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[18F]-
FMISO 

3-[18 F]-fluoro-1-(2-nitro-1-
imidazolyl)-2-propanol 

2-HG 2-Hydroxyglutarate 
ABC ATP-binding cassette 

ADAM A disintegrin and 

metalloproteinase 

ADN Acide désoxyribonucléique 
ADNc ADN complémentaire 
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Ang1/2 Angiopoiétine 1/2 
ARN Acide ribonucléique 
ARNi ARN intérférence 
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ATP Adénosine TriPhosphate 
ATR Ataxia telangiectasia and Rad3-

related protein 

BER Base excision repair 

BHE Barrière hémato-encephalique 
bHLH basic helix-loop-helix 

BMDC Bone marrow-derived dendritic 

cells 

BSA Bovin serum albumin 

CAF Cancer-associated fibroblast 

CAIX Carbonic anhydrase 9 
CBP CREB-binding protein 

CBTRUS Central Brain Tumor Registry of 
the United States 

CDB Cassure double brin 
CO2 Dioxyde de carbone 
Coll IV Collagène IV 
CSB Cassure simple brin 
CSC Cellule souche cancereuse 
CSG Cellule souche de glioblastome 
CSM Cellule souche mésenchymateuse 
CSN Cellule souche neurale 
CT Cycle threshold 

CTLA-4 antigène-4 cytotoxique des 
lymphocytes T 

D37 Dose létale moyenne 
DFX Déferoxamine 
DNA-PK DNA-dependent protein kinase, 

catalytic subunit 

dNTP Désoxyribonucléotide 
EGFR Epidermal Growth Factor 

Receptor 

EPO Erythropoïétine 
EPOR Récepteur à l’érythropoïétine 
ERO Espèce réactive de l’oxygène 
ET Ecart-type 
ET-1 Endothéline-1 
FAK Focal Adhesion Kinase 

FDA Food drug administration 

FIH Factor-inhibiting HIF 

FLASH Fast low angle shot 

GB Glioblastome 
G-CIMP Glioma CpG island methylator 

phenotype 

GLUT Transporteur du glucose 
Gy Gray 
HAF Hypoxia-associated factor 

HDR Homology directed repair 

Hh-Gli Hedghog-Glioma-associated 

oncogene 
HIF-1 Complexe HIF-1α/HIF-1  
HIF-1α Hypoxia-inducible factor 1-alpha 

HIF-1  Hypoxia-inducible factor 1-beta 
HIF-2 Complexe HIF-2α/HIF-1  
HIF-2α Hypoxia-inducible factor 2-alpha 

HK2 Hexokinase 2 
HRE Hypoxia-response element 

HSP90 Heat shock protein 90 

IDH 1/2 Isocitrate déshydrogénase 1/2 
IGF Insulin-like growth factor 

iNOS Inducible nitric oxide synthase 
IP Iodure de propidium 
IRES Internal ribosome entry site 

IRM Imagerie par résonnance 
magnétique 

KDM Histone lysine demethylase 
LB Luria Broth 
LDHA Lactate dehydrogenase A 
MCT Transporteur de monocarboxylate 
MEC Matrice extracellulaire 
MGMT O-6-methylguanine-DNA 

methyltransferase 

mmHg Millimètre de mercure 
MMP Métalloprotéases matricielles 
MMR Mismatch repair 

MTIC Monométhyl triazénoïmidazole 
carboxamide 

N/C-TAD  N/C-Terminal transactivation 

domain 

N2O Protoxyde d’azote 
NER Nucleotide excision repair 

NF1 Neurofibromatose 1 
NF- B Nuclear factor-kappa B 
NHEJ Non-Homologous End-Joining 

NLS Signaux de localisation nucléaire 
NO Oxyde d’azote 
O2 Dioxygène 
ODDD Oxygen-dependant degradation 

domain 

OER Oxygen enhancement ratio 

OMS Organisation Mondiale de la Santé 
OPN Ostéopontine 
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PARP Poly (ADP-ribose) polymérase 
PAS Per-Arnt-Sim 
PBS Phosphate buffer saline 

PCRq Polymerase chain reaction 

quantitative 
PD-1 Programmed Cell Death-1 
PDGF Platelet-derived growth factor 

PDGFR Platelet-derived growth factor 

receptors 
PDK1 Pyruvate Dehydrogenase Kinase 1 
PD-L1 Programmed death-ligand 1 

PDX Patient-derived xenograft 

PFA Paraformaldéhyde 
PFK1 Phosphofructokinase-1 
PHD Prolyl hydroxylase 

PIGF Phosphatidylinositol-glycan 

biosynthesis class F protein 

pO2 Pression partielle en O2 

PS Pénicilline streptomycine 
PTEN Phosphatase and tensin homolog 

RACK1 Receptor For Activated C Kinase 1 

RARE Rapid acquisition with relaxation 

enhancement 

RBPJ Recombining binding protein 

suppressor of hairless 

RECA Rat endothelial cell antigen 

RI Rayons ionisants 
ROI Région d’intérêt  
RRP22 Ras-related protein on 

chromosome 22 
RT Radiothérapie 
RT Reverse transcription 

RTK Récepteur à activité tyrosine kinase 
RX Rayons-X 
SART1 Squamous cell carcinoma antigen 

recognized by T cells 1 
SDF1 Stromal cell-derived factor 1 

SF2 Fraction de survie à 2 Gy 
shARN Short hairpin ARN 
SNC Système nerveux central 
SNP Single-nucleotide polymorphism 

SOC Super Optimal broth with 

Catabolite repression 

SUMO Small Ubiquitin-like Modifier 

SVF Serum de vœu fetal 
T2w Imagerie en T2 pondérée 
TAM Tumor-associated macrophage 

TBS Tris-buffered saline 

TCA Cycle de Krebs 
TCGA The Cancer Genome Atlas 
TE Temps d’écho 
TEM Transition epithélio-

mésenchymateuse 
TEP Tomographie par émission de 

positons 
TERT Telomerase reverse transcriptase 
TET Ten-eleven translocation 

methylcytosine dioxygenase 
TIL Tumor-infiltrating lymphocytes 

TMZ Témozolomide 

TR Temps de répétition 
TWIST1 Twist Family BHLH Transcription 

Factor 1 

uPa Urokinase 
USPIO Ultrasmall superparamagnetic iron 

oxide 

VBC von Hippel-Lindau-Elongin BC 

VEGF Vascular endothelial growth factor 

VEGFR-
1/2 

Recepteur VEGF 1/2 

VHL von Hippel–Lindau 
VSC Volume sangion cérébral 
VSCr Volume sanguin cérébral relatif 
ZEB Zinc finger E-box-binding 

homeobox 

α-KG Acide α-Ketoglutarique  
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Avant-propos 
 

Les glioblastomes (GB) sont les tumeurs primitives malignes du système nerveux central 

(SNC) les plus fréquentes et les plus agressives chez l’adulte. Initialement qualifiés de 

multiforme, les GB constituent un groupe de tumeurs astrocytaires hétérogènes en raison de 

leur importante variabilité morphologique, cytologique et moléculaire. À l’heure actuelle, les 

GB ne bénéficient toujours pas d’une thérapeutique efficace, avec moins de 10 % de survie des 

patients cinq ans après le diagnostic. Il est désormais clairement démontré que l’hypoxie 

contribue à la progression de ces tumeurs mais aussi à leur résistance aux traitements de chimio- 

et radiothérapie et ce, en activant un ensemble de réponses adaptatives régulées majoritairement 

par HIF-1α et HIF-2α, les deux membres principaux de la famille des facteurs de transcription 

HIFs.  

La majorité des travaux menés jusqu’à présent sur les GB illustre l’importance du facteur 

HIF-1α dans la gliomagénèse et la résistance aux traitements de chimio- et radiothérapie. En 

revanche, les connaissances relatives à HIF-2α sont beaucoup plus parcellaires et suggèrent que 

ce facteur serait impliqué dans la régulation de la tumorigénèse des cellules souches de GB 

(CSG). Cependant, des travaux antérieurs de l’équipe suggèrent que cette isoforme de HIF 

pourrait agir également sur les cellules de GB différenciées. C’est dans ce contexte que ces 

travaux de thèse ont été menés afin d’enrichir les données concernant le rôle de HIF-2α dans la 

gliomagénèse et dans la réponse à la radiothérapie. Afin d’étayer le choix de notre démarche 

expérimentale, l’introduction de ce manuscrit a été organisée en quatre grandes parties.  

La première partie de l’introduction s’intéresse à présenter les connaissances relatives aux 

caractéristiques cliniques des GB. La deuxième partie s’attache à décrire les différents 

événements de la physiopathologie de ces tumeurs cérébrales en prenant en compte leurs 

différents compartiments. La troisième partie se consacre à présenter les connaissances relatives 

à l’hypoxie ainsi qu’à la régulation des facteurs HIFs. Enfin, la dernière partie expose la 

contribution des HIFs dans la physiopathologie des GB et leur réponse à la radiothérapie. 
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Introduction 
 

 Gliomes et Glioblastomes 
 

 Les gliomes 

 Épidémiologie 

Les gliomes représentent 80 % des tumeurs malignes du Système Nerveux Central (SNC) 

(Schwartzbaum et al., 2006). Le terme « gliome » regroupe les tumeurs ayant pour origine une 

cellule gliale et comprend les astrocytomes, les oligodendrogliomes, les oligoastrocytomes et 

les tumeurs épendymaires (Figure 1). En France, la proportion des gliomes correspond à  

42,4 % des tumeurs primitives du SNC (Zouaoui et al., 2012).  

 

 

Les symptômes présentés par le patient tels l’apparition d’intenses maux de têtes dus à une 

pression intracrânienne élevée, de déficits neurologiques, de perte de mémoire, conduisent à 

des examens complémentaires par imagerie. Le diagnostic établi par imagerie par résonance 

magnétique (IRM) avec injection d’un produit de contraste permet alors d’évaluer la taille, la 

localisation, l’évolution et l’aspect du gliome. 

 

 Bien que les examens par imagerie permettent d’orienter le diagnostic, seule l’analyse 

histologique permettra de déterminer le type et le grade de la tumeur. Ils seront établis à partir 

d’une biopsie stéréotaxique ou d’une pièce d’exérèse en fonction des critères 

anatomopathologiques définis par la classification de l’Organisation Mondiale de la Santé 

(OMS) (Louis et al., 2016). 

 

Figure 1 : Distribution des tumeurs primaires en France entre 2004 et 2009. 

D’après Zouaoui et al., 2012. 
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 Évolution de la classification des gliomes 

  Classification histologique de l’Organisation Mondiale de la Santé 

L’hétérogénéité histologique des gliomes a rendu complexe leur classification. Depuis 

1926, différents auteurs ont successivement tenté de proposer une classification des gliomes. 

En 1949, Kernohan et Mabon proposèrent que les gliomes se développent à partir de cellules 

adultes susceptibles de se dédifférencier, et introduisirent la notion de « grade » histologique 

de malignité (Kernohan & Mabon, 1949). C’est à la suite de ces travaux que la classification 

des gliomes s’est basée sur des critères anatomo-cytopathologiques, définissant ainsi des degrés 

de malignité croissants, et a servi à établir la classification de l’OMS en 1979. Celle-ci a subi 

plusieurs révisions depuis : 1993, 2000, 2007 et plus récemment en 2016.  

Suivant la classification en vigueur en 2007, les gliomes ont été subdivisés en différents 

groupes sur la base de données anatomo-cytopathologiques : astrocytomes, oligodendrogliomes 

et oligoastrocytomes (Tableau 1) (Louis et al., 2007). Un grade de malignité (grades I à IV) 

est ensuite attribué en fonction des critères suivants : l’augmentation de la densité cellulaire, les 

atypies cytonucléaires, la proportion de cellules mitotiques, l’hyperplasie vasculaire et la 

nécrose tissulaire (Figarella-Branger et al., 2008). Ainsi, les gliomes de bas grade comprennent 

les grades I et II et les gliomes de haut grade incluent les grades III et IV.  

 

Tableau 1 : Classification des gliomes selon l’OMS.  
Adapté Louis et al., 2007. 
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À l’heure actuelle seule la classification de l’OMS est reconnue par la communauté 

scientifique internationale. Cependant, celle-ci est fortement dépendante de la qualité de la 

biopsie et de sa localisation qui peuvent être non représentatives de l’hétérogénéité et de 

l’infiltration tumorale dans le parenchyme sain (Ohgaki & Kleihues, 2007). En outre, le 

diagnostic pourra être également dépendant de l’analyse anatomopathologique et de son 

interprétation (van den Bent, 2010). C’est pourquoi, en 1997, des praticiens de l’hôpital de 

Sainte-Anne proposèrent d’améliorer cette classification en incorporant des données 

d’imagerie. 

 

 Classification de Sainte-Anne 

La classification de Sainte-Anne définit un système de « grading », basé sur la prise de 

contraste (ou non) lors de l’IRM, associée à une prolifération microvasculaire (groupe A ou B). 

Le groupe A (Figure 2) correspond à l’absence de la prise de contraste, reflétant une absence 

d’altération de la barrière hémato-encéphalique (BHE), et à l’absence d’hyperplasie. Ce groupe 

est représentatif des gliomes de bas grade. Le groupe B (Figure 2) correspond à la prise de 

contraste traduisant une altération de la BHE et à une hyperplasie endothéliale. Il est 

représentatif des gliomes de haut grade et est de plus mauvais pronostic que le groupe A. Sur 

cette base, la classification de Sainte-Anne propose donc trois groupes de gliomes (Figure 2) : 

les oligodendrogliomes et oligoastrocytomes du groupe A, les oligoastrocytomes de groupe B, 

et les GB (Daumas-Duport et al., 1997; Sahoo et al., 2013; Chakhoyan et al., 2017).  

 

Toutefois, au regard des améliorations apportées par la classification de l’OMS de 2016, cette 

classification associant les données d’imagerie tend à être abandonnée en pratique et n’est pas 

reconnue par la communauté scientifique. 

Groupe A Groupe B GB 

Figure 2 : Diagnostic des gliomes selon la classification de Sainte-Anne. 

Détermination des groupes A, B et GB selon la classification de Sainte-Anne grâce à une IRM pondérée T1 sans 
(1) ou avec (2) injection de chélate de Gadolinium. D’après Sahoo et al., 2013 et Chakhoyan et al., 2017. 
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 Les glioblastomes 

 Diagnostic et classification de l’Organisation Mondiale de la Santé 

Selon le recensement national histologique des tumeurs primitives du SNC datant de 2012, 

les glioblastomes (GB) appartiennent aux tumeurs astrocytaires et correspondent à 52 % des 

gliomes (Zouaoui et al., 2012). D’un point de vue épidémiologique, le sexe ratio homme/femme 

est de 1,4 (Zouaoui et al., 2012) et l’âge médian de diagnostic est d’environ 63 ans. La 

compilation des registres européens (Wöhrer et al., 2009; Zouaoui et al., 2012) et américains 

(Ostrom et al., 2016) a permis d’évaluer l’incidence dans les pays occidentaux à environ 4 GB 

pour 100 000 habitants/an. Ces données sont similaires à celles obtenues par le CBTRUS 

(Central Brain Tumor Registry of the United States), le registre des USA recensant depuis 26 

années des données épidémiologiques sur les cancers cérébraux. Les GB font partie des tumeurs 

les plus agressives du SNC. L’évolution de ces tumeurs est péjorative et la récidive tumorale 

est inéluctable et, en dépit de l’arsenal thérapeutique lourd déployé, la médiane de survie ne 

dépasse pas 15 mois (Chinot et al., 2014).  

À l’échelle microscopique, les GB apparaissent comme étant hétérogènes à deux niveaux, 

tout d’abord d’un patient à un autre, et ensuite au sein d’une même tumeur. Par exemple, comme 

illustré sur la Figure 3, la morphologie des cellules tumorales ou leur densité peut varier selon 

la localisation intra-tumorale (Habberstad et al., 2012). 

 

Bien qu’il existe une hétérogénéité de la morphologie cellulaire et tissulaire, quatre critères 

retenus par la classification de l’OMS 2007 permettent d’établir un diagnostic des GB 

(Wiranowska & Vrionis, 2013) :  

 une densité cellulaire élevée (Figure 4 A) ; 

 une activité mitotique supérieure à 10 % ;  

 une prolifération endothélio-capillaire (Figure 4 B) ; 

 des plages de nécrose (Figure 4 C). 

Figure 3 : Caractéristiques morphologiques des cellules de GB après coloration à l’hématoxyline/éosine. 
A, Cellules de phénotype gémistocytique ; B, Petites cellules ; C, Cellules géantes (flèches) ; D, Cellules en fuseau 
(flèches). D’après Habberstad et al., 2012.  
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Selon cette classification, les GB appartiennent aux astrocytomes de grade IV ce qui permet 

de distinguer : 

  les GB de novo ou GB primaires, les plus fréquents survenant chez des populations âgées 

(environ 62 ans) ; 

  les GB secondaires qui se développent à partir d’un astrocytome de grade inférieur. Ils sont 

plutôt observés chez les jeunes patients (environ 45 ans) et sont minoritaires. 

Toutefois, ces 2 sous-types ne se distinguent pas sur le plan histologique et ont été 

discriminés suite à l’évolution récente de la classification de l’OMS qui intègre désormais des 

paramètres génotypiques et moléculaires (Louis et al., 2016). Ainsi, la recherche de mutation 

du gène de l’isocitrate déshydrogénase-1 (IDH1) est devenue systématique afin de distinguer, 

pour chaque type histologique de tumeur, deux groupes : les tumeurs IDH wild-type et les 

tumeurs IDH mutées. 

 

Cette hétérogénéité histologique des GB a conduit à rechercher si elle n’était pas associée 

à des caractéristiques moléculaires. 

 

 Classification génétiques et moléculaires des glioblastomes 

Les altérations génétiques correspondent le plus souvent à des mutations « gain de 

fonction » des récepteurs à activité tyrosine-kinase, des mutations « perte de fonction » de gènes 

suppresseurs de tumeurs ainsi que plusieurs types de délétions chromosomiques.  

 

Figure 4 : Caractéristiques histologiques des glioblastomes après coloration à l’hématoxyline/éosine. 
 

A, Forte densité cellulaire ; B, Prolifération microvasculaire glomérulaire ; C, Structure nécrotique avec pseudo-
palissade. D’après Wiranowska & Vrionis, 2013. 
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 Altérations des principales voies de signalisation 

Quatre voies de signalisation sont majoritairement modifiées dans les GB 

(Figure 5) (Parsons et al., 2008; Chen et al., 2012) : 

 La signalisation RTK/RAS/PI3K/AKT est altérée dans 88 % des cas et diminue l’apoptose, 

favorise la prolifération et l’invasion des cellules de GB. Cette voie de signalisation est modulée 

en amont par des récepteurs à tyrosine kinase dont l’EGFR. Ce dernier est retrouvé muté dans 

environ 50 % des GB. 

 La signalisation p53 est affectée dans 87 % des cas et conduit principalement à des altérations 

du contrôle de l’apoptose, de la sénescence et du cycle cellulaire.  

 La signalisation pRB est affectée dans 78 % des cas et induit la perte du contrôle du cycle 

cellulaire dans les cellules tumorales.  

 L’activation aberrante de NF- B (nuclear factor-κB) va favoriser le maintien des cellules 

stem-like, un phénotype mésenchymateux et l’invasion, et aussi la résistance à la radiothérapie. 

 

Figure 5 : Principales altérations moléculaires observées dans les glioblastomes 

Les oncogènes surexprimés sont représentés en rouge, les gènes suppresseurs de tumeurs mutés ou délétés, en bleu. 
D’après Chen et al., 2012. 
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 Altérations chromosomiques 

L’hétérogénéité cytogénétique résultant de remaniements chromosomiques importants a été 

démontrée dans les GB par de multiples études.  

La perte d’hétérozygotie la plus fréquente est celle du chromosome 10 qui a été identifiée 

dans 70 % des GB. Dans la majorité des cas, la perte complète du chromosome 10 est retrouvée 

dans les GB primaires alors que les GB secondaires sont plus touchés par la perte partielle ou 

totale du bras long du chromosome 10 (Fujisawa et al., 2000). La perte du locus contenant le 

gène PTEN, un inhibiteur de l’axe RTK/AKT, est quant à elle détectée dans 25 % des cas 

(Crespo et al., 2015). D’autres délétions ont été mises en évidence, comme celles des gènes 

TP53, CDKN2A/B, RB1 et NF1 (Chen et al., 2012). À l’inverse, l’amplification chromosomique 

de locus de gènes oncogéniques est aussi fréquente : la plus commune, dans 97 % des cas, est 

l’amplification du chromosome 7 qui contient le locus codant pour l’EGFR. Les locus des gènes 

PI3K, PDGFRA, CDK4, MDM2 sont aussi sujets à des amplifications chromosomiques 

(Beroukhim et al., 2007). 

 

Par conséquent, les GB primaires se caractérisent essentiellement par une amplification de 

l’EGFR (36 %), une délétion de p16INK4A (31 %), une mutation de PTEN (25 %), les 

mutations de TP53 étant plus rares (30 %) (Watanabe et al., 1996; Ohgaki & Kleihues, 2007). 

Au contraire, les GB secondaires se caractérisent principalement par des mutations de TP53  

(65 % des cas), l’amplification de l’EGFR étant plus rare (8 %) ainsi que la délétion de p16INK4 

(19 %) et la mutation de PTEN (4 %).  

 

 Mutations IDH1 et IDH2 

L’identification de mutation du gène codant IDH1 (isocitrate deshydrogénase) a eu de 

nombreuses répercutions à la fois sur la classification des gliomes, mais également sur le 

pronostic des patients (Parsons et al., 2008).  

IDH1 et IDH2 appartiennent à la famille des enzymes IDH localisées dans le cytoplasme 

(IDH1) et les mitochondries (IDH2). Ces enzymes, de structure très similaire, sont impliquées 

dans un certain nombre de processus cellulaires, dont la phosphorylation oxydative mais 

également dans le métabolisme de la glutamine, la lipogenèse, la régulation du statut redox de 

la cellule. 

En conditions physiologiques, au cours du cycle de Krebs, IDH1 et IDH2, catalysent de façon 

réversible, la formation du NADP+ et ce par décarboxylation oxydative de l'isocitrate en alpha 
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cétoglutarate (α-KG) (Figure 6). Le NADPH produit est un agent réducteur essentiel aux 

processus de détoxification cellulaires par réduction du glutathion et des thiorédoxines et 

l'activation de la catalase, chacune de ces molécules étant impliquée dans la protection contre 

la toxicité des espèces réactives de l'oxygène (ERO). Ce glutathion réduit, en outre, limitera la 

mort par apoptose des cellules et assurera une protection de ces cellules vis-à-vis de certains 

agents alkylants. 

Dans les gliomes, IDH1 et IDH2 sont toutes deux le siège de mutations. Le résidu R132, 

siège de la mutation d’IDH1 et le résidu R172, cible des mutations d’IDH2, représentent les 

sites actifs des enzymes IDH1 et IDH2. Ces mutations entraînent de fait une perte d’affinité des 

enzymes pour leur substrat et la protéine mutée inhibe l’activité de la protéine sauvage par la 

formation d’un hétérodimère inactif (Yan et al., 2009). Il en résulte une diminution de la 

production d’α-KG en faveur de celle du 2-hydroxyglutarate (2-HG) (Figure 6) et ce, de 

manière NADPH-dépendante (Dang et al., 2009; Reitman et al., 2010). Cette production de  

2-HG peut atteindre des niveaux 50 à 100 fois plus élevé que dans les cellules normales. Le  

2-HG ayant une structure moléculaire très proche de celle de l’α-KG, rentre en compétition 

avec celui-ci l’empêchant d’exercer ses rôles. Toutefois, le 2-HG étant un faible compétiteur, 

il ne pourra exercer ses effets que lorsque sa concentration intracellulaire sera élevée. La 

perturbation du métabolisme de l’α-KG au dépend du 2-HG aura plusieurs conséquences sur la 

progression tumorale. Ainsi, une des conséquences d’un statut en faveur du 2-HG sera de limiter 

au sein des cellules tumorales, la disponibilité des systèmes de protection contre les ERO 

précédemment cités (Figure 6). Par ailleurs, l’α-KG étant également décrit comme un cofacteur 

activateur de certaines di-oxygénases, celui-ci participe à différents processus comme la 

réponse à l’hypoxie (Figure 6), l’angiogenèse, et la régulation épigénétique. Suite à la mutation 

de IDH1, en agissant indirectement, sur les niveaux de NADPH, la production de 2-HG aurait 

un rôle protecteur des cellules tumorales en empêchant la dégradation du facteur HIF-1α 

(hypoxia-inducible factor-1α), ce qui potentialiserait la croissance et l’angiogenèse tumorale 

(Zhao et al., 2009). 

Le 2-HG serait impliqué également dans le remodelage du méthylome. A titre d’exemple, 

l’accumulation du 2-HG dans la cellule entraîne l’inhibition des Ten-eleven translocation 

methylcytosine dioxygenase (TET1 et TET2) donnant lieu à une modification épigénétique avec 

une hyperméthylation de l’ADN (G-CpG Island Hypermethylated Phenotype, G-CIMP) et des 

histones (Koivunen et al., 2012). Il faut noter que cette hyperméthylation concerne notamment 

la méthylation du gène MGMT qui nous intéressera en particulier dans le cas des GB. 
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Enfin, ces enzymes agissant sur de multiples substrats du métabolisme, les mutations 

IDH1/2 pourraient affecter d’autres processus cellulaires contribuant à la gliomagenèse  

(Figure 6).  

 

Environ 75 % de gliomes de bas grade (grades II/III) possèdent des mutations de IDH1 ou 

IDH2 (Yan et al., 2009). En revanche, seuls 5 % des GB primaires en sont affectés, et plus de 

80 % des GB secondaires ont une IDH1 mutée (Sanson et al., 2009; Nobusawa et al., 2009). 

Dans ces derniers, la mutation IDH2 est également détectée mais de façon moins fréquente, 

alors qu’elle est absente dans les GB primaires (Yan et al., 2009) .  

Les mutations des gènes IDH1 et IDH2 sont considérées comme de bon pronostic 

puisqu’une mutation de IDH1 provoque un arrêt du cycle cellulaire et une sensibilisation au 

témozolomide (TMZ) (Wang et al., 2014). De plus, ces mutations favorisent l’efficacité de la 

radiothérapie tout en diminuant la croissance et l’invasion cellulaires (Li et al., 2016). Tous ces 

résultats soulignent l’importance des mutations IDH1/IDH2 dans le diagnostic, le pronostic et 

le traitement des GB et ont conduit à les intégrer dans la dernière classification de l’OMS. 

 

 Modifications épigénétiques 

Les modifications épigénétiques se définissent comme étant les changements stables, 

héritables et réversibles, d’expression des gènes sans altérer la séquence d’ADN. Ainsi, 

Figure 6 : Conséquences des mutations IDH sur la progression tumorale. 

La mutation de IDH1 favorise la production de 2-hydroxyglutarate au dépend de l’α-cétoglutarate.  
D’après Chen et al., 2012. 
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l’activité du génome sera modulée sans changement de sa séquence. Les modifications 

épigénétiques incluent 4 principaux processus : la méthylation de l’ADN, les modifications 

d’histone, un remodelage de la chromatine, les miARN. 

 

 Méthylation de l’ADN 

Les méthylations anormales de séquence promotrices est fréquente dans les cellules 

tumorales et conduit à une répression transcriptionnelle stable du gène cible. Comme nous 

l’avons déjà évoqué précédemment, la modification épigénétique la plus importante dans les 

GB affecte l’expression du gène MGMT (O6-Methylguanine-DNA Methyltransferase). Cette 

enzyme est impliquée dans la réparation des dommages à l’ADN suite à l’alkylation des bases 

guanine. Dans les GB, une hyperméthylation du promoteur de la MGMT est fréquemment 

observé conduisant à une inhibition l’expression de l’enzyme, l’empêchant d’exercer son rôle 

protecteur des dommages à l’ADN (Esteller et al., 2000). Il a été ainsi rapporté que cette 

méthylation du promoteur de la MGMT était corrélée à un meilleur pronostic et à une meilleure 

réponse thérapeutique au TMZ (Stupp et al., 2005). Plus récemment, le consortium du TCGA 

(The Cancer Genome Atlas) a identifié un phénotype particulier caractérisé par une signature 

hyperméthylée de l’ADN au niveau d’îlots CpG, le G-CIMP (cf. page 22), associée 

positivement aux mutations des gènes IDH et donc lié à une meilleure survie (Reifenberger et 

al., 2017). Ce phénotype est plus fréquemment observé dans les GB secondaires que primaires. 

 

 Modification des histones  

Des altérations au niveau des histones peuvent également jouer un rôle dans la 

gliomagenèse. Les modifications post-traductionnelles des histones s’effectuent principalement 

en N-terminal de ces protéines et vont entrainer un remodelage de la chromatine. Ces 

régulateurs de la chromatine étant soit tumorigéniques soit suppresseurs de tumeurs sont 

impliqués dans de nombreux cancers. Il existe différentes catégories de modifications, 

l’acétylation, la phosphorylation et la méthylation étant les plus connues.  

Dans les GB, des mutations ont été retrouvées pour des histones déacétylases (HDAC2, 

HDAC9), des histones déméthylases (JMJD1A, JMJD1B), et des histones méthyltransférases 

(SET7, SETD7, MLL, MLL3, MLL4) (Kim, 2014). Certaines modulations d’expression de 

déacétylases telles HDAC1, HDAC2 et HDAC3, ont été également associées à la récurrence et 

à la progression des tumeurs gliales (HDAC1, HDAC2 et HDAC3). Enfin, des modifications 

d'histones conduisant à une perturbation de l’expression de certains gènes a été rapportée dans 
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plusieurs études. A titre d’exemple, la répression de l’expression du gène suppresseur de tumeur 

RRP22 (Ras-related protein on chromosome 22) et du régulateur du cycle cellulaire p21, 

combinée à une augmentation d’expression du facteur de transcription pro-prolifératif HOXA9, 

ont été incriminées à des modifications des histones (Schmidt et al., 2012).  

 

 MicroARN 

Les miARN sont des petits ARN non codants de 18 à 25 nucléotides régulant l’activité post-

transcriptionnelle des gènes. Les miARN sont impliqués dans de nombreuses fonctions 

cellulaires régulatrices, certains exercent des effets oncogènes, on parle alors d’« oncomirs », 

d’autres sont qualifiés de suppresseurs de tumeur. De façon non exhaustive, les miARN peuvent 

notamment intervenir dans la régulation de la prolifération cellulaire (miR-137, miR-203, miR-

21, miR-182 etc.), de l’invasion cellulaire (miR-7, miR-124, miR-655, miR-20a etc.) mais aussi 

de l’angiogenèse (miR-125b, miR-101, cluster miR-17-92, miR-93 etc.) alors que d’autres 

participeront à la résistance aux traitements alkykants (miR-145, miR-10, miR-195, miR-455) 

(Bronisz et al., 2016; Ahir et al., 2017). 

Au vu de la dérégulation de ces miARN, ces derniers pourraient servir de biomarqueurs 

circulants pour le diagnostic des patients. Ainsi, la mise en évidence d’une augmentation du 

taux circulant de miR-128 et une diminution du miR-342-3p dans des échantillons de sang de 

patients souffrant de GB vient appuyer cette perspective (Roth et al., 2011).  

 

 Régulation des voies de signalisation 

Des voies de signalisation importantes dans la tumorigénèse des GB seraient également 

sujettes à des régulations épigénétiques. Ainsi, la levée de l’inhibition de la cascade de 

signalisation Wnt contrôlée par l’expression des gènes DKK1, SFRP1 et WIF1 via des 

méthylations de l’ADN et des modifications des histones a été démontrée dans les GB 

comparativement au tissu cérébral sain (Klaus & Birchmeier, 2008). De plus, la voie de 

signalisation Hedghog-Glioma-associated oncogene (Hh-Gli) est également anormalement 

activée dans les GB et favorise à la fois la croissance tumorale ainsi que l’auto-renouvellement 

des CSG (Malatesta et al., 2013). L’activation de cette voie requiert une histone 

acétyltransférase, la PCAF qui se lie directement sur Gli et qui permettent l’acétylation en 

H3K9 des promoteurs des gènes cibles de la voie Hh (Malatesta et al., 2013). 

 

 



Introduction 

26 
 

 Classification transcriptomique 

L’analyse de l’ensemble des données collectées et centralisées par le TCGA a permis à la 

communauté scientifique de mettre en évidence des signatures spécifiques des GB, ce qui a 

amené à proposer une classification en différents sous-types moléculaires. Cette classification 

a marqué un tournant important dans la compréhension de l’hétérogénéité des GB (Brennan et 

al., 2013). 

