorale bien délimitée de la tumeur U87MG est comparable aux 

xénogreffes de tumeurs astrocytaires de grade II. Tenant compte de ces travaux, la lignée 

=>?LQ$ 13#.($ A,.$ 81$ B&1$)&*9+#$ A&8'$ 0(8*4#'$ in vivo +#$ '<+#$ *#$ +341(0-'41#$ 56NI$ *,1.$ +,$

résistance aux anti-PQRS$+&'.$*#$+341:,.4&1$41(',2'Z14,+#$*#.$2#++8+#.$*#$Q!L.  
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L,4.$1&8.$A&8:&1.$1&8.$(&8'1#'$:#'.$*3,8('#.$)&*9+#.$*#$T01&-'#%%#.$*#$2#++8+#.$*#$Q!LC$

Par exemple, Giannini et ses collègues  ont créé un modèle in vivo de GBM qui maintient les 

caractéristiques phénotypiques et moléculaires de la pathologie. Des lignées de GBM ont été 

établies et amplifiées par greffes sous-cutanées répétées dans les flancs des souris, de tissu 

tumoral de GBM provenant des patients. Les cellules provenant des greffes sous-cutanées 

ont été récupérées, carencées et injectées en intracérébral. Les tumeurs intracrâniales 

-010'0#.$0(,4#1($/,8(#)#1($41:,.4:#.C$W#$A+8.G$+3,)A+4%42,(4&1$#($+,$.8'#TA'#..4&1$*#$+3PQRS$

(perdue en culture cellulaire comme nous venons de le voir) était maintenue dans ces 

tumeurs intracrâniales (Giannini et al., 2005). 

D&8.$A&8:&1.$0-,+#)#1($#1:4.,-#'$+38(4+4.,(4&1$*#$-'#%%#.$*e cellules souches de GBM. Nous 

disposons au laboratoire de plusieurs lignées de cellules souches de GBM dont la lignée NCH 

[\I]$ ;84$ 13#TA'4)#$ A,.$ +341(0-'41#$ 56 mais qui a été transfectée de manière stable pour 

#TA'4)#'$ +341(0-'41#$ 56C$ W,1.$ +#$ 2,*'#$ *381$ A'&O#($ 2&++,B&',(4%$ ,:#2$ *3,8('#.$)#)B'#.$ *#$

)&1$0;84A#G$ O3,4$A,'(424A0$7$*#.$ T01&-'#%%#.$&'(/&(&A4;8#.$*#$2#.$ 2#++8+#.$ .&82/#.$ 2/#V$ +,$

.&8'4.C$D3,M,1($A,.$ #12ore effectué de marquages immunohistochimiques sur les biopsies 

tumorales, nous ne pouvons pas affirmer que cette lignée a envahi le parenchyme cérébral 

*#.$ .&8'4.C$ U#A#1*,1($ +38(4+4.,(4&1$ *#$ 2#((#$ +4-10#G$ *0O7$*4.A&14B+#$ ,8$ +,B&',(&4'#G$ A&8'',4($

être une ,+(#'1,(4:#$41(0'#..,1(#$A&8'$0(8*4#'$+34)A,2($*#$(/0',A4#.$,1(4-PQRS$.8'$+341:,.4&1$

de cellules .&82/#.$*#$Q!L$#TA'4),1($+341(0-'41#$56C$ 
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Perspectives envisagées :   

 

Axe 1 Q# R,-7(!)$(!# 36%)&35!)+!#$!# # 36%)*'/(%)!#01FG# "5(# 3.# ('"%"*.)+!# .59# *;'(.7%!"# .)*%-

EGFR dans la survie clonogénique des cellules de GBM.   

- In vitro :  

Nous ne savons pas comment le cetuximab diminue la survie clonogénique des cellules U87 

56-, ni comment +,$.8'#TA'#..4&1$*#$ +341(0-'41#$E=>?$56@F$.3&AA&.# 7$ +341/4B4(4&1$*#$ +3PQRS$

par le cetuximab lors des tests clonogéniques en soft agar. Nous avons alors tenté 

*34*#1(4%4#' les mécanismes mis en jeu A,'$81#$,AA'&2/#$B4&2/4)4;8#$B,.0#$.8'$+38(4+4.,(4&1$

de sphères tumorales en suspension E,%41$*#$)4)#'$ +3,-'0-,(4&1$2#++8+,4'#$*#.$ 2&+&14#.$#1$

soft agar).   

Notre hypothèse était que le cetuximab pouvait déclencher un phénomène apoptotique 

dans les cellules U87MG. En effet, de précédentes études avaient déjà montré que le 

2#(8T4),B$41*84.,4($+3,A&A(&.#$*,1.$*#.$2#++8+#.$*#$2,'241&)#$*#$+,$(Y(#$#($*8$2&8$(Huang et 

al., 1999). Dans des modèles de xénogreffes de lignées de GBM, le cetuximab augmente la 

mort cellulaire par apoptose (Eller et al., 2002) et permet également de potenti,+4.#'$+3#%%#($

de la radiothérapie (Diaz Miqueli et al., 2009). De plus, notre équipe a démontré que 

+341/4B4(4&1$ *#$ +341(0-'41#$ 56NI$ A,'$ *#.$ ,1(,-&14.(#.$ .A024%4;8#.$ ,8-)#1(,4($ +3,A&A(&.#$ in 

vitro des cellules U87MG (Martinkova et al., 2010).  

Nous avons donc )4.$ ,8$ A&41($ 81#$ #TA0'4#12#$ E'#A'&*84(#$ ;8381#$ .#8+#$ %&4.F$ *3#TA&.4(4&1$

des sphères tumorales au cetuximab (à la concentration maximale utilisée lors des tests de 

survie #1$ .&%($ ,-,'$ ^$ _JK-`)"F$ 7$ *4%%0'#1(.$ (#)A.$ E_/G$ a/G$ b/$ #($ \[/FC$ "3,2(4:,(4&1$ *#$ +,$

caspase-3 par clivage a ensuite été évaluée par western blot à partir du lysat cellulaire 

#T(',4($*#.$.A/9'#.$=>?$56@$#($=>?$56-C$c8#+$;8#$.&4($+#$14:#,8$*3#TA'#..4&1$*356NI dans les 

.A/9'#.G$ 1&8.$ 13,:&1.$ A,.$ &B.#':0$ *#$ 2+4:,-#$ E#($ *&12$ *3,2(4:,(4&1F$ de la caspase-3  en 

présence de cetuximab dans les cellules U87MG (data non montrés). Toutefois nous ne 

A&8:&1.$A,.$#T2+8'#$;834+$.3,-4..#$*381$A/01&)91#$,A&A(&(4;8#$41*0A#1*,1($des caspases.   
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Nous devons aussi explorer *3,8('#.$ A4.(#.$ A&8'$ 4*#1(4%4#'$ +#.$ 0+0)#1(.$ 2+#%.$ ,2(4:0.$ A,'$

+341(0-'41#$ 56NI$ ;84$ 2&1*84.#1($ 7$ *4)418#'$ +#.$ #%%#(.$ *#.$ ,1(4-EGFR sur la survie 

clonogénique. Les protéines STAT (signal transducers and activators of transcription) jouent 

81$ '<+#$ 4)A&'(,1($ *,1.$ +,$ .8':4#G$ 2'&4..,12#G$ A'&+4%0',(4&1$ #($ +3,A&A(&.#$ 2#++8+,4'#C$ =1$ *#.$

)#)B'#.$*#$+,$%,)4++#$de eG$+,$A'&(041#$de e_G$41(#',-4($A/M.4;8#)#1($,:#2$+3PQRS$7$+,$%&4.$

dans le cytoplasme et dans le noyau (Shao et al., 2003). Dans des lignées cellulaires de GBM 

et médulloblastome, des auteurs ont observé une importante co-#TA'#..4&1$*#$+3PQRS$E#($*#$

.&1$)8(,1($:HHHF$#($*#$de e_$,2(4:0#C$"38(4+4.,(4&1$*381#$A#(4(#$)&+028+#$41/4B,1($+3,2(4:,(4&1$

de STAT3, augmente la mort cellulaire par apoptose (Lo et al., 2008). De plus, la combinaison 

de +341/4B4(#8'$*#$de e_$#($*8$-#%4(414B$,8-)#1(#$.4-14%42,(4:#)#1($+,$)&'($2#++8+,4'#$*,1.$+#.$

2#++8+#.$#TA'4),1($+3PQRS$#($.&1$)8(,1(G$#1$2&)A,',4.&1$,8T$(',4(#)#1(.$.#8+.C$U#.$'0.8+(,(.$

A#8:#1($ .8--0'#'$ +34)A&'(,12#$*#$ +,$:&4#$de e_$*,1.$ +,$ '0.4.(,12#$*#. GBM aux thérapies 

anti-EGFR. D&8.$ .,:&1.$ 0-,+#)#1($ ;8#$ +341(0-'41#$ 56NI$ )&*8+#$ +3,2(4:,(4&1$

(phosphorylation) de STAT3 dans les cellules de GBM in vitro et in vivo en se complexant 

avec les métalloprotéinases de type II (Kesanakurti et al., 2013b).  

Ainsi, l3,1,+M.#$*#$ +,$:&4#$*#$.4-1,+4.,(4&1$de e_$#1$A'0.#12#$*#$2#(8T4),B$&8$*#$-#%4(414B$

dans notre modèle de sphères (8)&',+#.$*#$Q!L$A&8'',4($1&8.$A#')#(('#$*3#TA+4;8#'$ +#.$

mécanismes intracellulaires sous-jacents à la résistance *#.$2&+&14#.$=>?$56@$,8T$,1(4-EGFR.  

- In vivo : 

Nous pourrions nous appuyer sur les résultats encourageants des tests in vitro de survie 

2+&1&-014;8#G$ A&8'$ 0:,+8#'$ +34)A,2($ *#$ 2&-(',4(#)#1(.$ 24B+,1($ +341(0-'41#$ #($ +3PQRS$ .8'$

+341/4B4(4&1$*#$+,$.8':4#$#($*#$+,$2'&4..,12#$(8)&',+#$2/#V$+3,14),+ (xénogreffes orthotopiques 

de cellules U87MG). U#.$(',:,8T$1&8.$A#')#((',4#1($*3#1:4.,-#'$81#$A&'(0#$(/0',A#8(4;8#$7$

1&.$'0.8+(,(.C$"#.$A,(4#1(.$,((#41(.$*381$Q!L$.8'#TA'4),1($+3PQRS$#($ +341(0-'41#$.#',4#1($*#$

bons ca1*4*,(.$ A&8'$ B010%424#'$ *381$ .2/0),$ (/0',A#8(4;8#$ A#'.&11,+4.0$ ,..&24,1($ *#.$

inhibiteurs des deux récepteurs.  
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Axe 2 Q#B*5$%!(#3!#(S3!#$!#36%)*'/(%)!#01FG#$.)"#3!#*(.&%+#%)*(.+!3353.%(!#$!#36BCDE# lors de la 

migration des +!3353!"#$!#CHI#",5-%"!"#.59#*;'(.7%!"#+%<3.)*#36BCDE= 

 

Rappelons que nous avons montré par microscopie confocale que le gefitinib induisait une 

t',1.+&2,(4&1$*,1.$+#$2&)A,'(4)#1($41(',2#++8+,4'#$*#$+341(0-'41#$56NI$#($$*#$+3PQRS$*,1.$+#.$

2#++8+#.$'0.4.(,1(#.$,8$-#%4(414B$E=>?$56@FC$$ 

La littérature a déjà établi 81$ +4#1$#1('#$ +#$(',%42$ 41(',2#++8+,4'#$*#$ +3PQRS$#($ +,$'0A&1.#$*#.$

tumeurs solides aux anti-EGFR mais jamais dans le GBM. Dans un modèle de cancer 

mammaire, il a été montré que MDGI (mammary derived growth inhibitor) induisait 

+341(#'1,+4.,(4&1$*#$+3PQRS$*,1.$*#.$:0.428+#.$*0A#1*,1(#.$*#.$2,:0&+#.$ (Nevo et al., 2009). 

Ces cellules exprimant MDGI étaient résistantes au cetuximab in vitro et in vivo. Ainsi les 

auteurs ont mis en évidence un nouveau mécanisme impliquant une augmentation de 

+3#1*&2M(&.#$*#$ +3PQRS$A#')#((,1($*3#TA+4;8#'$ +#.$'0.4.(,12#.$,8$2#(8T4),B$*,1.$ +#$2,12#'$

du sein.  