En 2006, Phillips et al., ont proposé une classification des GB en 3 sous-groupes : les 

proneuraux, les prolifératifs et les mésenchymateux en associant à chaque signature 

cytogénétique, l’agressivité et la progression tumorale (Phillips et al., 2006). En 2010, l’analyse 

de Verhaak, à partir des données collectées par le TCGA, a apporté des précisions moléculaires 

à la classification de Phillips (Verhaak et al., 2010).  

De ce fait, selon cette classification, les GB primaires se divisent en 4 sous-types 

caractérisés par des profils de mutations : les classiques, les mésenchymateux, les neuraux, et 

les proneuraux. Les GB secondaires appartiennent quant à eux, à la catégorie proneurale. Ainsi, 

le groupe classique présente des amplifications du gène codant pour l’EGFR et des pertes des 

locus portant les gènes PTEN et CDKN2A ; le groupe mésenchymateux des inactivations des 

gènes NF1, TP53 et PTEN ; le groupe neural se définit par l’expression de marqueurs neuronaux 

comme NEFL, GABRA1, SYT1 et SLC12A5 ; et enfin, le groupe proneural par des 

amplifications des gènes codant PDGFRA et IDH1 (Figure 7) (Verhaak et al., 2010; Van Meir 

et al., 2010). Dans le cas de ces derniers, une subdivision en fonction du statut G-CIMP a été 

proposée et permet de raffiner le phénotype clinique et moléculaire (Noushmehr et al., 2010).  

Bien que des divergences ressortent d’autres études, notamment au regard des 

nomenclatures des différents sous-types, certaines données se recoupent. Ainsi, un consensus 

concernant les signatures proneurales et mesenchymateuses s’est dégagé et il est admis qu’elles 

correspondent à deux entités différentes d’un point de vue génomique, clinique et fonctionnel 

(Vitucci et al., 2011). 

Concernant la valeur diagnostique de ces profils moléculaires, elle n’est pas encore 

clairement établie. Cependant, les patients atteints d’une tumeur de signature proneurale ont 

une meilleure survie par rapport au type mésenchymateux qui se caractérise par une faible 

survie et une invasion/migration cellulaires élevée (Phillips et al., 2006; Colman et al., 2010). 

Toutefois, ces derniers répondraient mieux à la radio- et chimiothérapie (Chen et al., 2012). 
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Ces nouveaux profils moléculaires constituent une base de données particulièrement 

prometteuse puisqu’en l’associant aux profils génique et histologique, elle pourrait amener à 

proposer des thérapies personnalisées en fonction de chaque patient. De plus, ces classifications 

moléculaires amènent à se poser des questions sur le plan de la recherche fondamentale. En 

effet, elles font apparaitre différents sous-types qui pourraient être le reflet d’une diversité des 

cellules à l’origine des GB.  

 

 Physiopathologie des glioblastomes 
 

 Cellules tumorales 

 Origine et hétérogénéité 

La première description de l’hétérogénéité intratumorale a été réalisée par Virchow au début 

du 19e siècle. Depuis, les progrès technologiques ont pu mettre en lumière différentes 

populations cellulaires avec des altérations génétiques et épigénétiques distinctes. L’acquisition 

et l’accumulation de mutations oncogéniques dans une cellule normale va aboutir à l’obtention 

Figure 7 : Classification moléculaire de Verhaak. 

D’après Van Meir et al., 2010. 
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d’un caractère néoplasique. Deux modèles principaux ont alors été proposés pour expliquer 

l’hétérogénéité intratumorale :  

 Le premier modèle est dit stochastique et présuppose une évolution clonale. Ainsi, des 

mutations stochastiques apparaissent dans les cellules néoplasiques. Ce modèle repose sur 

l’acquisition d’altérations génétiques et épigénétiques au sein d’une cellule, quel que soit son 

stade de différenciation cellulaire. La pression de sélection provenant du microenvironnement 

ou des thérapies conférerait un avantage sélectif à la cellule d’origine, et la conduirait à produire 

un clone cellulaire. De ce fait, toutes les cellules tumorales issues de ce clone auraient un 

potentiel tumorigène similaire (Nowell, 1976). 

 Le deuxième modèle est celui qui est privilégié actuellement. Il est appelé modèle 

hiérarchique et s’appuie sur l’existence d’une cellule unique ayant des capacités naturelles 

d’auto-renouvellement, de différenciation et de prolifération et au sein de laquelle surviendrait 

une série de mutations. Elle serait à l’origine à la fois d’un contingent tumoral minoritaire 

constitué de cellules souches cancéreuses (CSC) favorisant l’hétérogénéité intratumorale grâce 

à ses capacités de différenciation.  

 Récemment un troisième modèle dit « du Big Bang » a été proposé (Sottoriva et al., 2015). 

Celui-ci suggère une organisation hiérarchique avec l’existence de différentes sous-populations 

clonales. Ces clones, en plus des mutations communes héritées de la cellule originelle 

transformée/néoplasique, présenteraient des mutations et altérations partagées et/ou uniques. 

Ces dernières apparaitraient de manière silencieuse et permissive au cours des réplications, 

s’accumuleraient et finiraient par s’exprimer à un instant T donné variable selon les clones. Ce 

modèle permet de justifier l’existence de plusieurs sous-groupes moléculaires définis par la 

classification de Verhaak (cf. page 26) coexistant au sein d’une même tumeur. Il justifie 

également les variations de réponse aux traitements observées chez les patients, non pas par 

l’existence d’un clone cellulaire résistant, mais par la présence d’une population hétérogène de 

clones possédant différentes altérations génétiques leur conférant cette résistance aux 

traitements (Sottoriva et al., 2013).  

 Il a été également proposé que l’hétérogénéité intratumorale des GB impliquerait également 

son environnement. Des modifications épigénétiques interviendraient suite à des stimuli 

environnementaux, aboutissant à des cellules à caractère tumoral et résistantes à des facteurs 

externes tels que les traitements (Inda et al., 2014). 
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 Cellules souches de glioblastome 

Dans le cas des GB, l’identité de la cellule à l’origine de la carcinogenèse est encore non 

élucidée. En effet, la cellule d’origine pourrait être un astrocyte, un progéniteur glial ou une 

cellule souche neurale. Jusqu’à la découverte des cellules souches neurales (CSN), le postulat 

était que les astrocytomes provenaient d’astrocytes qui se dédifférenciaient vers un état de 

progéniteur immature. Cette hypothèse est désormais de plus en plus controversée et des 

travaux plus récents suggèrent que des CSN seraient à l’origine de la gliomagenèse (Figure 8) 

(Hadjipanayis & Van Meir, 2009). 

 

Depuis les années 2000, plusieurs équipes ont réussi à isoler et cultiver des cellules souches 

de GB (CSG) à partir de tumeurs gliales corticales, de médulloblastome ou de GB pédiatrique 

et adulte (Ignatova et al., 2002; Singh et al., 2003; Galli et al., 2004; Yuan et al., 2004). Ces 

travaux ont permis de mettre en évidence le pouvoir tumorigène des CSG et à identifier des 

marqueurs de surface discriminants, tels que CD133, A2B5, CD15 et CD44, des protéines 

intracellulaires comme la nestine ainsi que les facteurs de transcription SOX2, OLIG2, BMI1 

et ASCL1 (Lathia et al., 2015; Rennert et al., 2016). Toutefois, des travaux récents suggèrent 

que les CSG sont également une population hétérogène de cellules, soulignant l’importance de 

conjuguer plusieurs marqueurs afin d’isoler ces cellules (Rennert et al., 2016).  

 

Figure 8 : Différenciation normale des cellules souches neurales et hypothèse de l’origine des glioblastomes. 
 

CSG, cellules souches de glioblastomes ; CSN, cellule souche neurale ; GB, glioblastome.  
D’après Hadjipanayis & Van Meir 2009. 
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 Niches et cellules souches de glioblastome 

À l’instar des CSN, les CSG sont regroupées dans des niches spécialisées qui fournissent 

des signaux indispensables au maintien de leur phénotype souche et à leur capacité tumorigène 

(Figure 9). La découverte de ces microenvironnements particuliers a complexifié l’étude des 

CSG, que ce soit tant sur leur rôle au sein de la tumeur que sur leur régulation. Ainsi, trois 

niches ont été décrites dans les GB (niche périvasculaire / hypoxique / invasive), avec des 

composants majeurs et récurrents comme la vascularisation, la présence de cellules 

immunitaires, neuronales, gliales et tumorales (Hambardzumyan & Bergers, 2015). De plus, les 

phénomènes hypoxiques et nécrotiques sont déterminants pour assurer le maintien de l’intégrité 

de ces niches.  

 

 La niche périvasculaire  

Les niches périvasculaires sont le premier type de niche à avoir été décrit par Calabrese et 

ses collaborateurs (Calabrese et al., 2007). Ces auteurs ont démontré que les capacités 

tumorigène et d’auto-renouvellement des CSG sont étroitement dépendantes des capillaires 

tumoraux et émettent donc l’hypothèse que la microvasculature tumorale, via la sécrétion de 

facteurs, génère des microenvironnements spécifiques responsables de la formation et de la 

maintenance des CSG. Des études ultérieures ont ainsi pu identifier des facteurs sécrétés 

(comme le Vascular Endothelial Growth Factor ou VEGF) agissant à distance ou des molécules 

« de contact » cellule-cellule (comme les intégrines) ou cellule-matrice extracellulaire (MEC) 

comme étant capable de maintenir ces niches périvasculaires. Ainsi, les cellules endothéliales 

sont capables de moduler la voie Notch ou l’oxyde nitrique (NO), et de favoriser l’auto-

renouvellement des CSG. 

 La niche hypoxique 

Comme pour les CSN, la déprivation en oxygène semble être un régulateur important de la 

survie cellulaire des CSG et surtout du maintien de leur caractère souche (Soeda et al., 2009; 

Seidel et al., 2010). Les niches hypoxiques contribuent donc à la progression tumorale via 

notamment la stabilisation du facteur HIF-1α qui permet l’expression de gènes favorisant 

l’angiogenèse, l’invasion et la survie. Ces niches se localisent aux abords des zones nécrotiques, 

au niveau des régions pseudopalissades où l’oxygénation est juste suffisante pour permettre la 

survie des cellules (Seidel et al., 2010). La mise en place de l’hypoxie est fortement dépendante 
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de l’état altéré/défectueux de la microvascularisation suggérant une relation étroite entre les 

niches périvasculaires et les niches hypoxiques. 

 La niche invasive 

L’hypoxie sévère, voire l’anoxie, au niveau des zones nécrotiques provoque la migration 

des cellules tumorales et plus particulièrement des cellules arborant un phénotype CSG 

(Hambardzumyan & Bergers, 2015). Celles-ci vont envahir le parenchyme environnant en 

s’appuyant sur le réseau vasculaire préexistant (Figure 9) et utilisera des mécanismes 

moléculaires et cellulaires similaires à ceux décrits ci-dessous pour les cellules différenciées. 

Les propriétés invasives favoriseraient l’agressivité des cellules tumorales, la dissémination des 

CSG, et semblent également liées aux niches hypoxiques et périvasculaires. Il pourrait être 

proposé qu’une seule et même niche assurerait différentes fonctions selon les besoins. 

 

 Infiltration et invasion 

Contrairement aux tumeurs périphériques qui peuvent métastaser vers des organes distants 

via les systèmes lymphatique et sanguin, les GB ne métastasent que très rarement en dehors du 

SNC. Cependant, une des caractéristiques majeures de ces derniers est leur habilité à envahir le 

parenchyme cérébral, allant même jusqu’à atteindre l’hémisphère contralatéral. Cette invasion 

de cellules tumorales isolées dans le tissu cérébral sain contribue à leur échappement aux 

thérapies et serait en partie responsable de la récidive systématique des GB.  

Figure 9 : Composants cellulaires des niches périvasculaire, hypoxique et invasive dans les glioblastomes. 

D’après Hambardzumyan & Bergers 2015. 
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Pour envahir le tissu environnant, les cellules doivent à la fois dégrader les composants de 

la MEC mais aussi s’en servir comme point d’ancrage. Les principales molécules formant la 

MEC sont l'acide hyaluronique, la ténascine, et lecticans, les collagènes I et IV, la laminine, la 

fibronectine et la vitronectine (Ferrer et al., 2018). De façon à pénétrer le parenchyme, il a été 

démontré que les cellules de GB sont capables de modifier et réorganiser la MEC, notamment 

en sécrétant un grand nombre de protéases (Ferrer et al., 2018). Afin de renforcer ces effets, les 

cellules de GB peuvent également recruter les cellules présentes dans leur microenvironnement, 

telles que les cellules microgliales, les astrocytes et les cellules endothéliales qui sécrètent 

également des protéases. 

 

Séquentiellement le processus d’invasion se déroule selon le schéma suivant (Figure 10) 

(Alfonso et al., 2017) : 

 Détachement de cellules invasives (Figure 10 (1)) de la masse tumorale avec la 

déstabilisation et la désorganisation des jonctions cadhérines dépendantes qui s’accompagne 

d’une diminution de l’expression de la connexine 43 (jonctions communicantes). Ces 

événements permettent une dédifférenciation des cellules tumorales. Celles-ci vont passer d’un 

état dit « polarisé » à un phénotype mésenchymateux où la perte de jonctions intercellulaires 

est associée à des capacités de migration et d’invasion. Ce processus réversible est appelé 

transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) (Guarino et al., 2007; Mani et al., 2008; Polyak 

& Weinberg, 2009). Un des marqueurs de la TEM est la perte d’expression de l’E-cadhérine au 

profit de l’expression de la N-cadhérine permettant la perte de contact cellule-cellule (Kahlert 

et al., 2013). Cependant, il a été montré que la majorité des GB n’expriment pas la E-cadhérine 

et que la transition mésenchymateuse se produirait de façon indépendante de la conversion de 

la E-cadhérine en N-cadhérine : on parle alors de « TEM-like » (Kahlert et al., 2013). La TEM 

est régulée par des facteurs de transcription qui servent également de marqueur de cette 

transition, comme TWIST1, ZEB (ZEB1 et ZEB2) et SNAIL (SNAIL1 et SNAIL2). Ces 

facteurs sont connus pour participer au remodelage du cytosquelette et à la perte d’adhésion 

cellulaire. Enfin, la TEM peut être favorisée par certains facteurs environnementaux comme 

l’hypoxie (Guarino et al., 2007). 

 Adhésion à la MEC (Figure 10 (2)) via les intégrines en particulier les intégrine αv 3 et αv 5 

qui interagissent avec les protéines de la MEC comme la fibronectine ou la vibronectine. 

 Dégradation de la MEC par des enzymes protéolytiques (Figure 10 (3)) afin de créer un 

espace intracellulaire où les cellules peuvent migrer. Les protéases impliquées dans ces 
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mécanismes incluent les MMPs (matrix metalloproteinases), les ADAM (A disintegrin and 

metalloproteinase), les activateurs du plasminogène (uPa, urokinase-type plasminogen 

activator) et les protéases à cystéines (cathépsine B). De nombreuses études ont mis en évidence 

que les MMP majoritairement impliquées dans l’invasion des GB sont les gélatinases MMP-2 

et MMP-9 (Wild-Bode et al., 2001; Bellail et al., 2004).  

 Motilité cellulaire (Figure 10 (4)) qui est similaire à la migration des cellules progénitrices 

neurales avec l’extension de processus cytoplasmiques suivie d’une « impulsion » du corps 

cellulaire. L’interaction des intégrines avec les composants de la MEC va permettre le 

remodelage du cytosquelette et favorise la « locomotion » des cellules tumorales. La FAK (focal 

adhesion kinase), protéine importante dans la transmission du signal relayée par les intégrines 

et l’EGFR, permet l’activation des points d’adhésion focaux.  

 

Outre les intégrines et les MMPs, de nombreux facteurs jouent également un rôle dans 

l’invasion des cellules, notamment les chimiokines et plus particulièrement le couple 

chimiokine/récepteur CXCL12/CXCR4. L’hypoxie intervient également en favorisant au 

niveau des cellules tumorales, la production du récepteur CXCR4, ce qui stimule la migration 

des cellules en dehors de ces zones hypoxiques et contribuerait ainsi à l’envahissement des 

structures cérébrales voisines (Sciumè et al., 2010). 

Par ailleurs, la grande majorité de cellules de GB suivent les vaisseaux sanguins pour 

envahir le parenchyme cérébral sain avoisinant. En conséquence, cela provoque une altération 

de la BHE, notamment en déplaçant les pieds astrocytaires qui entraine, à terme, la perte des 

jonctions serrées et la dégradation de la lame basale périvasculaire. De manière générale, les 

cellules tumorales vont migrer préférentiellement le long des fibres de la substance blanche, 

des vaisseaux, de l’espace sous-piale et autour des noyaux de la substance grise (Figure 11), 

cela étant dû à l’absence d’acide hyaluronique dans la MEC (Louis, 2006). 

 

Figure 10 : Processus d’invasion des cellules de glioblastome dans le tissu cérébral sain. 
L’invasion tumorale s’effectue en 4 grandes étapes : (1) la cellule invasive se détache de la masse tumorale, (2) 
adhésion à la matrice extracellulaire, (3) dégradation de la matrice extracellulaire et (4) migration cellulaire. 
D’après Alfonso et al., 2017. 
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 Métabolisme des cellules tumorales 

Le métabolisme des cellules tumorales diffère des cellules saines. Dans des conditions non-

pathologiques, les cellules produisent de l’énergie en utilisant la phosphorylation oxydative en 

présence d’oxygène. Dans ces conditions, le pyruvate produit par la glycolyse est pris en charge 

au niveau du cycle de Krebs, puis est métabolisé dans la mitochondrie pour produire l’ATP 

(adénosine tri-phosphate). Ce processus aérobie aboutit in fine à la production de 36 molécules 

d’ATP. En absence d’oxygène, la phosphorylation oxydative ne peut fonctionner et le pyruvate 

présent dans le cytoplasme empruntera alors la voie de la fermentation lactique, aboutissant à 

un rendement énergétique moindre puisque seules 2 molécules d’ATP sont produites. Cette 

voie métabolique est dénommée la glycolyse anaérobie ou « effet Pasteur ». 

Paradoxalement, les cellules tumorales, afin de répondre à leurs besoins en énergie ainsi 

qu’à leur besoin en biomasse nécessaire à leur division accrue, puisent leur énergie à travers la 

fermentation lactique, et ce même en présence d’oxygène et de mitochondries fonctionnelles. 

Ce phénomène dénommé « glycolyse aérobie » porte également le nom « effet Warburg » car 

observé dans les années 1950 par Otto Warburg. Les cellules tumorales compensent le mauvais 

rendement énergétique de la fermentation lactique en augmentant considérablement l'entrée de 

glucose dans la cellule. (Figure 12). 

 

 

 

Figure 11 : Les différentes voies de migration des cellules tumorales.  

Les cellules tumorales migrent préférentiellement le long des axones (substance blanche), autour des noyaux 
neuronaux (substance grise), mais également le long des vaisseaux et de la surface sous-piale. 
D’après Louis et al., 2006. 
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 Microenvironnement tumoral 

Depuis une quinzaine d’années, de nombreuses études ont mis en évidence que le 

développement néoplasique n’est pas seulement imputable à l’accumulation d’anomalies 

intrinsèques. En effet, le microenvironnement, qui se définit comme un ensemble cellulaire, 

moléculaire et mécanique entourant les cellules tumorales, joue un rôle majeur dans la 

progression tumorale (Swartz et al., 2012). Le microenvironnement tumoral est un système 

complexe et dynamique qui inclue les vaisseaux sanguins, les cellules immunitaires, les 

fibroblastes, les composants de la MEC et les voies de signalisation (Broekman et al., 2018) 

(Figure 13). Ces dernières se composent de différents types de jonctions, de facteurs sécrétés 

comme les hormones, les facteurs de croissance ou les chimiokines. La tumeur et le 

microenvironnement sont étroitement liés et en constante interaction. Ils s’influençent l’un et 

l’autre, par le biais de signaux extracellulaires, pour promouvoir l’angiogenèse et la tolérance 

immunitaire d’une part, et pour affecter la croissance et l’évolution des cellules cancéreuses 

d’autre part. Nous allons décrire dans ce document les principaux acteurs cellulaires et les 

propriétés physicochimiques du microenvironnement tumoral. 

 

 

 

Figure 12 : Représentation des différences entre la phosphorylation oxydative, la glycolyse anaérobie et la 

glycolyse aérobie. 

ATP, adénosine triphosphate; CO2, dioxyde de carbone; mol, molécule; O2, dioxygène.  
D’après Louis et al., 2006. 
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 Cellules du tissu sain cérébral 

Ce n’est que très récemment que des études ont démontré le rôle des cellules du tissu sain 

cérébral dans la croissance et l’invasion des GB, rôle qui peut être attribué tant aux neurones 

qu’aux cellules gliales. Des travaux ont en effet montré que l’activité neuronale favorise la 

prolifération des cellules de GB notamment par le biais du glutamate. Ce neurotransmetteur 

sécrété par les neurones mais également par les cellules de GB, potentialise la croissance 

tumorale (Takano et al., 2001; Blecic et al., 2013). Une étude sur des cellules provenant d’un 

GB pédiatrique a également montré que la neuroligine-3, une protéine qui intervient dans la 

plasticité cérébrale, stimule la prolifération cellulaire des GB (Venkatesh et al., 2015). Par 

ailleurs, les astrocytes ont également un effet pro-tumoral grâce à l’augmentation de 

l’expression des MMPs, favorisant ainsi la dégradation de la MEC et contribue alors à 

l’invasion des cellules de GB (Le et al., 2003). 

 

 Compartiment vasculaire 

 Altération de la barrière hémato-encéphalique 

La progression tumorale s’accompagne de modifications des vaisseaux sanguins et d’une 

l’altération de l’intégrité de la BHE. Cette dernière est formée de cellules endothéliales, des 

Figure 13 : Représentation du microenvironnement tumoral des glioblastomes. 
Le microenvironnement tumoral se compose de différentes composantes (vaisseaux sanguins et matrice 
extracellulaire), d’acteurs résidents (oligodendrocytes, microglie, neurones et astrocytes) et infiltrants 
(neutrophiles, monocytes/macrophages, mastocytes et lymphocytes T). 
D’après Broekman et al., 2018.  
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pieds astrocytaires, d’une lame basale et de péricytes. La BHE comporte un endothélium 

continu avec des jonctions serrées et une absence de fenestration, assurant ainsi une faible 

perméabilité, ce qui protège le cerveau des pathogènes, des toxines ou des hormones circulant 

dans les vaisseaux sanguins. Cette faible perméabilité implique la nécessité d’avoir de 

nombreux transporteurs spécifiques, comme GLUT1 pour le glucose ou LAT1 pour les acides 

aminés, afin d’apporter au parenchyme cérébral les nutriments essentiels à son métabolisme 

énergétique (Begley, 2004). 

Dans les GB, l’angiogenèse tumorale induit des changements structuraux et fonctionnels de 

la BHE. De ce fait, la BHE sera altérée notamment à cause de l’ouverture des jonctions serrées 

par la perte de l’expression de la claudine 3 et de l’occludine, une fenestration des capillaires, 

une augmentation de la pinocytose et la perte de contact des pieds astrocytaires avec les 

vaisseaux (Wolburg & Lippoldt, 2002). La sécrétion de VEGF par les cellules tumorales et 

d’enzymes protéolytiques par les macrophages vont également augmenter la perméabilité 

endothéliale (Kaal & Vecht, 2004; Weiss et al., 2009).  

L’augmentation de la perméabilité des vaisseaux est à l’origine de la formation d’œdèmes 

cérébraux vasogéniques péri-tumoraux (Papadopoulos et al., 2004; Stummer, 2007). La 

conséquence principale de cet œdème est l’hypertension intracrânienne, un des signes cliniques 

menant au diagnostic du GB. Paradoxalement, le dysfonctionnement de la BHE peut être 

considéré comme un atout puisqu’il favorise l’accès des agents chimiothérapeutiques à la 

tumeur.  

 

 Angiogenèse tumorale 

Dès les années 1971, Folkman avait mis en évidence que la croissance tumorale est 

dépendante de l’angiogenèse et que cette dernière est positivement corrélée avec l’agressivité, 

la malignité et la récurrence tumorale (Folkman, 1971). En effet, des tumeurs implantées dans 

des organes isolés et perfusés présentent une croissance anormale et une taille finale de quelques 

millimètres. En revanche, ces mêmes tumeurs réimplantées chez la souris, grâce à leur perfusion 

par le réseau vasculaire murin, se développent rapidement et entraînent la mort de l’animal. Ce 

concept de « dépendance angiogénique des tumeurs solides » est d’autant plus important que 

les cellules de GB nécessitent un apport en oxygène et en nutriments par les vaisseaux pour 

assurer leur survie. La diffusion de l’O2 dans les tissus est limitée, les cellules tumorales doivent 

donc se situer à une distance maximale de 100 µm des vaisseaux (Carmeliet & Jain, 2000) 

(Figure 14). 
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Le GB est une tumeur fortement vascularisée, caractérisée par une prolifération importante 

des cellules endothéliales constituant un facteur de mauvais pronostic (Sharma et al., 2006; 

Chen et al., 2015). La microvascularisation tumorale est en constant remaniement avec des 

phénomènes très dynamiques de co-option vasculaire, de régression, puis de formation de 

nouveaux vaisseaux, de régression etc. Ces phénomènes vont favoriser la formation de 

structures caractéristiques retrouvées chez les patients. Deux phénotypes vasculaires ont été 

détaillés : le premier est dit capillaire ou classique et le second glomérulaire (Sharma et al., 

2006). Ainsi, plusieurs structures peuvent être distinguées telles que :  

 des microvaisseaux similaires à des capillaires classiques (Figure 15 A et B) ; 

 des clusters vasculaires (Figure 15 C) correspondants à une agrégation de plus de 3 

vaisseaux ; 

 des guirlandes vasculaires (Figure 15 D) composées d’une agrégation de vaisseaux en forme 

de guirlandes. Elles seraient principalement retrouvées autour des zones de nécrose ; 

 des glomérules vasculaires (Figure 15 E) définis par un amas de 3 vaisseaux ou plus 

complètement intégrés au stroma ; 

 le mimétisme vasculaire ou « vascular mimicry » (Figure 15 F et Figure 16 A) qui 

correspond à des arrangements cellules tumorales-MEC de manière à former des parois 

vasculaires et une lumière centrale. 

 

Ces observations cliniques ont amené à s’interroger sur les processus à l’origine de ces 

différentes structures vasculaires. 

Figure 14 : Distance limite de diffusion de l’oxygène conduisant à la formation de nouveaux vaisseaux 
sanguins. 

D’après Carmeliet & Jain 2000. 
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 Processus de formation des vaisseaux tumoraux 

Au cours de l’embryogenèse et dans certains rares cas physiologiques à l’âge adulte, les 

vaisseaux se forment par des phénomènes de vasculogenèse, bourgeonnement ou par 

intussusception principalement. Pour autant les processus observés en présence d’une tumeur 

sont distincts de ceux décrits précedemment (Persson & Buschmann, 2011). En effet, en 

condition tumorale les acteurs moléculaires et vasculaires sous-tendant l’angiogenèse sont 

soumis à une forte dérégulation de leur expression. De ce fait, de nouveaux mécanismes 

d’angiogenèse sont sollicités tels que la co-option de vaisseaux préexistants, le mimétisme 

vasculaire ou encore la trans-différenciation (Takano, 2012; Jain & Carmeliet, 2012; Hardee & 

Zagzag, 2012) (Figure 17). 

Figure 15 : Mise en évidence des structures vasculaires issues de l’angiogenèse tumorale. 
Marquage des cellules progénitrices hématopoïétiques (CD34 en marron) et des polysaccharides (PAS en rouge). 
Barre d’échelle (A-C, E, F) = 100 µm ; (D) = 200 µm.  
D’après Chen et al., 2015. 

Figure 16 : Mise en évidence de mimétisme vasculaire dans un glioblastome humain et impact sur la survie 

des patients. 

A. Marquage des cellules progénitrices hématopoïetiques (CD34 en marron) et des polysaccharides (PAS en 
rouge). Barre d’échelle : 50 µm. D’après El Hallani et al., 2010. 
B. Courbe de survie des patients porteurs de gliomes en fonction de la présence de mimétisme vasculaire (VM). 
D’après Liu et al., 2011. 
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Les phénomènes de trans-différenciation et de mimétisme vasculaire sont principalement 

observés dans les GB (Takano, 2012).  

Comme décrit précédemment, le mimétisme vasculaire caractérise des cellules tumorales qui 

s’organisent avec la MEC de façon à mimer la structure d’un vaisseau. Ainsi, les cellules 

formant ces structures n’expriment pas de marqueurs de cellules endothéliales (CD31, CD34), 

mais peuvent présenter des amplifications du gène de l’EGFR, une mutation courante des 

cellules de GB. Ces « vascular mimicry » semblent être connectés aux vaisseaux sanguins 

fonctionnels et, bien que perméables, permettraient d’augmenter l’apport en nutriments à la 

tumeur. Il est cependant clairement admis que les néovaisseaux formés présentent des structures 

et des fonctionnalités altérées (Baluk et al., 2005). En outre, la détection de ces structures sur 

des biopsies de GB permet de les corréler à un mauvais pronostic des patients (Figure 16 B) 

(Liu et al., 2011; El Hallani et al., 2010). 

Le concept récent de trans-différenciation des cellules de GB « stem cell-like » suppose que 

les CSG soient capables de se trans-différencier en cellules endothéliales. Ce concept, basé sur 

l’observation de marqueurs CD133, CD34 et d’autres marqueurs tumorigènes au niveau des 

vaisseaux, est assez controversé puisqu’il n’a été que très rarement observé chez le patient 

(Rodriguez et al., 2012). 

 

Figure 17 : Modes de formation des vaisseaux sanguins en conditions physiologiques et pathologiques. 

D’après Jain & Carmeliet 2012. 
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 Caractéristiques structurales et fonctionnelles des vaisseaux 

Les vaisseaux tumoraux sont structuralement et fonctionnellement anormaux. En effet, la 

vascularisation tumorale est hautement désorganisée et présente de nombreuses anomalies qui 

en sont l’origine telles (Figure 18) (Fukumura et al., 2010) : 

 une hyperplasie des cellules endothéliales (Stewart et al., 1987; Schlageter et al., 1999) ; 

 une forte perméabilité vasculaire (Jain et al., 2007) ; 

 une diminution du nombre de péricytes en contact avec les cellules endothéliales (Benjamin 

et al., 1999) ; 

 une diminution de l’épaisseur de la lame basale (Stewart et al., 1987; Schlageter et al., 1999) ; 

 une morphologie microvasculaire avec des vaisseaux tumoraux tortueux et sinusoïdaux de 

diamètres compris entre 3 et 40 m, contre 3 à 5 µm pour les capillaires cérébraux sains. 

 

 Angiogenèse induite par l’hypoxie 

La prolifération cellulaire incontrôlée et anarchique est l'une des caractéristiques des 

tumeurs. L'augmentation rapide du nombre de cellules provoque une augmentation de la 

consommation en oxygène, or les apports en oxygène vont rapidement devenir insuffisants 

créant une zone d'hypoxie. De plus, comme décrit précédemment, la vascularisation tumorale 

est en constant remaniement aboutissant à des structures vasculaires anormales et non 

fonctionnelles dont résulte une masse tumorale avasculaire hypoxique. L’hypoxie tumorale 

représente un des facteurs environnementaux majeurs contrôlant l’angiogenèse tumorale. 

 

 Le microenvironnement hypoxique de la tumeur favorise les processus angiogéniques. En 

effet, en réponse à la stabilisation du facteur de transcription HIF-1α induite par la diminution 

Figure 18 : Imageries de la vascularisation cérébrale et tumorale. 

A. Angiographie du cerveau d’une souris porteuse d’une tumeur cérébrale (haut gauche).  
B. Acquisitions en microscopie multiphotonique de vaisseaux cérébraux normaux et tumoraux.  
D’après Fukumura et al., 2010. 
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en oxygène, les cellules tumorales sécrètent des facteurs pro-angiogéniques dont 

majoritairement le VEGF, les angiopoiétines et le PDGF (platelet-derived growth factor). Cette 

sécrétion dérégulée va engendrer un déséquilibre face aux facteurs anti-angiogéniques, 

phénomène qualifié de « switch angiogénique » (Fam et al., 2003; Döme et al., 2007). 

 

Au sein de la famille des VEGFs, le VEGF-A est le facteur angiogénique quantitativement 

le plus synthétisé au cours de la progression des GB (Hatva et al., 1995). En plus de son effet 

mitogène sur les cellules endothéliales, le VEGF-A favorise également la migration des cellules 

endothéliales, la perméabilité vasculaire et le caractère invasif, nécessaires à l'angiogenèse. Il 

est capable de diffuser au travers des tissus pour atteindre ses récepteurs spécifiques  

(VEGFR-1 et VEGFR-2) situés sur les cellules endothéliales. En réponse, ces dernières 

sécréteront des MMPs et l’activateur du plasminogène, induisant ainsi une dégradation de leur 

membrane basale. Le VEGF est un facteur important dans le processus de bourgeonnement. 

Brièvement, en réponse à une stimulation (VEGF), une cellule endothéliale dite « tip cell » va 

acquérir un phénotype migratoire. Elle sera suivie par des cellules endothéliales « stalk cells » 

selon un processus de migration collective. Les cellules endothéliales vont migrer en fonction 

du gradient des facteurs pro-angiogéniques, former une anastomose et ainsi amorcer le 

bourgeonnement du vaisseau mère (Hardee & Zagzag, 2012). Ce faisant, les cellules 

endothéliales vont former un tube qui sera stabilisé par le recrutement de péricytes et de cellules 

musculaires lisses (Welti et al., 2013). 

 

Une autre classe de facteurs angiogéniques, les angopoïétines Ang1 et Ang2, furent 

identifiées en 1996 comme les ligands physiologiques du récepteur Tie-2 mais dont l’un (Ang1) 

est agoniste et l’autre (Ang2) antagoniste (Davis et al., 1996; Maisonpierre et al., 1997). 

L’expression de ces deux Angs et de leur récepteur est particulièrement augmentée dans les 

GB, Ang1 étant exprimée par les cellules tumorales, alors que Ang2 et Tie-2 sont présents sur 

les vaisseaux de la tumeur et au niveau de sa région invasive. L’importance de ces protéines 

dans le contrôle de l’angiogenèse tumorale a été confortée par les résultats de différentes études 

précliniques ciblant la signalisation Ang/Tie-2 (Yancopoulos et al., 2000; Machein et al., 2004; 

Valable et al., 2009) (Figure 19). 
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 Angiogenèse induite par les altérations moléculaires 

Comme vu précédemment, l’hypoxie et notamment la stabilisation de HIF-1α sont des 

événements majeurs de l’angiogenèse tumorale. Toutefois, HIF-1α peut également être stabilisé 

en normoxie par le biais de mutations touchant différents gènes dont celui du PDGFR (récepteur 

au PDGF), de l’EGR, de PTEN, de p53, de RB1 ou encore VHL (von Hippel-Lindau) et 

provoquer alors une surexpression des facteurs pro-angiogéniques (Hardee & Zagzag, 2012). 

 

 Angiogenèse induite par le microenvironnement 

Outre les cellules tumorales, d’autres cellules peuvent déclencher et/ou entretenir le 

processus angiogénique via la stimulation par des facteurs de croissance ou par des cytokines. 

En effet, les cellules stromales telles que les cellules endothéliales progénitrices dérivées de la 

moelle osseuse (BMDCs pour Bone Marrow-Derived Cells), les macrophages ou encore les 

fibroblastes peuvent se différencier en cellules endothéliales ou synthétiser des facteurs pro-

angiogéniques (Schmid & Varner, 2010; Takano, 2012) (Figure 20). Ainsi, les fibroblastes, 

dénommés CAF (cancer-associated fibroblast), sont capables de migrer dans la tumeur et de 

participer à sa progression en stimulant l’angiogenèse et l’invasion des cellules de GB (Clavreul 

et al., 2014; Trylcova et al., 2015).  

De manière similaire, les cellules souches mésenchymateuses (CSM) peuvent infiltrer la 

masse tumorale et sont associées à un mauvais pronostic (Yoon et al., 2016). Enfin, les 

macrophages associés à la tumeur (TAMs pour Tumor-associated macrophages) sont 

majoritairement de phénotype « pro-tumoral » ou M2 et vont favoriser l’angiogenèse même 

s’ils sont responsables avant tout de l’immunosurveillance de la tumeur (Leblond et al., 2015).  

Figure 19 : Modèle de développement tumoral par cooptation des vaisseaux hôtes par les cellules tumorales. 

D’après Yancopoulos et al., 2000. 
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 Compartiment immunitaire/inflammatoire 

Le SNC a longtemps été considéré comme un organe « immuno-privilégié » grâce à la BHE 

qui limite les échanges entre le cerveau et le reste de l’organisme. La microglie, cellules 

immunitaires spécifiques du cerveau, assure une immunosurveillance du parenchyme. Depuis 

la découverte d’un système lymphatique cérébral (Louveau et al., 2015) et de l’extravasation 

leucocytaire (certes en condition pathologique mais en présence d’une BHE intacte), ce principe 

est aujourd’hui remis en question (Engelhardt, 2006). En effet, les GB sont des tumeurs 

fortement inflammatoires avec une colonisation massive par les cellules immunitaires (Hussain 

et al., 2006; Charles et al., 2011). On va ainsi retrouver environ 46 % de 

macrophages/microglie, 30 % de lymphocytes, environ 12 % de cellules myéloïdes 

suppressives et 10 % de cellules dendritiques (Hussain et al., 2006; Raychaudhuri et al., 2011; 

Charles et al., 2011).  

Nous ne développerons ici que la contribution des macrophages/microglie et des 

lymphocytes dans la progression tumorale. 

Figure 20 : Description des principaux acteurs responsables du processus angiogénique en condition 

pathologique. 

En réponse à la synthèse de chimiokine, les cellules stromales peuvent coloniser la tumeur selon un phénomène 

dénommé « homing ».  

D’après Schmid & Varner 2010. 
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 Les lymphocytes 

Les lymphocytes infiltrants la tumeur (ou TIL pour tumor-infiltrating lymphocytes) sont des 

lymphocytes T dont : 

 un tiers sont des lymphocytes T cytotoxiques (CD8+) exerçant une activité anti-tumorale 

envers les cellules de GB, leur nombre étant positivement corrélé à la survie des patients atteints 

de GB (Smyth et al., 2006; Yang et al., 2010; Han et al., 2014; Jouanneau et al., 2014). 

 deux tiers sont des lymphocytes T auxiliaires (CD4+) au sein desquels sont principalement 

retrouvés des lymphocytes T régulateurs (CD4+/FoxP3+), induits notamment par le TGF- , 

dont le rôle est d’inhiber les autres lymphocytes et ainsi favoriser l’échappement tumoral 

(Hussain et al., 2006; Humphries et al., 2010; Kim et al., 2012; See et al., 2015). La présence 

de ce type de lymphocyte est corrélée à un mauvais pronostic et à la récidive tumorale (Sayour 

et al., 2015). 

Les récepteurs inhibiteurs des lymphocytes T que sont PD-1 (Programmed Cell Death-1) 

et CTLA-4 (antigène-4 cytotoxique des lymphocytes T) jouent un rôle majeur dans la 

tumorigénèse. Ces récepteurs font partie des checkpoints inhibiteurs nécessaires au contrôle de 

la réponse immunitaire. En revanche, dans un contexte tumoral, la présence de ces protéines va 

permettre à la tumeur d’échapper à la réponse immunitaire. Ainsi, dans les GB, la surexpression 

du CTLA-4 par les lymphocytes T CD4 et CD8 inhibe l’activation et la prolifération des 

lymphocytes T et est inversement corrélée à la survie des patients (Huang et al., 2017). De 

même, le couple PD-1, exprimé par les lymphocytes T / PDL-1, exprimé par les cellules 

présentatrices d’antigènes, exerce une activité immunosuppressive et diminue drastiquement 

les activités cytotoxiques des lymphocytes T et la production de cytokines inflammatoires. 

L’expression de PDL-1 est également associée à un mauvais pronostic dans les GB (Kim et al., 

2017).  

 

 Microglie et macrophages 

Les macrophages/microglie sont les cellules immunitaires les plus abondantes retrouvées 

au niveau des GB (Figure 21 A) (Graeber et al., 2002; da Fonseca & Badie, 2013). La microglie 

correspond aux macrophages résidents du SNC alors que les macrophages proviennent des 

monocytes recrutés au niveau sanguin (Franklin & Li, 2016). 
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Les cellules microgliales proviennent de l’hématopoïèse au cours du développement 

embryonnaire, colonisent le SNC et sont capables de proliférer en cas d’atteinte du parenchyme 

cérébral (Ginhoux & Prinz, 2015). En condition pathologique, la microglie va être stimulée par 

la sécrétion de différentes molécules, telles que les cytokines (Michell-Robinson et al., 2015). 

La microglie peut présenter deux phénotypes différents nommés mi1 et mi2. Le phénotype 

microglial mi1 ou « cellule sentinelle » est impliqué dans la lutte contre les pathogènes alors 

que le phénotype mi2 a un rôle de réparation tissulaire et de remodelage (Hanisch, 2002; Li & 

Graeber, 2012). Au niveau des GB, la microglie est recrutée par la synthèse de chimiokines et 

de cytokines par la tumeur elle-même (Graeber et al., 2002; Ku et al., 2013). Cependant, les 

cellules microgliales seraient maintenues dans un état de repos et ne phagocyteraient pas les 

cellules tumorales à cause de la forte synthèse de ces dernières de  

TGF-  (Graeber et al., 2002; Zhai et al., 2011). De plus, plusieurs études ont montré que la 

microglie pouvait promouvoir la prolifération cellulaire des cellules de GB malgré le fait qu’elle 

acquiert difficilement un phénotype mi2 (Durafourt et al., 2012). 

 

Les macrophages sont des cellules hématopoïétiques douées d’une certaine plasticité 

cellulaire, leur permettant de répondre rapidement aux changements environnementaux et de se 

polariser. La polarisation est un processus par lequel les macrophages M0 acquièrent un 

phénotype actif spécialisé en fonction de l’environnement. Deux grands phénotypes sont 

associés à la polarisation des macrophages, les macrophages M1 et les macrophages M2 qui 

ont des effets opposés sur la progression tumorale (Mosser & Edwards, 2008; Mantovani et al., 

2013). Ainsi, le phénotype M1 est considéré comme anti-tumoral grâce notamment aux 

activités phagocytiques des cellules, alors que le phénotype M2 est considéré comme pro-

tumoral en favorisant la prolifération et l’invasion cellulaire, l’angiogenèse et 

l’immunosuppression (Hussain et al., 2006; Bloch et al., 2012; Carvalho da Fonseca et al., 

2014). Enfin, des données cliniques suggèrent que les macrophages M2 sont de mauvais 

pronostic à l’inverse des macrophages M1 (Figure 21 B et C) (Komohara et al., 2008; Prosniak 

et al., 2013; Zeiner et al., 2015). 
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 Propriétés physico-chimiques du microenvironnement 

 La pression interstitielle 

L’altération de la microvascularisation et de la BHE va provoquer des épanchements de 

plasma dans le parenchyme cérébral, ce qui augmente la pression interstitielle au niveau des 

tissus et conduit alors à des phénomènes œdémateux. Ainsi, il va y avoir une différence de 

pression interstitielle entre le cœur tumoral et le tissu sain. Une étude de 2011 a démontré in 

vitro que les cellules de GB se polarisent et migrent en suivant la direction d’un fluide mimant 

des mouvements de convection (Qazi et al., 2011). 

 

 L’acidose 

Du métabolisme élevé des cellules tumorales résulte la production d’ions hydrogène (H+), 

d’acide lactique et d’acide carbonique. Un pH intracellulaire acide aboutit à l’apoptose des 

cellules (Lagadic-Gossmann et al., 2004). Ainsi, pour assurer un pH intracellulaire neutre 

(environ 7,4), ces composés vont être transportés dans l’espace extracellulaire via des 

échangeurs Na+/H+, des échangeurs d’anions (Cl-/HCO3
-) et par des récepteurs comme les 

Figure 21 : Immunodétection des macrophages sur biopises de patients et impact des phénotypes M1 et M2 

sur la survie des patients souffrant de glioblastome. 

A. Immunomarquage sur des biopsies de patients atteints d’astrocytome de grade II (AII), de grade III (AIII) ou 
de glioblastome (GB). CD68+/CD14- : microglie ; CD68+/CD14+ : macrophages ; CD163 : macrophages M2. 
B. Courbes de survie des patients atteints de GB en fonction de la forte ou faible présence de beaucoup ou peu 
de macrophages M2. Les lignes en pointillées soulignent la médiane de survie pour les deux groupes de patients. 
C. Courbes de survie des patients atteints de GB en fonction de la forte ou faible présence de beaucoup ou peu 
de macrophages M1. Les lignes en pointillées soulignent la médiane de survie pour les deux groupes de patients. 
D’après Prosniak et al., 2013 et Zeiner et al., 2015.  
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MCTs et CAIX (Figure 22) (Miranda-Gonçalves et al., 2016). Une fois dans le milieu 

extracellulaire, les différents ions et métabolites sont pris en charge par le réseau vasculaire. Or, 

dans les GB, de nombreuses altérations des vaisseaux sont présentes ce qui contribue à 

l’acidification du milieu extracellulaire avec des valeurs de pH oscillant entre 6,5 et 7,2 (Coman 

et al., 2016). Les récepteurs MCT1/4 ainsi que CAIX sont surexprimés dans les GB en réponse 

à l’hypoxie, et plusieurs études ont montré que la surexpression de ces récepteurs est associée 

à une diminution de la survie cellulaire et à un phénotype agressif (McIntyre et al., 2012; 

Proescholdt et al., 2012). L’acidification du milieu va favoriser la prolifération cellulaire, 

l’immunosuppression, l’invasion, l’angiogenèse et la réponse aux chimiothérapies (Vaupel 

2010; Reichert et al., 2002). Ainsi dans les gliomes, l’acidose va induire l’expression du VEGF 

via les voies ERK/MAPK, ce qui in fine, augmente l’angiogenèse (Xu et al., 2002). L’étude de 

Hjelmeland suggère que l’exposition à des valeurs faibles de pH privilégie le caractère malin 

des cellules, favorisant ainsi un phénotype souche (Hjelmeland et al., 2011). Enfin, 

l’acidification du milieu extracellulaire permet également l’invasion des cellules tumorales en 

activant les protéases responsables de la digestion de la MEC (Harris, 2002). 

 

 

 

Figure 22 : Représentation des voies impliquées dans la régulation du pH intra- et extracellulaire. 

CAIX : anhydrase carbonique IX ; GLUT : transporteur du glucose ; H+ : proton ; HCO3- : bicarbonate ; LDH-
A : lactate déshydrogénase A ; MCT : transporteur de monocarboxylate ; TCA cycle : cycle de Krebs.  
D’après Miranda-Gonçalves et al., 2015. 
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 L’hypoxie 

 Définition 

L’hypoxie correspond à une inadéquation entre l’apport et la consommation d’oxygène 

(O2). Cette inadéquation peut être causée par le métabolisme accru des cellules, leur 

prolifération rapide, et donc leur éloignement des vaisseaux, une pression interstitielle élevée, 

ou encore par une mauvaise perfusion des vaisseaux sanguins.  

La pression partielle en O2 (pO2) varie selon les tissus. Elle est d’environ 160 mmHg dans 

l’atmosphère, passe à 100 mmHg dans le sang artériel pour finalement n’être que de 40 mmHg 

dans le cerveau. Différents termes sont utilisés afin de décrire ces variations de niveaux 

d’oxygène (Tableau 2) (Koh & Powis, 2012). Ainsi, la condition normoxie correspond à la 

valeur de pO2 atmosphérique de 160 mmHg ce qui correspond à 21 % d’O2 de l’air total. La 

physioxie correspond aux valeurs de pO2 en situation physiologique au niveau tissulaire. Elle 

varie selon les organes mais se situe entre 15 et 68 mmHg ce qui correspond à une teneur en O2 

de 2-9 %. En deçà de ces valeurs, on parle d’hypoxie. Elle peut être modérée, de 8 à 38 mmHg 

(1-5 % d’O2) ou sévère, < à 8 mmHg (<1 % d’O2), et enfin, on parle d’anoxie en la quasi-

absence d’O2. 

 

Dans le tissu cérébral sain la pO2 varie entre 30 et 40 mmHg (soit environ 5 % d’O2). Au 

niveau des GB une pO2 moyenne de 7,2 mmHg a été mesurée chez les patients, avec chez 

certains, une pO2 intratumorale inférieure à 1 mmHg (Rampling et al., 1994). Par ailleurs, au 

sein de la tumeur, l’hypoxie se met en place de manière progressive. Au début du 

développement tumoral les cellules sont en physioxie, puis au cours de sa croissance un gradient 

d’O2 va se mettre en place pouvant donner lieu à l’apparition d’une nécrose centrale (Figure 

23) (Kempf et al., 2015). 

Tableau 2 : Définition des niveaux d’oxygénation. 

D’après Koh & Powis 2012. 
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Par leurs origines et durées, trois types d’hypoxie sont définies (Figure 24)  

(Yeom et al., 2012) :  

 L’hypoxie aigue est causée par un apport d’O2 transitoire imputable à des anomalies 

anatomique et fonctionnelle de la vascularisation tumorale. Les vaisseaux sont momentanément 

perfusés et occlus provoquant des phénomènes hypoxiques cycliques (Dewhirst, 2007).  

 L’hypoxie chronique se met en place graduellement en fonction du développement de la 

tumeur et de l’éloignement des cellules des vaisseaux. La diffusion de l’O2 dans les tissus est 

limitée à 100 µm, au-delà va se développer de l’anoxie et des plages nécrotiques. L’hypoxie 

chronique en tant que telle est retrouvée à 70-100 µm des vaisseaux où l’apport en O2 est juste 

suffisant à la survie des cellules. 

 L’hypoxie anémique est provoquée par la diminution de la capacité du sang à acheminer l’O2. 

Elle peut être causée directement par la tumeur ou par les thérapies administrées. 

Figure 23 : Mise en place du gradient d’oxygène au cours de la croissance tumorale par analyse in silico. 

D’après Kempf et al., 2015. 

 

Figure 24 : Illustration des niveaux d’oxygénation dans la tumeur en fonction de la distance et de la 

fonctionnalité des vaisseaux. 

D’après Yeom et al., 2012. 
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 Hypoxie dans les glioblastomes 

En clinique, l’hypoxie est détectée de manière non-invasive notamment grâce à des 

imageries par Tomographie par émission de positons (TEP). Ainsi, plusieurs radiotraceurs ont 

été développés pour la détection de l’hypoxie, tels que des dérivés nitro-imidazolés comme le 

[18F]-FMISO (Figure 25). Des études récentes ont démontré que le [18F]-FMISO pouvait 

permettre de discriminer les gliomes de grade III des GB, suggérant que son utilisation serait 

pertinente pour le diagnostic des GB (Kawai et al., 2014; Bekaert et al., 2017). 

 

 
L’hypoxie est un facteur de mauvais pronostic  
 

L’hypoxie est une des caractéristiques majeures des GB avec néanmoins des différences 

inter-patients en termes d’hétérogénéité régionales et de valeurs d’oxygénation et plusieurs 

études ont montré que l’hypoxie est un facteur de mauvais pronostic dans les GB (Evans et al., 

2010). Ainsi, il a pu être mis en évidence que les patients présentant des hypoxies sévères 

avaient un temps de survie sans progression plus faible que les patients présentant de faibles 

hypoxies (Spence et al., 2008) (Figure 26 A). De plus, d’autres études suggèrent que des gros 

volumes d’hypoxie ainsi que des fortes intensités des marqueurs hypoxiques sont corrélés avec 

un mauvais pronostic et des faibles survies sans progression (Spence et al., 2008; Kawai et al., 

2014) (Figure 26 B). 

 

 

 

Figure 25 : Détection des régions hypoxiques par imagerie TEP [18F]-FMISO chez un patient souffrant de 

glioblastome. 

A. Imagerie pondérée en T1 après injection d’un agent de contraste (chélate de gadolinium).  
B. Mise en évidence des zones hypoxiques pat imagerie TEP [18F]-FMISO.  
Adapté de Bekaert et al., 2017. 

A.  B.  
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En réponse à ces variations de disponibilité de l’O2, les cellules vont s’adapter et mettre en 

place des mécanismes moléculaires relayés notamment par les facteurs HIFs. Ces mécanismes 

vont favoriser la survie et la progression tumorale, ainsi que la résistance aux traitements 

conventionnels. Les mécanismes moléculaires induits par l’hypoxie via les activations des 

facteurs de transcription HIFs seront détaillés dans le chapitre IV (cf. page 66).  

 

 Prise en charge thérapeutique 
 

 Les traitements conventionnels et leurs limites 

À l’heure actuelle, le traitement conventionnel pour les GB nouvellement diagnostiqués 

repose sur un protocole standardisé associant la chirurgie à une radio- et chimiothérapie. 

 

 La chirurgie 

La première étape de la prise en charge thérapeutique est la chirurgie. L’exérèse est 

dépendante de la localisation de la tumeur et peut s’avérer délicate. En effet, si la tumeur se 

situe dans des zones fonctionnelles et/ou difficilement accessibles, seule une biopsie sera 

effectuée. Pourtant, la survie des patients dépend de la résection et une exérèse totale est de 

meilleure pronostic qu’une exérèse partielle (Lacroix et al., 2001). Cependant, le caractère 

invasif des GB rend l’exérèse totale très difficile, exposant ainsi les patients à une récidive 

tumorale. C’est pourquoi la chirurgie peut être guidée par l’administration d’acide  

Figure 26 : Courbes de survies des patients en fonction de l’intensité et du volume hypoxique. 
A. Survie des patients en fonction d’une hypoxie faible (HF) ou forte (HS).  
B. Survie des patients en fonction d’un petit volume (PV) ou d’un grand volume hypoxique (GV). 
D’après Kawai et al., 2014. 
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5-aminolévulinique qui va s’accumuler dans le tissu présentant une forte activité mitotique et 

émettre de la fluorescence.  

Malgré une résection tumorale qui pourrait être considérée macroscopiquement complète, 

la récidive est inévitable à cause du caractère invasif et diffus des cellules tumorales. Une étude 

de 2002 a démontré qu’après une exérèse « complète » de la masse tumorale, subsistait une 

zone de 2 cm initialement en bordure de tumeur où 1 cellule sur 10 est tumorale, puis,  

qu’1 cellule sur 100 était tumorale à 2-4 cm et enfin, à distance de la tumeur, 1 cellule sur 1000 

est cancéreuse (Figure 27) (Hofer & Merlo, 2002). 

 

 

De plus, les CSG sont principalement responsables de la récurrence et de l’agressivité 

tumorale. 

Du fait du pouvoir infiltrant propre aux GB et de la récidive tumorale qui est systématique, 

il est nécessaire d’associer à la chirurgie d’autres traitements tels que la chimiothérapie ou 

encore la radiothérapie. 

 

 Protocoles standardisés de radio- et chimiothérapie 

 La radiothérapie : principe 

Le traitement de radiothérapie (RT) des GB, est basé essentiellement sur l’utilisation des 

rayonnements X (RX). Les RX seuls ont un effet bénéfique sur la survie des patients puisque 

la médiane de survie des patients ayant reçu une RT (environ 9 mois) est supérieure à celle des 

patients non traités (environ 2 mois) (Weller et al., 2009). Une limite de la RT est représentée 

Figure 27 : Représentation des propriétés infiltrantes des cellules de glioblastome en pré- et post-opératoire. 

D’après Hofer & Merlo 2002. 
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par la tolérance limitée du tissu sain vis-à-vis de l’irradiation. Toutefois, la dose maximale 

délivrée totale ne devant pas excéder 60 Gy, celle-ci n’est pas suffisante pour combattre la 

tumeur.  

De nouvelles méthodes sont proposées afin d’augmenter la dose administrée à la tumeur 

tout en épargnant le tissu sain. C’est le cas par exemple de la RT conformationnelle avec 

modulation d’intensité qui consiste à moduler la dose déposée en fonction de la présence du 

tissu sain (Figure 29) (Spasic et al., 2011). Ainsi, à l’aide de faisceaux d’angles incidents 

différents, une dose importante est déposée au centre de la tumeur alors que des doses plus 

faibles vont être administrées au tissu sain. 

 

 

Une autre alternative à la RT conventionnelle est l’hadronthérapie. Cette technologie se 

base sur l’utilisation de faisceaux de particules, tels que les protons ou les ions carbone. 

L’intérêt de l’hadronthérapie est une efficacité biologique supérieure aux photons. En effet, les 

protons ou les ions carbone vont déposer au niveau de la tumeur, une grande quantité d’énergie 

de manière très concentrée, sous la forme d’un pic appelé « pic de Bragg », tout en épargnant 

au maximum le tissu sain environnant (Amaldi et Kraft, 2007). Toutefois, les ions carbones 

vont avoir une efficacité biologique plus importante que les protons et les RX puisque ces 

particules vont induire plus de cassures de l’ADN. 

 

 Effets biologiques des rayonnements ionisants 

Quand ils arrivent au contact du milieu biologique, les RX vont provoquer des transferts 

d’énergie conduisant, entre autres, à des ionisations (éjection d’électrons). Ces derniers vont 

rencontrer des atomes appartenant essentiellement aux molécules d’eau ou aux macromolécules 

membranaires, cytoplasmiques ou nucléaires. De ce fait, les rayonnements ionisants (RI) vont 

Figure 28 : Irradiation conformationnelle avec modulation d’intensité. 
La multiplication des rayons incidents d’angles différents permet d’épargner au maximum le tissu sain. 
D’après Spasic et al., 2011. 
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engendrer rapidement (10-15 seconde) des effets directs ou indirects qui diffèrent de par leurs 

réactions radiochimiques distinctes et qui aboutissent à des lésions moléculaires (Figure 30) :  

 Effets directs (Figure 30 A) : les RI peuvent ioniser directement l’ADN, les protéines ou les 

lipides de la cellule et induisent des lésions moléculaires. 

 Effets indirects (Figure 30 B) : les RI peuvent interagir avec les molécules d’eau ce qui va 

provoquer la radiolyse de l’eau, engendrer la formation de radicaux libres cytotoxiques et in 

fine induire des lésions moléculaires. 

 

Quelle que soit l’origine des altérations moléculaires, celles-ci vont être détectées par la 

cellule et induire ensuite soit la mort cellulaire, soit des arrêts dans le cycle cellulaire pour 

permettre à la cellule de réparer ses dommages (Figure 30 C et D). Ces lésions de l’ADN 

peuvent être soit réparées correctement (réparation fidèle) soit être réparées de manière 

incorrecte (réparation fautive) : des mutations vont alors subsister (Figure 30 E et F). Ces 

réparations fautives de l’ADN peuvent alors induire des mutations létales conduisant à la mort 

cellulaire ou bien à des mutations non-létales qui pourront engendrer une radiorésistance 

tumorale ou encore, si ce sont des cellules saines qui ont été irradiées, provoquer plus 

tardivement le développement d’un cancer radio-induit. 

 

 Effet oxygène et espèces réactives de l’oxygène 

Les ERO sont la résultante des effets indirects des rayonnements ionisants. Ces espèces 

radicalaires sont principalement produites lors de la radiolyse de l’eau et vont induire la majorité 

Figure 29 : Représentation des effets biologiques directs et indirects de l’irradiation ionisante. 
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des lésions moléculaires. Les radicaux libres (OH° et H°) ont une demi-vie très courte et 

peuvent soit diffuser avant d’induire des lésions, soit se recombiner et former de nouvelles 

espèces moléculaires. Parmi celles-ci, le peroxyde d’hydrogène (H2O2) est connu pour avoir un 

rôle important dans le stress oxydatif cellulaire. En présence d’O2, d’autres réactions chimiques 

peuvent se produire avec les radicaux libres et générer ainsi d’autres espèces radicalaires ainsi 

que des peroxydes (ROOH) : c’est l’effet oxygène (Figure 31 B) (Nambiar et al., 2011). Les 

molécules ainsi formées sont particulièrement cytotoxiques ce qui illustre l’effet 

radiosensibilisant de l’O2 en raison de sa capacité à augmenter la production d’ERO (Figure 

31 A). Cependant, l’hypoxie diminue cet effet oxygène, limitant les effets indirects des RI, la 

radiolyse de l’eau, et donc les dommages à l’ADN. Ainsi, l’hypoxie est un facteur de 

radiorésistance, phénomène important dans les GB. 

 

 

 Dommages macromoléculaires radio-induits 

Dès les premières secondes après l’irradiation, les RI provoquent des ruptures des liaisons 

covalentes ou bien des recombinaisons chimiques anormales touchant non seulement l’ADN, 

mais aussi les lipides et les protéines (Figure 32) (Nambiar et al., 2011).  

Figure 30 : Représentation de l’effet oxygène en radiothérapie. 
A. Fraction de survie des cellules exposées à des doses croissantes de rayons ionisants en condition aérobie ou 
anaérobie.  
B. Espèces radicalaires et espèces réactives à l’oxygène produites suite à l’hydrolyse de l’eau. 
D’après Nambiar et al., 2011. 
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Néanmoins, les dommages les plus importants vont être ceux de l’ADN : les RI provoquent 

des cassures simple (CSB) ou double brin (CDB), des modifications de la structure chimique 

des bases, la formation de pontages inter- ou intra-brins ou la formation d’adduits (Averbeck, 

2000; Nambiar et al., 2011). 

 

Les rayonnements ionisants peuvent également induire des effets à distance dits « effets 

bystander ». Ce phénomène correspond aux effets provoqués à distance par l’irradiation au 

niveau des cellules non irradiées. Cet effet bystander s’appuie sur la communication entre les 

cellules, qu’elle soit par contact direct avec les jonctions communicantes, ou indirect avec la 

production d’ERO, de facteurs de croissance ou de cytokines dans le milieu extracellulaire.  

De manière intéressante, les effets bystander sont capables d’induire des dommages sur les 

macromolécules similaires à ceux induits par l’action directe de l’irradiation (Figure 32). Ces 

effets seraient également dépendants de la dose d’irradiation. En effet, des faibles doses 

d’irradiation vont provoquer, au niveau d’une cellule non irradiée, des échanges de chromatides 

sœurs, la formation de micronoyaux et l’apoptose.  

Des altérations des tissus à distance de la zone irradiée sont désignées par le terme « d’effet 

ascopal ». Cet effet réfère aux altérations observées en clinique et médié par des facteurs 

circulants et par la réaction immunitaire associée (Tomita & Maeda, 2015).  

 

Figure 31 : Dommages cellulaires radio-induits. 

D’après Nambiar et al., 2011. 
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 Réponses cellulaires aux dommages à l’ADN 

Signalisation des dommages de l’ADN 

Il est primordial pour la survie de la cellule que les lésions de l’ADN soient détectées pour 

pouvoir être réparées. Ainsi, les cellules possèdent différents points de contrôle qui vont 

permettre d’arrêter le cycle cellulaire pour que les mécanismes de réparation de l’ADN se 

mettent en place. Succinctement, en réponse aux dommages de l’ADN radio-induits, différentes 

cascades de signalisation vont être mises en œuvre avec l’intervention successive (Figure 33) 

(Zhou & Elledge, 2000) : 

 de protéines senseurs telles que la PARP (poly (ADP-ribose) polymerase) et la DNA-PK 

(DNA-dependent protein kinase) ; 

 de protéines de transduction des dommages telles qu’ATM (ataxia telangiectasia mutated) et 

ATR (ATM-and Rad3-related) ; 

 d’effecteurs terminaux tels que Chk1 et Chk2 qui permettront d’orienter le devenir de la 

cellule. 

À l’issue de ces cascades, les effecteurs terminaux guideront les cellules vers un arrêt du 

cycle cellulaire, la réparation des dommages de l’ADN ou la mort cellulaire (Zhou & Elledge, 

2000; Nyberg et al., 2002). 

 

Figure 32 : Voies de transductions du signal cellulaire en réponse aux dommages de l’ADN. 
D’après Zhou & Elledge 2000. 



Introduction 

59 
 

Un autre élément essentiel de la transduction des dommages de l’ADN est la protéine p53. 

Ce facteur de transcription intervient dans la régulation de l’expression de très nombreux gènes 

impliqués dans la réparation de l’ADN, le cycle cellulaire et l’apoptose (Wang & Cho, 2004). 

Ainsi, le facteur de transcription p53, activé par les RI, jouerait un double rôle : un rôle de 

protection des cellules contre les dommages radio-induits en favorisant la réparation de l’ADN 

ou un rôle de sensibilisation aux RI en augmentant l’apoptose. 

 

Mécanismes de réparation des lésions de l’ADN 

L’activation des voies de signalisation des dommages va activer différents systèmes de 

réparation de l’ADN. Il existe cinq grands mécanismes de réparation de fonctionnement 

complexe qui ont pour but de (Jalal et al., 2011) (Figure 34) : 

 réparer fidèlement les cassures simple brin (CSB) de l’ADN ainsi que les bases 

endommagées : les systèmes BER (base excision repair), MMR (mismatch mediated repair), 

NER (nucleotide excision repair) ; 

 réparer les cassures double brin (CDB) de l’ADN : les systèmes HDR (homology directed 

repair) et NHEJ (nonhomologous end-joining). 