W,1.$*#.$+4-10#.$*#$2,12#'$B'&12/4;8#$1&1$7$A#(4(#.$2#++8+#.$'0.4.(,1(#.$,8$-#%4(414BG$+3,O&8($

*381$ 41/4B4(#8'$ *#$ (M'&.41#$ f41,.#$ 4''0:#'.4B+#$ ,$ *0)&1('0$ .&1$ #%%42,24(0$ A&8'$ '0*84'#$ +,$

prolifération et la survie clonogénique dans ces cellules (Kwak et al., 2005). De plus, les 

auteurs ont observé 81#$ ,8-)#1(,(4&1$ *#$ +341(#'1,+4.,(4&1$ *#$ +3PQRS$ *,1.$ +#.$ +4-10#.$

2#++8+,4'#.$ '0.4.(,1(#.$ ,8$ -#%4(414B$ A,'$ ',AA&'($ ,8T$ 2#++8+#.$ .#1.4B+#.$ 7$ +3,1(4-EGFR. Ces 

résultats sont confirmés par une étude plus récente qui démontre que la distribution 

2#++8+,4'#$ *#$ +3PQRS$ est corrélé  avec la réponse au gefitinib dans des cellules de cancer 

bronchique (Jo et al., 2014)C$P1$#%%#(G$*,1.$+#.$+4-10#.$.#1.4B+#.$,8$-#%4(414BG$+3,**4(4&1$*8$e]H$

%'#41#$+341(#'1,+4.,(4&1$*#$+3PQRS$41*84(#$A,'$+3PQRC$P1$'#:,12/#G$*,1.$+es cellules résistantes 

,8$-#%4(414BG$+3#1*&2M(&.#$*#$+3PQRS$41*84(#$A,'$+3PQR$#.($),41(#18#C    

Toutes ces données soulignent un autre mécanisme de résistance aux anti-EGFR médié par 

81#$,+(0',(4&1$*8$(',%42$*#$+3PQRSC D&8.$1&8.$.&))#.$41(#''&-0.$.8'$+3,2(4:4(0$*#$+3PQRS$.84(#$

7$ .&1$ #1*&2M(&.#$ *0A#1*,1(#$ *8$ -#%4(414BC$ d4$ +#$ A&(#1(4#+$ .4-1,+0(4;8#$ *#$ +3PQRS$ #.($

),41(#18$*,1.$+#$2&)A,'(4)#1($41(',2#++8+,4'#$*#.$2#++8+#.$=>?$56@G$2#+,$A&8'',4($#TA+4;8#'$

la résistance de ces cellules de GBM aux thérapies anti-EGFR.  
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-  !#$!2!)%(#$!#36BCDE#.+*%&#$.)"#3!#+,-7.(*%-!)*#%)*(.+!3353.%(! 

Pour répondre à cette question, nous avons procédé à une expérience préliminaire de co-

),';8,-#$ *#$ +341(0-'41#$ NI$ ,2(4:#$ E81$ ),';8,-#$ *#$ +341(0-'41#$ 56$ .#',4($ *4%%424+#)#1($

observable *,1.$+#.$2#++8+#.$=>?$56-) #($*381#$%&')#$A/&.A/&'M+0#$,2(4:#$*#$+3PQRS$EgIJa>).  

Dans les cellules =>?$56@G$1&.$'0.8+(,(.$.&8+4-1#1($ +,$A'0.#12#$*#$ +3PQRS$,2(4%$A/&.A/&'M+0$

dans des vésicules intracellulaires en présence comme en absence de gefitinib (Figure 32). 

De plus, il existe 81#$%&'(#$2&+&2,+4.,(4&1$#1('#$NI$#($APQRS$ (Figure 32 merge) au sein des 

vésicules intracellulaires en présence comme en absence de gefitinib. On notera toutefois 

que la persistance de cette colocalisation en présence de gefitinib est observée dans les 

petites vésicules (flèche)C$ W3,8('#.$ :0.428+#.$ B#,82&8A$ A+8.$ -'&..#.$ &1($ A#'*8$ +#$ *&8B+#$

),';8,-#$NI`APQRS (flèche pleine).  

Dans le compartiment intracellulaire d#.$2#++8+#.$=>?$56- contrôles, +#$),';8,-#$*#$+3PQRS$

phosphorylé es($ B#,82&8A$ )&41.$ :4.4B+#$ ;8#$ *,1.$ +#.$ 2#++8+#.$ =>?$ 56@$ .8--0',1($ ;8#$

+341(0-'41#$56$'0-8+#$ +341(#'1,+4.,(4&1$*#$ +3PQRS$,2(4%C$U&))#$#1$(0)&4-1#1($ +#.$%+92/#.G$&n 

&B.#':#$ 0-,+#)#1($ 81#$ 2&+&2,+4.,(4&1$ NI`APQRS$ (Figure 32 merge) dans des vésicules 

intracellul,4'#.C$L,4.$+3,O&8($*#$-#%4(414B$,B&+4($(&(,+#)#1($+#$),';8,-#$*#$+3PQRS$,2(4%$*,1.$

+#.$ :0.428+#.$ 41(',2#++8+,4'#.$ 2&1(#1,1($ +341(0-'41#$NI$ (Figure 32 merge). La perte de la co-

localisation pPQRS`NI$ 41*84(#$A,'$ +#$-#%4(414B$*,1.$2#.$2#++8+#. =>?$56-, confi')#$;8#$23#.($

B4#1$ +3/0(0'&*4)9'#$ 56NI$ ;84$ ),41(4#1($ +3,2(4:4(0$ *#$ +3PQRS$ *,1.$ +#$ 2&)A,'(4)#1($

intracellulaire.  
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Figure 32Q# !#/!&%*%)%<#-.%)*%!)*#3.#+,,7'(.*%,)#$!#36BCDE#.+*%&#!*#$!#36%)*'/(%)!#FG#$.)"#$!"#+,-7.(*%-!)*"#

int(.+!3353.%(!"# 3,("# $!# 3.#-%/(.*%,)# $!"# +!3353!"#LMN01O#-.%"# 7."# 3,("# $!# 3.#-%/(.*%,)# $!"# +!3353!"#LMN01. 

H),-#.$ 2&1%&2,+#.$*#.$ 2#++8+#.$=>?$56@$#($=>?$56- migrant à partir de sphères tumorales (18h) en absence 

(control) et en présence (GEF) de gefitinib (20µM). Après fixation, les cellules ont été immunomarquées avec 

*#.$ ,1(42&'A.$ *4'4-0.$ 2&1('#$ +341(0-'41#$ NI$ #($ +3PQRS$ ,2(4%$ A/&.A/&'M+0$ EgIJa>FC$ ",$ .8A#'A&.4(4&1$ *#.$ *#8T$

images est visualisée sur le panel de droite (merge). Echelle : 20µm.  
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Nous avons confirmé ces résultats par des co-),';8,-#.$4))81&%+8&'#.2#1(.$*#$+341(0-'41#$

56 sous sa forme active liée à la fibronectine (anticorps SNAKA-6IF$#($*#$+3PQRS$A/&.A/&'M+0$

dans les cellules U87 56@. La figure 33 met en évidence les co-marquages 56NI`APQRS$*,1.$

de petites vésicules péri-nucléaires en présence comme en absence de gefitinib.  

U#A#1*,1(G$ 7$ +3,O&8($ *#$ -#%4(414BG$ &1$ &B.#':#$ ('9.$ 1#((#)#1($ *#$ -'&..#.$ :0.428+#.$ E;84$

semblent être des compartiments intracellulaires différents de ceux observés en absence de 

gefitinib) positives pour le marquage 56 #($ NI$ ),4.$ 10-,(4:#.$ A&8'$ +#$ ),';8,-#$ APQRS$

(Figure 33 - flèches pleines). On observe un co-marquage pEGFR/56  uniquement dans de 

petites vésicules intracellulaires (Figure 33 - flèches). Ces petites vésicules sont également 

A&.4(4:#.$A&8'$APQRS$#($NI$(Figure 33 - têtes de flèches) mais on ne semble pas observer de 

colocalisation 56`NI$2#$;84$.8--9'#$;8#$*,1.$2#.$:0.428+#.$ +341(0-'41#$NI$#.($ +40#$7$*3,8('#.$

A,'(#1,4'#.$&8$+40#$7$+341(0-'41# 56 mais pas dans sa conformation liée à la fibronectine.   

U#.$'0.8+(,(.$('9.$41(0'#..,1(.$41*4;8#1($81$),41(4#1$*#$+3,2(4:4(0$.4-1,+0(4;8#$*#$+3PQRS$*,1.$

+#$2&)A,'(4)#1($41(',2#++8+,4'#$*#.$2#++8+#.$=>?$56@$(),+-'0$+341/4B4(4&1$A/,'),2&+&-4que de 

+3PQRS$A,'$+#$-#%4(414BFG$,+&'. ;8#$+#$-#%4(414B$#.($#%%42,2#$A&8'$.8AA'4)#'$+3,2(4:4(0$*#$+3PQRS$

EA&8'$+#$'0.4*8$(M'&.41#$(#.(0F$*,1.$+#.$:0.428+#.$41(',2#++8+,4'#.$*#.$2#++8+#.$=>?$56-.  

-  6%-7.+*#$65)#TUV#%(('2!("%<3! Q#36.&.*%)%< 

D&8.$ ,:&1.$ *0)&1('0$ ;8#$ +3,%,(414B$ A#')#((,4($ *#$ +#:er la résistance au  gefitinib des 

2#++8+#.$=>?$56@$+&'.$*#$+,$)4-',(4&1$2#++8+,4'#$7 partir de sphères tumorales.  Nous pouvons 

,+&'.$ .8AA&.#'$ ;8#$ +,$)4-',(4&1$ *#.$ 2#++8+#.$ =>?$ 56@$ #.($ 81$ A/01&)91#$ 41*0A#1*,1($ *#$

+3PQRS$A84.;8381$e]H$.0+#2(4%$*#$+3PQRS$E-#%4(414BF$1341/4B#$A,.$+#8'$)4-',(4&1$,+&'.$;8381$e]H$

ayant une affinité pour tous les membres de la famille ErbB (afatinib) réduit efficacement 

+#8'$)4-',(4&1C$ X&8'$ '0A&1*'#$ 7$ 2#((#$ 41(#''&-,(4&1G$ 1&8.$ A&8''4&1.$ (#.(#'$ +34)A,2($ *381#$

thérapie ciblée sélec(4:#$ *381$ ,8('#$ )#)B'#$ *#$ +,$ %,)4++#$ P'B!$ E(#+$ ;8#$ +3,1(42&'A.$

)&1&2+&1,+$e',.(8V8),BG$.0+#2(4%$*3hPS-\F$.8'$+,$)4-',(4&1$2&++#2(4:#$*#.$2#++8+#.$=>?$$56@C 
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Figure 33Q#  !# /!&%*%)%<#-.%)*%!)*# 3.# +,,7'(.*%,)# $!# 36BCDE# .+*%&# !*# $! 36%)*'/(%)!# 01FG# $.)"# $!"# 2'"%+ules 

intracellulaires de petite taille en périphérie du noyau cellulaire. Images confocales à plus fort grossissement 

des co-),';8,-#.$*#$+341(0-'41#$56NI$#($*#$+3PQRS$A/&.A/&'M+0$EgIJa>F$*,1.$*#.$:0.428+#.$41(',2#++8+,4'#.$ lors 

*#$+,$)4-',(4&1$*#.$2#++8+#.$=>?$56@$#1$,B.#12#$E2&1('&+F$#($#1$A'0.#12#$EQPRF$*#$-#%4(414B$E\JKLFC$P2/#++# : 

20µm. 
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W#$A+8.G$1&8.$&B.#':&1.$,8..4$81#$,8-)#1(,(4&1$*#$ +,$ +&2,+4.,(4&1$ 41(',2#++8+,4'#$*#$ +3PQRS$

dans les cellules résistantes au gefitinib par comparaison aux cellules sensibles au gefitinib. 

=1#$ *#.$ A#'.A#2(4:#.$ *#$ 2#$ (',:,4+$ .#',4($ *30(8*4#'$ +#$ (',%42$ 41(',2#++8+,4'#$ *#$ +3PQRS$ #1$

A'0.#12#$ *3,%,(414B$ +&'.$ *#$ +,$)4-',(4&1$ 2#++8+,4'#$ 7$ A,'(4'$ *#.$ .A/9'#.$ (8)&',+#.$U87MG. 

=1#$ *4)418(4&1$ *#$ +341(#'1,+4.,(4&1$ *#$ +3PQRS$ *,1.$ +#.$ 2#++8+#.$ =>?$ 56@$ .&8.$ +3#%%#($ *#$

+3,%,(414B$E#1$2&)A,',4.&1$7$+341(#'1,+4.,(4&1$massive du récepteur dépendante du gefitinib) 

nous permettrait de confirmer que la résistance aux anti-EGFR dans le GBM est favorisée par 

une m&*8+,(4&1$*8$(',%42$*#$+3PQRS$A,'$+341(0-'41#$56NIC$ 

- Trafic intracellulaire : endocytose ou recyclage ? 