 

 Contrôle du cycle après l’irradiation 

En réponse aux dommages de l’ADN provoqués par l’irradiation, les cellules effectuent des 

arrêts du cycle à des points de contrôle précis (Hartwell & Kastan, 1994). Les arrêts les plus 

couramment observés s’effectuent lors de la transition G1/S pour permettre des réparations 

Figure 33 : Mécanismes de réparation des dommages de l’ADN.  
D’après Jalal et al., 2011. 
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avant la duplication du matériel génétique et lors de la transition G2/M pour éviter les 

aberrations chromosomiques. Le devenir de la cellule dépend de la phase du cycle dans laquelle 

elle se trouvait lors de l’irradiation. Ainsi, les cellules irradiées sont les plus radiosensibles en 

phase G2/M, le sont moins en phase G1 et encore moins en phase S (Pawlik & Keyomarsi, 

2004). Ces points de contrôle sont induits par les voies de signalisation ATM-Chk2 et ATR-

Chk1 et conduisent à l’activation de p53. Le retard radio-induit en phase G1 est en grande partie 

expliqué par le signal cellulaire transmis par la voie ATM-Chk2, alors que l’arrêt en phase 

G2/M peut être soit indépendant de la dose d’irradiation et sous la dépendance des protéines 

ATM et ATR, soit dépendant de la dose d’irradiation et ne passant par l’induction des protéines 

ATM et ATR, ce qui serait le reflet de l’accumulation des dommages de l’ADN non-réparé 

précédemment (Pawlik & Keyomarsi, 2004). 

En résumé, l’exposition aux RI peut produire un large éventail de réponses cellulaires allant 

de la réparation des dommages à l’ADN et la reprise de la prolifération avec plus ou moins de 

mutations, jusqu’à la mort cellulaire.  

Différents types de mort peuvent être induits par les RI. Les principaux sont l’apoptose, 

l’autophagie, la catastrophe mitotique, la nécrose ou la sénescence. Chaque type de mort est 

caractérisé par des morphologies cellulaires, des acteurs moléculaires et des cascades de 

signalisation distinctes et caractéristiques (Lauber et al., 2012) (Figure 35).  

 

Afin d’optimiser les effets de la RT, des approches suggèrent d’administrer certaines 

drogues pour induire l’arrêt des cellules tumorales en phase G2/M et ainsi potentialiser les effets 

de l’irradiation. Le témozolomide est de ce fait, un excellent candidat chimiothérapeutique.  

Figure 34 : Représentation des différentes morts cellulaires radio-induites.  

Chaque type de mort se caractérise par des morphologies cellulaires et des cascades signalétiques précises. 
D’après Lauber et al., 2012. 
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 La chimiothérapie 

Avant les années 2000, les agents nitrosourées tels que la carmustine ou la lomustine étaient 

administrés de manière concomitante à la RT, ce qui permettait d’améliorer quelque peu la 

qualité de vie des patients ainsi que la médiane de survie de quelques mois (Hochberg, 1979; 

Stenning et al., 1987; Fine et al., 1993). Une autre molécule alkylante de la famille des triazène 

a depuis supplanté les agents nitrosourées dans les traitements de première intention, le TMZ. 

Celui-ci est administré par voie orale, présente une biodisponibilité proche de 100 %, passe la 

BHE et est très affin des tissus tumoraux (Chinot et al., 2010; Alifieris & Trafalis, 2015).  

 

 Mode d’action du témozolomide 

Le TMZ est administré sous forme de prodrogue et est directement converti à pH 

physiologique en monométhyl triazénoïmidazole carboxamide (MTIC). Celui-ci est 

relativement instable et va être converti à son tour en un composé inactif, l’AIC  

(5-aminoimidazole-4-carboxamide), et en ions méthyldazonium. Ces cations vont provoquer 

des réactions d’alkylation de l’ADN grâce à l’ajout de groupements méthyles sur des résidus 

purines. La méthylation de l’ADN va provoquer des mésappariements lors de la réplication de 

l’ADN, entrainant ainsi un arrêt du cycle puis la mort cellulaire (Mrugala & Chamberlain, 

2008).  

 

 Réponses cellulaires au témozolomide 

Les méthylations des bases puriques vont être réparées par le système BER grâce 

notamment à l’action de l’enzyme MGMT. Ainsi, l’altération de l’activité de la MGMT va 

favoriser la mort cellulaire à cause d’un défaut de réparation de l’ADN. L’hyperméthylation du 

promoteur de la MGMT, une modification épigénétique fréquente dans les GB, permet de lever 

le rôle protecteur de cette dernière et induit une meilleure réponse à la chimiothérapie.  

 

 Rôle de l’hypoxie dans la résistance au témozolomide 

L’hypoxie intra-tumorale, l’altération du réseau vasculaire ainsi que la mauvaise perfusion 

sanguine qui en découle représentent une des causes de chimiorésistance. De plus, 

l’éloignement des cellules tumorales des vaisseaux sanguins va non seulement limiter la 

diffusion de la chimiothérapie dans le tissu, mais l’hypoxie va également favoriser l’expression 
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de récepteurs ABC (ATP-binding cassette) permettant l’efflux des molécules de chimiothérapie 

(Begicevic & Falasca, 2017). D’autres freins à l’accès des molécules de chimiothérapie aux 

cellules tumorales sont représentés par la pression interstitielle élevée qui limite la diffusion 

dans le tissu, mais également par l’acidification du milieu extracellulaire qui peut compromettre 

les réactions chimiques des drogues administrées.  

 

 Protocole de Stupp 

Depuis l’essai de phase III EORTC/NCIC (European Organisation for the Research and 

Treatment of Cancer / National Cancer Institute of Canada Clinical Trials Group), le protocole 

thérapeutique clinique standardisé dit « protocole de Stupp » associe l’administration adjuvante 

et concomitante de TMZ à la radiothérapie. Ce protocole est proposé aux patients de moins de 

70 ans et se décompose ainsi (Figure 28) (Weller et al., 2009) : 

 60 Gy en tout répartis en 30 fractions de 2 Gy de radiothérapie 5 jours/semaine sur 6 semaines, 

 TMZ quotidien à 75 mg/m² en concomitance de la radiothérapie, 

 puis tous les 28 jours pendant 6 cycles : 5 jours de TMZ à 150-200 mg/m². 

Le protocole de Stupp a permis d’améliorer considérablement la médiane de vie des patients 

à 15 mois environ. Cependant, au terme du traitement initial une récidive est systématiquement 

observée ce qui nécessite d’améliorer les traitements.  

 

 Les nouvelles approches thérapeutiques 

Comme évoqué précédemment (cf. page 62), l’administration de la chimiothérapie avec le 

TMZ dans le cadre du protocole de Stupp permet d’améliorer la médiane de survie des patients 

Figure 35 : Prise en charge thérapeutique des patients selon le protocole standardisé de Stupp. 

A. Schéma temporel de la prise en charge des patients atteints de glioblastome nouvellement diagnostiqué. 
B. Courbe de survies des patients atteints de glioblastome en fonction des différents protocoles (Radiothérapie + 
chimiothérapie, radiothérapie seule ou sans traitement). 
D’après Weller et al., 2009. 
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à 15 mois environ. Toutefois, une récidive est inévitablement observée quelques mois après la 

fin du traitement et, dans un souci constant d’amélioration de la prise en charge thérapeutique 

des patients atteints de GB, d’autres stratégies sont en cours d’étude. 

 

 Origines de la récidive 

La première cause de la récurrence tumorale est liée à l’exérèse chirurgicale qui, bien que 

de nouveaux outils technologiques soient apportés pour l’améliorer, ne peut être complète. En 

effet, le fort pouvoir invasif des cellules de GB amène à une dissémination macroscopiquement 

invisible dans le parenchyme cérébral et qui échapperont aux traitements. De plus, les CSG 

situées dans les niches hypoxiques sont également « protégées » des actions cytotoxiques des 

traitements par radio- et chimiothérapie, ce qui permet d’assurer un « pool de réserve » de 

cellules cancéreuses et la récidive tumorale. 

 

 Thérapies alternatives 

Les traitements de seconde ligne pour les GB sont encore limités et ne sont pas standardisés 

(Gallego, 2015; Steffens et al., 2016). Deux grandes stratégies sont mises en œuvre : le 

traitement intrinsèque des cellules tumorales ou le ciblage des composants du 

microenvironnement. 

 

 Ciblage des cellules tumorales 

 La chirurgie  

Bien que les interventions chirurgicales en deuxième intention ne permettent pas 

d’améliorer la survie des patients, celle-ci est tout de même bénéfique en réduisant la pression 

intracrânienne et en permettant l’administration de chimiothérapie locale, sous la forme 

d’implants de polymères biodégradables contenant de la carmustine, bénéfique pour les patients 

(Brem et al., 1995; Attenello et al., 2008; Gallego, 2015). 

 

 La radiothérapie 

La ré-irradiation des patients n’était jusqu’à présent que très peu proposée, en raison des 

risques de comorbidité importants liés à l’altération du tissu sain cérébral. Les améliorations 

technologiques permettent de contourner ce problème mais la ré-irradiation reste tout de même 
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une option palliative avec une dose totale délivrée n’excédant pas 30 Gy (Weller et al., 2013; 

Ryu et al., 2014). 

 

 Les agents alkylants 

Les nitrosourées font l’objet de plusieurs essais cliniques pour le traitement des récidives 

des patients atteints de GB (Seystahl et al., 2016). De plus, le TMZ est également envisagé 

comme traitement lors des récidives et permet d’atteindre une survie sans progression à 6 mois 

de 21 % contre 6 % pour la procarbazine (Brada et al., 2010). 

 

Toutefois, les cellules tumorales, notamment les CSG survivantes des traitements 

acquièrent des mutations les rendant insensibles aux traitements dits « classiques ». De ce fait, 

et grâce aux nouvelles connaissances des fonctions cellulaires et de l’identification des 

protéines impliquées dans la gliomagenèse, d’autres cibles thérapeutiques ont été envisagées 

comme les inhibiteurs de la voie des récepteurs à activité tyrosine kinase. En effet, de 

nombreuses mutations des gènes de l’EGFR ou du PDGFRA sont retrouvées dans les GB ainsi 

que des gènes des effecteurs tels que la PI3K et NF1, lesquels potentialisent la prolifération, 

l’invasion et l’échappement à la mort des cellules tumorales. L’inhibition de ces voies de 

signalisation n’a malheureusement pas donné de résultats probants à ce jour.  

 

 Ciblage du microenvironnement 

 Les traitements anti-angiogéniques  

Le but de ces stratégies est de priver la tumeur de ses apports en O2 et nutriments en limitant 

l’angiogenèse (Weller et al., 2013). Le médicament anti-angiogénique le plus avancé dans son 

évaluation pour le traitement des patients souffrant d’un GB est le bevacizumab. Il s’agit d’un 

anticorps monoclonal humanisé dirigé contre le facteur de croissance VEGF-A. Utilisé en 

première intention en combinaison avec le traitement standard, il permet d’augmenter 

seulement la survie sans progression (Chinot et al., 2014; Gilbert et al., 2014). Le bevacizumab 

ne possède actuellement pas d’autorisation de mise sur le marché par l’agence européenne du 

médicament. Cependant, une étude de phase II sur les récidives de GB suggère que son 

utilisation en combinaison avec la lomustine apporterait un bénéfice en termes de survie globale 

(Taal et al., 2014).  
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 L’immunothérapie 

Une autre piste récente concerne l’immunothérapie. Ces thérapies se basent sur l’utilisation 

et/ou la stimulation du système immunitaire afin d’induire une réponse immunitaire contre la 

tumeur. Une étude clinique de phase III a étudié l’utilité du Rindopepimut, un vaccin ciblant 

l’EGFRvIII dans les GB porteurs de la mutation de l’EGFR. Malheureusement, l’administration 

de ce vaccin ne permet pas d’augmenter la survie ni d’améliorer la qualité de vie des patients 

(Weller et al., 2017). Une autre modalité prometteuse a été entreprise avec l’utilisation de 

cellules dendritiques comme cellules présentatrices d’antigènes (Bregy et al., 2013). Cette 

approche permet d’augmenter la médiane de survie ainsi que la survie sans progression des 

patients atteints de GB nouvellement diagnostiqués ou de GB récurrents. 

Au vu des résultats encourageants obtenus dans le traitement de certains cancers, des 

stratégies ciblant spécifiquement les checkpoints immunologiques font également l’objet 

d’études cliniques de phase III pour les GB. Ainsi, dans les GB, l’évaluation de l’intérêt du 

blocage de la voie PD1 / PDL-1 avec l’utilisation du Nivolumab associé à la radiothérapie seule 

ou concomitante au TMZ, a été initiée dans deux essais cliniques (NCT02667587, 

NCT02617589). Cette stratégie permettrait de restaurer la fonction anti-tumorale des 

lymphocytes T. Par ailleurs, dans le cadre de GB récurrents, une étude clinique de phase III 

ciblant les deux checkpoints (CTLA-4 et PD-1) via l’administration de Nivolumab (PD-1) et 

de l’Ipilimumab (CTLA-4) vient d’achever sa phase de recrutement des patients 

(NCT02017717) (Romani et al., 2018).  

  

 La réoxygénation des tumeurs 

Comme détaillé précédemment dans le manuscrit (cf. page 89), l’hypoxie et les facteurs 

HIFs, lesquels étant dépendants du niveau d’O2, constituent un frein à l’efficacité des thérapies. 

Des stratégies de réoxygénation tumorale afin de lever cette barrière ont donc été proposées 

comme l’oxygénothérapie hyperbare avec 100 % d’O2 concomitante à l’irradiation. Cependant, 

des difficultés techniques ont limité les essais à grande échelle, lesquels étaient pourtant 

encourageants (Dische et al., 1983). Une autre stratégie, l’hyperoxie associée au traitement 

standard (radiothérapie + chimiothérapie), a montré dans une étude de phase II un allongement 

de la survie des patients (Ogawa et al., 2012). Enfin un composé vasodilatateur, le carbogène, 

a été testé dans le cadre d’un essai clinique (ARCON) en administration concomitante avec de 

le nicotinamide mais n’a pas présenté de réels bénéfices pour les GB alors que cette stratégie a 

été approuvée pour des tumeurs de la sphère ORL (Simon et al., 2003). Plus récemment, une 
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étude menée au sein de l’équipe suggère que l’utilité du carbogène dans la réoxygénation 

tumorale, dépend de l’état de tonus et de réactivité vasculaire originel. Compte tenu de l’état 

très altéré de la vascularisation des GB, l’étude de Chakhoyan constitue une piste intéressante 

quant à l’explication de l’échec du carbogène dans la réoxygénation des GB (Chakhoyan et al., 

2017).  

 

Ces stratégies n’abordent l’hypoxie que sous un aspect « général » sans tenir compte des 

acteurs moléculaires impliqués dans la réponse à la déprivation en O2. Afin de proposer des 

stratégies plus sélectives, notamment contre les facteurs HIFs, il convient de comprendre les 

changements physiopathologiques régis par les facteurs HIFs et quelles sont les stratégies 

envisagées pour moduler leur action. 

 

 HIFs et Glioblastome 
 

 HIFs : acteurs moléculaires majeurs de l’hypoxie 

L’adaptation des cellules tumorales à l’environnement hypoxique est régulée 

majoritairement par la famille des facteurs de transcription HIF, dont HIF-1α est le plus étudié. 

Identifié pour la première fois en 1992, HIF-1α est un régulateur prépondérant de l’expression 

du gène de l’érythropoïétine (EPO) en réponse à une faible concentration en oxygène (Semenza 

et Wang 1992; Wang et Semenza 1993). Peu de temps après, cette même équipe a montré que 

HIF-1α était capable d’induire la transcription de l’EPO (Wang & Semenza, 1995). Depuis, les 

facteurs HIFs se sont avérés comme ayant un rôle central et primordial dans la réponse cellulaire 

à l’hypoxie en induisant la transcription d’un large panel de gènes, une part qui est estimée à  

1‐2 % du génome (Keith et al., 2012).  

Les facteurs HIFs sont des hétérodimères appartenant à la superfamille des protéines à 

domaine bHLH/PAS (basic Helix‐Loop‐Helix/Per‐ARNT‐SIM). Ils sont constitués d’une sous‐
unité HIF-α, labile avec l’oxygène, et d’une sous‐unité HIF-  (également dénommée Aryl 

hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator ou ARNT) constitutive et stable. 

Il existe trois isoformes de la sous-unité α (α1, α2, et α3) (Figure 36 A) et deux isoformes 

de la sous‐unité  ( 1 et 2) (Figure 36 B) (Brahimi-Horn & Pouysségur, 2009). 

HIF-1α est codé par le gène HIF1A qui se situe sur le chromosome 14q23.2 et comporte 15 

exons. HIF-2α, quant à lui, est codé par le gène EPAS1 qui se situe sur le chromosome 2p21 et 
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comporte 16 exons. Enfin, HIF-3α, qui existe sous plusieurs variants, est codé par le gène 

HIF3A se situant sur le chromosome 19q13.32 et comporte 19 exons. 

 

 

 Structures des facteurs de transcription HIFs 

Les 3 sous-unités α présentent quatre domaines communs (Figure 36 A) : 

 le domaine basic helix-loop-helix (bHLH) permet la dimérisation avec la sous-unité  et la 

liaison à l’ADN ; 

 le domaine Per-ARNT-Sim (PAS) est une deuxième région pour la dimérisation ; 

 le domaine oxygen-dependant degradation domain (ODDD) confère l’instabilité de HIF-α en 

normoxie ; 

 les domaines N- et C-TAD (terminal transactivation domain) pour l’interaction avec les co-

activateurs et l’activation des gènes cibles. 

HIF-2α possède une homologie de séquence de 48 % avec HIF-1α dont 85 % pour le 

domaine bHLH et 70 % pour les domaines PAS et ODDD (Wiesener et al., 1998). Alors 

qu’HIF-1α est exprimé de façon ubiquitaire, l’expression de HIF-2α est plus restreinte puisqu’il 

est retrouvé dans les cellules endothéliales, les cardiomyocytes, les cellules hépatiques, les 

cellules immunitaires mais aussi dans les cellules souches cancéreuses (Talks et al., 2000; 

Figure 36 : Structures des isoformes de HIF-α et HIF-β et formation du complexe HIF-α/HIF-β. 
A. Isoformes de HIF-α. 
B. Isoformes de HIF- .  
C. Formation du complexe HIF-α/HIF-  après translocation nucléaire.  
D’après Brahimi-Horn & Pouysségur 2009. 



Introduction 

68 
 

Imtiyaz et al., 2010). Enfin, HIF-3α partage respectiement 57 % et 53 % d’homologie avec 

HIF-1α et HIF-2α (Gu et al., 1998). En revanche, cette isoforme ne possède pas de domaine C-

TAD, et, par conséquent, n’a pas d’activité transcriptionnelle. De plus, HIF-3α contribuerait à 

la régulation de HIF-1α puisque dans certaines cellules, elle exerce une action répressive sur 

l’hétérodimérisation de HIF-1α avec HIF-1  (Makino et al., 2001). 

 

 Rôle des différents domaines des HIFs 

Les domaines bHLH/PAS et la reconnaissance de l’ADN (Figure 36 A) 

HIF-α et HIF-  possèdent, dans leurs régions N‐terminales, deux domaines PAS (PAS‐A et 

PAS‐B), impliqués dans la dimérisation des sous-unités α et . Les domaines bHLH, 

particulièrement riches en éléments basiques forment une structure tridimensionnelle de type 

hélice‐boucle‐hélice, permettant non seulement l’hétérodimérisation de HIF mais aussi sa 

fixation à l’ADN (Kewley et al., 2004; Brahimi-Horn & Pouysségur, 2009). HIF se fixe à 

l’ADN sur un motif de reconnaissance appelé « Hypoxia Response Element » (HRE), dont la 

séquence consensus est RCGTG (pour laquelle R est une base purine, A ou G). Les HRE sont 

des « enhancers » et peuvent donc se retrouver dans la région promotrice (comme pour le 

VEGF) ou au niveau des régions régulatrices 3’ UTR, comme pour l’EPO (Semenza et al., 

1991). 

Deux cofacteurs sont nécessaires pour que HIF régule la transcription de ses gènes cibles : 

p300 et CBP (CREB-binding protein), lesquels sont recrutés au niveau des HRE (Figure 36 C) 

(Brahimi-Horn & Pouysségur, 2009). 

 

Les domaines de transactivation (Figure 36 A) 

Les domaines de transactivation (TAD) permettent le recrutement de l’ARN polymérase sur 

les gènes cibles et sont donc responsables de la fonction de facteur de transcription de HIF. Ces 

domaines de transactivation sont présents sur HIF-α et HIF- . Toutefois ceux de HIF-  ne 

semblent pas être impliqués dans l’activité transcriptionnelle de HIF (Li et al., 1996). En 

général, les facteurs de transcription ne possèdent qu’un domaine de transactivation. Or, HIF-

1α et HIF-2α possèdent deux de ces domaines, laissant présager une activité subtile de HIF-1 

et HIF-2. Le premier domaine de transactivation de HIF-1α est situé dans sa partie N‐terminale 

(N‐TAD), alors que le second domaine est situé dans l’extrémité COOH (C‐TAD). Le N‐TAD 

et le C‐TAD de HIF-1α présentent une faible similarité (21,7 % d’identité chez l’homme) et il 

semblerait que chaque domaine soit responsable de la régulation par HIF-1 de deux répertoires 



Introduction 

69 
 

de gènes distincts : les gènes N‐TAD sensibles et les gènes N+C‐TAD sensibles (Figure 37) 

(Dayan et al., 2006). 

 

 Régulation des HIFs 

 Régulation oxygène-dépendante 

HIF est considéré comme le régulateur clé de l’homéostasie de l’O2 au niveau cellulaire. 

Ce facteur de transcription possède un certain nombre de caractéristiques qui en font une 

protéine singulière dans la réponse aux variations de l’oxygénation. La régulation des protéines 

HIF-α correspond à une balance entre leur synthèse et leur dégradation. Toutefois, bien que la 

régulation post-traductionnelle soit la plus décrite, il existe également une régulation des 

ARNm de HIF-α qui permettrait une régulation de son expression selon les types cellulaires 

(Wada et al., 2006).  

Lors d’une diminution de la quantité d’O2, la traduction de la majorité des protéines est 

diminuée mais cela ne s’applique pas aux protéines HIFs qui échapperaient à cette altération 

grâce à la présence de séquences Internal ribosome entry site (IRES). Bien que les protéines 

HIFs ne soient pas les seules à répondre aux variations de l’oxygénation telles que les protéines 

CREB et NF- B (Koong et al., 1994; Beitner-Johnson et al., 2000), elles se démarquent de ces 

facteurs par une régulation directe par l’O2 permettant ainsi une réponse rapide. En effet, HIF-

1α est totalement dégradé en normoxie. Dans ces conditions, la demi‐vie de HIF est de l’ordre 

de 5 minutes (Huang et al., 1998) ; c’est cette demi‐vie extrêmement courte qui lui confère sa 

labilité avec l’O2. En revanche, HIF-1α sera progressivement stabilisé quand le taux d’O2 

diminue. Une fois la sous‐unité HIF-1α stabilisée en hypoxie, elle est transloquée dans le noyau 

grâce aux signaux de localisation nucléaire (NLS) présents sur sa séquence (Figure 36). HIF-

1α se dimérise avec HIF-1  dans le noyau, se lie alors aux séquences HRE présentes sur l’ADN, 

Figure 37 : Régulation de gènes cibles de HIF-1 en fonction des domaines de transactivation N-TAD et 

C-TAD. 

D’après Pouyssegur et al., 2006. 
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et recrute ses cofacteurs (p300 et CBP) nécessaires à son activité transcriptionnelle. HIF-1  

étant constitutive, l’étape cruciale dans l’activation de HIF-1 est donc la stabilisation de HIF-

1α régulée par les prolyl hydroxylases (PHDs) et renforcée par l’activité de l’asparagine 

hydroxylase (FIH). 

 

 Les Prolyl Hydroxylases  

Les PHDs, qui appartiennent à la large famille des dioxygénases, sont des senseurs d’O2. 

Elles exercent leur activité en normoxie et sont des enzymes dépendantes du 2‐oxoglutarate et 

du fer (II). Elles modifient HIF-1α de manière post‐traductionnelle, par hydroxylation. Elles 

utilisent l’O2 pour simultanément hydroxyler leur substrat (HIF-1α ou HIF-2α), et convertir le 

cofacteur 2‐oxoglutarate en succinate et dioxyde de carbone. Quand le taux d’O2 devient 

insuffisant, l’ion fer II (Fe2+) du site actif de la dioxygénase est chélaté par le cobalt II ou un 

autre métal de transition, et l’enzyme devient alors inactive. 

 

Il existe trois isoformes principales des PHDs (PHD1, PHD2, PHD3). Elles présentent 

toutes une distribution tissulaire, une régulation et une spécificité vis‐à‐vis des sites 

d’hydroxylation de HIF différentes (Jokilehto & Jaakkola, 2010). 

 

Figure 38 : Acteurs moléculaires de la régulation de HIF-1α selon des voies de dégradation dépendante ou 

indépendante de l’oxygène. 
La régulation oxygène-dépendante met en jeu l’hydroxylation des résidus proline 402 et 564 par les prolyls 
hydroxylases (PHDs) (1), permettant le recrutement du complexe VHL/Elongin B/Elongin C, l’ubiquitination 
des résidus lysine et enfin la dégradation par le protéasome (3). 
La régulation oxygène indépendante est ici illustrée par la compétition entre HSP90 et RACK1 (4), ce dernier 
entrainant l’ubiquination de HIF-1 et sa dégradation par le protéasome. 
D’après Liu & Semenza 2007. 
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En normoxie, les PHDs sont responsables de l’hydroxylation des résidus prolines 402 et 

564, situés dans la partie ODD de HIF-1α (Figure 38) (Liu & Semenza, 2007). Ces deux 

hydroxylations sont majoritairement catalysées par la PHD2. S’en suit alors l’interaction de 

HIF-1α avec la protéine von Hippel‐Lindau, associée au complexe VHL/Elongin B/Elongin C 

(VBC) (Min et al., 2002). Par son activité E3 ubiquitine‐ligase, le complexe VBC ajoute de 

façon covalente des groupements ubiquitine aux résidus lysine de HIF-1α et favorise ainsi sa 

dégradation par le protéasome (Figure 38). L’association PHD/pVHL est aussi appelé 

« senseur de l’oxygène ». 

En hypoxie, lorsque l’O2 devient limitant, PHD2 est totalement inactivée : HIF‐1α est 

alors stabilisée. Il a été ainsi montré in vitro que son temps de demi‐vie en hypoxie (1 % O2) 

est alors de 45 minutes (Salceda et al., 1997). 

La rapidité et le maintien de la réponse de HIF seront cependant dépendants de la durée 

et de la sévérité de l’hypoxie ainsi que du type cellulaire (Figure 39) (Nguyen et al., 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

Les PHDs sont aussi capables d’hydroxyler les résidus proline 405 et 531 de HIF-2α. 

Dans le contexte des gliomes, il a été montré que les PHD2 et PHD3 ciblent préférentiellement 

HIF-1α et HIF-2α, respectivement (Sun et al., 2014).  

 

 Le Factor Inhibiting HIF  

Une autre voie de régulation de HIF est assurée par FIH (factor inhibiting HIF). Comme 

son nom l’indique, FIH peut catalyser l’hydroxylation de HIF-α au niveau d’un résidu 

asparagine (Asn 803 pour HIF-1α et Asn 851 pour HIF-2α,) localisé sur le domaine C‐TAD. 

Cette modification inhibe alors l’interaction de HIF-α avec ses coactivateurs p300 et CBP et 

Figure 39 : Illustration de l’expression et de l’activité de HIF-1 en fonction des niveaux d’oxygène et du 
temps. 

A. Stabilisation de HIF-1α dans les cellules HEK293 en condition hypoxique (1 % ou 3 % d’O2) et au cours du 
temps  (0 à 12 h). 
B. Activité HRE-luciférase de HIF-1α en fonction des niveaux d’oxygènes (21 %, 3% ou 1% d’O2) et du temps 
(0 à 12 h). 
D’après Nguyen et al., 2013. 



Introduction 

72 
 

donc son activité (Stolze et al., 2004; Pouysségur et al., 2006; Brahimi-Horn & Pouysségur, 

2009). Toutefois, il faut noter que FIH bloque spécifiquement le C‐TAD de HIF-α, de ce fait, 

le N‐TAD demeure intact. 

 

Comme les PHDs, FIH appartient aux dioxygénases mais cette enzyme reste active pour 

des concentrations d’O2 beaucoup plus faibles. Les PHDs peuvent donc être inactivées à un 

certain degré d’oxygénation où FIH ne l’est pas. Comme le propose l’équipe de Pouysségur, 

cette régulation oxygène dépendante mais spécifique à HIF et FIH pourrait être importante dans 

un contexte tumoral pour lequel un gradient d’O2 peut être observé (Figure 40) (Pouysségur et 

al., 2006). 

 

 

Ces voies de dégradation et d’activation décrites majoritairement pour HIF-1α pourront 

être différentes pour HIF-2α selon le degré et la durée de l’hypoxie. HIF-2α est également 

hydroxylé avec une efficacité beaucoup plus faible que HIF-1α, à la fois par les PHDs et FIH-

1, entraînant ainsi une stabilisation et une activation de HIF-2α à un taux d'oxygène plus élevé 

que HIF-1α (Koh & Powis, 2012). 

Schématiquement, il semblerait que HIF-1α soit stabilisé pour des conditions d’hypoxie 

aigües et sévères (< à 1 % d’O2) alors que HIF-2α serait activé en condition d’hypoxie modérée 

(< à 5 % d’O2) et chroniques (48-72 h) (Koh & Powis, 2012).  

 

 Autres facteurs régulateurs dépendants de l’oxygène 

Il existe bien d’autres mécanismes régulant HIF-1α indépendamment de PHD et FIH. De 

façon non exhaustive et résumée : HIF-1 peut être activé par les ERO produites par les 

mitochondries et diffusant librement vers le cytosol où elles exerceraient un rôle de molécules 

de signalisation, en fonction de leur localisation, de leur concentration et de la durée de leur 

production (Ristow & Zarse, 2010). Collectivement, ces données montrent un premier niveau 

Figure 40 : Régulation de l’activité des prolyl hydroxylases et du Factor Inhibiting HIF en fonction de 
l’oxygénation. 
D’après Pouysségur et al., 2006. 
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de complexité quant à la régulation des HIF par les principaux acteurs de la régulation oxygène 

dépendante. Ces différents niveaux de régulation permettent de concevoir que celle-ci pourra 

varier selon les tissus et les cellules étudiés et que HIF-1 et HIF-2 n’induiront pas la 

transcription des mêmes gènes.  

 

 Régulation oxygène-indépendante 

Bien que la dégradation/stabilisation de HIF-α dépendante de l’O2 soit la voie principale 

de sa régulation, d’autres voies dites « oxygène-indépendantes » sont susceptibles de modifier 

tant la synthèse des facteurs HIF-α que leur dégradation et ce, en condition de normoxie. Par 

exemple, certains facteurs de croissance et cytokines favorisent la traduction des ARNm de 

HIF-1, action relayée par les voies mTOR, PI3K, MAPK ou encore RAF-MEK-ERK (Figure 

41) (Laughner et al., 2001; Semenza, 2003; Keith et al., 2012). 

La perte de fonction de la protéine VHL observée dans certains contextes tumoraux, 

comme les carcinomes rénaux, peut également mener à une stabilisation des HIF-α et plus 

spécifiquement de HIF-2α dans ce type de tumeurs. 

À côté de ces deux mécanismes favorisant la synthèse et la stabilisation des protéines HIF-

α, d’autres régulateurs agiront sur la voie de dégradation de ces facteurs. C’est ainsi le cas de 

la protéine RACK1 (receptor of activated protein kinase 1) qui entre en compétition avec la 

protéine HSP90 (heat shock protein 90) empêchant alors cette dernière d’ubiquitinyler HIF-1 

le préservant ainsi de la dégradation (Figure 42) (Liu & Semenza, 2007).  

Il existe également un grand nombre de modifications post-traductionnelles de HIF-1 

(SUMOylation, nitrosation, acétylation, phosphorylation) qui peuvent modifier sa stabilité ou 

son activité (Brahimi-Horn et al., 2005). 

Enfin, d’autres régulateurs génétiques comme les miRNA (miR182, miR-210, miR3662), 

ou épigénétiques comme les sirtuines apportent une complexité supplémentaire à la régulation 

de HIF-1α (Lim et al., 2010; Puisségur et al., 2011; Ahir et al., 2017).  

Récemment, l’équipe de Simon a proposé de résumer les principaux mécanismes impliqués 

dans la régulation différentielle de HIF-1 et HIF-2, de la transcription à la stabilisation de 

chacune de ces protéines (Figure 41) (Keith et al., 2012). 
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Dernièrement, une autre protéine dénommée hypoxia-associated factor (HAF) a été décrite 

par l’équipe de Powis. Cette voie de régulation des HIF serait opérationnelle quelles que soient 

les conditions d’oxygénation. De façon intéressante, le facteur HAF a la capacité de se fixer sur 

HIF-1α et HIF-2α mais sur deux régions distinctes de ces facteurs de transcription (Koh & 

Powis, 2012) (Figure 42). Cette fixation entraînera la dégradation de HIF-1 mais également 

une transactivation de HIF-2. Cette régulation est décrite en détail dans le chapitre IV.2.2.1 (cf. 

page 93). 