Il nous .#)B+#$),41(#1,1($ 41*4.A#1.,B+#$*34*#1(4%4#'$ +,$1,(8'#$*#.$:0.428+#.$ 41(',2#++8+,4'#.$

*,1.$+#.;8#++#.$.3,228)8+#1($+341(0-'41#$56NIG$+3PQRS$#( pEGFR lors de la migration collective 

des cellules U87MG en présence ou non de gefitinib. Grâce à la microscopie confocale, nous 

A&8''&1.$ *4.2'4)41#'$ .4$ 2#$ .&1($ +#.$ :&4#.$ *3#1*&2M(&.#$ &8$ *#$ '#2M2+,-#$ E&8$ +#.$ *#8TF$ *#.$

intégrines qui sont impliquées dans la résistance aux anti-PQRSC$D&8.$.8--0'&1.$*3,1,+M.#'$

les co-+&2,+4.,(4&1.$ *#$ +341(0-'41#$ 56NI #($ *#$ +3PQRS$ ,:#2$ *#.$ ),';8#8'.$ 2+,..4;8#.$ *#.$

compartiments intracellulaires : EEA1 (early endosome antigen 1) et Rab21 comme 

marqueur des endosomes précoces, Lamp1 comme marqueur des lysosomes, Rab11 et Rab4 

comme marqueur du recyclage membranaire ou la calnexine comme marqueur du réticulum 

endoplasmique. Selon les résultats de ces expériences, nous pourrons inhiber 

pharmacologiquement le recyclage des intégrine.$7$+3,4*#$*#$+,$A'4),;841#G$&8$+3#1*&2M(&.#$

par le dynasore (inhibiteur de la dynamine qui contrôle le recyclage des intégrines). 

"38(4+4.ation de ces agents pourrait '#.(,8'#'$ +,$.#1.4B4+4(0$*#.$2#++8+#.$=>?$56@$,8$-#%4(414B$

lors de la migration cellulaire à partir de sphères tumorales. Dans un modèle de xénogreffes 

*#$2#++8+#.$*#$2,12#'$A8+)&1,4'#$ '0.4.(,1(#.$,8$-#%4(414BG$81#$0;84A#$,$*0O7$)&1('0$ +3#%%#($

synergique anti-(8)&',+$*#$+3,..&24,(4&1$*381$41/4B4(#8'$*8$'#2M2+,-#$*#$+3PQRS$E*M1,.&'#F$#($

du gefitinib (Jo et al., 2014).  
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Axe 3 Q# I!**(!# !)# '2%$!)+!# 36!9%"*!)+!# $65)# +,-73!9!# 7;8"%45!# 01FGWBCDE# +,--!#

marqueur de la résistance des GBM aux thérapies anti-EGFR  

 

La littérature a *0O7$0(8*40$+#.$41(#',2(4&1.$)&+028+,4'#.$#1('#$+341(0-'41#$56NI$#($+3PQRS$*,1.$

certaines tumeurs sol4*#.$ ),4.$ 2#+,$ 13,$ O,),4.$ 0(0$ *0)&1('0$ *,1.$ +#$ Q!LC$ X,'$ *#.$

approches biochimiques (co-immunoprécipitation), des auteurs ont montré que +341/4B4(4&1$

*#$+341(0-'41#$5:N_$A,'$+#$24+#1-4(4*#$%,:&'4.,4($+#$'#2M2+,-#$*#$+341(0-'41#$$56NI$#($*#$+3PQRS$

dans un même complexe physique lors la migration cellulaire de carcinome ovarien (Caswell 

et al., 2008). "#.$'0.8+(,(.$*#$+3,T#$\$)#((,1($#1$0:4*#12#$81#$A'&T4)4(0$*#$+341(0-'41#$56NI$

#($ *#$ +3PQRS dans des vésicules intracellulaires de cellules de GBM, nous avons soulevé 

+3/MA&(/9.#$ ;8#$ 2#.$ *#8T$ '02#A(#8'.$ A&8'',4#1($ .3,..&24#'$ A&8'$ (',1.4(#'$ *,1.$ +#$

compartiment intracellulaire.  

Le FRET (Förster Resonance Energy Transfer) permet *#$)#.8'#'$*#.$:,'4,(4&1.$*341(#1.4(0$

de fluorescence entre deux fluorophores (donneur et accepteur) couplés aux deux protéines 

*341(0'Y(C$ "#$ RSPe$ A#8($ Y('#$ ,1,+M.0$A'024.0)#1($ A,'$ R"HL$ (Fluorescence Lifetime imaging 

microscopy) qui consiste à mesurer le déclin de temps de vie de fluorescence du donneur au 

2&8'.$*8$(#)A.C$X+8.$+#$(',1.%#'($1301#'-4#$#1('#$+#.$*#8T$A'&(041#.$#.($4)A&'(,1($#($A+8.$+#$

*02+41$*#$%+8&'#.2#12#$*8$*&11#8'$.#',$',A4*#C$U#$(',1.%#'($*301#'-4#$130(,1($A&..4B+#$;8#$.4$

la proximité entre les deux récepteurs est inférieure à 10nm (Broussard et al., 2013), le FRET 

est une technique de choix pour étudier les interactions moléculaires et la formation de 

complexes homo- ou hétérodimériques dans les cellules.  

 %41$ *#$ )#(('#$ #1$ 0:4*#12#$ +3#T4.(#12#$ *381$ 2&)A+#T#$ )&+028+,4'#$ 56NI`PQRS$ *,1.$ +#.$

cellules de GBM, nous avons initié des expériences préliminaires de FRET par mesure du 

(#)A.$ *#$ :4#$ $ ,8$ .#41$ *#$ 2#++8+#.$ (',1.%#2(0#.$ ,:#2$ 56-GFP (donneur) et EGFR-mcherry 

(accepteur). 
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Figure 34: Existence $65)#+,-73!9!#01WBCDE#$.)"#$!"#+,-7.(*%-!)*"#%)*(.+!3353.%(!"#$!"#+!3353!"#LMNIC= 

Images de FRET-FLIM montrant la m#.8'#$*#$(#)A.$*#$:4#$*#$+,$QRX$%8.4&110#$7$+341(0-'41#$56$*,1.$*#.$2#++8+#.$

U87MG exA'4),1($ +341(0-'41#$ 56-GFP  &8$ +341(0-'41#$ 56-QRX$ #($ +3PGFR couplé au fluorochrome mcherry. La 

A'0.#12#$*#$+3PQRS-)2/#''M$7$A'&T4)4(0$*#$+3$56-GFP entraîne une diminution du temps de vie de la GFP dans 

des vésicules intracellulaires (pixels bleus).  
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Les premières expériences confirment nos résultats de co-),';8,-#.$ *#$ +341(0-'41#$ #($ *#$

+3PQRS$*,1.$*#.$:0.428+#.$41(',2#++8+,4'#.$A84.;8#$1&8.$)&1('&1.$+,$A'0.#12#$*#$2&)A+#T#.$

56NI`PQRS$ *,1.$ *#.$ :0.428+#.$ 41(',2#++8+,4'#.$ (Figure 34). En effet, la diminution de la 

moyenne de temps de vie de la GFP à la surface globale de la cellule (2,356 à 2,138 

nano.#2&1*#.F$ '#%+9(#$ 81$ (',1.%#'($ *301#'-4#$ #1('#$ +341(0-'41#$ #($ +3PQRS$ .8--0',1($ ;8#$ +#.$

deux récepteurs sont distants de moins de 10nm. Cet effet de FRET est particulièrement 

marqué dans les vésicules intracellulaires puisque dans ces compartiments, le temps de vie 

de la GFP est passé de 2,400nsec (index colorimétrique vert-jaune) à 1,500nsec (index 

colorimétrique bleu).  

!4#1$;8#$2#.$'0.8+(,(.$.&4#1($#12&8',-#,1(.G$2#((#$(#2/14;8#$+4)4(#$1&.$(',:,8T$7$+30(8*#$*# 

la formation du complexe 56NI`PQRS in vitro sur cellules vivantes. Nous avons débuté une 

collaboration avec le Dr. Vereb (Université de Debrecen-Hongrie) en vue de développer une 

(#2/14;8#$*34),-#'4#$;8,1(4(,(4:#$B,.0#$.8'$81#$,AA'&2/#$*#$RSPe$A,'$A/&(&B+anchiment, 

),4.$8(4+4.,1($*#.$,1(42&'A.$2&8A+0.$7$*#.$%+8&'&2/'&)#.$*4'4-0.$2&1('#$+341(0-'41#$#($+3PQRSC$

Le groupe du Dr. Vereb a identifié, grâce à cette technique, un complexe NI`PQRS dans des 

lignées cellulaires de GBM et dans des échantillons tumoraux provenant de patients atteints 

de gliomes (Petrás et al., 2013). Le taux de formation du complexe est augmenté dans les 

astrocytomes de grade IV (GBM) et constitue un facteur de mauvais pronostic. Cette 

technique est particulièrement 41(0'#..,1(#$ A84.;83#++#$ 1&8.$ A#')#((',4($ *30(8*4#'$

+3#TA'#..4&1$*8$2&)A+#T#$56NI`PQRS$.8'$*#.$B4&A.4#.$(8)&',+#.$A'&:#1,1($*#$T01&-'#%%#.$

*#$.&8'4.C$D&8.$A&8''4&1.$,1,+M.#'$+34)A,2($*#.$,1(,-&14.(#.$*#$+341(0-'41#$.8'$+,$%&'),(4&1$

*8$2&)A+#T#$2#$;84$1&8.$A#')#((',$*30(,B+4'$.34+$M$,$81#$'#+,(4&1$#1('#$+#$(,8T$*3#TA'#..4&1$

du complexe et la résistance aux anti-EGFR.  

A plus long terme, nous pouvons également imaginer translater cette étude sur des 

prélèvements cliniques de patients atteints de gliomes et réfractaires aux thérapies ciblées. 

Nous pourrions ain.4$ A'&A&.#'$ +3#T4.(#12#$ *8$ 2&)A+#T#$ 56NI`PQRS$ comme marqueur 

prédictif de la résistance aux thérapies anti-EGFR chez le patient.   
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Figure 35Q#I,$:3!#7(,7,"'#$!"#-'+.)%"-!"#-,3'+53.%(!"#7,52.)*#!973%45!(#3!#(S3!#$!#36%)*'/(%)!#01FG#$.)"#

la résistance des cellules U87MG aux anti-EGFR. 

W,1.$ +#.$2#++8+#.$#TA'4),1($ +341(0-'41#$56$ (panel de gauche), +341/4B4(4&1$*#$ +3PQRS$A,'$ +#$-#%4(414B$1#$A#')#($

A,.$ *#$ %'#41#'$ +,$ )4-',(4&1$ 2#++8+,4'#$ ,2(4:0#$ A,'$ +3PQRSC$ W3,8('#$ A,'(G$ +#$ -#%4(414B$ 41*84($ 81#$ #1*&2M(&.#$

2&1O&41(#$*#$ +341(0-'41#$56NI$#($*#$ +3PQRSC "3PQRS$*#)#8'#$,2(4%$ (phosphorylé Y1068) dans le compartiment 

41(',2#++8+,4'#$ #($ A#8($ ,41.4$ A'&B,B+#)#1($ A&8'.84:'#$ +3,2(4:,(4&1$ *#.$ :&4#.$ *#$ .4-1,+4.,(4&1$ *#$ +,$ )4-',(4&1$

cellulaire. Dans les cellules possédant peu +341(0-'41# 56 (panel de droite), la migration cellulaire est diminuée 

.&8.$+3#%%#($*8$-#%4(414BC$W#$A+8.G$+#$-#%4(414B$1341*84($;8381#$)&*#.(#$#1*&2M(&.#$*#$+341(0-'41#$#($*#$+3PQRSC$"#$

'02#A(#8'$ 41(#'1,+4.0$ 13#.($ A+8.$ A/&.A/&'M+0$ #($ 1#$ A#8($ A&(#1(4#++#)#1($ A+8.$ ),41(#14'$ +3,2(4:,(4&1$ *#$ +,$

migration cellulaire. 
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En résumé, 

Ces travaux de thèse nous ont permis de définir un nouveau mode de résistance des 

cellules de GBM aux thérapies anti-BCDE=# 6!97(!""%,)#$!#36%)*'/(%)!#<3,45!#36.+*%2%*'#.)*%-

migratoire du gefi*%)%<# 7.(# 3!# -.%)*%!)# $!# 36.+*%2%*'# ,)+,/')%45!# $!# 36BCDE# $.)"# 3!#

compartiment intracellulaire (Figure 35). Ces découvertes démontrent comment 

36!97(!""%,)#$65)!#"!53!# %)*'/(%)!#7!5*# &.2,(%"!(# 3.#7(,/(!""%,)#*5-,(.3! et la résistance 

aux thérapies 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Conclusions et perspectives 

153 
 

RÉSULTATS PARTIE 2 : ARTICLE 
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Modélisation in vitro du rô !"#!" $%&'()*%&!"+,-."

dans le potentiel invasif du glioblastome 

 

 !"#$%&'()Glioma sphere evasion model revealed a dual function for 

*+(#,"&-!#,. 

 

Introduction 

Nous av !"#$%"# &!# '()*&# +!#$ ,-(&# ,./0+,&# %!# 1%02 # ,&# (./1)"% !# *&((+()%2&# 3# ')20%2# ,.+!&#

sphère tumorale qui puisse $%$&2#)+#$%&+4#()#0+$&+2#%!#"%0+#&0#! +"#'&2$&002&#,.&4'( 2&2#()#

5% ( 6%&# ,&# ()# 0+$&+2#  +# ,./1)(+&2# ,&"# 2/' !"&"# '7)2$)* ( 6%8+&"9# :.+0%(%")0% !# ,e ce 

modèle nous a ainsi permis ,&#$%&+4# )''2/7&!,&2# (&"# 2&()0% !"# &!02&# (.%!0/62%!&# ;<=># &0#

(.?@AB#! 0)$$&!0#,+2)!0#()#,%""/$%!)0% !#*&((+()%2&9#C +"#)1 !"#)%!"%#'+#/0+,%&2#(&#2D(&#,&#

(.%!0/62%!&#;<=>#"+2#(.&EE%*)*%0/#,&#,%EE/2&!0"#%!7%5%0&+2"#'7)2$)* ( 6%8+&"#,&#(.?@AB#( 2"#,&#

la migration des cellules de GBM, et proposer une hypothèse décrivant les mécanismes 

intracellulaires pouvant se mettre en place lors de la résistance des GBM aux thérapies 

*%5()!0#(.?@AB9# 

Un des avantages des sphéroïdes tumoraux est de préserver les jonctions intercellulaires lors 

,&# (.)62/6)0% !# ,&"# *&((+(&"# ' +2# E 2$&2# ()# "'7-2&#  (Bjerkvig et al., 1990)9# F.&"0# , !*# +!#

excellent modèle pour étudier les interactions cellule-cellule et cellule-substrat lors de la 

*2/)0% !#,.+!&#0+$&+2#%!#1%02 9#G&#! $52&+"&"#/0+,&"# !0#alors abordé le rôle des protéines 

$)02%*%&((&"#&0#,&#(&+2"#2/*&'0&+2"#(&"#%!0/62%!&"H#( 2"#,&#(.%!1)"% !#0+$ 2)(&#,)!"#(&#* !0&40&#

clinique des tumeurs cérébrales.  

I)%"# (.+0%(%")0% !#,&#*&#$ ,-(&#)#" +(&1/#,&"#8+&"0% !"#,)!"#()# (%00/2)0+2&9#?!#&EE&0H# %(#a été 

$%"# &!# /1%,&!*&# ,&"# E !*0% !"# * !02),%*0 %2&"# ,+# * +'(&# # ;<=>JE%52 !&*0%!&# 8+%H# ,)!"#

certaines études, favoriserait la stabilisation des interactions cellule-cellule et ainsi la 

cohésion cellulaire au sein de la sphère (Robinson et al., 2003; Sabari et al., 2011) et dans 

,.)+02&"#/0+,&"H#* !02%5+&2)%0#3#()#,%"'&2"% !#,&"#*&((+(&"#0+$ 2)(&"#(Janouskova et al., 2012; 

Ray et al., 2014; Serres et al., 2014).  
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K%!"%H#0 +0#(. 5L&0#,&#*&00&#')20%&#,&#$ !#02)1)%(#,&#07-"&H#2/"+$/#,)!"#(.)20%*(&#"+%1)!0H#/0)%0#

,&# *()2%E%&2# *&# 2D(&# 5%1)(&!0# ,&# (.%!0/62%!&# ;<=># ,)!"# ()# (%6!/&# *&((+()%2&# MNO# ,&# @PI9 

:.%!7%5%0% !#'7)2$)* ( 6%8+&#Q3#(.)%,&#,.)!0%* 2'"#%!7%5%0&+2"R# +#6/!/0%8+&#')2#"7BCK#QMNO#

;<-R# ,&# (.%!0/62%!&# ;<# ! +"# )# '&2$%"# ,&# " +(%6!&2# " !# 2D(&# *&!02)(# ,)!"# ()# E 2$)0% !# ,&"#

"'7-2&"#,&#@PI9#:.%!0/62%!&#;<=>#&"0#!/*&"")%2&#3#(.)""&$5()6&#,&"#E%52%((&"#,&#E%52 !&*0%!&#

(fibrillogénèse) dans la sphère tumorale de GBM et favorise ainsi la cohésion intercellulaire.  

C +"# )1 !"# &!"+%0&# 0&"0/# (.7S' 07-"&# "&( !# ()8+&((&# ()# 0&!&+2# &!# E%52 !&*0%!&# ,)!"# (&#

$%*2 &!1%2 !!&$&!0# 0+$ 2)(# ' +22)%0# %!E(+&!*&2# (.)62/6)0% !# *&((+()%2&# )+# "ein des 

sphéroïdes de GBM. Nos résultats ont montré que la dissémination des cellules de GBM sur 

+!# "+5"02)0# ! !# $)02%*%&(# /0)%0# %!,/'&!,)!0&# ,&# (.%!0/62%!&# ;<# $)%"# ,/'&!,)!0&# ,&#

(.%!0/62%!&# ;19# ?!# 2&1)!*7&H# (.)L +0# ,.+!&#$)02%*&# ,&# E%52 !&*0%!&# )+6$&!0&# Eortement la 

,%""/$%!)0% !# ,&"# *&((+(&"# MNO# ;<T# ,&# ()# "'7-2&9# F&"# 2/"+(0)0"# "+66-2&!0# 8+&# "&( !# ()#

* !*&!02)0% !# &!# E%52 !&*0%!&# ,%"' !%5(&H# (.%!0/62%!&# ;<=># ' +22)# " %0H# E)1 2%"&2# (&"#

interactions cellule-cellule et ainsi la cohésion de la masse tumorale, soit favoriser les 

adhésions cellule-$)02%*&#&0#)%!"%#(./*7)''&$&!0#,&"#*&((+(&"#,&#@PI9 

Nous avons ensuite souhaité examiner les différentes structures cellulaires qui permettaient 

3#(.%!0/62%!&#;<=>#,&#2&$'(%2#*&"#,&+4#E !*0% !"# '' "/&"9#M0%(%")!0#! 02& modèle de sphères 

tumorales U87MG, nos résultats montrent que les jonctions cellule-cellule au sein de la 

"'7-2&# " !0# *)2)*0/2%"/&"# ')2# ()# '2/"&!*&# ,&#$)28+)6&"# E%52%(()%2&"# ,.# ;<# "&$5()5(&"# )+4#

fibrilles de fibronectine. En revanche, au cours de la migra0% !#*&((+()%2&H# !# 5"&21&#,.+!&#

')20H#+!#2&$ ,&()6&#,&"#E%52%((&"#,&#E%52 !&*0%!&#8+%#!&#" !0#'(+"#1%"%5(&"#&0#,.)+02&#')20H#+!&#

)'')2%0% !#'2 62&""%1&#,&"#* !0)*0"#E *)+4#2%*7&"#&!#;<H#, !0#()#!)0+2&#&"0#" +(%6!/&#')2#()#

présence de la protéine FAK activée, marqueur des adhésions focales.  

:&# ,/1&( ''&$&!0# ,&# *&# $ ,-(&# ,./0+,&# %!# 1%02 # ,&# ()# ,%"'&2"% !# ,&"# *&((+(&"# 0+$ 2)(&"#

! +"#)#'&2$%"#,&#$%&+4#)5 2,&2#()#* $'(&4%0/#,+#2D(&#,&#(.%!0/62%!&#;<#&0#,&#()#E%52 !&*0%!&#

dans le GBM. Ainsi, nos résultats mett&!0#&!#/1%,&!*&#+!&#/1 (+0% !#,+#2D(&#&0#,&#(.)*0%1%0/#

,.;<#8+%#"&$5(&#3# ()#E %"#'2 - et anti- tumorale au cours de la dissémination de cellules de 

@PI#3#')20%2#,.+!&#"'7-2&9# 
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Abstract:  

;<#%!0&62%!#%"#'&20%!&nt therapeutic target in glioblastoma multiform, the most common and 

$ "0#)662&""%1&#'2%$)2S#52)%!#0+$ 29#U!1 (1&$&!0# E#;<=>#%!0&62%!#%!#6(% $)#),7&"% !#)!,#

%!1)"% !# 7)"# 5&&!# "0+,%&,# %!# VG# *+(0+2&# "S"0&$9# W&2&H# X&# %!1&"0%6)0&,# 07&# 2 (&#  E# ;<=>#

integrin in glioma spheroid formation and cell dispersion from the spheroid, a 3D culture 

system that integrates cell-cell and cell-substratum interaction. We used function blocking 

antibodies and shRNA-$&,%)0&,#,&'(&0% !#0 #* !E%2$#07&#2 (&# E#;<#%!#*&((-cell adhesion and 

spheroid formation. In the absence of fibronectin in the spheroid microenvironment, glioma 

*&((# ,%"'&2"% !# X)"# * $'2 $%"&# 5S# ;<# %!0&62%!# &4'2&""% !# )!,# E+!*0% !9# Y7&# '2&"&!*&#  E#

E%52 !&*0%!# %!# 07&# "+5"02)0+$# 2&"0 2&,# ;<-dependent evasion and migration. Confocal 

microscopy showed that glioma cells emerged as multilayer of cells linked by 3D-fibrillar 

),7&"% !H#$),&#  E# )""&$5(&,# E%52 !&*0%!# )!,# )*0%1)0&,#;<# %!0&62%!9# ZG-fibrillar adhesions 

were dismantled in region of weak cell-cell interaction while cells migrate away from the 

sphere. Moreover, we showed that activated focal adhesion kinase (FAK-pY397) was not 

localized in 3D-fibrillar adhesion and that focal contacts, characterized by the presence of 

)*0%1)0&,# ;<# %!0&62%!# )!,# AK[-pY397, were progressively formed as a function of the 

$%62)0 2S# ,%"0)!*&# E2 $# 07&# "'7&2 %,9# Y)\&!# 0 6&07&2H#  +2# ,)0)# %!,%*)0&# 07)0# ;<# %!0&62%!#
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may have dual function in GBM depending of its engagement in cell-cell or cell-substratum 

adhesion. These ;<# ),7&"% !"#  '' "&,# 0 # &)*7 other in the regulation of cell dispersion 

E2 $#0+$ 2#"'7&2 %,9#K"#@PI#* !0)%!#7%67#,&!"%0S# E#E%52 !&*0%!H#;<#%!0&62%!#%"#$ "0#(%\&(S#

"0%$+()0%!6# 6(% $)# *&((# ,%""&$%!)0% !# E2 $# 07&# 0+$ 2# $)""9# U!# 07%"# 2&"'&*0H# ;<-integrin 

antagonists may be useful to limit GBM invasion in brain parenchyma. 

Introduction 

Glioblastoma multiform (GBM, grade IV astrocytoma) is the most frequent and most 

aggressive brain cancer. Despite surgical resection, radiotherapy and concomitant 

chemotherapy, median survival for patient with high grade glioma does not exceed 15 

months. GBM is characterized by a diffuse infiltration of the brain tissue by tumor cells. This 

highly invasive phenotype prevents complete surgical resection, limits the efficiency of 

radiotherapy and is a critical prognostic factor for primary brain tumors. Therefore, the 

establishment of efficient therapies requires a better understanding of the infiltrative 

behavior of glioma cells and the development of new strategies targeting cell invasion 

(Vehlow and Cordes, 2013). In a murine syngeneic model, glioma cells individually infiltrate 

brain tissue either by migrating along the blood vessels or by invading the parenchymal 

tissue (Hirata et al., 2012).  Invasion is modulated by regional expression of extracellular 

matrix (ECM) molecules that can facilitate or impair glioma cell migration and invasion 

(Bellail et al., 2004; Silver et al., 2013). Some ECM proteins are overexpressed in human 

brain tumors and their upregulation correlates with disease progression and worse 

prognosis. Comparison of gene expression in invasive GBM versus non-invasive pilocytic 

astrocytoma using suppressive hybridization identified fibronectin (FN) as one of the most 

overexpressed gene in GBM (Lal et al., 1999). FN accumulates around neovasculature 

(Castellani et al., 2002; Mahesparan et al., 2003) and into tumor ECM (Serres et al., 2014; 

Ohnishi et al., 1998; Yuan et al., 2007). FN supports tumor growth (Sengupta et al., 2010) 

and is unequivocally capable of mediating glioma cell motility and promoting invasion 

(Ohnishi et al., 1997, 1998; Serres et al., 2014).  