 

Figure 42 : Illustration des sites de fixation des régulateurs de HIF-1α et HIF-2α. 
Sont indiqués en rouge, les interactions inhibitrices et en vert, les interactions activatrices. 
D’après Koh & Powis 2012. 

Figure 41 : De nombreux mécanismes régulent différemment HIF-1α et HIF-2α. 
Sont indiqués en orange, les acteurs régulant les ARNm de HIF-1α et HIF-2α, en vert, ceux ciblant leur traduction 
et en violet, la stabilité des protéines HIF.  
D’après Keith et al., 2012. 
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 Implications des HIFs dans la progression tumorale 

Outre une activation de HIF par l’hypoxie, ce facteur de transcription peut être également 

activé par l’activation ou la répression d’oncogènes ou de gènes suppresseurs de tumeurs. De 

ce fait, les facteurs HIFs sont considérés comme des acteurs moléculaires importants du 

processus tumoral (Figure 43). En effet, HIF-1 conduit à l’activation transcriptionnelle de 

nombreux gènes participant à différents processus, comme la prolifération et la survie des 

cellules tumorales, l’angiogenèse, l’invasion, l’instabilité génomique, la régulation du 

métabolisme et du pH cellulaire, l’échappement aux différents types de mort cellulaire, la 

récurrence tumorale mais aussi la radiorésistance et la chimiorésistance (Figure 43) (Vaupel, 

2004; Henze & Acker, 2010; Monti & Gariboldi, 2011). HIF-2 quant à lui a plus un rôle dans 

le maintien du phénotype souche des cellules cancéreuses. Les HIFs seraient donc impliqués 

dans les mécanismes participant au développement des phénotypes tumoraux agressifs mais 

aussi dans la résistance aux traitements. 

 

Figure 43 : Exemple des processus biologiques régulés par HIF-1α et/ou HIF-2α. 
Sont indiqués en violet, les gènes cibles de HIF-1, en vert, les gènes cibles de HIF-2 et en noir, les gènes cibles 
communs de HIF-1 et HIF-2.  
D’après Henze & Acker 2010. 
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Comme nous l’avons évoqué précédemment, les régulations de l’expression de HIF-1α 

et HIF-2α ainsi que de leur gènes cibles diffèrent selon le type cellulaire ou le tissu étudié (Keith 

et al., 2012). Pour autant, il est généralement considéré que HIF-1 va plutôt réguler des gènes 

codant pour des protéines impliquées dans le métabolisme du glucose (telles que des enzymes 

du métabolisme du lactate, du pyruvate ainsi que les transporteurs de glucose) ou des protéines 

pro-apoptotiques (BNIP3, Bcl-xL). À l’inverse, HIF-2 va plutôt moduler l’expression de gènes 

impliqués dans l’invasion (MMPs) ou dans le caractère souche des cellules tumorales (OCT3/4, 

NANOG, SOX2). Certains auteurs ont en effet montré que la spécificité de réponse de HIF-2 à 

l’hypoxie serait adaptée au devenir des cellules souches au sein de ces niches qui doivent offrir 

aux cellules tumorales des signaux nécessaires tant pour le contrôle d'auto-renouvellement que 

pour leur différenciation (Henze & Acker, 2010). En effet, par rapport à HIF-1α, HIF-2α 

s'accumule à des concentrations d'oxygène plus élevées et plus proches de celles observées au 

sein de ces niches tumorales (Wiesener et al., 1998). Par ailleurs, l’expression de HIF-2α est 

maintenue en hypoxie chronique alors que celle de HIF-1α n'est augmentée que de façon 

transitoire (Holmquist-Mengelbier et al., 2006). Enfin, HIF-2α active les voies de signalisation 

impliquées dans le maintien des cellules souches, comme la voie Notch (Gustafsson et al., 

2005). 

Ces observations suggèrent que dans un contexte tumoral, HIF-1 et HIF-2 exerceraient des 

rôles complémentaires et non redondants. Cependant, HIF-1 et HIF-2 ont également des cibles 

communes comme par exemple le VEGF-A, reconnu comme le facteur clé de l’angiogenèse 

tumorale indispensable à la croissance tumorale mais également au maintien des niches 

vasculaires.  

Les facteurs HIFs peuvent également contrôler l’expression de certains gènes pas le biais 

de régulation épigénétiques. Ainsi, des protéines de la famille des KDM (Histone lysine 

demethylase) comme KDM3A (ou JMJD1A) et KDM4B sont des cibles de HIF-1 (Pollard et 

al., 2008). A titre d’exemple, l’activité de KDM3A potentialise l’expression dépendante de 

l’hypoxie des gènes ADM, HMOX1 et SERPINE1. En revanche, la perte d’expression de 

KDM3A réduit la transcription de ces gènes ainsi que la croissance tumorale (Krieg et al., 

2010). Une autre protéine de la famille des KDM, KDM4C, est capable de se lier à HIF-1α, 

favorisant de ce fait sa liaison aux séquences HRE de gènes impliqués dans le métabolisme des 

cellules tumorales et la dissémination métastatique (Luo et al., 2012).  

HIF-1α peut également moduler la prolifération cellulaire, l’invasion et l’apoptose de 

cellules de cancer du sein via son action sur la régulation de l’expression du miR-210 (Dang & 
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Myers, 2015). La présence de séquences HRE au niveau du promoteur du miR-155 suppose 

également que son expression est régulée par les facteurs HIFs (Bruning et al., 2011).  

Bien que les connaissances relatives à la régulation des facteurs HIFs ne cessent de 

s’enrichir, le rôle des HIFs dans les tumeurs demeure complexe et controversé. A titre 

d’exemple, HIF-1 peut à la fois potentialiser la croissance tumorale ou la réprimer et certains 

auteurs ont proposé que HIF-1, en favorisant l’expression de BNIP3, pourrait être un 

suppresseur de tumeur (Sowter et al., 2001). Ainsi, la balance survie/mort de la cellule tumorale 

serait probablement dépendante du contexte tumoral, du degré et de la durée d’hypoxie, du 

rapport de l’activité de HIF-1α / HIF-2α ainsi que du rapport de concentration de HIF-1α et 

HIF-2α ; ces équilibres dépendants eux-mêmes d’un réseau complexe de régulateurs positifs et 

négatifs (Figure 44) (Henze & Acker, 2010).  

 

 

La régulation de l’expression des PHDs illustre également la complexité de la réponse 

cellulaire à l’hypoxie. En effet, les isoformes PHD2/3, senseurs à l’oxygène majeurs à l’origine 

de la dégradation des HIFs, sont-elles mêmes des cibles de HIF (Aprelikova et al., 2004; 

Marxsen et al., 2004). En effet, l’hypoxie induit une augmentation d’expression de PHD2/3 via 

HIF-1α, alors que, dans certaines cellules comme les cellules de gliomes (Henze et al., 2010), 

PHD3 est en plus régulée par HIF-2α. Cette régulation pourrait être un moyen de défense des 

cellules tumorales : en condition hypoxique, l'augmentation d’expression des PHDs limiterait 

la disponibilité de HIF et permettrait ainsi aux cellules tumorales de se protéger de la mort 

(Stiehl et al., 2006; Henze et al., 2010).  

Figure 44 : L’expression et les fonctions des HIFs peuvent être rétroactivement régulées. 
Les acteurs présentés ci-dessus sont régulés par l’hypoxie et vont avoir une rétroaction sur les protéines HIFs. 
D’après Henze & Acker 2010. 
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De façon à renforcer leurs mécanismes de défenses vis-à-vis de conditions hypoxiques, 

les cellules tumorales développent des mécanismes de compensation des facteurs HIF. En effet, 

en cas d’absence d’une isoforme des HIFs, des mécanismes se mettent en place de façon à ce 

que la seconde puisse « prendre le relais ». Par exemple, HIF-1α pourra réguler l’expression de 

certaines MMPs et HIF-2α l’expression d’enzymes glycolytiques. 

Ces données non exhaustives reflètent la complexité de régulation des facteurs HIFs 

dans un contexte tumoral. C’est pourquoi, comme nous l’avons mentionné précédemment, les 

conséquences de l’activation de HIF-1 et de HIF-2 sur la progression tumorale seront 

dépendantes des caractéristiques physiopathologiques de cette tumeur. Nous allons nous 

attacher à décrire les rôles majeurs exercés par HIF-1 et HIF-2 dans les processus 

physiopathologiques des GB et leur réponse au traitement. 

 

 HIFs : des facteurs de mauvais pronostic dans les glioblastomes 

Au sein des gliomes, les GB sont des tumeurs qui expriment le plus fortement le facteur 

HIF-1α. Toutefois, les deux isoformes HIF-1α et HIF-2α sont exprimées, mais chacune d’elles 

ont des spécificités de localisation. En effet, il a été montré que HIF-1α est plutôt retrouvé dans 

les zones hypoxiques et nécrotiques (Bekaert et al., 2017). Associé avec d’autres marqueurs 

tels que ceux dépendants de la voie Notch, HIF-1α est un facteur de mauvais pronostic puisque 

corrélé négativement avec la survie des patients (Irshad et al., 2015). HIF-2α, quant à lui, est 

également exprimé au niveau de régions hypoxiques, mais aussi dans des régions d’hypoxie 

modérée (2-5 % d’O2) et vascularisées (Figure 45) (Li et al., 2009). Au sein de ces régions, 

HIF-2 est associé aux CSG et à ce titre est considéré comme de mauvais pronostic (Holmquist-

Mengelbier et al., 2006).  

 

 

Figure 45 : Expression de HIF-1α et HIF-2α sur biopsie de glioblastome humain. 

L’expression de HIF-1α est localisée au niveau des zones hypoxiques alors qu’HIF-2α (flèches noires) est 
retrouvé dans les zones hypoxiques mais également vascularisées. 
D’après Li et al., 2009. 
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 Rôles des HIFs dans la progression des glioblastomes 

Tout comme pour les tumeurs solides périphériques, en réponse à l’hypoxie, les facteurs 

HIF-α régulent un grand nombre de processus qui participeront à la progression tumorale. Ces 

processus pourront toucher tant les cellules tumorales elles-mêmes que le microenvironnement. 

En effet, les facteurs HIF-α pourront contrôler l’état de différenciation des cellules tumorales, 

leur survie, leur métabolisme, leur capacité d’invasion mais également la vascularisation et la 

réponse inflammatoire de la tumeur (Figure 46) (Wigerup et al., 2016).  

 

 

 HIFs et cellules tumorales 

 Rôle de HIF dans les cellules souches de glioblastomes 

Comme nous l’avons décrit dans la partie II.1.1. (cf. page 30), les CSG se situent 

préférentiellement au sein de niches spécialisées caractérisées par une faible pression partielle 

en oxygène. Cet environnement hypoxique induit une pression de sélection constante qui 

permet aux CSG de maintenir leur état de dédifférenciation (Jögi et al., 2002). Les facteurs 

HIFs contrôlent plusieurs processus concernant les CSG. Par exemple, ils participent au 

maintien de l’état souche des cellules de GB notamment en activant la voie Notch (Lino et al., 

2010). Par ailleurs, ces facteurs de transcription peuvent aussi contrôler la plasticité et 

reprogrammer les cellules non souches vers un état souche (Heddleston et al., 2009). En 

Figure 46 : Représentation des processus régulés par l’hypoxie et l’expression des facteurs HIFs. 
L’hypoxie et les facteurs HIFs peuvent moduler un grand nombre de processus et réguler de multiples phénotypes. 
D’après Wigerup et al., 2016. 
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particulier, HIF-2 induit l'expression des gènes clés (OCT4, NANOG, c-MYC) impliqués dans 

le maintien de l’état de pluripotence des cellules souches à la fois dans les cellules différenciées 

et les CSG (Filatova et al., 2013).  

Tout comme HIF-2, HIF-1 participe également au devenir des CSG. Cependant, son rôle 

est moins spécifique puisqu’il ne contrôlerait pas le phénotype souche des cellules. En 

revanche, il favoriserait leur survie cellulaire. Toutefois, la contribution respective de HIF-1 et 

HIF-2 n’est pas clairement établie et assez controversée. En effet, certaines études suggèrent 

que HIF-1 favorise l’autorenouvellement et inhibe la capacité des cellules à se différencier (Li 

et al., 2009; Soeda et al., 2009). D’autres proposent que HIF-2, en induisant c-Myc, stimule la 

prolifération et la survie des CSG (Gordan et al., 2007; Wang et al., 2008). 

Les niches hypoxiques où résident les CSG sont donc majeures pour entretenir un pool de 

cellules indifférenciées. Cet environnement hypoxique est également propice à l’expansion de 

niches dites périvasculaires. Cependant, au sein de ces niches, seul HIF-2 et non HIF-1 y 

exercerait un rôle notamment par le biais de la régulation de CD44. Associé au CD133, le CD44 

est un marqueur membranaire également utilisé pour identifier les CSG (Anido et al., 2010). 

L’équipe de Pietras a ainsi proposé que le statut souche des cellules de GB était maintenu au 

sein des niches périvasculaires via l’OPN, ligand du récepteur CD44 (Johansson et al., 2017) 

(Figure 47). Cette voie de signalisation OPN/CD44, joue donc un rôle majeur dans l’agressivité 

et le maintien de ces cellules souches (Pietras et al., 2014). En outre, CD44 est particulièrement 

surexprimé dans le sous-type mésenchymateux des GB (Phillips et al., 2006).  

Figure 47 : Illustration du maintien du phénotype des cellules souches de glioblastome par le couple 

OPN/CD44. 

L’interaction du marqueur CD44 et de HIF-2α permet de maintenir le phénotype des cellules souche de 
glioblastome au niveau des niches hypoxique et périvasculaire. 
D’après Johansson et al., 2017. 
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Comme nous l’avons suggéré dans le chapitre II.1.1.2. (cf. page 31), les niches hypoxiques 

et périvasculaires ne pourraient en fait n’être qu’une seule entité ou pour le moins ces deux 

niches pourraient être interconnectées. En faveur de cette hypothèse, l’induction de HIF au sein 

de ces niches hypoxiques augmente la production de la chimiokine SDF-1 (stromal-derived 

growth factor-1) qui, par l’intermédiaire de son récepteur CXCR4 présent à la surface des CSGs 

et des cellules endothéliales, stimule la production de VEGF et ainsi permet la formation de 

nouveaux vaisseaux (Ping & Bian, 2011; Filatova et al., 2013). 

 

 Rôle de HIF dans la survie des cellules de glioblastome 

 HIF et prolifération cellulaire 

La diminution de la pO2 dans la tumeur a pour conséquence de contrôler le devenir des 

cellules tumorales dans le cycle cellulaire. Cet effet sera toutefois dépendant du degré d’hypoxie 

et pourra entrainer soit l’arrêt du cycle soit sa progression. Cet effet est principalement relayé 

par les protéines p21 et p27, cibles de HIF-1 (Goda et al., 2003). En réponse à l’hypoxie, la 

stabilisation de ces protéines inhibe la cycline D1 indispensable à la progression de la phase G1 

du cycle cellulaire (Box & Demetrick, 2004). Ainsi, l’hypoxie sévère (<1 % d’O2) induit un 

arrêt de la prolifération des cellules tumorales en phase G1/S pouvant aboutir à une mort 

cellulaire par apoptose (Amellem & Pettersen, 1991).  

Certains facteurs de croissance tels l’IGF (insulin growth factor), le PDGF sont surexprimés 

dans les GB et ce au regard du caractère hypoxique de ces tumeurs (Yoshida et al., 2006; Sinha 

et al., 2011). Régulés par HIF-1, ces facteurs favoriseront la prolifération des cellules tumorales 

(Gariboldi et al., 2010; Clara et al., 2014). 

De même, l’activation par l’hypoxie de la voie PI3K par des RTK permet également 

d’augmenter la prolifération cellulaire. La voie PI3K peut être inhibée par l’action de PTEN 

mais ce dernier est un gène muté dans 5-40% des GB ce qui favorise la stabilisation de HIF-1 

(Figure 48) (Zhang et al., 2018).  

Parmi les gènes cibles de HIF, l’EPO est un facteur de croissance pléiotropique qui stimule 

la croissance et protège de nombreuses cellules et tissus en conditions physiologiques et 

pathologiques (Cervellini et al., 2010). Des travaux antérieurs réalisés au sein de l’équipe ont 

notamment montré que l’EPO est exprimée dans les GB et qu’elle contribue à la progression 

tumorale (Pérès et al., 2011).  
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 HIF et mort cellulaire 

Dans grand nombre de tumeurs, HIF-1 régule également l’expression de gènes 

impliqués dans la mort cellulaire de type apoptotique ou autophagique (Mcl-1, Bcl-XL, 

survivine, BNIP3). Toutefois, au sein des GB, la mort par nécrose semble prépondérante par 

rapport à la mort par apoptose. Ceci pourrait être le reflet du développement par les cellules 

tumorales d'une résistance à ce type de mort via une régulation positive des protéines anti-

apoptotiques mais aussi le reflet d’une sélection génétique des cellules tumorales présentant des 

défauts de la voie apoptotique. Cependant, peu d’études établissent un lien entre l’expression 

de HIF et ces médiateurs moléculaires anti-apoptotiques au cours de la croissance des GB. Dans 

ces tumeurs, l’autophagie, quant à elle, est plutôt décrite comme un processus de survie 

cellulaire et de résistance aux traitements en particulier en réponse aux traitements anti-

angiogéniques (Hu et al., 2012). 

 

Figure 48 : L’action de HIF-1 sur la prolifération et la survie cellulaire peut être médiée par la voie 
RTK/PI3K/Akt. 

La stimulation des récepteurs à tyrosine kinase (comme l’EGFR) permet d’activer la cascade de signalisation 
PI3K/Akt, stabilisant HIF-1 et favorisant la prolifération et la survie cellulaire.  
D’après Zhang et al., 2018. 
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 Rôle de HIF dans l’immortalisation cellulaire 

La transcriptase inverse (hTERT) et l'activité de la télomérase constituent des éléments 

essentiels pour l'immortalisation et la transformation des cellules tumorales. Dans les cellules 

de GB, il existe une relation complexe entre l'expression de HIF-1/HIF-2 et hTERT. En effet, 

si HIF-2 réprime la transcription de hTERT, HIF-1, en revanche, module positivement son 

activité (Lou et al., 2007). Les conclusions de cette étude pourraient être à rapprocher de celles 

de Acker suggérant que HIF-2, en favorisant l’apoptose des cellules tumorales, pourrait exercer 

un rôle de suppresseur de tumeur dans les GB (Acker et al., 2005). Il a été rapporté qu’une 

diminution de l’expression de hTERT entraîne une apoptose de cellules de gliome (Konnikova 

et al., 2005). Ainsi, l'inhibition de l'expression de hTERT par HIF-2 pourrait contribuer 

indirectement à l'apoptose survenant dans les cellules de gliome surexprimant  

HIF-2α. 

 

 Rôle de HIF dans la régulation du métabolisme cellulaire 

Comme nous l’avons décrit en première partie de l’introduction (cf. page 34), le GB 

privilégie la voie de la glycolyse aérobie pour son métabolisme énergétique, que ce soit en 

présence ou en absence d’O2. Cet effet Warburg est renforcé en condition d’hypoxie par la 

stabilisation de HIF-1. En effet, au sein des cellules de GB, HIF-1 active la transcription des 

transporteurs de glucose (GLUT 1/3), les enzymes de la voie de la glycolyse (PFK1, l’aldolase, 

HK2) ainsi que la lactate déshydrogénase A (LDHA), enzyme impliquée dans la conversion du 

pyruvate en lactate. Parallèlement, l’inactivation de la pyruvate déshydrogénase kinase 1 

(PDK1) par HIF-1 empêche la formation d'acétyl-CoA et inhibe donc l'entrée du pyruvate dans 

le cycle de Krebs (Figure 49) (Colwell et al., 2017). 

 

 Rôle de HIF dans la régulation du pH 

L'accumulation de lactate issu du métabolisme énergétique de la cellule tumorale 

conduit alors à une acidification du compartiment intracellulaire. Les cellules tumorales libèrent 

les protons H+ dans l'espace extracellulaire grâce aux transporteurs membranaires de 

monocarboxylates, MCT-1 et MCT-4, dont l’expression est régulée par HIF-1 (Figure 49) 

(Colwell et al., 2017). Plusieurs études ont montré que la surexpression de ces récepteurs est 

liée à la survie cellulaire et à un phénotype agressif (McIntyre et al., 2012; Proescholdt et al., 

2012). 
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L’acidification du milieu extracellulaire est également la conséquence d’une 

surexpression de la CAIX qui fait partie de la famille des gènes cibles de HIF (Figure 49). Cette 

protéine est souvent utilisée comme un marqueur d'hypoxie endogène qui identifie des tumeurs 

particulièrement agressives caractérisées par une prolifération rapide et une activité 

métabolique élevée (Figure 50) (Mayer et al., 2012; Proescholdt et al., 2012).  

 

 

Figure 49 : Influence de HIF dans la régulation du métabolisme cellulaire. 

HIF-1 va augmenter l’expression des récepteurs GLUT1/3 et des enzymes glycolytiques pour favoriser l’entrée 
de glucose dans la cellule ainsi que la glycolyse. Conjointement, HIF-1 diminue l’entrée du pyruvate dans le 
cycle de Krebs. 
D’après Colwell et al., 2017. 

Figure 50 : Détection par immunomarquage de HIF-1α et de CAIX chez des patients souffrant d’un 
glioblastome. 

L’expression de HIF-1α (A) et de CAIX (B) est détectée au niveau des zones hypoxique périnécrotique (étoile 
noire).  
D’après Mayer et al., 2012. 
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 Rôle de HIF dans l’invasion tumorale 

HIF-1 est un intermédiaire majeur de la régulation de l’invasion puisqu’il régule 

l’expression d’un grand nombre de molécules impliquées tant dans le processus de détachement 

cellulaire que dans le processus d’invasion des cellules de GB. Par ailleurs, il a été démontré 

que HIF-1 pouvait être également à l’origine du recrutement des intégrines αv 3 et αv 5 au 

niveau la membrane cellulaire des cellules GB de façon à favoriser ainsi leur processus 

d’invasion (Skuli et al., 2009b). Parmi ces molécules, nous pouvons citer : la vimentine, la 

fibronectine, la MMP-2, la cathepsine D, l’uPA. HIF-1 induit également la perte d’expression 

de l’E-cadhérine, protéine clé de l’adhésion cellulaire et de la TEM. Parmi les facteurs de 

transcription à l’origine de l’induction de cette transition, certains sont directement ou 

indirectement induits par HIF-1 (Figure 51) (Karsy et al., 2016). Ces facteurs, tels ZEB1 et 

TWIST1 contrôlent alors l’activité des promoteurs de la E-cadhérine, la vimentine ou de la N-

cadhérine. Dans le GB, l’expression de ZEB1 et TWIST1 est particulièrement détectée au 

niveau des zones en pseudo-palissades hypoxiques (Monteiro et al., 2017). D’autres voies 

stimulent également la TEM des cellules de GB. Ainsi, la voie de signalisation passant par 

Notch, puissant inducteur de la TEM, peut être régulée par la protéine RBPJ. Dans les GB, 

RBPJ est également fortement exprimée dans les zones de pseudo-palissades qui se 

caractérisent par de l’hypoxie et de l’invasion (Figure 51) (Maciaczyk et al., 2017).  

Figure 51 : Régulation de la progression tumorale par HIF. 

La stabilisation du complexe HIF-α/HIF-  permet l’expression de gènes responsables du maintien des cellules 
souches de glioblastome (CSG), de l’angiogenèse, de la survie cellulaire et de l’invasion. En parallèle ce 
complexe favorise la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM).  
D’après Karsy et al., 2016.  
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Enfin, certains récepteurs des chimiokines comme le CXCR4 dont l’expression est 

modulée en hypoxie par HIF-1 participent à la TEM. Cette surexpression des récepteurs va 

permettre la migration directionnelle des cellules en réponse à un gradient chimio-attractant 

(Figure 52) (Zagzag et al., 2006; Iwadate, 2016).  

 

 HIFs et microenvironnement 

 Rôle de HIF dans l’angiogenèse et la vasculogenèse 

Dans les GB, l’expression de HIF-1 est corrélée avec le grade de gliome et la densité 

vasculaire, ce qui souligne son rôle dans la progression des tumeurs cérébrales et l'angiogenèse 

(Zagzag et al., 2000). Cette réponse adaptative déclenchée permet d’initier une angiogenèse 

robuste dans les régions en déficit d’O2, notamment par une synthèse de facteurs angiogéniques.  

En effet, en réponse à l’hypoxie l’expression du VEGF est augmentée par deux 

mécanismes : l’un médié par la liaison de HIF-1 aux séquences HRE du promoteur VEGF qui 

conduira à une augmentation de la transcription du gène, le second favorise la stabilité des 

ARNm du VEGF. Cet effet est induit par la région 3 'non traduite de l’ARNm du VEGF (Onesto 

et al., 2004). Outre le VEGF, HIF-1 contrôle l'expression de nombreux autres facteurs 

angiogéniques, tels que le PlGF (placenta-like growth factor), le PDGF, l’Ang-2 ; 

l’adrénomédulline, endothéline-1, l’EPO, le TGFα, le TGF , PAI-1, la iNOS (inducible nitric 

oxide synthase) (Kelly et al., 2003; Sharp & Bernaudin, 2004; Kaur et al., 2005). Les taux 

élevés de VEGF produits autour des zones de nécrose en pseudo-palissades seraient 

responsables de la prolifération microvasculaire des glomérules caractéristiques des GB (Brat 

& Van Meir, 2001). L’importance de la néo-angiogenèse tumorale et la forte expression intra-

tumorale du VEGF qui caractérisent les GB ont été à l’origine du développement d’approches 

thérapeutiques de blocage de la voie du VEGF. De ce fait, dès 1993, les premiers travaux 

Figure 52 : Schématisation de la transition épithélio-mésenchymateuse. 

L’acquisition (flèches noires) d’un phénotype mésenchymateux et invasif est réversible (flèches grises claires). 
D’après Iwadate 2016. 



Introduction 

87 
 

précliniques de Kim et al., avaient démontré un rôle anti-tumoral majeur du blocage du VEGF 

dans un modèle de GB humain transplanté chez la souris (Kim et al., 1993).  

Les angiopoïétines représentent une seconde classe de facteurs angiogéniques modulées 

par HIF-1 et qui contrôlent le processus d’angiogenèse en coopération avec le VEGF (Lee et 

al., 2007). À l'heure actuelle, plusieurs études attribuent la résistance au traitement par le 

bevacizumab (anticorps anti-VEGF) au rebond des cellules immunitaires innées susceptibles 

de favoriser la croissance tumorale (Shojaei et al., 2007). Il a été proposé que la surexpression 

d’Ang2 observée pourrait contribuer à cet échappement et ceci car, au-delà de son rôle de 

facteur angiogénique, Ang2 participe également au recrutement des cellules inflammatoires 

(Scholz et al., 2011).  

L’effet bénéfique attendu des stratégies anti-angiogéniques pour les GB était que ce 

traitement devait certes léser le réseau vasculaire tumoral, mais aussi indirectement atteindre 

les CSG de la niche périvasculaire. Or, sur le long terme, de façon inattendue, l’utilisation du 

bévacizumab a conduit à un effet rebond de tumeurs plus invasives ; le blocage du VEGF 

provoquant sur les cellules de GB, un switch d’expression de la T-cadhérine vers la N-cadhérine 

et une motilité des cellules plus importante, caractéristiques de la TEM (Lu et al., 2012). 

 

 La vasculogenèse est un mécanisme alternatif conduisant à la formation de vaisseaux 

sanguins qui est également observé dans les GB. Les cellules progénitrices endothéliales 

dérivées de la moelle osseuse quittent la circulation systémique le long d'un gradient de 

chémokine tel le SDF-1. Il a été démontré que les CSG sont responsables de la sécrétion de 

SDF-1 et ce en réponse à l’activation de HIF-1, qui par ailleurs augmente l’expression de 

CXCR4 sur les cellules myéloïdes (Du et al., 2008).  

 

 Jusqu’à présent, le rôle de HIF-2 dans le contrôle de l’angiogenèse tumorale ne lui a été 

attribué qu’au regard de son rôle dans le maintien des niches périvasculaires (Pietras et al., 

2010). Toutefois, il peut être noté que HIF-2 est, tout comme HIF-1, très impliqué dans le 

développement de l’arbre vasculaire au cours du développement embryonnaire. HIF-1 serait 

impliqué dans les phases de vasculogenèse et HIF-2 serait nécessaire aux phases de remodelage 

et de maturation des néovaisseaux. Ce switch d’intervention des deux isoformes pourrait être 

dû aux modifications du niveau d’oxygénation au cours du développement d’une 

vascularisation fonctionnelle (Koh & Powis, 2012). Cette intervention séquentielle de HIF-1 et 

HIF-2 observée en conditions physiologiques ne semble donc pas retrouvée en conditions 

pathologiques au cours de la progression tumorale.  
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 Rôle de HIF dans l’immunomodulation 

Comme nous l’avons décrit dans le chapitre précédent (cf. page 44), les GB sont des 

tumeurs très inflammatoires. Parmi les molécules chimioattractantes, certaines ont été déjà 

précédemment citées comme des gènes cibles de HIF, tel est le cas du VEGF, des endothélines 

(ET-1) et le SDF-1. Tout comme les progéniteurs endothéliaux, les monocytes peuvent migrer 

dans les régions hypoxiques en suivant un gradient chimioattractant généré par le signal 

hypoxique (Murdoch et al., 2004) et les TAM s’accumulent dans les régions hypoxiques 

nécrotiques. Les travaux de l’équipe ont renforcé ces connaissances en montrant sur un modèle 

de GB que l’hypoxie favorise certes la migration des macrophages mais aussi leur polarisation 

vers le phénotype pro-tumoral M2 (Figure 53) (Leblond et al., 2015). 

 

L’influence de l’activation des facteurs HIF-α dans la polarisation des macrophages est 

cependant plus discutée. Bien que controversées, des études menées in silico, ont proposé que 

HIF-1α serait responsable de la mise en place d’un phénotype M1 (via la transcription de 

l’iNOS) alors que HIF-2α serait impliqué dans le phénotype M2 (par l’induction de la 

transcription de l’Arginase-1) (Imtiyaz et al., 2010; Egners et al., 2016). Toutefois, seul le 

promoteur du gène de l’iNOS, et non celui de l’Arg1, possède une séquence HRE (Matrone et 

al., 2004; Mi et al., 2008). Certaines études montrent que l’inhibition de HIF-1α dans les 

macrophages induisent une augmentation des marqueurs M2 alors que d’autres observent une 

diminution de ceux-ci (Werno et al., 2010; Doedens et al., 2010). De plus, l’inhibition de  

HIF-2α semble diminuer la production de cytokines pro-inflammatoires et augmenter les 

cytokines anti-inflammatoires synthétisées par les macrophages (Imtiyaz et al., 2010). 

 

 

Figure 53 : Schématisation de l’infiltration des macrophages au cours de la croissance tumorale. 
En début de croissance, les macrophages recrutés sont majoritairement de phénotype M0 et M1. L’infiltration 
vers les zones hypoxiques à des volumes tumoraux plus importants favorise l’acquisition du phénotype M2. 
D’après Leblond et al., 2015. 
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Au sein des GB, d’autres mécanismes d’échappement aux réponses immunitaires ont été 

décrits. Par exemple, les cellules tumorales expriment à leur surface des molécules inhibitrices 

comme PD-L1 (programmed cell death I ligand 1) et FasL qui induisent l’apoptose des cellules 

T (Simonelli et al., 2018). D’autres études rapportent des altérations d’expression des molécules 

HLA de classe 1 mais aussi de HLA-G, cette dernière ayant été identifiée comme un gène cible 

de HIF-1 (Yaghi et al., 2016). 

 

 HIFs et traitements 

 Rôle des HIFs dans la réponse à la radiothérapie 

Les caractéristiques du tissu tumoral des GB sont à l’origine de la faible pénétration et/ou 

efficacité des traitements de chimio et radiothérapie. Ainsi, comme illustré par la Figure 54, 

les anomalies morphologiques et fonctionnelles du réseau vasculaire péri et intratumoral, la 

pression interstitielle de ce tissu et la présence de régions hypoxiques limiteront l’accessibilité 

des traitements de chimiothérapie (Minchinton & Tannock, 2006). 