As primary receptors involved in cell]matrix adhesion, integrins bidirectionally link the 

ECM with the intracellular signaling network. They profoundly impact on tumor cell 

proliferation, survival and invasion, and trigger resistance to radio and chemotherapy 

(Desgrosellier and Cheresh, 2010)9# U!# 7+$)!# 52)%!H# 07&# AC# 2&*&'0 2H# ;<=># %!0&62%!H# %"#
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expressed at significantly higher level in GBM than in adjacent normal tissue suggesting that 

it might play a role in glioma development or progression (Gingras et al., 1995). We (Cosset 

et al., 2012; Janouskova et al., 2012a) and others (Holmes et al., 2012) recently confirmed 

07&"&#,)0)#%!#()26&2#* 7 20"# E#')0%&!0"#)!,#"7 X&,#07)0#)#7%67#&4'2&""% !# E#;<=>#integrin is 

associated with a worse prognosis for patients with glioma. Preclinical data support the 

)5%(%0S#  E# ;<=># %!0&62%!# )!0)6 !%"0"# 0 # ,%"2+'0# %!0&62%!# "%6!)(%!6# ')07X)S"# (&),%!6# 0 #

inhibition of angiogenesis and/or tumor growth but also to sensitization towards therapies 

(Schaffner et al., 2013). G&'(&0% !# E#;<#%!0&62%!#%!*2&)"&,#'<Z#)*0%1%0S#)!,#"&!"%0%^&,#*&(("#0 #

chemotherapeutic agents (Janouskova et al., 2012a)H# $ 2& 1&2# ;<=># %!0&62%!# )!0)6 !%"0"#

facilitated chemotherapy-induced apoptosis in human glioma cells (Martinkova et al., 2010). 

F ((&*0%1&(SH#07&"&#,)0)#&"0)5(%"7#;<=>#%!0&62%!#)"#)#'2 $%"%!6#0)26&0#%!#@PI9 

Integrin expression is elevated in GBM tumors samples concomitantly with the 

upregulation of pro-invasive ECM proteins and numerous studies support the role of integrin 

in GBM invasion. (Vehlow and Cordes, 2013). U!#7+$)!#@PIH#;<=>#%!0&62%!#%"#&4'2&""&,#%!#

cells surrounding FN-rich perivascular regions (Riemenschneider et al., 2005) and is 

associated with glioma cell invasivness (. The transcription factor ETS->#* !02 ("#;<#%!0&62%!#

subunit at the mRNA level to promote glioma cell line migration on FN (Kita et al., 2001). 

Using single cell tracking assays, X&#"7 X&,#07)0#&4'2&""% !# E#;<# %!0&62%!# %!#MNOI@#*&(("#

increased cell migration speed (Ray et al., 2014R9# U!# ),,%0% !H# 07&# %$' 20)!*&#  E# ;<=>#

integrin in glioma cell migration and invasion was confirmed by the use of specific non-

'&'0%,%*#)!0)6 !%"0"# E#;<=>#%!tegrin (Ray et al., 2014 ; Martin et al., 2009). Altogether, the 

,)0)#"02 !6(S#)26+&#%!#E)1 2# E#)#*2%0%*)(#2 (&# E#;<=>#%!0&62%!#)!,#E%52 !&*0%!# %!#6(% $)#*&((#

migration and invasion. However, several reports showed that FN fibrillogenesis (self-

assembly of FN) mediates strong cell/cell cohesion in various tissue (Robinson et al., 2004; 

Singh and Schwarzbauer, 2014) including glioma cells (Sabari et al., 2011; Serres et al., 2014). 

Conflicting data emerged from these 2 later studies. One study indicated that FN-mediated 

U87 cell cohesion may impair the first step of cancer cell invasion by suppression of cell 

dispersion (Sabari et al., 2011), while the other demonstrated that loss of FN expression 

impaired U87 invasion (Serres et al., 2014)9# A%!)((SH# ;<=># 7)"# 5&&!# %$'(%*)0&,# %!# AC-

dependent cell clustering in fibroblasts and epithelial cells (Robinson et al., 2003; Robinson 

et al., 2004; da Rocha-Azevedo et al., 2013). This observation point out for a potential anti-
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%!1)"%1&# 2 (&# E 2# ;<=># )!,# *&((-mediated FN assembly. This may raise an important issue 

concerning the development of anti-invasive therapeutic strategies 07)0# 0)26&0# ;<=>#

integrin. 

To clarify this ambiguity, we compared cell dispersion from glioma spheroid in function of 

;<=>#%!0&62%!#&4'2&""% !#(&1&(9#_&#E%2"0#* !E%2$&,#07)0#;<#%!0&62%!#'()S"#)!#%$' 20)!0#2 (&#%!#

cell-*&((#* 7&"% !9#;<#%!0&62%!-mediated cell-cell adhesion limit cell evasion in the absence of 

FN in the tumor sphere micro-environment. However, addition of exogenous FN restore the 

pro-%!1)"%1&#E+!*0% !# E#;<#%!0&62%!9#M"%!6#* !E *)(#$%*2 "* 'S#)!,#%$)6&#8+)!0%E%*)0% !H#X&#

showed that in promoting cell-cell adhesion, ligand- **+'%&,#;<#%!0&62%!"#,&* 2)0&,#'()"$)#

membrane in a fibrillary pattern, stimulated FN fibrillogenesis, and was not associated with 

pFAK-0S2Z`O9#K"# *&(("#$ 1&,#)X)S# E2 $#07&# "'7&2 %,"H#;<#5&*)$&#"02%*0(S#&!6)6&,# %!# *&((-

substratum adhesion sites, where it progressively recruited and activated pFAK-tyr397. We 

thus highlighted in glioma cells the existence of a 3D-E%52%(()2#),7&"% !#%!#X7%*7#;<#%!0&62%!#

promote cell-*&((#),7&"% !#)!,#%((+"02)0&,#07&#,S!)$%*#*7)!6&#%!#;<#%!0&62%! adhesion during 

glioma cell migration from a tumor sphere. Importantly, we showed that glioma cell invasion 

is regulated by the balance between cell-cell and cell-?FI#$&,%)0&,#5S#;<#%!0&62%!9 

Results 

*+(:,"&-!#,(2,7(;<(2!&(#,60%6&7(#,(=>?@/($&%%($05&3#0, 

 Multicellular tumor spheroid is an in vitro model used in numerous studies to mimic micro-

tumors (Hirschhaeuser et al., 2010). FN assembly can promotes cell adhesion and foster 

spheroid formation in various cell types  (Jia et al., 2012; Salmenperä et al., 2008) including 

U87MG glioma cells (Serres et al., 2014; Sabari et al., 2011). In CHO cells, this process 

%!1 (1&"#07&#;<=>#%!0&62%!#QB 5%!" !H#VaabH#B 5%!" !H#VaaVR9#M"%!6#MNOI@#*&(("#&4'2&""%!6#

7%67# QMNO;<TR# )!,# ( X# QMNO;<-R# (&1&(#  E# ;<# %!0&62%!# (Ray et al., 2014), we first aimed to 

confirm the involvement of the this integrin in spheroid formation. To this end, we 

compared the multicellular organization of U87MG expressing different levels of integrin. 

M!,&2# * !1&!0% !)(# *+(0+2&# * !,%0% !H# MNO;<T# *&(("# "' !0)!& +"(S# E 2$&,# "'7&2 %,-like 

, $&"#+' !#2&)*7%!6#7%67#,&!"%0Sc#5S#* !02)"0H#"0)5(&#,&'(&0% !# E#;<#%ntegrin impaired this 

$+(0%*&((+()2#  26)!%^)0% !# QE%6+2&# >KR9# G+2%!6# b# ,)S"#  E# *+(0+2&H# ;<# &4'2&""% !# 7),# (%00(&#

%$')*0# !#*&((#'2 (%E&2)0% !#QE%6+2&#>PRH#07+"#07&#)5"&!*&# E#"'7&2 %,"#%!#MNO;<- cell culture 
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is not due to decreased cell density. We next ch)((&!6&,# MNO;<T# )!,# MNO;<- cells in 

spheroid formation assay using the hanging-drop method. We monitored the kinetics of 

"'7&2 %,# E 2$)0% !# 0 # )""&""# 07&# 2 (&#  E# ;<# %!0&62%!# %!# *&((# )662&6)0% !# )!,# 0%""+&#

compaction. Quantitative imaging using phase-contrast microscopy allowed us to monitor 

spheroid area and spherical form (roundness) (figure 1C).  As shown in Figure 1C, cell 

)662&6)0&"# X&2&# E 2$&,# )E0&2# d# 7 +2"#  E# %!*+5)0% !# )!,# X&2&# ! 0# ,&'&!,&!0#  !# ;<#

&4'2&""% !# (&1&(9# e1&2# 07&# !&40# Vb# 7 +2"H# MNO;<T# *&((s increased their compaction and 

), '0&,# )# 2&6+()2# *%2*+()2# "7)'&9# ;<# ,&'(&0% !# ,&()S&,# *&((# * $')*0% !# )!,# "'7&2 %,#

E 2$)0% !9#Y7&#*&!02)(#2 (&# E#;<#%!0&62%!#%!#MNO#"'7&2 %,#E 2$)0% !#X)"#E+207&2#* !E%2$&,#

by its antibody-mediated inhibition (figure 1D). Finally, confocal microscopy was used to 

2&1&)(#07&#,%"02%5+0% !# E#;<#%!0&62%!H#=>#%!0&62%!#)!,#AC# !#V-day-old spheroids. For staining 

;<#%!0&62%!H#X&#+"&,#)#$ ! *( !)(#)!0%5 ,S#Q*( !&#f!)\)<>R#07)0# recognizes a LIBS (ligand-

%!,+*&,#5%!,%!6#"%0&R#&'%0 '&# !#07&#*)(E>J*)(EV#, $)%!# E#;<#%!0&62%!#)!,#07)0#%"#)#2&' 20&2#

 E# ;<=># %!0&62%!# )*0%1)0% !# )!,# %0"# 5%!,%!6# 0 # AC# (Clark et al., 2005). Confocal images of 

MNO;<T# "'7&2 %,"# clearly show the localization of the ligand- **+'%&,# ;5 integrin at the 

cell/cell contact and in vesicular-like intracellular structures (figure 2). Low-(&1&(# ;<#

expressing cells present a faint staining, with some remaining cell surface labelling in only a 

fraction of the cells. Anti-=># %!0&62%!#)!0%5 ,S#"0)%!&,# 07&#*&((#$&$52)!&# "%$%()2(y in both 

*&((# (%!&"9#AC#()5&((%!6#2&1&)(&,#)#,&!"&#E%52%(()2#!&0X 2\# E#)""&$5(&,#AC#5&0X&&!#MNO;<T#

*&(("9# U!# MNO;<- spheroids, FN was mostly intracellular and FN fibrillogenesis was hardly 

observed, showing that FN fibrils were assembled in U87 spheroid 5S# 07&# ;<=># %!0&62%!#

dimer. Thus, consistent with previous published data (Serres et al., 2014; Robinson et al., 

2003; Robinson et al., 2004; Jia et al., 2012), our results support the model in which ;5=1 

integrin mediates FN fibrillogenesis in tumor sphere to promote cell-cell adhesion via 

;5=1/FN-mediated bridges.  

A2%2,$&(B&"C&&,(*+-mediated cell-cell vs cell-substratum adhesion directs U87 evasion 

FN-mediated cell/cell cohesion has been associated with a decrease in cell dispersion from 

'2 "0)0&# 0+$ 2# "'7&2 %,"H# "+66&"0%!6# 07)0#;<=>#$)S#7)1&#)!0%-invasive function (Sabari et 

al., 2011). We thus exami!&,# 07&# &EE&*0#  E# ;<# %!0&62%!# &4'2&""% !#  !# *&((# ,%"'&2"% !# )!,#

collective migration of glioma cells by plating U87 spheroids on a 2D substratum.  In a first 

set of experiments, U87 spheroids were deposited onto poly-L-Lysine coated plates. Evading 
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cells were detected using wide-field fluorescent microscopy of DAPI-labelled nuclei and 

counted using image analysis software to assess cell evasion. In parallel, the extent of cell 

migration was determined by measuring the distance between each nucleus and the 

s'7&2 %,9# g7)"&# * !02)"0# %$)6&"# QA%6+2&# ZKR# )!,# %$)6&# )!)(S"%"# "7 X# 07)0# ;<# %!0&62%!#

depletion significantly increased the number of evading cells (Figure 3B) and had no effect 

 !#07&#$&)!#,%"0)!*&# E#$%62)0% !#QA%6+2&#ZFR9#A+!*0% !)(#%!7%5%0% !# E#;<#%!0&6rin increased 

*&((# &1)"% !H# E+207&2# ,&$ !"02)0%!6# 07&# *&!02)(# 2 (&#  E# ;<# %!0&62%!# %!# *&((-cell cohesion. 

However, cell motility, as judged from the migration distance, was not affected by anti-;<#

)!0%5 ,SH# %!,%*)0%!6# )!# ;<-independent migration on poly-L-lS"9# U!7%5%0% !#  E# ;1# %!0&62%!#

"+''2&""&,#MNO#*&((#&1)"% !#)!,#$%62)0% !#%!#)((#&4'&2%$&!0)(#* !,%0% !"9#f%!*&#;1#%!7%5%0% !#

had no impact on spheroid formation (Figure 1C), these data suggested that migration on 

poly-L-(S"#X)"#;1-dependent. Taken together, these data are in line with those from Sabari 

et al., 2011H# "+66&"0%!6# 07)0# ;<# %!0&62%!JAC# $&,%)0&,# *&((-cell adhesion may impede cell 

dispersion from tumor mass. 

However, such results would be in conflict with the well-described pro-invasive function of 

;<#%!0&62%!9#Y7%"#)$5%6+%0S#$)S#5&#2&" (1&,#5S#0)\%!6#%!0 #account that cell dispersion from 

multicellular aggregates is regulated by opposing forces produced by cell-cell adhesion and 

ECM mediated cell migration (da Rocha-Azevedo et al., 2013; Ryan et al., 2001). In such a 

case, the presence of FN at high concentration in the spheroid microenvironment would 

challenge FN-mediated cell-cell adhesion in the spheroid. To test this hypothesis, we 

examined cell dispersion of U87 spheres plated on substratum coated with increasing 

amounts of FN (Figure 4). Phase-contrast images (Figure 4A) and image quantification 

QA%6+2&#bP#)!,#bFR#"7 X#07)0#0+$ 2#"'7&2&#"'2&),%!6# E#MNO;<T#*&(("# %"#,&'&!,&!0# !#AC#

concentration. By cont2)"0H#&1)"% !#)!,#$%62)0% !# E#MNO;<- cells is not stimulated by the 

'2&"&!*&#  E# AC# %!# "'7&2 %,# $%*2 &!1%2 !$&!09# MNO;<T# *&((# &1)"% !# )!,# $%62)0% !# X&2&#

strongly inhibited by function-5( *\%!6# )!0%5 ,%&"# 0)26&0%!6# ;<# )!,# =>H# 5+0# ! 0# 5S# )!0%-;1#

antibody. (F%6+2&#bGH# (&E0#')!&("R9#M"%!6# 07&# ")$&#)''2 )*7H#X&# "7 X&,# 07)0#MNO;<- cells 

evasion is mainly ,&'&!,&!0# !#;1#%!0&62%!#)!,#0 #)#(&""#&40&!0# !#;<=>#%!0&62%!#QA%6+2&#bGH#

+''&2#2%670#')!&(R9#W X&1&2H#MNO;<- migration on FN substratum is ;1#%!0&62%!#dependent 

as shown by the decrease of the distance of migration induced by anti-;1#)!0%5 ,S#QA%6+2&#

4D, lower right panel). Altogether, these experiments highlight that change in FN 
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* !*&!02)0% !# %!# 07&# 0+$ 2# "'7&2&# $%*2 &!1%2 !$&!0# 2&6+()0&"# 07&# 5)()!*&# 5&0X&&!# ;5 

integrin-mediated cell-cell vs cell-substratum adhesion, and as a consequence, U87 cell 

dispersion. 

 D&107&%#,-(09(*+(#,"&-!#,(275&3#0,(78!#,-($&%%(&623#0,(9!01(345&!0#7 

During their dispersion from tumor spheroids, U87 cells emerged as a multicellular layer and 

maintained strong cell-cell interactions in a 3D environment. As they moved away from the 

spheroid, they attached to FN substratum and migrated as a cell monolayer on 2D 

environnement, progressively losing their contact with their neighbors. This may require 

,S!)$%*#2& 26)!%^)0% !# E#;<#),7&"% !#"%0&"#0 #"7%E0#E2 $#ZG#*&((-cell to 2D cell-substratum 

adhesion.  To gain insight into this process, we compared, by confocal microscopy, the 

distribution of FN- **+'%&,# ;<# %!0&62%!# )!,# %0"# (%6)!,# %!# Z# ,%EEerent zones of astrocytoma 

cells migrating away from a tumor sphere.   

 In the first series of images (figure 5A), focal planes were selected at a distance of 5µm 

above the coverslips at the margin of the spheroid (indicated by the dashes line in the 

figures), allowing us to examine protein localization at cell-*&((# * !0)*0"9# K"# MNO;<T# *&(("#

emerged from the spheroid, ligand- **+'%&,# ;<# X)"# ,%"02%5+0&,# )"# 07%!# )!,# ( !6# E%52%("#

surrounding the cell body. Moreover, a dense fibrillary network of assembled FN was clearly 

1%"%5(&9#;<-depleted glioma cells evaded from the spheroid without forming any FN network, 

however intracellular FN could be intracellularly detected in some cells (Figure 5A). These 

observations indicated that, in evading cells, 3D-fibrillar ad7&"% !# E 2$&,# 5S# ;<# %!0&62%!#

cluster was involved in cell-cell interaction and FN fibrillogenesis. To examine the 

 26)!%^)0% !# E#;<#%!0&62%!#)!,# E# %0"# (%6)!,#)0#07&#*&((-substratum level, a second series of 

confocal images was taken on the same microscopic field, but at a focal plane corresponding 

to the cell-substratum interface (Figure 5B). Matrix-5 +!,# ;<# %!0&62%!# &47%5%0&,# )# ')00&2!#

clearly distinguishable to that off 3D-fibrillar adhesions. The integrin was distributed in thin 

dots with some elongated labelling resembling small fibrils (arrow heads). These integrin 

adhesion sites were morphologically distinct from classical focal adhesions (FAs, Figure 5C). 

The presence of thin and short FN fibrils (arrow heads) indicated a strong decrease in 

fibrillogenesis at the substratum level. In our experimental settings, FN used for coating the 

substratum was also immunodetected. We observed an important remodeling of the coated 
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FN as evidenced by decreased immunoreactivity under the spheroid and under the evading 

*&(("9# # U!#MNO;<- cells, coated-FN remodeling was a lot less intense, and FN assembly was 

further decreased. Finally, we examined integrin and FN distribution in cells that migrated 

)X)S# E2 $# 07&# "'7&2&# %!#VG#&!1%2 !$&!0# QA%6+2&#<FR9# #;<#X)"# 2&62 +'&,# in classical focal 

* !0)*0"#QAK"H#)22 X"R#07)0#X&2&#! 0# 5"&21&,#%!#*&(("#*( "&2#0 #07&#"'7&2 %,#QA%6+2&#<PR9#;<#

was also present in some classical fibrillar adhesions in the more central part of the cells 

(arrow head). In cells that have migrated at dista!*&# E2 $# 07&# "'7&2 %,H# ;<# %!0&62%!#

expression lead to an intense remodeling of substrate coated FN. This remodeling not only 

delineated FAs (arrows) and fibrillar adhesions (arrow head) but was also markedly 

pronounced beneath the nuclei (Figure 5C). We observed that, these cells have lost most of 

their contact with their neighbor and that FN fibrils have also mostly disappeared. Together, 

07&"&# &4'&2%$&!0"# "7 X# %$' 20)!0# *7)!6&"# %!# ;<# %!0&62%!#,%"02%5+0% !# )!,#AC# 2&$ ,&(%!6#

during cell evasion and migration from glioma spheroids. FN fibrillogenesis and fibril-like 

,%"02%5+0% !# E#;<#X)"#)#7)(($)2\# E#ZG-E%52%(()2#),7&"% !H#)#;<-mediated cell-cell adhesion in 

regions of high cell density. 

 *+(#,"&-!#,(70&3(,0"(!&$!8#"(4; E-tyr397 at cell-cell adhesion site 

The cytoplasmic domain of integrins is connected to the cytoskeleton and signaling 

$ (&*+(&"# * !"0%0+0%!6# )# "%6!)(%!6# !&0X 2\# *)((&,# ),7&" $&9# Y7&# ;<# %!0&62%!# ,%"02%5+0% !#

remodeling during glioma cell evasion from spheroids may reflect dynamics modification of 

its adhesome composition and signaling activity. The non-receptor tyrosine kinase FAK (focal 

adhesion kinase) is an essential marker of the focal adhesion. FAK is phosphorylated on 

tyr397 upon its recruitment by integrin (Hamadi et al., 2005)9#Y #6)%!#E+207&2#%!"%670#%!0 #;<#

),7&" $&#,S!)$%*"#,+2%!6#MNO;<T#*&(("#&1)"% !H#X&#&4)$%!&,#5S#* !E *)(#$%*2 "* 'S#;<#

and pFAK-tyr397 colocalisation. Surprisingly, in 3D-fibriallar adhesion, pFAK-tyr397 was 

distributed as punctate intracellular clusters (Figure 6A). According to the image 

quantification (Figure 6D), these clusters were of smaller size than the classical FAs (Figure 

6C) and they did not colocalize with FN-5 +!,#;<#%!0&62%!#QA%6+2&#d?R9#_&#* !E%2$&,#07&"&#

observation on suspended spheroids, (Supplementary data Figure 1). At the substratum level 

of glioma cells close to spheroids (Figure 6B), pFAK-tyr397was also found in small punctate 

*(+"0&2#QA%6+2&#dGR#07)0#,%,#! 0#* ( *)(%^&#X%07#;<#%!0&62%!#)!,#QA%6+2&#d?R9#F()""%*)(#()5&((%!6#

of FAs and "02 !6#* ( *)(%")0% !#5&0X&&!#;<#%!0&62%!#)!,#'AK[-tyr397were easily observed 
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in cells that had migrated to long distances from the tumor sphere (Figure 6C arrow heads 

)!,#A%6+2&#d?R9#;<#%!0&62%!#X)"#)(" #,&0&*0&,#07%!#*()""%*)(#E%52%(()2#),7&"% !"#*7)2)*0erized 

by the absence of pFAK-tyr397.  (Figure 6C, arrows). We further examined the reorganization 

 E# %!0&62%!#;<#),7&"% !"# )0# 07&# "+5"02)0+$# (&1&(# +"%!6# 0 0)(# %!0&2!)(# 2&E(&*0% !#$%*2 "* 'S#

(TIRF). Dual color wide field TIRF experiments confirmed the presence of a punctate pFAK-

tyr397 staining in cells localized beneath and in close proximity of the spheroid, suggesting 

07)0# 07&S# )2&# ! 0# )5(&# 0 # )""&$5(&#$)0+2&# AK"9# U!0&62%!# ;<# ,%,# ! 0# * ( *)(%^&#X%07# 07&"&#

punctuate structures but was rather associated with cell-cell contacts and/or fibronectin 

fibrils as suggested by the elongated form of the staining (Figure 7A, B). On the other hand, 

when cells migrated away from the sphero%,H#* ( *)(%")0% !# E#%!0&62%!#;5 and pFAK-tyr397 

at focal complexes and focal adhesions could be observed (Figure 7C). Thus, our data 

showed that 3D-E%52%(()2# ),7&"% !# ,%,# ! 0# * !0)%!&,# )*0%1)0&,# AK[# )!,# 07)0# *()""%*)(# ;<-

containing FAs are progressively formed during the process of cell migration.   

Discussion 

Highly efficient infiltration in the surrounding brain parenchyma is a hallmark of 

glioblastoma cells and a major cause of therapy failure. Therefore, a better understanding of 

GBM cell invasive behavior is urgently needed to improve therapeutic approaches to fight 

these tumors (Vehlow and Cordes, 2013). In the present work, we intended to clarify the 

E+!*0% !#  E# ;<# %!0&62%!H# 07&# E%52 !&*0%!# 2&*&'0 2H# %!# @PI# "'7&2 %,# E 2$)0% !# )!,# %!# *&((#

dispersion. Using overexpression and loss- E#E+!*0% !#"0+,%&"H#X&#* !E%2$&,#07)0#;<#%!0&62%!#

is involved in 3D-fibrillar adhesion that mediated cell-cell adhesion and sphere formation. 