 

Comme nous l’avons décrit dans le chapitre 1 de cette introduction (cf. page 55), l’hypoxie 

est également à l’origine d’une radiorésistance puisque la RT requiert une quantité d’oxygène 

intra-tumorale suffisante pour avoir un effet cytotoxique maximal, la perte de l’effet oxygène 

favorisant les phénomènes de radiorésistance. Toutefois, l’hypoxie peut conduire également 

indirectement à la résistance aux traitements conventionnels par l’activation de HIF-1 à 

l’origine d’altérations au niveau de la cinétique de prolifération, de la position des cellules dans 

le cycle cellulaire, le nombre de cellules quiescentes en phase G0 du cycle cellulaire ; ces 

différents paramètres limitant la réponse des cellules aux traitements de chimio et radiothérapie. 

Figure 54 : Distribution restreinte des chimiothérapies en lien avec l’hypoxie. 
A. Représentation des gradients décroissants d’oxygène, de nutriments, d’énergie et de concentrations des 
drogues. 
B. Immunomarquage des vaisseaux tumoraux (rouge), des régions hypoxiques (vert) et de la doxorubicine (bleu), 
une chimiothérapie. 
D’après Minchinton & Tannock 2006. 
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Nous ne décrirons dans la suite de ce document que le rôle des HIFs dans la 

radiorésistance des GB. 

 

 Rôle de HIF-1 dans la réponse à la radiothérapie 

Plusieurs études in vitro ont confirmé sur un large spectre de lignées tumorales que 

l’expression protéique de HIF-1α était corrélée avec la radiorésistance induite par l’hypoxie 

(Vordermark et al., 2004). Depuis, d’autres études réalisées sur différentes lignées tumorales et 

utilisant des stratégies d’inhibition ou de stabilisation de l’expression de HIF-1α ont confirmé 

que HIF-1 était un médiateur majeur de la radiorésistance tumorale et ce en conditions de 

normoxie ou d’hypoxie (Kessler et al., 2010; Ströfer et al., 2011). Bien que les mécanismes à 

l’origine de la radiorésistance soient complexes et cellules dépendants, trois mécanismes 

majeurs peuvent être dégagés quant au rôle de HIF-1: celui-ci module l’apoptose, augmente les 

capacités de réparer l’ADN et induit des perturbations du métabolisme cellulaire. Plus 

récemment, il a été proposé que la mort mitotique est un processus également développé par les 

cellules radiorésistantes grâce à l’expression de HIF-1α (Lanvin et al., 2013). 

Les données issues des cellules de GB sont beaucoup plus fragmentaires et les 

arguments en faveur d’un rôle de HIF dans la radiorésistance sont indirects. Ainsi, l’équipe de 

Jonathan-Mohal propose que la mort mitotique post-irradiation des cellules de GB serait due à 

une surexpression de survivine en réponse à l’activation de HIF-1α (Lanvin et al., 2013). Les 

travaux de notre équipe ont également rapporté que le blocage de la signalisation EPO/EPOR 

radiosensibilise les cellules de GB en les arrêtant en phase G2/M du cycle cellulaire, en 

favorisant la sénescence de ces cellules et en induisant une instabilité génomique robuste 

conduisant à une mort mitotique dépendante de la caspase-3 (Pérès et al., 2015). In vivo, 

l’irisquinone, en diminuant l’expression de HIF-1α, exerce un effet de radiosensiblisant sur un 

modèle de GB (Wang et al., 2016). 

Il est important de noter que l’irradiation elle-même peut moduler l’activité de HIF-1α. 

Ainsi, dans la phase précoce de réoxygénation suivant l’irradiation, l’expression de HIF-1α 

diminue pour ensuite augmenter ; l’activité de HIF-1α atteignant son maximum entre 24 et 48 

heures post-irradiation. Cette cinétique d’expression biphasique a été retrouvée sur différents 

types de cellules tumorales même si les durées des phases dépendent à la fois de la dose 

d’irradiation et du type cellulaire étudié (Moeller & Dewhirst, 2004; Harada et al., 2009). 



Introduction 

91 
 

Deux mécanismes indépendants seraient à l’origine de l’augmentation d’activité de HIF-1α 

post-irradiation. Il a été proposé que, durant la phase de réoxygénation, la formation excessive 

d’ERO entraîne une stabilisation de HIF-1α, provoquant ainsi une augmentation de l’activité 

de HIF-1 (Dewhirst et al., 2008). 

Le second mécanisme de stabilisation de HIF-1α serait lié à la présence de granules de stress 

(Figure 55). Ces granules de stress ont été observées, in vitro et in vivo. Ceux-ci se forment 

durant la phase d’hypoxie suivie, lors de la réoxygénation, d’une désagrégation de ces 

complexes libérant ainsi les transcripts de HIF-1α ainsi que les protéines dont l’expression est 

régulée par HIF-1 (Moeller & Dewhirst, 2004; Gottschald et al., 2010).  

Plus récemment, un autre pic d’activité de HIF a été décrit pour des phases post-irradiation 

plus tardives suggérant qu’il puisse exister un troisième mécanisme à l’origine de cette 

stabilisation de HIF-1α. En effet, HIF-1α est de nouveau stabilisé 6 à 7 jours après l’irradiation, 

période qui coïncide avec l’infiltration des macrophages dans la tumeur (Figure 55). 

L’hypothèse retenue serait que la production de NO, induite par l’infiltration des macrophages, 

permettrait de stabiliser à nouveau HIF-1α et ainsi augmenterait l’expression de HIF-1 et de ses 

gènes cibles, pouvant ainsi protéger les cellules tumorales des effets cytotoxiques de 

l’irradiation (Chi et al., 2012). 

 

 

Figure 55 : Mécanismes impliqués dans l’augmentation de l’activité de HIF-1 et conséquences sur la tumeur 

après irradiation. 

(1) Tumeur non traitée, (2) Réoxygénation après irradiation, (3) Infiltration des macrophages, (4) Favorisation de 
la survie des cellules endothéliales, de l’angiogenèse et de la récurrence tumorale. 
D’après Dewhirst et al., 2008. 
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 Rôle de HIF-2 dans la réponse à la radiothérapie 

Le rôle de HIF-2 dans la radiorésistance des cellules tumorales n’est suspecté que depuis 

peu (Zhao et al., 2015). Les premières études ont été réalisées sur des carcinomes rénaux, 

tumeurs qui, suite à une mutation de pVHL, surexpriment HIF-2α et sont particulièrement 

radiorésistantes. L’extinction de l’expression de HIF-2α dans ces cellules tumorales a permis 

d’apporter une des premières preuves expérimentales en faveur d’un rôle de cette isoforme de 

HIF dans la radiorésistance (Bhatt et al., 2008). Pour les GB, le rôle de HIF-2 dans la 

radiorésistance a été relié au statut souche des cellules tumorales. Il est désormais clairement 

admis que les CSG, au sein de leurs niches hypoxiques, sont particulièrement résistantes à la 

radiothérapie. Toutefois, les mécanismes à l’origine de cette radiorésistance ne sont pas 

totalement établis. L’équipe de Pietras propose que la voie de signalisation OPN/CD44 

impliquée dans le statut des CSG est également à l’origine de la radiorésistance de ces cellules 

(Pietras et al., 2014).  

Ces données non exhaustives illustrent le rôle majeur exercé par HIF-1 et HIF-2 dans la 

gliomagenèse, la progression tumorale et la résistance au traitement de radiothérapie mais sous-

tendus par des mécanismes distincts. Bien que ce volet ne soit pas abordé dans cette 

introduction, il faut également évoquer le fait que la stabilisation de HIF-1α et de HIF-2α sera 

également un frein à l’efficacité de la chimiothérapie. 

Au regard de ces rôles majeurs de ces facteurs de transcription dans la physiopathologie du 

GB, et en raison des échecs thérapeutiques actuels, différentes stratégies ont été envisagées afin 

d’apporter des preuves expérimentales solides en faveur de l’intérêt d’inhiber l’expression des 

HIF. Actuellement, dans les tumeurs solides, ces stratégies sont classées en trois catégories en 

fonction de leurs modes d’action : (1) inhiber la synthèse de HIF-1α ou HIF-2α, (2) cibler 

directement HIF-1α ou HIF-2α et diminuer leur activité et/ou leur stabilité, ou (3) cibler les 

voies avales correspondantes de HIF-1 ou HIF-2 (Zhao et al., 2015; Semenza 2006). 

 

 HAF : un HIF-modulateur ? 

 Découverte et structure de HAF 

C’est en cherchant à identifier de nouveaux peptides antigéniques tumoraux reconnus par 

les lymphocytes T cytotoxiques, qu’une équipe Japonaise a découvert, à partir de prélèvement 

de carcinomes épidermoïdes, un gène bicistronique de 2506 paires de bases nommé Squamous 

cell carcinoma antigen recognized by T cells 1 (SART1) (Shichijo et al., 1998). Le gène SART1, 

situé sur le chromosome 11q13.1, code deux protéines SART1800 (125 kDa) et SART1259  
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(43 kDa) ; la forme de 259 acides aminés étant obtenue par un décalage de -1 du cadre de 

lecture. Ces auteurs ont distingué des localisations cellulaires pour les deux formes de SART1. 

SART1800 serait exprimée dans le noyau des cellules en prolifération, SART1259 serait, quant à 

elle, restreinte dans le cytosol de certaines cellules telles celles des carcinomes épidermoïdes. 

La séquence nucléotidique de SART1 est assez conservée et partage 86 et 84 % 

d’homologie avec les formes retrouvées respectivement chez la souris et le rat (Gotoh et al., 

1998). L’homologue murin est défini par l’acronyme HAF. Cet acronyme est également 

souvent utilisé pour désigner la forme humaine de SART1800, comme nous le ferons dans la 

suite de ce manuscrit.  

Bien que la structure protéique de HAF ne soit pas encore totalement connue, deux 

domaines principaux ont été identifiés (Figure 56) : 

 le premier domaine, situé en N-terminal, correspond à un domaine à motif leucine-zipper qui 

permet la fixation de HAF sur l’ADN ; 

 le second domaine, situé en C-terminal, entre les acides aminés 654 à 800, est un domaine à 

activité E3 ligase qui peut ubiquitinyler des protéines cibles et entrainer leur dégradation par 

le protéasome (Koh et al., 2008). La séquence peptidique entre les acides aminés 450 et 600 

serait particulièrement riche en glutamine et faciliterait également des liaisons de SART1 à 

d’autres protéines (Makarova et al., 2001). 

Depuis l’identification de ce facteur, chacune des formes de SART1 a été retrouvée 

exprimée dans certains tissus sains y compris le cerveau, mais également dans des contextes 

tumoraux (Shichijo et al., 1998). 

 

 Rôles de HAF 

 HAF : un régulateur des HIFs 

En 2000, HAF a tout d’abord été décrit comme étant un facteur capable de moduler 

l’expression hypoxique de l’EPO, gène cible des facteurs HIF-α (Gupta et al., 2000).  

Par son domaine contenant le motif leucine zipper, HAF se fixe à une séquence de 17 paires 

de bases au niveau du promoteur du gène de l’EPO à proximité de la séquence HRE. Cette 

coopération entre ces deux régions conduit à une induction maximale de ce gène. Cette même 

étude a permis également de montrer qu’au-delà de l’EPO, HAF est aussi capable de se fixer 

en 5’UTR du gène du VEGF et de potentialiser son expression en hypoxie. Depuis, d’autres 

gènes ont été identifiés comme étant une cible de HAF tel que OCT-4 (Koh et al., 2015). La 
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comparaison des séquences de fixation de HAF sur les promoteurs de ces gènes cibles permet 

de suggérer une séquence consensus pour la fixation de HAF : CCCCWSCCCC (où W peut 

être remplacé par A ou T et S peut être remplacé par C ou G) (Gupta et al., 2000; Koh et al., 

2015). Les gènes modulés par HAF étant majoritairement des gènes cibles de HIF-1 ou HIF-2, 

un rôle de HAF dans la régulation de ces facteurs a été suspecté. Les connaissances actuelles 

proposent que HAF ait des effets diamétralement opposés vis-à-vis de HIF-1α et HIF-2α : HAF 

dégrade HIF-1α alors qu’il permet la transactivation de HIF-2α. Cette différence de régulation 

serait due au fait que HAF se fixe sur chacune de ces isoformes par l’intermédiaire de domaines 

distincts (Figure 56) : 

 HAF se fixe sur HIF-1α par son domaine E3 ligase (entre les acides aminés 654-800) au niveau 

du domaine PAS B (entre les acides aminés 298-400) de HIF-1α. Cette fixation favorise alors 

l’ubiquitinylation de ce dernier et entraine sa dégradation par le protéasome (Koh et al., 2008). 

 HAF se fixe sur HIF-2α par son domaine central (entre les acides aminés 300 et 500). En se 

fixant entre les domaines ODDD et C-TAD (de 604 à 750 acides aminés) de HIF-2α, HAF 

favorise sa transactivation et l’expression de ses gènes cibles (Koh et al., 2011). 

 

 

Comme nous l’avons introduit précédemment dans ce manuscrit, HAF fait partie des 

régulateurs oxygène-indépendants des facteurs HIFs (cf. page 74). Ce mécanisme vient donc 

s’ajouter aux autres mécanismes de régulation de ces facteurs de transcription (Figure 42). 

Ainsi, au sein de la cellule, la quantité totale de HIF-1α dépendra donc de l’action des deux 

Figure 56 : Structure de HAF et sites de liaisons de HAF sur les facteurs HIFs. 

HAF se fixe avec son domaine E3 ligase (acides aminés 654-800) sur HIF-1α entre les régions PAS et ODDD 
(acides aminés 298-400), entrainant la dégradation de ce dernier. HAF se fixe également avec son domaine central 
(acides aminés 300-500) sur HIF-2α entre les régions ODDD et C-TAD (acides aminés 604-750), favorisant la 
transactivation de ce dernier. 
D’après Koh et al., 2008, 2011. 
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voies de régulation, la voie oxygène-indépendante passant par HAF et la voie oxygène-

dépendante passant par les pVHL (Figure 57) (Koh et al., 2008).  

 

Concernant HIF-2α, la régulation HAF-dépendante, en favorisant sa transactivation, 

viendra renforcer son activité en hypoxie mais aussi en normoxie. Récemment, il a été proposé 

qu’en hypoxie, la transactivation de HIF-2α par HAF nécessitait au préalable que celui-ci soit 

SUMOylé pour pouvoir se lier à HIF-2α et provoquer une induction maximale des gènes cibles 

de HIF-2 (Figure 58) (Koh et al., 2015). Parmi les trois isoformes de SUMO  

(Small Ubiquitin-like Modifiers), seules les SUMO-1 et SUMO-2 sont capables de se conjuguer 

à HAF ; SUMO-2 se fixant sur les Lys94 et Lys141 de HIF-2α (Vertegaal et al., 2006; Schimmel 

et al., 2010). 

 

Figure 58 : Modèle de régulation de l’activation de HIF-2α par HAF. 
HAF se fixe sur un site dédié, permettant la transcription à un niveau de base. La SUMOylation de HAF (s) 
permet la liaison de HAF sur HIF-2α et l’induction maximale des gènes cibles de HIF-2α. 
D’après Koh et al., 2015. 

Figure 57 : HIF-1α est régulé selon deux voies dépendantes ou non de l’oxygène. 
La quantité totale de HIF-1α est la résultante des voies de dégradation oxygène-indépendante (HAF) et 
dépendante (pVHL).  
D’après Koh et al., 2008. 
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En outre, l’expression de HAF pourrait également être elle-même modulée par l’hypoxie 

(Koh et al., 2011). De ces connaissances, il a été proposé que HAF soit à l’origine d’un switch 

de HIF-1α vers HIF-2α en condition d’hypoxie prolongée (Figure 59).  

 

 Régulation de HAF 

Contrairement aux facteurs HIFs, HAF exerce son activité indépendamment de la 

disponibilité en oxygène. En effet, il a été montré qu’il est capable de dégrader HIF-1α aussi 

bien en condition de normoxie qu’en hypoxie (Koh et al., 2011). Cependant, selon cette même 

étude, l’expression de HAF serait modulée par une hypoxie sévère (0,5 % d’O2) et prolongée 

(48 h) (Figure 59).  

Comme nous l’avons décrit précédemment, l’activité de HAF est également modulée 

de manière post-traductionnelle par SUMOylation dans sa région N-terminale. De façon 

intéressante, l’inhibition de la SUMOylation de HAF potentialise la dégradation de HIF-1α tout 

en prévenant la transactivation de HIF-2α. Ces données suggèrent que la SUMOylation de HAF 

contribuerait à maintenir une régulation fine de la balance entre l’expression et l’activité des 

isoformes de HIF-α (Koh et al., 2015).  

 

 Les autres rôles de HAF 

D’autres rôles indépendants des facteurs HIFs ont été attribués à HAF. Ce facteur serait 

notamment impliqué dans la formation du spliceosome et la régulation de la mitose (Kittler et 

al., 2004; Matsumoto et al., 2006). En effet, HAF interagit avec la sous-unité UBL5 qui 

participe au maintien de l’intégrité du spliceosome (Makarova et al., 2001; Matsumoto et al., 

2006; Oka et al., 2014; Sundaramoorthy et al., 2014; Lin et al., 2015). Par ailleurs, des 

inhibitions d’UBL5 ou de HAF provoquent des défauts d’épissage de la sororine, protéine 

Figure 59 : HAF est responsable du switch d’expression HIF-1>HIF-2. 

L’expression de HAF serait modulée par l’hypoxie et serait responsable du switch d’expression de HIF-1>HIF-
2 en hypoxie prolongée. 
D’après Koh et al., 2011. 
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impliquée dans la cohésion des chromatides se traduisant par un défaut de séparation de celles-

ci lors de la mitose (Figure 60) (Laetsch et al., 2014; Sundaramoorthy et al., 2014). 

 

D’autres études proposent que HAF serait nécessaire au bon fonctionnement du fuseau 

mitotique ou induirait l’arrêt du cycle cellulaire et l’apoptose (Kittler et al., 2004; Hosokawa et 

al., 2005). Enfin, HAF pourrait également participer à la réponse immunitaire. Bien que cette 

fonction soit plus décrite pour la forme 259, les deux formes de SART1 présentent des antigènes 

de rejet de tumeur (Matsunaga et al., 1999). Ces données ont été décrites pour un certain nombre 

de tumeurs dont les GB (Zhang et al., 2007).  

HAF étant considéré comme un régulateur des facteurs HIFs et de leurs gènes cibles et 

identifié dans les cellules en prolifération, celui-ci a fait l’objet de recherches dans le domaine 

de l’oncologie. Il a été ainsi établi que l’expression de HAF est de mauvais pronostic pour les 

patients souffrant de cancer rénaux (Koh et al., 2015). À la fin des années 1990, HAF avait été 

détecté dans les biopsies issues de patients souffrant de GB, quelques études ont été entreprises 

pour identifier son rôle dans ce contexte tumoral (Imaizumi et al., 1999). 

 

 HAF et glioblastomes 

Depuis les travaux d’Imaizumi, une seule étude préclinique a été entreprise afin de 

rechercher si le facteur HAF pouvait participer à la gliomagenèse (Imaizumi et al., 1999; Koh 

et al., 2011). De cette étude menée in vitro et in vivo, il a été proposé qu’une surexpression de 

HAF dans les cellules issues d’une lignée humaine de GB (U87) favorise l’acquisition d’un 

phénotype souche de ces cellules et augmente leur agressivité. Ces effets ont été attribués au 

Figure 60 : HAF a également un rôle dans l’intégrité du spliceosome et de l’épissage de la sororine. 
A. HAF/SART1 interagit avec UBL5, un composant du spliceosome.  
B. Le complexe UBL5/SART1 permet le bon épissage de la sororine, une protéine impliquée dans la cohésion 
des chromatides. Barre d’échelle : 10 µm.  
D’après Laetsch et al., 2014 et Sundaramoorthy et al., 2014. 
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switch d’expression de HIF-1α vers HIF-2α entrainant alors l’expression de gènes cibles de 

HIF-2α tels qu’OCT-3/4, NANOG et MMP-9. In vivo, ces cellules surexprimant HAF induisent 

des tumeurs plus agressives. En accord avec ces données précliniques, une étude de séquençage 

des SNPs (single-nucleotide polymorphism) menée à partir de plusieurs échantillons issus de 

biopsies de GB humains a permis de mettre en évidence certains SNPs situés sur le gène codant 

HAF et qui pourraient renseigner sur le caractère agressif de ces tumeurs (Keller et al., 2011). 

Plus récemment, une équipe française a proposé que l’expression de HAF serait un facteur 

de mauvais pronostic dans des gliomes de bas grade (Figure 61) et que l’expression de HAF 

pourrait réguler l’expression de SOX2 indépendamment de HIF-2 (Tchoghandjian et al., 2016).  

 

 

Ainsi, de ces quelques données cliniques et précliniques, il apparait que le rôle de 

HAF dans les GB n’est pas encore clairement établi et que celui-ci mérite d’être consolidé. 

 

 

Figure 61 : HAF, un facteur de mauvais pronostic dans les gliomes de bas grade. 

A. Expression de HIF-2α, Oct4, HAF et de SOX2, un gène cible de HIF-2α, selon deux groupes de gliome de bas 
grade le groupe 1 (IDH non muté, 1p19q non délété, p53 negatif) et le groupe 2 (IDH muté, 1p19q délété, p53 
positif). 
B. Les gliomes de bas grade du groupe 1 se définissent comme infiltrants alors que les gliomes du groupes 2 
présentent un bord net. 
C. Courbes de survie de patients porteurs de gliomes de bas grande exprimé faiblement (violet) ou fortement 
(vert) HAF. 
D’après Tchoghandjian et al., 2016. 
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Les glioblastomes (GB) sont les tumeurs cérébrales primitives les plus dévastatrices du 

système nerveux central chez l’adulte, et ce, en raison de la faible efficacité des thérapies 

conventionnelles actuelles. Ces tumeurs particulièrement invasives et agressives sont 

extrêmement hétérogènes à l’échelle intra-tumorale comme en témoigne les profils 

moléculaires proposés plus récemment pour améliorer la classification des GB. Une des 

caractéristiques majeures de ces tumeurs réside dans la présence de régions hypoxiques, qui 

elles aussi peuvent présenter une hétérogénéité inter-individuelle et intra-tumorale. La présence 

de cellules souches de GB (CSG) ajoute un niveau de complexité à la compréhension de 

l’hétérogénéité des GB. L’ensemble de ces différentes caractéristiques sont probablement en 

partie à l’origine de la faible efficacité des thérapeutiques actuelles. 

Comme nous l’avons décrit en introduction de ce manuscrit, les facteurs de transcription 

HIFs jouent un rôle clé dans l’existence de ces différentes caractéristiques. Un certain nombre 

de données relate l’importance du facteur HIF-1α dans la gliomagenèse et la résistance au 

traitement de chimio- et radiothérapie. Ainsi, les travaux menés au sein de l’équipe CERVOxy 

ont montré que certains des gènes cibles de HIF-1α, dont le VEGF et l’EPO participaient à la 

progression des GB et à leur résistance à la chimio- et radiothérapie (Corroyer-Dulmont et al., 

2013; Pérès et al., 2015). 

Les données concernant HIF-2α dans les GB sont beaucoup plus fragmentaires. Le peu 

d’études cliniques qui se sont intéressées à ce facteur (Li et al., 2009; Renfrow et al., 2018) 

suggèrent que HIF-2α régule la capacité tumorigénique des CSG. Toutefois, des travaux 

antérieurs de l’équipe ont également montré que la III-tubuline, surexprimée dans les GB, est 

un gène cible spécifique de HIF-2α, suggérant que cette isoforme de HIF puisse agir également 

sur les cellules de GB différenciées (Bordji et al., 2014). 

Bien que les régulations des facteurs HIFs diffèrent selon le type cellulaire, 

schématiquement, il est proposé que HIF-1α module la réponse aigue à l'hypoxie (< 24 heures) 

et HIF-2, la réponse chronique (> 24 heures). De plus, HIF-2α pourrait être activé dans des 

conditions d’hypoxie plus modérée que HIF-1α (1 %-5 % d’O2), voire même en normoxie. 

Ainsi, l’hétérogénéité intra-tumorale des régions hypoxiques des GB pourrait être à l’origine 

d’une activation régionalisée et différentielle des facteurs HIF-1α et HIF-2α, ce phénomène 

n’étant pas facilement identifiable à partir des biopsies de patients. 
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Afin de renforcer les connaissances quant à la contribution de HIF-2α dans les GB, l’objectif 

de ce travail mené à l’échelle préclinique était double :  

 déterminer si HIF-2α peut moduler la capacité tumorigénique des cellules de GB 

différenciées. 

Nous avons recherché in vitro et in vivo, l’impact de HIF-2α sur la croissance des GB en 

utilisant deux approches d’ARN interférence : une approche ciblant HAF, facteur impliqué dans 

le switch de HIF-1α vers HIF-2α et l’autre HIF-2α (Figure 62). 

 

 

 identifier la contribution de HIF-2α et HAF dans l’efficacité de la radiothérapie. 

Des études in vitro ont été réalisées afin d’évaluer l’implication de HIF-2α ou HAF dans la 

radiosensibilité des cellules de GB aux rayons X.  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 62 : Stratégies expérimentales adoptées pour étudier l’impact de HIF-2 dans la croissance des 

glioblastomes. 

D’après Lai et al., 2017. 
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Matériel et méthodes 
 

 Méthodologie in vitro 
 

 Culture cellulaire 

 Culture des lignées cellulaires humaines 

La lignée cellulaire utilisée dans ces études est la lignée humaine de glioblastome U251-

MG. Elle a été établie à partir d’un explant tumoral de glioblastome humain et caractérisée dans 

les années 80 (Westermark et al., 1973). Ces cellules sont maintenues en culture dans du milieu 

Dulbecco's Modified Eagle Medium 1 g/L de glucose supplémenté avec 10 % de sérum de veau 

fœtal (SVF), 50 U/mL de pénicilline/streptomycine (PS) et 2 mM de glutamine. Les cellules 

sont incubées dans une atmosphère humide gazée (95 % air, 5 % CO2, 37°C) jusqu’à l’obtention 

de 90 % de confluence. Après élimination du milieu et rinçage au PBS (Phosphate buffer 

saline), les cellules sont décollées à l’aide d’un mélange trypsine-EDTA (5 min, 37°C), re-

suspendues dans du milieu de culture additionné de SVF afin d’inhiber la réaction enzymatique 

puis centrifugées (5 min, 300 g). La suspension cellulaire est diluée au 1/10ème et réensemencée 

sur le support adapté aux expériences.  

 

 Infection par des particules lentivirales 

Une stratégie d’infection par des particules lentivirales a été employée afin d’obtenir une 

répression stable de l’expression transcriptomique de HAF, HIF-1α ou HIF-2α dans la lignée 

cellulaire U251. Suite à l’intégration du vecteur dans le génome hôte, des ARN interférents sont 

exprimés, empêchant ou diminuant la traduction de l’ARNm de HAF, HIF-1α ou HIF-2α.  

 

Les particules lentivirales sont commercialisées par la société Sigma-Aldrich et permettent 

l’expression d’un vecteur plasmidique (pLKO.1) ayant une résistance à un antibiotique de 

cellules eucaryotes (puromycine) et codant pour un shARN de HAF, HIF-1α ou HIF-2α. Le 

fournisseur propose 5 séquences de shARN différentes pour chaque gène et assure qu’au moins 

une séquence proposée aura une efficacité de répression de l’expression génique supérieure à 

70 %.  
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Ainsi les séquences ayant été retenues sont : 

HAF : CCGG-GCGGAAGAAGAAGCCTGACTA-CTCGAG-TAGTCAGGCTTCTTCTTCCGC-TTTTTG 

HIF-1α : CCGG-GTGATGAAAGAATTACCGAAT-CTCGAG-ATTCGGTAATTCTTTCATCAC-TTTTT 

HIF-2α : CCGG-CAGTACCCAGACGGATTTCAA-CTCGAG-TTGAAATCCGTCTGGGTACTG-TTTTT 

 

Afin d’avoir un contrôle positif de l’infection, une lignée contrôle « scrambled » a été 

obtenue par un traitement similaire grâce à l’infection avec un shARN dont la structure ne 

reconnait aucun ARNm humain connu. 

Après sélection et amplification des cellules infectées par l’ajout de puromycine  

(5 µg/mL), l’expression génique des cellules est caractérisée par RT-qPCR pour permettre le 

choix du clone assurant la plus forte répression du gène cible.  

 

 Modèles d’invasion et de migration 

 Cultures organotypiques de cerveau de souris 

Le cerveau de souriceaux de 4-5 jours est rapidement extrait de la boite crânienne et 

découpé à l’aide d’un tissue chopper afin de réaliser des tranches de 400 µm allant des bulbes 

olfactifs au striatum. Elles sont ensuite déposées sur une membrane poreuse (Millicell-CM) 

dont la face inférieure est en contact avec du milieu composé de Minimum Essential Medium 

Hanks’ balanced salts ; 1 g/L D-glucose ; 10 % SVF ; 1 % PS ; 25 mM Hepes ; 0,03 µg/mL 

triiodothyronine ; 1 % de complément N2, 10 % BSA (bovin serum albumin). Après trois jours, 

les cellules sont injectées lentement (0,025 µL/15 sec) à raison de 50 000 cellules/µL sous  

0,1 µL. Sept jours après l’implantation, les tranches sont fixées au paraformaldéhyde (PFA) 4% 

(4 h, 4°C), rincées au PBS et conservées en PBS.  

 

 Test de migration 2D 

Les cellules sont ensemencées (300 000 cellules/mL, 400 µL) dans des puits de plaque 24 

puits préalablement coatées au collagène IV. Une fois à confluence, le tapis cellulaire est lésé 

à l’aide d’un cône, rinçé au PBS et du milieu de culture est ajouté. Le suivi au cours du temps 

du comblement de la blessure, est réalisé à l’aide du microscope Leica DM6000B équipé d’une 

chambre climatique. Celle-ci permet d’ajuster les paramètres gazeux (O2 et CO2) ainsi que 

l’hygrométrie, permettant des acquistions (4 photos par puits) des mêmes champs aux temps 0, 

4, 8, 12, 16 et 23 h. Trois mesures de la distance entre chaque bord de la blessure sont effectuées 

à l’aide du logiciel ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/).  

https://imagej.nih.gov/ij/
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 Traitement des cellules 

 Hypoxie 

Les cellules sont ensemencées entre 18 h et 24 h avant le placement en hypoxie  

(1 % O2) dans une chambre à hypoxie InvivO2 500, assurant une atmosphère humide (5 % CO2, 

37°C). Les cellules sont placées dans la chambre à hypoxie 6 h avant le début des expériences 

sauf pour les études de cinétique (ARN ou protéines) pour lesquels le milieu cellulaire est 

équilibré au préalable à la condition hypoxique et mis sur le tapis cellulaire. Dans certaines 

expériences, de façon à mimer l’activation des HIF par l’hypoxie, les cellules ont été incubées 

en présence de déferoxamine (100 ou 150 µM), pendant 24 h (Bernaudin et al., 2000). 

 

 Irradiation 

Les cellules sont irradiées avec un irradiateur X-RAD 225Cx (obtenu dans la cadre du projet 

Rec-Hadron ; Equipex 2012 inclus dans le projet Archade ; plateforme CYCERON). L’énergie 

utilisée lors des irradiations est de 225 keV avec une intensité du champ électrique de 9,5 mA 

permettant un débit de dose de 2 Gy/min. 

 

 Etude de la réponse cellulaire aux traitements 

 Etude de la réponse des cellules à l’irradiation par rayons X 

 Test de clonogénicité 

Le test de clonogénicité est le test de référence en radiobiologie pour étudier la sensibilité 

des cellules à l’irradiation. Les cellules ensemencées à faible densité (500 cellules/mL) et 

résistantes à l’irradiation par rayons X (RX) vont être capables de se multiplier et de former des 

colonies. Ce test est réalisé en normoxie (21 % O2) ou en hypoxie (1 % O2) pendant 7 jours. À 

la fin de l’expérience, les cellules sont rincées au PBS puis incubées dans une solution de crystal 

violet (30 min, température ambiante) afin de visualiser les colonies. Les boites sont rincées à 

l’eau courante puis mises à sécher à température ambiante avant d’être numérisées. Les colonies 

contenant au moins 50 cellules ainsi marquées, sont dénombrées à l’aide du plugin counter cell 

sur le logiciel ImageJ.  
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 Analyse des courbes de survie cellulaire 

A partir du nombre de colonies dénombrées, il est alors possible d’établir des courbes de 

survie en fonction de la dose d’irradiation appliquée aux cellules. Ainsi, le premier paramètre 

déterminé pour les cellules non exposées aux RX est le plating efficiency (qui reflète la capacité 

des cellules à adhérer au support). La formule utilisée est la suivante :  

PE = nombre de colonies formées à 0 Gy / nombre total de cellules ensemencées.  