Furthermore, we showed that cell evasion from tumor sphere is regulated by a balance 

between cell-cell adhesion and cell-?FI# %!0&2)*0% !H# 5 07# $&,%)0&,# 5S# ;<# %!0&62%!9# Our 

results exemplifS# 07&# $ (&*+()2# )!,# $ 2'7 ( 6%*)(# ,%1&2"%0S# )!,# 07&# '()"0%*%0S#  E# ;<#

adhesions during the transition between 3D and 2D environments. In clinical situation, GBM 

E2&8+&!0(S#  1&2&4'2&""&,# AC#X%((# '2 $ 0&# ;<=>]mediated glioma cell dissemination from 

the tumor mass and in such case patients would thus benefit from anti-;<#%!0&62%!#07&2)'S9# 

Multicellular tumor spheroids are three dimensional (3D) architecture that mimic avascular 

tumor areas comprising the establishment of diffusion gradients, reduced proliferation rates 

and increased drug resistance. They are increasingly used as an improvement of 
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conventional 2D culture systems as they offer a 3D vivo-like environment as well as cell-ECM 

and cell-cell interactions. The presence of fibrillary ECM proteins in multicellular spheroid 

derived from tumor cell lines was demonstrated decades ago (Nederman et al., 1984). Only 

recently, has emerged fibrillar FN as an ECM protein involved in cell-cell interaction and 

spheroid formation (Casey et al., 2001; Robinson et al., 2003, 2004; Salmenperä et al., 2008; 

Serres et al., 2014, Singh and Schwarzbauer, 2014). Spheroid formation from a cell 

suspension is a multistep process that required cell aggregation and tension force mediated 

cell compaction (Weiswald et al., 2015). The present work and others published data (Sabari 

et al., 2011) *(&)2(S#&"0)5(%"7&,#07)0#;<=>#)!,#AC#E%52%(( 6&!&"%"#'()S#)#'%1 0)(#2 (&#%!#6(% $)#

spheroid formation. In line with other works (Ivascu and Kubbies, 2007; Saias et al., 2015), 

our kinetics experiments shoX&,# 07)0# ;<=># %"# ! 0# %!1 (1&,# %!# *&((# )662&6)0% !# 5+0# 2)07&2#

promotes the condensation phase of the spheroid formation.  

I)02%4#)""&$5(S# %!0 # E%52%("#5S#;<=># %!0&62%!# %"#)!#&""&!0%)(#'2 *&""# 07)0#*)!#$ ,+()0&#*&((#

morphology growth and motility (Schwarzbauer and DeSimone, 2011). In GBM clinical 

samples, FN is frequently expressed at high level and found in fibrillar deposit in the tumor 

(Yuan et al., 2007)9# K!# %$' 20)!0#  5"&21)0% !#  E#  +2# X 2\# %"# 07)0# %!# 6(% $)# "'7&2&# ;<#

integrins are distributed in 3D cell-cell adhesion and stimulate fibrillogenesis to form a 3D-

fibrillar adhesion. Current knowledges on fibrillogenesis are primarily based on in vitro 

studies on normal fibroblast and endothelial cells. On 2D cell culture, fibrillogenesis is 

%!%0%)0&,#5S#;<=>#%!0&62%!#%!#E%52%(()2#),7&"% !#QAP"R#07)0#)2&#*7)2)*0&2%^&,#5S#07&#)5"&!*&# E#

phosphoprotein (especially FAK-pY397) and the presence on tensin, a integrin-binding 

protein essential form FN assembly (Katz et al., 2000; Pankov et al., 2000)9# ;<# %!0&62%!#

adhesions has also been studied and characterized on fibroblast cells imbedded in 3D matrix 

(Cukierman et al., 2001). These peculiar adhesions differ from the classical FBs as they 

shared several intracellular components with FAs (paxillin, vinculin and FAK), excluding the 

FAK-pY397 (Cukierman et al., 2001). Here, we showed that the 3D-fibrillar adhesions 

engaged in cell-cell interaction did not contained FAK-pY397, but further molecular 

characterization are required to assert the molecular and functional homologies or 

differences between these 3D adhesion sites. 

In our experiments we detected the presence of assembled FN during U87 collective evasion 

from the spheroid as long as cells maintained contacts with their neighbor. Glioma cell 
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evasion required thus a profound and dynamics remodeling of 3D-fibrillary adhesion. Little is 

known about the intracellular pathways that regulate FN matrix assembly and turnover. 

RhoA family GTPases and upstream regulators (integrin-linked kinase and FAK) play a pivotal 

role by controlling the cytoskeletal generated acto-myosin contractility (Fernandez-Sauze et 

al., 2009; Zhong et al., 1998; Vouret-Craviari et al., 2004; U(%h#&0#)(9H#VaabR. More recently, an 

acting regulating protein localized in FAs, inverted formin 2 (INF2), has been shown to 

promote fibrillary adhesion and FN matrix assembly in mouse embryonic fibroblasts (Skau et 

al., 2015). Conversely, the RAS-RAF signaling pathway has been shown to inhibit FN 

fibrillogenesis (Winters et al., 2006). FN fibrils are also regulated by extracellular proteins 

such as transglutaminase 2, a protein crosslinker that stimulates fibril formation (Yuan et al., 

2007). On the other side,  fibril turnover required the membrane type matrix 

metalloproteinase 1 (MT1-MMP) that mediates FN fibril proteolysis (Shi and Sottile, 2011; 

Takino et al., 2011). FN fragments are subsequently endocytosed by a caveolin-1 dependent 

pathway (Sottile and Chandler, 2005). In line with our own observations, cells in 3D 

environment consistently showed a stronger fibrillogenesis activity compared to cells in 2D 

environment (Mao and Schwarzbauer, 2005; Cukierman et al., 2001; Winters et al., 2006). As 

U87 as cell migrate away from the sphere and transit from a 3D to 2D environment, they lost 

3D-fibrillar adhesion, illustrating their dynamics remodeling. Further experiments will help to 

decipher if the evocated molecular pathways are involved in 3D-fibrillary adhesion turnover 

during glioma cell evasion  

In the present work, we defined 3D-fibr%(()2# ),7&"% !"# )"#;<# ),7&"% !"# %!1 (1&,# %!# 6(% $)#

cell-cell interactions and illustrated their involvement in the regulation of cell dissemination 

from a tumor sphere. Although they enhanced cell-cell cohesion, dynamics remodeling of 

3D-fibrillar adhesion is permissive for cell evasion. Drug-mediated inhibition of FN 

fibrillogenesis sensitizes glioma cells to chemotherapy in vitro and in vivo (Yuan et al., 2007). 

A%52%(()2#ACJ;<#)4%"#%"#07+"#'()S%!6#)#pivotal role in glioma invasion and resistance to therapy. 

An improved knowledge of the composition, the regulation and the function of 3D-fibrillar 

adhesions should be helpful for the design of new effective strategies for fighting GBM. 
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Material and Methods 

Reagents 

Function blocking antibodies directed against ;5 integrin, clone IIA1 was from BD 

Biosciences and against ;v integrin, clone 69.6.5 was produced and purified as described in 

(Lehmann et al., 1994). Following antibies were used for confocal microscopy. Conformation 

dependent LIBS anti-;5 antibody clone SNAKA-51 was from Millipore, anti-=1 antibody clone 

TS2/16 produced from the hybridoma cell line TS2/16.2.1 (HB-243, ATCC) and purified on 

protein-G-sepharose column (Pierce). Anti-;v antibody, clone PLW7 from Santa Cruz, anti-

fibronectin antibody, clone 10 was from BD Biosciences, anti-FAK-pY397, clone 141-9 from 

life Technologies. Fluorescently labelled secondary antibodies were purchased from 

Invitrogen (AlexaFLuor 488; 546; 647). Dapi sc-3598 was purchased from SantaCruz 

Biotechnology. Human fibronectin stabilized solution was purchased from Biomedical 

Technologies and poly-L-Lysine solution 0.1% from Sigma-Aldrich. Cell culture medium and 

reagents were from Lonza. All other reagents were of molecular biology quality. 

Cell culture 

The human glioblastoma cell line U87MG was obtained from ATCC. U87MG cells were 

$)%!0)%!&,# %!# ?)6(&."#$%!%$+$# &""&!0%)(#$&,%+$# Q?I?IR# "+''(&$&!0&,# X%07# >ai# Ej0)(#

bovine serum (FBS), 1% L-glutamine and 1% non-essential amino-acid, in a 37°C humidified 

incubator with 5% CO2. U87MG cells manipulated to overexpress or repress the ;5 integrin 

subunit have been obtained and characterized as described in (Janouskova et al., 2012b; Ray 

et al., 2014a) 

Proliferation assay  

Cells were plated (1000 cells/well) onto 96-well plate in EMEM supplemented with 10% FBS. 

At the indicated time, cell viability was determined using tetrazolium compound [3-(4,5-

dimethyl-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt 

(MTS assay - CellTiter 96 AQueous One Solution Cell proliferation assay from Promega).   

 

 



Conclusions et perspectives 

168 
 

Spheroid formation  

Six grams of methylcellulose were dissolved in 250mL of EMEM and heated at 60°C for 1h. 

After addition of 250mL of EMEM and the solution was kept at 4°C under agitation for 18 

hours. The solution was cleared by centrifugation (5000g, 2h). Single cell suspension was 

generated from trypsinized monolayers and diluted at the desired cell density. Cell 

suspension was mixed in EMEM/10%FBS containing 20% of methylcellulose. All the 

spheroids were made with 2000 cells. Cell spheroid were formed by hanging drop methods 

(25µl, 2000 cells per sphere) or on U-bottom 96 well plate (Greiner Cellstar U-bottom culture 

plate) (100µl, 2000 cells). 

Spheroid organization 

Spherical organization of 20 spheroids/condition was followed regularly from 0 to 48hours 

on phase-contrast images (EVOS xl Core, 20x magnification). Circularity measurements 

(roundness) were measured using shape descriptors of ImageJ software ((Schneider et al., 

2012). When indicated function blocking anti-integrin antibodies (anti-;<H#*( !&#UU)>c#)nti-;1H#

clone 69.6.5) at 10µg/mL in the cell suspension. 

Spheroid migration assays  

Plastic dishes were coated with poly-L-lysine (10µg/mL) or fibronectin (indicated 

concentration) in PBS solution for 2h at 37°C. Two-day-old spheroids were allowed to adhere 

to 24-well plates in complete medium (EMEM, 10% FBS). Eighteen hours later, cells were 

fixed with paraformaldehyde 3.7% (Electron Microscopy Sciences) and stained with DAPI. 

Phase-contrast images (EVOS xl Core, 5x magnification) were acquired. Cell number was 

quantified with a home-made macro using ImageJ software.  

Confocal microscopy and image analysis 

Coversplips were coated with fibronectin (10µg/mL in PBS).  Two-day old spheroids were 

seeded in complete medium for 18 hours. Cells were then fixed in 3.7% paraformaldehyde, 

and permeabilized with 0.1% Triton-X100. After a 1hour blocking step using TBS-BSA 5% 

solution, cells were incubated with primary antibodies O/N at 4°C (2µg/mL each in TBS-BSA 

3%). Cells were incubated with appropriate secondary antibodies (1µg/mL in TBS-BSA 3%) 

and DAPI for 1 hour. Spheroids were mounted on microscope slides using Permafluor 
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Aqueous Mounting Medium (Fisher). Images were acquired using a confocal microscope 

(LEICA TCS SPE II, 60x magnification oil-%$$&2"% !R9#A&2&0."#,iameter used as adhesion sire 

criteria were quantified using ImageJ plugin developed in the lab. Pearson correlation 

coefficient was calculated using JACop plugin ImageJ software (Bolte and Cordelières, 2006). 

Statistical analysis 

Data are reported as mean +/- S.E.M. unless otherwise stated. Statistical analysis between 

samples was done by one way analysis of the variance (ANOVA) followed by Bonferroni post-

test with the GraphPad Prism program. Significance level is controlled by 95% confidence 

interval.  
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Legend to the figures 

 

Figure 1k#MNO# *&(("# &4'2&""%!6#7%67# QMNO;<TR# 2# ( X# QMNO;<-R# )$ +!0# E#;<# %!0&62%!#X&2&#

)!)(S^&,# 0 # "7 X# 07&# %!1 (1&$&!0#  E# ;<# %!# *&((-cell adhesion A) Phase contrast images of 

U87 cells cultured for 4 days under conventional conditions. Scale bar: 200µm. The number 

of cell clusters per field was manually counted. Data presented are the mean=+/- s.e.m. of 3 

different experiments (4 fields/experiments). B) U87 cells were cultured for 4 days and 2D 

plastic dishes and cell growth was monitored as described in Material and Methods. C) Left 

panel-Phase contrast images of U87 cell spheroid cultures for the indicated period of times 

in non-adherent U-shaped wells (1000 cells/well). Morphological parameters (area and 

roundness) of each spheroid were measured using ImageJ sofware. D) Spheroids were 

formed for 18h in the presence of irrelevant IgG or function-5( *\%!6#)!0%5 ,%&"#0)26&0%!6#;<#

 2#;1#%!0&62%!"#Q>al6J$(#&)*7R#)!,#"'7&2 %,#2 +!,!&""#X)"#$ !%0 2&,9#G)0)#)2&#07&#$&)!#

+/- s.e.m of 15-20 spheroids from 3 independent experiments. *=p<0.05, ** =p<0.01, 

***=p<0.001, ***=p<0.0001 

Figure 2: G%"02%5+0% !#  E# ;<# )!,# =># %!0&62%!"# )!,#  E# E%52 !&*0%!# %!# MNO# *&((# "'7&2 %,"9#

Suspended spheroids were immunolabelled as described in Material and Methods. Confocal 

images were taken at an optical section between 10µm and 20µm above the base of the 

spheroid. Nuclei were stained with DAPI. Bar= 20µm 

Figure 3: Two-days old spheroids were plated onto poly-L-lysine coated plastic dishes in the 

presence of irrelevant IgG or function-5( *\%!6# )!0%5 ,%&"# 0)26&0%!6# ;<#  2# ;1# %!0&62%!"#

(10µg/ml each). A) Phase contrast image of representative spheroids after 24 hours of 

migration. Scale bar=100µm B) After DAPI staining, the number of evading cells were 

quantified by automated counting of nuclei using ImageJ software and plotted as the mean 

+/- s.e.m. C) The distance of migration from the spheroid was measured for each cell and the 

mean distance was calculated for each spheroid. Data are plotted as Tukey box and 

whiskers. 15 spheroids from 3 independent experiments were used per condition. **p<0.05; 

***p<0.001 

Figure 4: A) Two-day-old spheroids were plated on plastic dishes coated with the indicated 

amount of fibronectin (FN). Phase contrast images were taken 24 hours after seeding of the 
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spheroids. Scale bar=200µm B) After DAPI staining, cell evasion was quantified and mean 

number of evading cells was plotted +/- s.e.m. C) The distance of migration from the 

spheroid was measured for each cell and the mean distance was calculated for each 

spheroid. Data are plotted as box and whiskers (min to max) D) Spheroids were plated on 

plastic dishes coated with fibronectin (10µg/ml) in the presence of irrelevant IgG or function-

5( *\%!6#)!0%5 ,%&"#0)26&0%!6#;<H#=># 2#;1#%!0&62%!"#Q>al6J$(#&)*7R9#G)0)#)2&#07&#$&)!#*&((#

number +/- s.e.m. and the mean distance of cell migration per spheroid plotted as box and 

whiskers (min to max) ] 12 to 18 spheroids from 4 independent experiments were analyzed.  

*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 

Figure 5: Two-day-old spheroids were plated on FN-coated (10µg/ml) glass coverslips. 18 

hours later, cells were fixed and immunolabelled to detect ligand- **+'%&,#;<#%!0&62%!#Q;<R#

and fibronectin (FN) as described in Material and Methods. Confocal images were taken at 3 

different zones as depicted in the diagrams to examine A) cells emerging from the tumor 

sphere at a focal plane 5µm above the coverslips B) same microscopic field but at a focal 

plane corresponding to the substratum and C) cell/substratum interface of cells that migrate 

away from the sphere. Orange dotted lines indicate the border of the spheroid. Arrow heads 

= fibrillar adhesion; arrows = focal contacts. Scale bar= 10µm.  

Figure 6: Two-day- (,# MNO;<T# "'7&2 %,"# X&2&# '()0&,#  !# AC-coated (10µg/ml) glass 

coverslips. 18 hours later, cells were fixed and ligand- **+'%&,#;<# %!0&62%!# Q;<R# )!,#'AK[-

tyr397 (pFAK) were immunodetected. Confocal images were taken at 3 different zones as 

depicted in the diagrams to examine A) cells emerging from the tumor sphere at a focal 

plane 5µm above the coverslips B) same microscopic field but at a focal plane corresponding 

to the substratum and C) cell/substratum interface of cells that migrate away from the 

sphere. D) Quantitative image analysis of pFAK clusters was performed as described in 

Materials and methods. Data are presented as the mean Feret diameters of each individual 

image (n=8 to 12) from 2 independents experiments. E) Integrin/pFAK colocalisation was 

&1)(+)0&,#+"%!6#g&)2" !."#* 22&()0% !#* &EE%*%&!09#>a#0 #>V#%$)6&"#E2 $#V#&4'&2%$&!0"#X&2&#

used. ****p<0.0001. Orange dotted lines indicate the border of spheroids. Arrow heads = 

fibrillar adhesion; arrows = focal contacts. Scale bar= 10µm.  
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Figure 7: Two-day- (,# MNO;<T# "'7&2 %,"# X&2&# '()0&,#  !# AC-coated (10µg/ml) glass 

coverslips in complete medium for 18 hours. Fixed cells were immunolabelled using anti-;<H#

and rabbit anti-pFAKtyr397 antibodies. Dual color wide field TIRF images were acquired at 

increasing distances from the spheroid.  
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résistance aux thérapies anti-EGFR 

 

RESUME : 

Le glioblastome multiforme (GBM) est la tumeur cérébrale primaire la plus fréquente. Une dérégulation des 

 !"#$% &#% $"'()*"$)+"!(% &#% *,-./0% #+% 1(% 2!3+% 4!+#(+"#*% "( )$"2% $!(+% *#$% 5)3)5+63"$+"71#$% 43"(5"4)*#$% &1% .89:%

Malheureusement, les essais cliniques impliquant des thérapies anti-EGFR dans le traitement des GBM 

demeurent inefficaces. Nous avons précédemment montré que le récepteur de la fibronectine;% *,"(+6'3"(#%<=>?;%

est associé avec un mauvais pronostic et une résistance des patients au temodal. Les intégrines peuvent coopérer 

avec les récepteurs aux facteurs de croissance et ainsi amplifier leur potentiel oncogénique. Ici, nous avons 

cherché à dét#3@"(#3%*#%3A*#%&#%*,"(+6'3"(#%<=%&)($%*)%36$"$+)(5#%)1B%+C63)4"#$%)(+"-EGFR. Utilisant la lignée U87 

&#%.89;%!(%)%&)($%1(%43#@"#3%+#@4$%5!(2"3@6%71#%*,)5+" )+"!(%&#%*,"(+6'3"(#%$!1$%*,"(2*1#(5#%&#%*)%2"D3!(#5+"(#;%

4!+#(+")*"$)"+%*)%$"'()*"$)+"!(%&#%*,-./0. E)%4#3+#%&,#B43#$$"!(%&,<=%$#($"D"*"$#%*#$%5#**1*#$%FGH%)1B%)(+"-EGFR 

I5#+1B"@)D;%'#2"+"("DJ%&)($%&#$%#$$)"$%&#%5*!(!'6("5"+6%#(%$!2+%)')3:%E,#B43#$$"!(%&,%<=%2) !3"$#%*)%36$"$+)(5#%)1B%

2 drogues lors de la migration cellulaire. Pour aller plus loin, nous avons développé un nouveau test basé sur la 

71)(+"2"5)+"!(%&#%*,6 )$"!(%5#**1*)"3#%K%4)3+"3%&,1(#%$4CL3#%+1@!3)*#:%E)%4#3+#%&,%<=%)1'@#(+#%*)%$#($"D"*"+6%&#$%

5#**1*#$%FGH%K%M%NOP%36 #3$"D*#$%$465"2"71#$%&#%*,-./0;%'#2"+"("D%#+%#3*!+"("D;%@)"$%(,)%4)$%&,#22#+%$13%*,#22"5)5"+6%

du lapatinib, un TKI irréversible ciblant EGFR, ErbB2, ErbB3 et ErbB4. Grâce à la microscopie confocale, nous 

) !($%@!(+36%*,#22#+%"@4!3+)(+%&1%'#2"+"("D%$13%*,#(&!5Q+!$#%&#%*,"(+6'3"(#%#+%&#%*,-./0:%R#$%36$1*+)+$%$1''L3#(+%

71#%*,#B43#$$"!(%&,%<=%2) !3"$#%*)%36$"$+)(5#%)1B%NOP%4)3%*,)5+" )+"!(%&#$% !"#$%&#%$"'()*"$)+"!(%&#$%365#4+#13$%

-3D8% !1% #(% 5!(+3A*)(+% *#% +3)2"5% @#@D3)()"3#% &#% *,-./0: S(% )% )1$$"% @!(+36% 71#% 4!13% 2) !3"$#3% *,)&C6$"!(%

5#**1*)"3#;%*,"(+6'3"(#%<=%$+"@1*)"+%*)%2"D3"**!'6nèse. T)($%*#$%5#**1*#$%@"'3)(+%K%&"$+)(5#%&#%*)%$4CL3#;%*,"(+6'3"(#%

<=%#$+%$+3"5+#@#(+%#(')'6#%dans des adhésions cellule-substrat contenant la protéine FAK activée. Nos résultats 

$!1*"'(#(+% *#% 3A*#% 5#(+3)*% &1% 5!14*#% 2"D3!(#5+"(#U% "(+6'3"(#% <=% &)($% *,"( )$" "+6% &1%.89% #+% *)% 36$"$+)(5#% )1B%

thérapies anti-EGFR.  

Mots clés : Lignées cellulaires de glioblastome, intégrine, fibronectine, récepteurs aux facteurs de croissance, 

résistance aux thérapies ciblées, migration cellulaire, endocytose 

RESUME EN ANGLAIS : 

Glioblastoma multiforme (GBM) is the most common primary brain tumor. Alteration of the EGFR pathway and 

high invasive potential are hallmarks of GBM. Unfortunately, trials using anti-EGFR therapies for the treatment 

!2%.89% 3# #)*% *"@"+#&% #22"5)5Q:%V#%43# "!1$*Q% $C!W#&% +C)+% ! #3#B43#$$"!(%!2% +C#% 2"D3!(#5+"(% 3#5#4+!3;% <=>?%

integrin, is associated with a poor prognosis for patients and is responsible for chemoresistance to temodal. 

Integrins can cross-talk with growth factor receptors and amplified their oncogenic activity. Here, we sought to 

&#+#3@"(#%+C#%4!+#(+")*%3!*#%!2%<=%"(+#'3"(%"(%3#$"stance to anti-EGFR therapy. Using U87 GBM cell line, we first 

confirmed that fibronectin-@#&")+#&% "(+#'3"(% )5+" )+"!(% 4!+#(+")+#&% -./0% $"'()*"(':% E!$$% !2% <=% "(+#'3"(%

expression sensitized U87 cells to anti-EGFR drugs (cetuximab, gefitinib) in soft agar cl!(!'#("5% )$$)Q:% <=%

expression can trigger resistance to both drugs on cell migration. To go further, we developed a new assay based 

!(% +C#% 71)(+"2"5)+"!(% !2% 5#**% # )$"!(% 23!@% +1@!3% $4C#3!"&$:% <=% &#4*#+"!(% "(53#)$#&% FGH% 5#**% $#($"+" "+Q% +!%

gefitinib and erlotinib, 2 EGFR-selective reversible TKI, but had not effect on lapatinib efficacy, an irreversible 

TKI that target EGFR, ErbB2, ErbB3 and ErbB4. Confocal microscopy revealed a strong impact of gefitinib on 

EGFR and integrin endocytosis.  These results sugg#$+#&%+C)+%<=%#B43#$$"!(%@)Q%+3"''#3%3#$"$+)(5#%+!%NOP%#"+C#3%

by activating ErbB pathways or by controlling EGFR membrane trafficking. We also showed that to promote 

5#**% )&C#$"!(;% <=% "(+#'3"(% $+"@1*)+#&% 2"D3!(#5+"(% 2"D3"**!'#(#$"$:%X$% 5#**$%@! #&% )W)Q% 23!@% +C#% $4C#3!"&$;% <=%

became strictly engaged in cell-substratum adhesion sites where it recruited activated FAK. Our work highlights 

+C#%4" !+)*%3!*#%!2%2"D3!(#5+"(U<=>?%"(+#'3"(%"(%"( )$" "+Q%!2%.89%)(&%3#$"$+)(5#%+!%)(+"-EGFR drugs. 

Mots clés: Glioblastoma cell lines, integrin, fibronectin, growth factor receptors, resistance toward targeted 

therapies, cell migration, endocytosis  