Ce calcul de PE permet de calculer la fraction de survie pour chaque dose d’irradiation grâce 

à la formule : 

SF = nombre de colonies formées après irradiation / (nombre de cellules ensemencées x 

PE) 

Les courbes de survie représentant en abscisse, les différentes doses d’irradiation, et en 

ordonnée, les valeurs de SF sur une échelle logarithmique, permettent de déterminer différents 

paramètres de radiobiologie tels que : 

 La D37 ou dose létale moyenne, correspond à la dose (en Gy) pour laquelle la SF est de  

37 % 

 La SF2 correspond à la fraction de survie à 2 Gy 

 L’OER (oxygen enhancement ratio) correspond à l’effet radiosensibilisant de l’oxygène est 

obtenu par le calcul : OER = D37 (hypoxie) / D37 (normoxie). Si le résultat est supérieur à 1, 

cela signifie que les cellules présentent une radiorésistance en hypoxie. 

Ces courbes de survie obtenues après une irradiation aux RX, suivent l’équation du modèle 

linéaire quadratique et traduisent l’événement létal subit par la cellule. En effet on distingue 

deux coefficients, chacun reflétant la nature de l’événement létal. 

L’équation de la courbe de survie correspond à : SF = e-(αD + D2) où  

 le coefficient α est la pente de la partie linéaire de la courbe. Il correspond à la probabilité que 

la cellule rencontre un événement directement létal. 

 le coefficient  est la pente de la partie quadratique de la courbe. Il correspond à la probabilité 

que la cellule rencontre un événement sublétal. 

 

 Etude de la survie cellulaire 

Les cellules sont ensemencées en triplicat (10 000 cellules/mL, 400 µL) et incubées en 

normoxie (21 % O2) ou en hypoxie (1 % O2). Le comptage cellulaire s’effectue de J1 à J4 en 

normoxie et de J2 à J4 en hypoxie. Pour chaque temps, les cellules sont fixées au PFA 4 %  
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(10 min, température ambiante), rincées puis incubées avec une solution de Hoechst 33342  

(5 µg/mL) pendant 30 min pour marquer les noyaux en épifluorescence. Quatre champs par 

puits sont photographiés et le dénombrement automatique des noyaux est effectué à l’aide d’une 

macro développée pour le logiciel ImageJ par l’équipe CERVOxy. 

 

 Analyse du cycle cellulaire par cytométrie en flux 

Les études de répartition des cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire ont été 

réalisées sur le cytomètre en flux GalliosTM (Beckman Coulter SAS, France) et analysées avec 

le logiciel Kaluza® (Beckman Coulter SAS, France) ; ces équipements étant mis à disposition 

par la plateforme SFR ICORE (Interactions Cellules-Organismes-Environnement) de 

l’Université de Caen. 

Après la collecte du surnageant et rinçage au PBS du tapis cellulaire, les cellules sont 

décollées par l’action de la trypsine. L’ensemble est centrifugé (300 g, 5 min) puis le culot est 

rincé au PBS, centrifugé de nouveau et les cellules sont fixées avec de l’éthanol à 70 % froid 

puis conservées à 4°C. Après élimination de l’éthanol et rinçages au PBS, les cellules sont 

marquées à l’iodure de propidium (IP). L’IP étant un intercalant de l’ADN fluorescent ( ex= 

540 nm ; em = 620 nm), le cytomètre en flux peut alors déterminer les proportions de cellules 

en phase G0/G1 (2n quantité d’ADN), en phase G2/M (4n quantité d’ADN), sub-G1 (ayant 

moins de 2n quantité d’ADN) et sub-G2 (ayant plus de 4n quantité d’ADN).  

 

 Etude de l’apoptose par cytométrie en flux 

L’analyse de l’apoptose par cytométrie en flux est réalisée en utilisant un kit Annexin V-

FITC. Le principe de la détection repose sur les propriétés de liaison de l’Annexine V-FITC 

( ex= 492 nm ; em = 520 nm) sur les phosphatidylsérines (exposées à la surface des membranes 

cellulaires lors de l’apoptose) et par marquage à l’IP. Brièvement, après collecte des 

surnageants et trypsinisation, les cellules sont centrifugées (300 g, 5 min) puis re-suspendues 

avec du binding buffer (100 µL) et gardées sur glace. L’ajout de 1 µL d’Annexin V-FITC et de 

5 µL d’IP est suivi par une incubation de 15 min à l’obscurité et sur glace. Enfin, 400 µL de 

binding buffer sont ajoutés et la suspension est analysée par le cytomètre en flux. L’analyse des 

marquages permet de déterminer 4 populations : les cellules vivantes (Annexine- et IP-), les 

cellules en apoptose précoce (Annexine+ et IP-), les cellules en apoptose tardive (Annexine+ et 

IP+) et les cellules en nécrose (Annexine- et IP+). 
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 Méthodologie in vivo 
 

L’ensemble des expériences menées in vivo ont fait l’objet d’une saisine (numéro #8027, 

validée par le Ministère de l'Enseignement supérieur, de la Recherche et de l'Innovation) et sont 

exécutées dans le respect du bien-être de l’animal et en accord avec la réglementation.  

 

 Modèles d’études 

 Modèle orthotopique de glioblastome humain chez la souris 

Les cellules U251-shScr, U251-shHAF, ou U251-shHIF2 sont décollées comme décrit 

précédemment puis re-suspendues dans une solution de PBS-Glutamine 2 mM à raison de 5.104 

cellules sous 3 µL pour l’implantation dans le striatum droit de souris swiss nude (mâles de 9 

semaines). Les souris sont anesthésiées avec un mélange d’isoflurane (5 % en O2/N2O  

(30 %/70 %)) puis maintenues sous isoflurane (2,5 % en O2/N2O (30 %/70 %)) pendant la 

chirurgie. Après avoir placé l’animal dans un cadre stéréotaxique, une craniotomie est réalisée 

et les cellules sont injectées (2 mm en latéral et 4 mm en profondeur) avec une aiguille dentaire  

(30 G) à un débit de 0,5 µL/min pendant 6 min. L’aiguille est laissée en place pendant 5 min 

pour éviter le reflux des cellules. L’animal est suturé et une anesthésie locale est appliquée 

(xylocaïne 2 %). En péri-opératoire, l’analgésie est assurée par injection de buprénorphine 

(Buprecare® 0,05 mg/kg) 15 min avant le réveil de l'animal et 12-24 h en post-chirurgie. 

 

 Modèle ectopique de glioblastome humain chez la souris 

Les cellules U251-shScr, U251-shHAF, ou U251-shHIF2 sont décollées comme décrit 

précédemment puis re-suspendues dans une solution de PBS-Glutamine 2 mM à raison de 3.106 

cellules sous 100 µL pour l’implantation dans le flanc droit de souris swiss nude (mâles de 7 

semaines). Les souris sont anesthésiées avec un mélange d’isoflurane (5 % en O2/N2O (30 %/70 

%)) puis maintenues sous isoflurane (2,5 % en O2/N2O (30 %/70 %)) pendant la chirurgie. La 

suspension de cellules est injectée de manière sous-cutanée à l’aide d’une seringue à insuline 

stérile Myjector. Tous les deux jours le développement du bourgeon tumoral est suivi par 

mesure à l’aide d’un pied à coulisse numérique après contention. Le volume tumoral (V) est 

déterminé comme suit : V= (1/2) a x b² (a et b, longueur et largeur de la masse tumorale 

apparente, respectivement).  

 



Matériel et méthodes 

107 
 

 Etude longitudinale de la croissance tumorale intracérébrale par IRM 

L’animal est anesthésié pendant le protocole d’imagerie sous isoflurane (2,5 % en O2/N2O 

(30 %/70 %)) et sa respiration (~ 60 respirations/min) est monitorée à l’aide d’un ballonnet 

placé sous son abdomen. 

L’imagerie par IRM est réalisée sur un système Pharmascan® (Bruker) présent sur la 

plateforme d’imagerie CYCERON. Le système Pharmascan est un imageur à résonance 

magnétique de haut champ (7 Tesla). Spécialement conçu pour les petits animaux, il est 

composé d’un berceau, d’une antenne d’émission et d’antennes de récupération du signal 

adaptées à la tête de la souris. L’acquisition des données est faite grâce au logiciel Paravision 

6. 

Une séquence FLASH [Fast Low Angle Shot ; TR (temps de répétition) / TE (temps d’écho) 

= 100/3,1 msec] est réalisée pour tous les préréglages et pour percevoir le positionnement de 

l’animal afin de délimiter la zone où réaliser les coupes anatomiques (de la fin des bulbes 

olfactifs au début du cervelet).  

L’imagerie anatomique est ensuite réalisée par une séquence T2w [RARE (Rapid 

Acquisition with Relaxation Enhancement) dont les paramètres sont : facteur d’accélération de 

8 ; TR/TEeffectif = 4000/60 msec ; nombre d’expériences (NEX) = 2 ; 20 coupes de 0,5 mm ; 

résolution = 0,15 x0,15 x 0,75 mm3 ; temps d’acquisition : 4 min]. Le champ de vue est de  

20 mm pour les souris. Les régions d’intérêts sont délimitées manuellement sur les coupes T2w 

sur le logiciel ImageJ et le volume tumoral est ensuite déterminé en multipliant la surface 

tumorale par l’épaisseur de coupe. 

 

 Cartes de volume sanguin cérébral 

À l’issue de la séquence FLASH, et avant l’injection de l’agent de contraste, 5 images T2*-

w (TR=15 000 ms, NEX=3, 50 coupes, résolution = 0,25×0,25×0,25 mm) et 4 images T2-w-

EPI (TR=20 000 ms, NEX=3) sont acquises avec différents temps d’écho (TE pour le T2*-

w=12, 15, 18, 21 et 24 ms et pour le T2-w=40, 60, 80 et 100 ms). Une injection intraveineuse 

de P904® (200 µmol/kg, Guerbet Research) est ensuite réalisée suivie des acquisitions d’images 

T2*-w (TE= 12 ms). L’analyse des images et l’obtention des cartes de volumes sanguins sont 

réalisées sur le logiciel ImageJ à l’aide de macros développées au sein du laboratoire 

(Chakhoyan et al., 2016). 
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 Méthodologie ex vivo 
 

 Coupes histologiques 

Après perfusion intracardiaque de serum physiologie hépariné puis de PFA 4 %, le cerveau 

extrait de la boîte crânienne, est placé 24 h dans une solution de PBS - PFA 4 % puis dans une 

solution de PBS-sucrose 30 % jusqu’à ce que les tissus soient imprégnés. Des coupes au 

freezing microtome de 30 µm sont réalisées en plaçant les cerveaux enrobés de sucrose 30 % 

sur une plaque froide (-25°C) et les coupes flottantes sont conservées à -20°C dans du 

cryoconservateur (50 % PBS ; 30 % éthylène glycol ; 20 % glycérol).  

 

 Méthodologie générale 
 

 Techniques des gènes rapporteurs 

 Amplification d’ADN plasmidique 

Afin d’amplifier les plasmides d’intérêts (généreusement donnés par le Professeur Soubrier 

(Coulet et al., 2003)) HRE-pGL3SV40-luciférase (comportant 4 séquences HRE en amont du 

promoteur SV40), pGL3SV40-luciférase (correspondant au vecteur vide) et pRL-TK, des 

bactéries chimiocompétentes (50 µL, One Shot™ TOP10 E. coli) sont incubées 

individuellement avec les plasmides sur glace (500 ng sous 3 µL, 30 min). Le choc thermique 

est réalisé à l’aide d’un thermocycleur (42°C, 30-45 sec) suivi d’une incubation sur glace 

pendant 30 min. Ensuite, 250 µL de milieu enrichi SOC (Super Optimal broth with Catabolite 

repression) chaud sont ajoutés et le mélange est incubé sous agitation pendant 2 h à 37°C. La 

suspension bactérienne est étalée (50 µL) sur des boites de gélose (Luria Broth Base-Agar) 

supplémentée avec l’antibiotique de sélection (100 µg/mL d’ampicilline) puis laissées toute la 

nuit à 37°C. Le lendemain, un clone est prélevé et ensemencé dans 200 mL de milieu Luria 

Broth supplémenté de l’antibiotique (100 µg/mL d’ampicilline).  

Après 24 h sous agitation (180 tours/minutes, 37°C), la suspension bactérienne est 

centrifugée (4500 g, 30 min, 4°C) et les plasmides extraits selon les instructions du kit 

NucleoBond® Xtra Midi Plus (Macherey Nagel). La pureté des ADN extraits et leur 

concentration sont ensuite déterminées par une lecture de la densité optique à 260 et 280 nm.  
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 Transfection par lipofection 

Les cellules sont co-transfectées par lipofection à l’aide de la lipofectamine 2000 (Thermo 

Fisher Scientific). Brièvement, les cellules ensemencées la veille (400 µL d’une suspension à 

30 000 cellules/mL), sont mises en contact avec un mélange composé de 500 ng de plasmide 

HRE-pGL3SV40-luciférase ou de plasmide pGL3SV40-luciférase (comprenant la séquence du 

gène rapporteur Luciférase Firefly) ; de 500 ng de plasmide pRL-TK (comprenant la séquence 

du gène rapporteur Luciférase Renilla) ; de 1 µL de lipofectamine et complété à 100 µL avec 

la solution d’opti-MEM. Seize heures après transfection, les cellules sont traitées à la 

deferoxamine (100 µM) pendant 24 h, rincées au PBS puis lysées par ajout de tampon de lyse 

(15 min). Enfin l’activité des luciférases est mesurée avec un Luminomètre Centro XS3 LB 960 

(Plateforme SFR ICORE). L’activité luciférase relative est calculée selon la formule : signal 

luciférase firefly / signal luciferase renilla. 

 

 Expression transcriptomique 

 Extraction d’ARN cellulaire 

Les ARN totaux des cellules sont extraits à l’aide du kit Nucleospin RNA Plus suivant les 

instructions du fournisseur (Macherey Nagel). À l’issue de l’extraction, la pureté des ARN 

extraits et leur concentration sont déterminées par une lecture de la densité optique à 260 et  

280 nm.  

 

 Transcription inverse 

Les ARN extraits sont convertis en ADN complémentaire (ADNc) en dénaturant pendant 

10 min à 65°C, 1 µg d’ARN dans 10 µL d’eau. Un mélange réactionnel (mix) composé de 4 µL 

de tampon, 50 mM de chlorure de magnésium, 10 nM de désoxyribonucléotides (dNTP),  

0,5 mg/ml d’oligoDT, 0,5 µl de RNAsine et 0,5 µL d’AMV-RT est ajouté et l’ADNc est 

synthétisé pendant 1 h à 42°C. 

 

 PCR quantitative 

Les ADNc sont amplifiés par une réaction de polymérisation en chaine quantitative (PCRq) 

en temps réel sous un volume final de 20 µL. L’amplification et la mesure de l’intensité de 

fluorescence est mesurée par le QuantStudio 3 Real-Time PCR System (Thermo Fisher 

Scientific) selon le protocole suivant : 3 min à 95°C puis 40 cycles de 3 sec à 95°C et 20 sec à 
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60°C. L’expression d’un gène étudié est exprimée par rapport à un gène de ménage 

(Cyclophiline A) et déterminé par la méthode des ΔCt (Cycle threshold). Les amorces utilisées 

sont dans le tableau 3.  

 

 Expression protéique 

 Technique d’immuno-empreinte 

Les protéines totales sont extraites dans un tampon RIPA (50 mM Tris-HCl, 150 mM 

sodium chloride, 1 % Igepal CA-630 (NP-40), 0,5 % sodium, deoxycholate, 0,1 % sodium 

dodecyl sulfate, pH 8,0) supplémenté d’inhibiteurs de protéases et de phosphatases (1 µg/mL). 

Après centrifugation (10 000 g, 30 min), les surnageants sont collectés puis dosés à l’aide du 

kit BCATM Protein Assay Kit selon le protocole du fournisseur.  

Après ajout de tampon de charge (tampon Laemmli) et dénaturation (95°C, 5 min), les 

protéines sont séparées par électrophorèse (SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis) en 

conditions dénaturantes (125 V, 90 min) selon leur poids moléculaire sur un gel de 

polyacrylamide à 8 ou 10 %. Les protéines sont transférées (90 min, 4°C, 400 mA) sur une 

membrane de polyvinylidène (PVDF) en milieu humide (Tris 24 mM, glycine 192 mM, 

méthanol 20 %). La membrane est ensuite incubée dans une solution de T-TBS-Régilait 5 % 

(Tween Tris Buffered Saline, Tris 10 mM, NaCl 200 mM, Tween 0,1 %- régilait 5 %, pH 7,4) 

pendant 1 h puis incubée la nuit à 4°C dans la solution de l’anticorps primaire dilué en T-TBS-

Régilait 5 %. Après rinçage en T-TBS, la membrane est mise en contact avec la solution 

d’anticorps secondaire couplé à la peroxydase, dilué en T-TBS-Régilait 5 %, pendant 1 h à 

Tableau 3 : Amorces utilisées en RT-qPCR. 
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température ambiante. La détection se fait à l’aide du kit Pierce ECL Plus Western blotting 

substrate et la quantification du signal grâce au logiciel ImageJ. 

 

 Immunomarquage 

Les cellules ou coupes de tissus sont rincées en PBS pour retirer toute trace de solution 

fixatrice/conservatrice puis incubées 30 min (pour les cellules) ou 2 h (pour les coupes de tissus) 

dans une solution de PBS (0,5 % triton / 0,1 % tween ; 3 % BSA) à température ambiante. Les 

cellules ou coupes de tissus sont ensuite incubées avec l’anticorps primaire dilué dans une 

solution de PBS (0,5 % triton / 0,1 % tween ; 1 % BSA), la nuit à 4 °C, sous agitation. Après 

rinçages en tampon PBS (0,5 % triton / 0,1 % tween), les cellules ou coupes de tissus sont 

placées en présence de l’anticorps secondaire conjugué à un fluorochrome (1 h, à température 

ambiante) dilué dans une solution de PBS (0,5 % triton / 0,1 % tween ; 1 % BSA) et contenant 

du Hoechst 33342 (10 µg/mL). Les cellules ou les coupes de tissus sont de nouveau rincées 

avant d’être montées entre lame et lamelle avec une solution d’Aqua-Poly/Mount. 

Les anticorps utilisés dans ces deux techniques sont dans le tableau 4. 

 

 Traitement des données 

 Analyse d’images 

Les photographies à différents grossissements et les mosaïques d’images ont été réalisées à 

l’aide d’un microscope à épifluorescence Leica DM6000B (logiciel MetaMorph®) et analysées 

avec le logiciel ImageJ. 

 

 Traitements statistiques 

Les données sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type (ET) et les analyses 

statistiques ont été réalisées avec le logiciel Statistica. Les tests statistiques utilisés pour chaque 

expérience ont été précisés dans les légendes des figures avec un seuil de significativité fixé à 

5 %. 
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Tableau 4 : Anticorps utilisés en immunomarquage. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Résultats 



Résultats-Partie I 

113 
 

Résultats 
 

 Etude de l’effet de l’extinction de HAF sur la 
croissance des glioblastomes 
 

 Caractérisation du modèle d’étude 

Pour l’ensemble des études réalisées in vitro et in vivo, nous avons utilisé la lignée cellulaire 

humaine U251 (issue d’une biopsie de GB d’un homme de 75 ans) puisque ces cellules 

présentent les principales caractéristiques cytogénétiques retrouvées en clinique pour les GB. 

En effet, les cellules U251 décrites par Joseph et collaborateurs comme représentative d’un 

phénotype classique/proneural, présentent une mutation du gène TP53 sur le codon 273 de 

l’exon 8 (CGT  CAT), mais pas de mutation des gènes IDH1 ni IDH2 (Li et al., 1998; Joseph 

et al., 2015) (Figure 63). Les données complémentaires issues de la littérature ont permis de 

montrer que ces cellules présentent également des mutations de p14, p16, PTEN, kRAS et 

d’EGFR (Pontén & Macintyre, 1968). 

 

Figure 63 : Analyse des statuts des gènes TP53, IDH1 et IDH2 des cellules U251. 

Observation microscopie optique des cellules U251. Grossissement 10X. 
Mise en évidence de présence de mutation du gène TP53 de type c,818G>A; p,Arg273His homozygote et d’une 
absence de mutation des gènes IDH1 et IDH2.  
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In vivo, les tumeurs issues de l’implantation intracérébrale des cellules U251 ont été 

caractérisées par IRM. Les images T2 pondérée (T2w) de ces tumeurs (Figure 64 A) montrent 

la présence de régions en hypersignal au centre de la tumeur, correspondant à de la nécrose 

(flèche rouge). En périphérie de la tumeur, un hypersignal est également observé (flèche verte) 

et correspond à l’œdème tumoral qui peut être lui-même un reflet de l’invasion des cellules 

tumorales (Corroyer-Dulmont et al., 2013). 

L’IRM permet également d’appréhender la vascularisation de ces tumeurs et ce, après 

administration d’un agent de contraste. Grâce à cet agent, il est possible d’évaluer la 

vascularisation de la tumeur à partir de cartes de volume sanguin cérébral. Sur ces cartes, 

l’hypersignal observé autour de la tumeur (Figure 64 B) traduit une vascularisation soutenue. 

En revanche, le faible signal observé dans le cœur de la tumeur, au niveau des zones de nécrose, 

est le reflet d’une faible vascularisation au sein de cette région. En accord avec ces données 

IRM, une analyse en TEP de la captation du radiotraceur FMISO, marqueur spécifique des 

régions hypoxiques, montre que le cœur de ces tumeurs hypovascularisé est particulièrement 

hypoxique (Figure 64 C). 

Ces données d’imagerie ont été confirmées par des analyses immunohistologiques utilisant 

des marqueurs d’invasion (vimentine, Figure 64 D), de vascularisation (RECA, rat endothelial 

cell antigen, Figure 64 E), d’hypoxie (pimonidazole, Figure 64 F). 

 

 

Figure 64 : Caractérisation du modèle orthotopique de cellules U251. 

A. et D.  Aspects nécrotiques et invasifs par imagerie IRM en T2 pondérée (T2w) et immunomarquage de 
l’invasion (vimentine). Sont indiqués la zone nécrotique (flèche rouge) et l’odème tumoral (flèche verte). 
B. et E. Vascularisation par reconstitution de carte de VSC après injection de produit de contraste à l’IRM et 
immunomarquage de la vascularisation (RECA).  
C. et F.  Aspects hypoxiques par l’accumulation du radiotraceur FMISO en imagerie TEP et immunomarquage 
du pimonidazole.  Barre d’échelle : 100 µm.  
D’après Corroyer-Dulmont et al., 2013. 
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En résumé, les tumeurs issues de l’implantation intracérébrale des cellules de GB U251 sont 

des tumeurs dont les caractéristiques se rapprochent de celles retrouvées en clinique pour les 

GB IDH1 wild-type / TP53 muté (GB de novo). Ces tumeurs sont invasives, nécrotiques, 

hypoxiques et peu vascularisées (Corroyer-Dulmont et al., 2013). 

 

 Expression de HAF dans les glioblastomes 

Avant d’engager l’étude visant à établir le rôle de HAF dans la progression des GB, nous 

avons préalablement vérifié si ce facteur était bien exprimé dans les tumeurs issues de patients 

et dans les tumeurs issues des cellules U251. 

En collaboration avec le service d’anatomopathologie du CHU de Caen (CPP n°DC-2008-

588) et la plateforme CMAbio, un immunomarquage de HAF a été réalisé sur une biopsie de 

GB ainsi que sur une biopsie tumorale de poumon utilisée comme témoin positif. Comme le 

montre la Figure 65 A, quelques cellules de GB présentent un immunomarquage pour HAF 

localisé au niveau du noyau, tout comme les cellules pulmonaires tumorales (Figure 65 B). Cet 

immunomarquage nucléaire est également présent sur les cellules U251 en culture  

(Figure 65 C) ainsi que pour les cellules de la xénogreffe intracérébrale (Figure 65 D). 

Cette expérience préliminaire nous a ainsi permis d’envisager d’éteindre l’expression de 

HAF dans les cellules U251 afin d’identifier, à l’échelle préclinique, la contribution de ce 

facteur dans la progression des GB. 

Figure 65 : Caractérisation de l’expression de HAF dans des tissus humains et dans les cellules U251 in vitro 

et in vivo.  

A. et B. L’expression nucléaire de HAF (flèches rouges) au niveau des cellules d’une biopsie de GB humain et 
au niveau de cellules tumorales pulmonaires.  
C. et D. Expression nucléaire de HAF dans le noyau (flèches rouges) des cellules U251 in vitro et in vivo.  Barres 
d’échelles : A, B, D : 100 µm, grossissement 10X ; C : 10 µm, grossissement 100X.  
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 Validation de l’extinction de HAF dans les cellules U251 par ARN 

interférence 

Les cellules U251 ont été infectées avec des particules lentivirales qui expriment la 

séquence du shARN de HAF humain de façon à inhiber la traduction de l’ARNm de HAF et 

ainsi diminuer l’expression de la protéine HAF. Cinq séquences de shARN HAF ont été testées. 

Après sélection des cellules par la puromycine, le niveau d’extinction par les différents 

shARN a été évalué par qPCR pour sélectionner celui pour lequel le shHAF induit la plus forte 

diminution de l’expression de HAF. En parallèle, des cellules U251 ont été infectées avec une 

séquence scrambled (qui ne reconnait aucun ARNm humain connu), de façon à disposer de 

cellules « contrôle » des effets de l’infection virale. Ces cellules ont été dénommées  

U251-shScr. De fait, l’analyse transcriptomique de HAF ne montre pas de différence 

d’expression entre les cellules U251 naïves et les cellules U251-shScr (Figure 66 A). Les 5 

séquences de shARN éteignent le niveau d’expression de HAF, cependant avec des efficacités 

distinctes. Nous avons retenu la séquence 3 qui éteint à 80 % l’expression de HAF dans les 

cellules U251 (Figure 66 A). Les cellules infectées avec la séquence 3 du shARN ont été 

retenues pour la suite des expériences et dénommées U251-shHAF. La stabilité de l’extinction 

de l’expression de HAF dans ces cellules a été vérifiée sur le long terme, après amplification 

des cellules pendant 10 passages (Figure 66 B). 

Figure 66 : Caractérisation de l’extinction de HAF sur les cellules U251.  
A. Détermination des niveaux d’ARNm de HAF dans 5 clones et sélection du clone n°3. n=3. 
B. Stabilité de l’extinction de HAF pendant 10 passages cellulaires. N=10, n=3. 
C. Diminution de l’expression protéique de HAF dans les U251-shHAF comparée aux U251 et U251-shScr. 
D. Morphologie cellulaire en contraste de phase. Grossissement 20X.   
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Par ailleurs, l’extinction de l’expression des ARNm de HAF est confirmée au niveau de 

l’expression protéique (Figure 66 C) et n’induit pas de perturbations morphologiques des 

cellules (Figure 66 C). Nous avons alors recherché quel était l’impact de l’extinction de HAF 

sur la croissance tumorale par des études in vitro, in vivo et ex vivo. 

 

 Etude in vitro de l’effet de l’inhibition de l’expression de HAF sur la 
prolifération cellulaire 

Historiquement, HAF a été décrit comme étant exprimé dans le noyau des cellules en 

prolifération et associé au caractère malin de certaines tumeurs, comme par exemple pour les 

cellules issues de tumeurs de l’œsophage (Shichijo et al., 1998). Nous avons alors recherché si 

l’extinction de l’expression de HAF pouvait influencer la prolifération des cellules U251 et ce, 

en condition de normoxie (21 % d’O2) ou d’hypoxie (1 % d’O2). Cette condition d’hypoxie a 

été choisie car elle correspond à la condition de pO2 majoritairement retrouvée au sein des 

tumeurs des patients souffrant de GB (Rampling et al., 1994; Koh & Powis, 2012). 

Nous avons tout d’abord vérifié que l’infection virale n’altérait pas la cinétique de 

prolifération des cellules U251. Ainsi, en normoxie, aucune différence n’a été observée entre 

les courbes de prolifération des cellules U251 et U251-shScr (Figure 67 A). Par ailleurs, en 

accord avec les données de la littérature, l’hypoxie entraine un léger ralentissement de la 

prolifération des cellules U251, effet retrouvé également et de façon comparable pour les 

cellules U251-shScr (Richards et al., 2016) (Figure 67 A). 

Figure 67 : L’inhibition de HAF diminue la prolifération des cellules U251 in vitro.  

A. Prolifération cellulaire des U251 et U251-shScr en normoxie (21 % O2) et hypoxie (1 % O2).  
B. Prolifération cellulaire des U251-shScr et U251-shHAF en normoxie (21 % O2) et hypoxie (1 % O2).  
Moyenne ± ET, N=3, n=3, NS = non significatif, *p<0,05 vs U251-shScr en hypoxie, **p<0,01 vs U251-shScr 
en normoxie [PLSD de Fisher après une ANOVA à 2 facteurs (groupe et temps) significative]. 
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Cette étude préliminaire nous a permis de confirmer que l’infection virale ne perturbe pas 

les propriétés biologiques des cellules U251. Par conséquent, les expériences suivantes ont été 

réalisées en utilisant les cellules U251-shScr comme contrôle. La comparaison de la cinétique 

de prolifération des cellules U251-shHAF aux cellules U251-shScr montre que l’extinction de 

HAF conduit à un ralentissement significatif de la prolifération des cellules U251 de J2 à J4 

que ce soit en normoxie ou hypoxie (Figure 67 B).  

Les GB étant caractérisées comme des tumeurs ayant un potentiel prolifératif et de fortes 

capacités d’invasion, nous avons recherché si l’extinction de l’expression de HAF pouvait 

influencer la migration et l’invasion des cellules U251. 

 

 Etude in vitro de l’effet de l’inhibition de l’expression de HAF sur la 

migration et l’invasion des cellules de glioblastome 

La migration des cellules a été étudiée par le test du comblement de brèche réalisé sur un 

tapis de cellules en monocouche, lesquelles ont été préalablement ensemencées sur un support 

de collagène I. Lorsque les cellules sont à 80 % de confluence, une blessure est réalisée. Ce test 

de migration permet d’observer la migration monodirectionnelle des cellules (vitesse et 

persistance du mouvement dans une direction). Les cellules ont été filmées pendant 23 h 

(Figure 68 A). L’analyse quantitative de cette migration en fonction du temps ne met pas en 

évidence de différence de comportement entre les cellules U251-shScr et U251-shHAF. Cette 

expérience a été complétée par un test d’invasion réalisé en implantant les cellules tumorales 

dans des cultures organotypiques de cerveau de souris (modèle de culture organotypique) afin 

de se rapprocher au mieux du microenvironnement cérébral. Sept jours après implantation des 

cellules, les cellules tumorales sont détectées par un immunomarquage de la vimentine 

permettant ainsi d’évaluer leur capacité d’invasion du parenchyme cérébral. Une illustration 

représentative de 3 expériences présentée sur la Figure 68 B ne montre pas de différence de 

comportement entre les deux types cellulaires.  

De ces expériences réalisées in vitro, il semble que la diminution de l’expression de HAF 

dans les cellules U251 induise un léger retard de prolifération de ces cellules, sans affecter leurs 

propriétés de migration et d’invasion. Par conséquent, nous avons voulu dans un second temps 

étudier le comportement de ces cellules in vivo. 
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 Etude in vivo de l’effet de l’inhibition de l’expression de HAF sur la 
croissance tumorale et la survie des animaux 

Les cellules humaines U251-shHAF et U251-shScr ont été implantées dans le striatum de 

souris nude. Une étude longitudinale par IRM T2 pondérée (T2w) a permis d’évaluer l’effet de 

l’extinction de HAF sur la progression tumorale (Figure 69 A). Les mesures de volume tumoral 

à partir des données d’imagerie (Figure 69 B) montrent que l’extinction de HAF induit un fort 

retard de croissance de la tumeur d’environ 3 semaines. Par exemple, pour les cellules U251-

shHAF, les tumeurs ne sont détectables (environ 10 mm3) que 48 jours post-implantation des 

cellules, alors les tumeurs U251-shScr débutent leur croissance vers 21 jours  

(Figure 69 B). En revanche, les deux types de tumeurs présentent des caractéristiques similaires 

en imagerie T2w : un hypersignal autour de la tumeur et dans le cœur de la tumeur témoignant 

de la présence d’œdème et de zones de nécrose, respectivement (Figure 69 A). 

En accord avec ces données, l’étude de la survie des animaux montre que celle-ci est 

augmentée d’environ 67 % puisque la médiane de survie des animaux porteurs de tumeurs 

Figure 68 : L’inhibition de HAF ne modifie pas la migration ni l’invasion des cellules U251 in vitro. 

A. Illustration du test de comblement de la blessure et quantification du test de comblement de la blessure. 
Moyenne ± ET, n=4 avec 4 photos par puits, 3 mesures par photos [ANOVA à deux facteurs (groupe et temps) 
non significative]. 
B. Implantation des cellules U251-shScr et U251-shHAF dans un modèle de culture organotypique dans des 
tranches de cerveau de souris et immunodétection par un marquage vimentine. Mosaïques de photographies 
acquises au grossissement 20X. Barre d’échelle : 500 µm. 
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U251-shHAF est de 60 jours alors que celle des animaux porteurs de tumeurs U251-shScr est 

seulement de 36 jours (Figure 69 C). Cette médiane de survie est en accord avec celle obtenue 

lors d’une étude précédente menée au sein de l’équipe (Thèse d’Elodie Pérès, 2012).  

 

 

L’extinction de l’expression de HAF dans les cellules de GB entraine donc un fort retard de 

la croissance tumorale. Cet effet pourrait être à rapprocher des résultats obtenus in vitro 

montrant un ralentissement de la prolifération des cellules U251-shHAF. Cependant, cet effet 

est moins marqué in vitro, ce qui laisse suggérer qu’il ne serait pas à lui seul à l’origine de 

l’effet observé in vivo. C’est pourquoi nous nous sommes ensuite intéressés au 

microenvironnement des deux groupes de tumeurs.  

 

 

Figure 69 : L’inhibition de HAF retarde la croissance des cellules U251 implantées dans le striatum de 
souris.  

A. Imagerie pondérée en T2 (T2w) représentatives des groupes U251-shScr et U251-shHAF au cours du temps. 
B. Etude longitudinale par IRM des volumes tumoraux des groupes U251-shScr (n=6) et U251-shHAF (n=6).  
Moyenne ± ET, £p<0,0005 [HSD de Tukey après une ANOVA à 2 facteurs (groupe et temps) significative].  
C. Courbes de survie de Kaplan-Meier des souris porteuses de tumeurs U251-shScr (n=6) et U251-shHAF (n=6) 
au cours du temps. p<0,005 [Test de logrank]. 
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 Etude ex vivo de l’effet de l’inhibition de l’expression de HAF sur les 
cellules de glioblastome 

L’étude du microenvironnement tumoral a été réalisée ex vivo par immunohistologie et s’est 

focalisée sur le compartiment vasculaire (Figure 70) et l’inflammation (Figure 71). Ces deux 

compartiments ont été étudiés pour les tumeurs issues des deux groupes d’animaux et pour des 

volumes différents : des tumeurs en phase de croissance et de faible volume  

(environ 20 mm3) et des tumeurs en fin de croissance de grand volume (environ 100 mm3). 

La vascularisation tumorale a été étudiée par immunomarquage de la lame basale des 

vaisseaux avec un anticorps dirigé contre la laminine (Figure 70 A, illustration représentative 

de 3 animaux). Il faut cependant noter que l’anticorps utilisé présente une réaction croisée avec 

la laminine humaine et de souris. De ce fait, un immunomarquage positif pourra être détecté 

tant sur les vaisseaux cérébraux que dans le stroma tumoral puisqu’il est connu que les cellules 

de GB sécrètent de la laminine (McKeever et al., 1989). 

 

Concernant les tumeurs U251-shScr en début de croissance, un réseau vasculaire dense 

s’organise autour de la tumeur (Figure 70 b). En accord avec les données de la littérature, les 

vaisseaux de la tumeur présentent des morphologies différentes de ceux présents dans le tissu 

sain cérébral. Ce réseau vasculaire se caractérise par des vaisseaux pénétrants à large diamètre 

et dont la structure ne semble pas intègre. En revanche, au cœur de la tumeur, des vaisseaux de 

structure beaucoup plus courte sont détectés. En fin de croissance, cette couronne vasculaire est 

cependant moins dense. De plus, les vaisseaux du cœur de la tumeur finissent par disparaitre 

(Figure 70 c). Cette faible vascularisation au centre de la tumeur pourrait être à l’origine des 

zones de nécrose observées en IRM à ce même temps (Figure 70 d). Cette même analyse 

réalisée sur les tumeurs U251-shHAF (Figure 70 f) montre une organisation du réseau 

vasculaire différente de celle des tumeurs U251-shScr lorsque les tumeurs ont un faible volume. 

En effet, ces tumeurs plus compactes sont entourées d’un réseau vasculaire moins dense et 

absent dans le cœur de la tumeur. En revanche, pour des forts volumes, l’organisation et 

l’intensité de la vascularisation tumorale associée aux zones nécrotiques sont comparables à 

celles décrites pour les animaux du groupe contrôle (Figure 70 g et h).  
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Ces observations sont à rapprocher des travaux de Yancopoulos suggérant que la tumeur en 

croissance s’accompagne d’une angiogenèse mais que celle-ci évoluera, pour des phases plus 

tardives, vers une masse tumorale avasculaire suite à une régression des vaisseaux au sein de la 

masse tumorale (Yancopoulos et al., 2000). Le retard de croissance des tumeurs U251-shHAF 

pourrait être dû à un déficit de suppléance vasculaire lorsque la tumeur commence à se 

développer. Toutefois, cette faible vascularisation péri-tumorale pourrait être liée également au 

caractère moins infiltrant de ces tumeurs. En effet, les cellules U251-shHAF sont plus 

compactes et semble sécréter moins de laminine que les cellules U251-shScr (Figure 70 b et 

f) ; la laminine, composant de la MEC pouvant servir de support de migration aux cellules 

tumorales (Kawataki et al., 2007). Cette hypothèse est également étayée par les observations 

issues de l’étude de la réaction inflammatoire. 

 

La réaction inflammatoire a été étudiée par immunomarquage des cellules CD68+ qui 

permet de détecter l’ensemble des cellules inflammatoires (macrophages et microglie). Comme 

le montre la Figure 71 c et g, lorsque les tumeurs des deux groupes sont en fin de croissance, 

les cellules inflammatoires sont préférentiellement localisées sur les pourtours mais aussi au 

cœur de la tumeur et plus spécifiquement autour des régions nécrotiques et hypoxiques 

(Leblond et al., 2015). En revanche, l’intensité de la réponse inflammatoire semble différente 

Figure 70 : Caractérisation de la vascularisation de faible et fort volume. 

a et e : Immunodétection des noyaux cellulaires par un marquage Hoechst (N=2).  
b et f : Immunodétection de la lame basale des vaisseaux par un marquage laminine de petit volume (20 mm3). 
c et g : Immunodétection de la lame basale des vaisseaux par un marquage laminine de fort volume (100 mm3). 
d et h : Imagerie pondérée T2w représentative des groupes d’animaux (N=2).   
Mosaïques de photographies acquises au grossissement 10X. Barre d’échelle : 1000 µm. 
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entre les tumeurs U251-shHAF et les tumeurs contrôles en phase de croissance. Cette réaction 

inflammatoire est moins intense pour les tumeurs U251-shHAF (Figure 71 b et f). Comme 

nous l’avons évoqué pour la vascularisation, la réaction inflammatoire pourrait être moins 

stimulée pour ces tumeurs qui sont moins invasives que les tumeurs contrôles en début de 

croissance. 

 

 

En résumé, cette étude immunohistologique a permis de montrer que l’inhibition de 

l’expression de HAF dans les cellules U251 influence l’environnement de ces tumeurs en début 

de croissance. En effet, les tumeurs de faible volume, issues de l’implantation des cellules 

U251-shHAF, présentent des caractéristiques différentes des tumeurs contrôles : la masse 

tumorale est plus compacte, non infiltrante et est associée à une faible vascularisation ainsi qu’à 

une faible réaction inflammatoire. Afin de proposer une hypothèse mécanistique sous-tendant 

ces effets, nous avons recherché si l’extinction de l’expression de HAF dans les cellules U251 

pouvait moduler l’expression de certains gènes à l’origine du comportement de ces cellules, 

observé in vivo Dans cet objectif, nous avons étudié in vitro l’expression transcriptomique de 

gènes cibles des facteurs de transcription HIFs, lesquels sont modulés par HAF. 

 

Figure 71 : Caractérisation de l’inflammation de faible et fort volume.  

a et e : Détection des noyaux cellulaires par un marquage Hoechst (N=2).  
b et f : Détection de composante inflammatoire par immunodétection de CD68 de faible volume (20 mm3).  
c et g : Détection de composante inflammatoire par immunodétection de CD68 de fort volume (100 mm3).  
d et h : Imagerie pondérée T2w représentative des groupes d’animaux (N=2).   
Mosaïques de photographies acquises au grossissement 10X. Barre d’échelle : 1000 µm. 
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 Etude de l’effet de l’inhibition de l’expression de HAF sur l’expression 
transcriptomique de gènes cibles des facteurs HIFs 

L’étude transcriptomique a été effectuée in vitro sur les cellules U251-shHAF et  

U251-shScr placées en condition de normoxie (21 % d’O2) et d’hypoxie (1 % d’O2), de façon 

à mimer l’environnement hypoxique des tumeurs in vivo. Au regard du rôle de HAF sur la 

régulation des facteurs HIFs, parmi les gènes étudiés, nous avons retenu ceux dont l’expression 

est modulée par HIF-1 (Vimentine, BNIP3), par HIF-2 (TUJ1, PAI1, SOX2) ainsi qu’un gène 

dépendant de l’activation de HIF-1 et HIF-2 (VEGFA) (Figure 72). Sur le plan biologique, 

certains de ces gènes sont impliqués dans le phénotype des cellules tumorales comme SOX2, 

responsable du caractère souche. TUJ1, PAI1 et la vimentine sont des protéines impliquées dans 

la migration des cellules de GB alors que BNIP3 peut contrôler le processus d’apoptose. De 

plus, le VEGF sécrété par les cellules tumorales peut contrôler à la fois l’angiogenèse et 

l’inflammation (Proescholdt et al., 1999).  

 

L’étude de l’expression transcriptomique de ces gènes montre que l’inhibition de 

l’expression de HAF dans les cellules U251 ne module pas l’expression basale de chacun de 

ces gènes lorsque les cellules U251-shHAF et U251-shScr sont placées en condition de 

normoxie. En revanche, de façon attendue, l’hypoxie induit une augmentation d’expression de 

chacun de ces gènes dans les cellules U251-shScr, cependant avec une amplitude variable. 

Seule l’expression de TUJ1 est faiblement modulée comme nous l’avons préalablement décrit 

au sein de notre équipe pour ce type cellulaire (Bordji et al., 2014). Cette modulation 

Figure 72 : Effets de l’inhibition de HAF sur l’expression des ARNm de gènes cibles des facteurs HIF-1 et 

HIF-2. 

Analyse de l’expression de gènes cibles de HIF-1 (BNIP3, vimentine), de HIF-2 (SOX2, TUJ1, PAI1) et de HIF-
1 et HIF-2 (VEGFA) après 24 h de traitement en normoxie (21 % O2) ou hypoxie (1 % O2). Moyenne ± ET, n=3. 
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d’expression est retrouvée dans les cellules U251-shHAF pour l’ensemble des gènes étudiés à 

l’exception du VEGF, pour lequel l’extinction de HAF réduit d’environ 50 % le niveau 

d’expression induit par la condition d’hypoxie dans les cellules U251-shScr. 

 

 Conclusion-Discussion 

En résumé, les résultats de cette étude visant à élucider le rôle de HAF dans la progression 

des GB ont permis de montrer que l’extinction de ce facteur dans les cellules U251 ralentit de 

façon durable la croissance tumorale, effet associé à une augmentation de la survie des animaux. 

Cet effet ne semble pas lié à un effet cytostatique ni cytotoxique de ce facteur ou de ses gènes 

cibles sur les cellules tumorales. Cette hypothèse est sous tendue par les données obtenues in 

vitro pour lesquelles les deux lignées cellulaires présentaient des profils de cycle cellulaire 

similaires et qu’aucune mort (par apoptose ou nécrose) n’a été détectée. Toutefois, à de faibles 

volumes (20 mm3), les tumeurs pour lesquelles l’expression de HAF a été réprimée sont moins 

invasives, moins angiogéniques et moins inflammatoires que les tumeurs contrôles. Cependant, 

la croissance d’une tumeur conditionnant l’évolution de son environnement, il est difficile de 

déterminer si ces modifications de la vascularisation et de l’inflammation sont une cause ou une 

conséquence du ralentissement de la croissance de ces tumeurs. 

Cet effet est cependant transitoire. Bien qu’il existe un délai de 3 semaines entre les deux 

groupes, les tumeurs du groupe U251-shScr et du groupe U251-shHAF finissent par présenter 

les mêmes caractéristiques : les tumeurs ayant atteint des volumes d’environ 100 mm3 sont 

nécrotiques, avec un cœur tumoral peu vascularisé, une régression vasculaire péri-tumorale et 

une réaction inflammatoire intra-tumorale plus intense notamment autour des zones de nécrose. 

Ces résultats pourraient être dus au fait que nous n’avons pas procédé à une sélection clonale 

des cellules infectées et donc que la population cellulaire infectée et sélectionnée par 

l’antibiotique soit hétérogène en terme d’extinction du gène de HAF. Ainsi, au cours du temps, 

les cellules ayant intégré un faible nombre de copies du plasmide, et donc présentant une 

répression moins importante de l’expression de HAF, pourraient être plus agressives que les 

cellules U251-shHAF ayant une forte répression de l’expression de HAF. Ces cellules 

pourraient alors se diviser plus rapidement et diluer l’effet de l’extinction de HAF, ce qui 

conduirait à long-terme à des tumeurs présentant les mêmes caractéristiques que les tumeurs 

U251 contrôles.  

Cette étude a été initiée de façon à déterminer si le facteur HAF pouvait contrôler la 

progression des GB par l’intermédiaire de la régulation des facteurs HIF-1α et HIF-2α. Selon 
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l’hypothèse de Koh et al., HAF permettrait de favoriser l’activation de HIF-2α au dépend de 

HIF-1α dans des conditions d’hypoxie (Koh et al., 2011). Il faut cependant noter que ces auteurs 

ont formulé cette hypothèse à partir de résultats obtenus sur des cellules de carcinomes rénaux 

qui présentent une mutation de pVHL. Cette mutation inhibant le processus de dégradation des 

HIF-α en normoxie conduit à un phénotype dit de « pseudohypoxie ».  

Contrairement aux résultats de Koh, les résultats de notre étude ne semblent pas en faveur 

d’une implication des facteurs HIFs dans l’effet observé suite à l’inhibition de HAF Plusieurs 

résultats d’expérience supportent cette hypothèse (Koh et al., 2011). Une étude de l’expression 

protéique de HIF-1α et HIF-2α a été réalisée par immunotransfert à partir des extraits cellulaires 

totaux et les anticorps recommandés pour cette application (Mandl et al., 2017) (Figure 73 A). 

Les résultats obtenus à partir des extraits protéiques totaux des cellules exposées ou non à la 

DFX (agent mimant la stabilisation de HIF-α par de l’hypoxie), ne semble pas montrer de 

différence de signal entre les cellules traitées ou non par cet agent (Sharp & Bernaudin, 2004). 

L’interprétation de cette observation est certes difficile car le signal obtenu pour les isoformes 

de HIF est connu comme pouvant être diffus (Berra et al., 2003; Pacary et al., 2006). Toutefois, 

une analyse quantitative relative de ces résultats (signal HIF-1α ou HIF-2α / signal de l’actine 

correspondant, données non présentées) ne permet pas de détecter de modulation de 

l’expression protéique de HIF-1α et de HIF-2α lorsque les cellules U251-shHAF sont mises en 

présence de DFX, (Figure 73 A) par comparaison aux cellules non traitées. Ces résultats 

descriptifs et issus d’une expérience représentative sont cependant renforcés par une étude 

fonctionnelle visant à rechercher l’impact de l’extinction de HAF sur l’activité promotrice de 

la séquence HRE. Dans cet objectif, les cellules U251-shHAF et U251-shScr ont été 

transfectées afin d’exprimer le gène rapporteur de la luciférase sous contrôle de 4 copies de la 

séquence HRE du promoteur de HIF-α (Pacary et al., 2006). En réponse au traitement à la DFX, 

les résultats issus de trois expériences, ne montrent aucune différence entre ces deux lignées 

cellulaires (Figure 73 B). Enfin, comme nous l’avons présenté sur la Figure 72, les 

modulations d’expression des ARNm des gènes cibles de HIF-1α et/ou de HIF-2α sont 

identiques pour les cellules U251-shHAF et U251-shScr exposées à une condition d’hypoxie, 

à l’exception du VEGF (cf. page 126). 

Les travaux de Koh a également montré sur des cellules de GB (cellules de la lignée humaine 

U87) que la surexpression de HAF augmente les niveaux d’expression de marqueurs de cellules 

souches, en particulier dans la sous-population de cellules flottantes (plutôt que pour les cellules 

adhérentes). Le développement tumoral, suite à l’injection intracérébrale de ces cellules 

s’accompagne d’une diminution de la survie des animaux. Ces auteurs proposent que la 
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surexpression de HAF dans les cellules U87 leur confère un comportement similaire à celui des 

cellules souches tumorales, c’est-à-dire très agressif. 

La divergence entre nos résultats et ceux de l’étude de Koh pourrait s’expliquer par la 

différence entre les lignées cellulaires utilisées (Koh et al., 2011). En effet, les cellules U251, 

qui récapitulent les principales altérations cytogénétiques observées chez les patients sont 

mutées pour le gène TP53 et arborent une surexpression de l’EGFR, alors que les cellules U87 

ne présentent pas ces altérations. In vivo, les cellules U251 forment des tumeurs beaucoup plus 

hypoxiques et invasives que les cellules U87 (Corroyer-Dulmont et al., 2013). Par ailleurs, les 

stratégies de modification génique dans chacune de ces études sont également différentes. Nous 

avons opté pour une stratégie d’inhibition d’expression par ARN interférence par des particules 

lentivirales sur les cellules U251 adhérentes donc différenciées, tandis que dans l’étude de Koh, 

seules les cellules U87 de phénotype souche ont été modifiées génétiquement pour surexprimer 

HAF suite à une infection rétrovirale.  

 

Lors de la découverte de HAF, il a été montré que ce facteur se liait au promoteur de l’EPO 

mais aussi à une séquence en 5’ UTR du gène du VEGF et qu’un ARN anti-sens de HAF 

diminuait, en hypoxie, l’expression des ARNm du VEGF (Gupta et al., 2000). Ainsi, l’effet que 

nous avons observé pourrait impliquer un tel mécanisme. Cependant, afin de conforter cette 

hypothèse, il serait nécessaire de doser et comparer les concentrations de VEGF à partir de 

prélèvements de tumeurs de faible volume issus des deux groupes d’animaux. Cette information 

permettrait également de statuer sur le mécanisme à l’origine de la faible vascularisation et de 

la faible inflammation des tumeurs U251-shHAF par rapport aux tumeurs U251-shScr. 

Figure 73 : Effets de l’inhibition de HAF sur l’activité luciférase et la régulation de HIF-1α et HIF-2α.  

A. Expression protéique de HAF, HIF-1α et HIF-2α après 24 h de traitement par la DFX (100 µM). N=1. 
B. Activité de la luciferase firefly normalisée avec le contrôle interne d’activité de la luciferase renilla après 
traitement DFX (100 µM; 24 h). Valeurs normalisées par rapport aux U251-shScr. Moyenne ± ET, N=3, n=5. 
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Il pourrait donc être proposé que HAF puisse agir indépendamment de son rôle favorisant 

la transactivation de HIF-2. Cette hypothèse a été également récemment formulée lors d’une 

étude clinique rétrospective (Tchoghandjian et al., 2016). En analysant des astrocytomes de bas 

grade, cette équipe a proposé qu’il y aurait une corrélation entre l’expression de HAF et le 

marqueur de cellules souches SOX2 mais indépendamment de l’expression de HIF-2. Toutefois 

cette corrélation n’est établie que dans une population d’astrocytomes de bas grade dits « triple 

négatifs » (IDH non muté, 1p19q non codélété, l’expression de p53 négative) (Tchoghandjian 

et al., 2016).  

Enfin, nous avons également recherché si l’effet de l’extinction de HAF ne pouvait pas être 

attribué à son rôle associé au spliceosome (Matsumoto et al., 2006). Rappelons que HAF par 

ce biais, est impliqué dans la maturation des ARNm de certains gènes dont la sororine, protéine 

assurant une ségrégation correcte des chromatides (Sundaramoorthy et al., 2014). Cependant, 

nous n’avons pas pu mettre en évidence un tel mécanisme sur les cellules U251-shHAF 

(données non présentées). 

En adoptant une stratégie de blocage de l’expression de HAF, nous cherchions également à 

appréhender indirectement l’importance de HIF-2 dans la progression des GB. En effet, très 

peu d’études cliniques se sont attachées à étudier ne serait-ce que l’expression de ce facteur sur 

les biopsies de patients. A l’échelle préclinique, les données sont également fragmentaires et 

quelques fois les conclusions issues de ces études sont opposées : certains proposant que HIF-

2, en favorisant le statut souche des cellules de GB serait pro-tumoral, tandis que d’autres 

identifient HIF-2 comme étant anti-tumoral en favorisant l’apoptose de ces cellules (Acker et 

al., 2005; Li et al., 2009). Afin de renforcer ces connaissances, ce travail s’est poursuivi par 

l’étude de l’effet de l’extinction de HIF-2α sur la progression des GB. 
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 Implication de HIF-2 dans la progression des 
glioblastomes  
 

Certains outils et méthodes utilisés pour cette étude étant identiques à ceux utilisés pour 

l’étude 1 (implication de HAF dans la progression des GB), les expériences ont été pour 

certaines moins détaillées. 

 

 Expression de HIF-2 dans les cellules de glioblastome 

Très récemment, une étude s’est intéressée à l’expression de HIF-2α dans les gliomes diffus 

(grade II à IV) de l’adulte (Renfrow et al., 2017). Dans cette étude, une expression de HIF-2α 

est observée dans les GB (n=13/16) mais non détectée dans les gliomes de bas grade (n=4) 

suggérant que HIF-2α soit corrélé au grade tumoral et que HIF-2α puisse être exprimé par les 

cellules de GB différenciées. Nous avons confirmé cette observation sur une biopsie humaine 

pour laquelle l’immunomarquage nucléaire de HIF-2α est détecté dans les cellules de GB 

(Figure 74 A). Nous avons également montré que ce facteur était exprimé dans les cellules 

U251 et que celui-ci pouvait se transloquer dans le noyau des cellules exposées à un traitement 

de DFX. Des résultats similaires ont été observés pour HIF-1α, utilisé ici comme témoin positif 

de l’effet de la DFX (Figure 74 B).  

Pour la suite des expérimentations, les cellules U251 ont été manipulées génétiquement par 

ARN interférence de façon à éteindre l’expression de HIF-2α.  

Figure 74 : Caractérisation de l’expression de HIF-2α dans un glioblastome humain et dans les cellules U251 
in vitro. 

A. Marquage nucléaire de HIF-2α des cellules tumorales de glioblastome humain. 
B. Localisation nucléaire des facteurs HIF-1α et HIF-2α après traitement déféroxamine (24 h). Grossissement 
40X, barre d’échelle : 10 µm. 
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 Validation de l’extinction de HIF-2 dans les cellules U251 par ARN 

interférence 

Après infection des cellules U251 infectées par 5 séquences de shARN distinctes ciblant 

l’isoforme HIF-2α humaine, nous avons retenu les cellules infectées avec la séquence 4 de 

shRNA (Figure 75 A), dénommées par la suite U251-shHIF2. Pour ces cellules, la diminution 

d’expression des ARNm de HIF-2α d’environ 90 % par rapport aux cellules U251-shScr a été 

confirmée au niveau protéique. Ainsi, comme le montre la Figure 75 B, si le traitement à la 

DFX induit une augmentation d’expression de HIF-2α dans les cellules U251-shScr, le signal 

disparait pour les cellules U251-shHIF2.  

Il est intéressant de noter que quelles que soient les conditions de culture (normoxie ou 

hypoxie), les cellules U251-shHIF2 adoptent un phénotype fusiforme, à l’inverse des cellules 

U251-shScr, pour lesquelles ce phénotype n’est observé qu’en condition d’hypoxie  

(Figure 75 C). Ce changement morphologique induit par l’hypoxie est qualifié dans la 

littérature comme correspondant à un phénotype de type « mésenchymateux » (Monteiro et al., 

2017). 

 

Figure 75 : Caractérisation de l’extinction de HIF-2α dans les cellules U251. 
A. Détermination des niveaux d’ARNm de HIF-2α dans 5 clones et sélection du clone n°4. Moyenne ± ET,  n=3. 
B. Expression protéique de HIF-2α dans les U251-shHIF2 comparée aux U251-shScr après traitement DFX 
(24 h).  
C. Détermination de la morphologie cellulaire par un marquage du cytosquelette (α-tubuline) des U251-shScr et 
U251-shHIF2 après exposition en normoxie (21 % O2) et hypoxie (1 % O2). Grossissement 40X, 
barre d’échelle : 10 µm. 
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 Etude in vitro de l’effet de l’inhibition de l’expression de HIF-2 

L’extinction de HIF-2α ne modifie pas la cinétique de prolifération des cellules U251 et ce, 

que ce soit en normoxie ou hypoxie. En effet, comme le montre la Figure 76 A, des profils 

similaires ont été obtenus pour les cellules U251-shHIF2 et U251-shScr. En revanche, la 

migration monodirectionnelle est favorisée pour les cellules U251-shHIF2 par comparaison aux 

cellules U251-shScr (Figure 76 B). L’analyse quantitative du comblement de brèche montre 

un effet significativement différent entre les deux types cellulaires sur l’ensemble des temps 

étudiés. Les cellules U251-shHIF2 sont également plus invasives lorsqu’elles sont implantées 

dans un modèle de cultures organotypiques de cerveau de souris (Figure 76 C). 

 

 

En résumé, in vitro, les cellules U251-shHIF2 adoptent un phénotype « mésenchymateux » 

et semblent présenter des caractéristiques migratoires et invasives plus prononcées que les 

cellules U251-shScr. Nous avons ensuite étudié le comportement de ces cellules in vivo. 

Figure 76 : L’inhibition de l’expression de HIF-2α n’altère pas la prolifération cellulaire mais favorise la 
migration monodirectionnelle et l’invasion des cellules U251. 
A. Prolifération cellulaire des U251-shScr et U251-shHIF2 en normoxie (21 % O2) et hypoxie (1 % O2). 
Moyenne ± ET , N=3, n=4. NS = non significatif [ANOVA à deux facteurs (groupe et temps) non significative]. 
B. Quantification du comblement de la blessure. Moyenne ± ET, n=4 avec 4 photos par puits, 3 mesures par 
photo, £p<0,0001 [HSD de Tukey après une ANOVA à 2 facteurs (groupe et temps) significative.  
C. Implantation des cellules U251-shScr et U251-shHIF2 dans un modèle de culture organotypique dans des 
tranches de cerveau de souris et immunodétection par un marquage vimentine. Les cellules invasives sont 
indiquées par les flèches blanches. Mosaïques reconstruites à partir de photographies acquises au grossissement 
20X. Barre d’échelle : 500 µm. 
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 Etude in vivo de l’effet de l’inhibition de l’expression de HIF-2 

Une étude longitudinale de la croissance tumorale effectuée par IRM, nous a permis de 

montrer des différences majeures entre les tumeurs induites après implantation des cellules 

U251-shHIF2 et U251-shScr. Les tumeurs U251-shHIF2 sont, en effet, plus agressives que les 

tumeurs contrôles comme en témoignent les images T2w acquises en IRM et les volumes 

tumoraux déterminés à partir de ces images (Figure 77 A et B). Il est ainsi observé que la 

croissance des tumeurs U251-shHIF2 est accélérée de 7 jours par rapport aux tumeurs  

U251-shScr. Ces tumeurs se caractérisent également par un hyposignal péri-tumoral très 

marqué ; et ce dès J14, du début de la progression tumorale et jusqu’à la fin de la croissance de 

la tumeur (Figure 77 A). En revanche, et contrairement aux tumeurs U251-shScr, aucune zone 

de nécrose (hypersignal visible au cœur de la tumeur) n’est détectée dans ces tumeurs même 

lorsqu’elles ont atteint un volume élevé (Figure 77 A).  

 

 

Figure 77 : L’inhibition de l’expression de HIF-2α favorise la croissance des tumeurs issues de 

l’implantation intrastriatale des cellules chez la souris. 
A. Imagerie pondérée T2 (T2w) représentative du groupe U251-shScr et U251-shHIF2 au cours du temps. Sont 
indiqués les zones nécrotiques (flèche rouge) et l’hyposignal péri-tumoral (flèche verte).  
B. Etude longitudinale par IRM des volumes tumoraux des groupes U251-shScr (n=8) et U251-shHIF2 (n=8). 
Moyenne ± ET, *p<0,05 [HSD de Tukey après une ANOVA à 2 facteurs (groupe et temps) significative].  
C. Courbes de survie de Kaplan-Meier des souris porteuses de tumeurs U251-shScr (n=8) et U251-shHIF2 
(n=8) au cours du temps. p<0,01 [Test de logrank]. 
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En accord avec l’augmentation de la croissance tumorale induite par l’extinction de  

HIF-2α, la survie des animaux du groupe U251-shHIF2 est diminuée, certains animaux étant 

morts précocement dans un intervalle de 15 à 20 jours après implantation des cellules tumorales 

(Figure 77 C). Dans cette étude, l’ensemble des animaux du groupe contrôle a été mis à mort 

au temps J35 car ils avaient atteint le point limite en termes de volume tumoral (Figure 77C). 

Concernant l’hyposignal observé à la périphérie des tumeurs U251-shHIF2sur les images T2w, 

celui-ci peut être le reflet d’une hémorragie ou d’une inflammation. De façon à identifier ces 

phénomènes, nous avons réalisé des études par immunohistologie sur des tumeurs de faibles 

(30 mm3) et forts volumes (150 mm3) pour chacun des deux groupes d’animaux. 

 

 Etude ex vivo de l’effet de l’extinction de HIF-2 sur le comportement 

tumoral et son environnement 

 Modèle de tumeur orthotopique intracérébrale 

 Etude immunohistologique des tumeurs en début de croissance 

L’étude immunohistologique réalisée à faible volume, nous a permis de confirmer les 

caractéristiques précédemment décrites au cours de l’étude 1 pour le groupe de tumeurs  

U251-shScr (Figure 78), à savoir : 1/ une vascularisation péri-tumorale robuste pour laquelle 

les vaisseaux pénètrent vers le tissu tumoral comme le montre l’immunomarquage de la 

laminine et du collagène IV ; 2/ une réaction inflammatoire plus intense au centre de la tumeur 

Figure 78 : Etudes immunohistologiques de l’invasion, la vascularisation et de l’inflammation des tumeurs 
U251 de faible volume. 

A. Panel représentatif pour le groupe U251-shScr. Immunodétection de l’invasion (vimentine), de la 
vascularisation (laminine et collagène IV) et de l’inflammation (CD68) (N=2).  
B. Panel représentatif pour le groupe U251-shHIF2. Immunodétection de l’invasion (vimentine), de la 
vascularisation (Laminine et collagène IV) et de l’inflammation (CD68) (N=2).  
Pour les 2 groupes de tumeurs, les noyaux des cellules sont mis en évidence pas un marquage au Hoechst 
(intercalant de l’ADN). Mosaïques reconstruites à partir de photographies acquises au grossissement 10X. Barre 
d’échelle : 1000 µm. 
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(Figure 78 A). Par ailleurs, l’immunodétection de la vimentine met en évidence quelques 

régions infiltrantes des cellules tumorales en périphérie de la tumeur (Figure 78 A).  

En revanche, et en accord avec les résultats obtenus in vitro évaluant l’invasion sur tranches 

de cerveau, les tumeurs issues des cellules shHIF2 sont plus invasives comme en témoigne de 

l’immunomarquage de la vimentine (Figure 78 B). De façon intéressante, et contrairement aux 

tumeurs contrôles, les immunomarquages de la laminine et du collagène IV ne permettent pas 

de visualiser la vascularisation de ces tumeurs. En revanche, ceux-ci se rapprochent de celui 

obtenu pour la vimentine (Figure 78 B), suggérant que les cellules U251-shHIF2 ont une 

propension à synthétiser ces facteurs (McKeever et al., 1989). Enfin, contrairement aux tumeurs 

contrôles, la réaction inflammatoire mise en évidence avec l’anticorps anti-CD68 est très 

intense en bordure (regroupés en spots) et au cœur de la tumeur (Figure 78 B). 

 

 Etude immunohistologique des tumeurs en fin de croissance 

À plus fort volume (150 mm3), une des caractéristiques des tumeurs shHIF-2, mise en 

évidence en IRM, est l’absence de plages de nécrose au cœur de ces tumeurs contrairement aux 

tumeurs contrôles (Figure 79 A et B). L’analyse immunohistologique des tumeurs U251-shScr 

révèle que ces zones de nécrose correspondent à des régions hypoxiques (Figure 79 A), 

visualisées après injection sous-cutanée de pimonidazole aux animaux avant le prélèvement des 

cerveaux puis détection immunologique de ce composé (Corroyer-Dulmont et al., 2013). En 

accord avec ce résultat, ces régions hypoxiques correspondent aux régions pour lesquelles  

HIF-2α est exprimé (Figure 79 A). Par ailleurs, au cœur de ces tumeurs contrôles, une forte 

expression de l’anhydrase carbonique CAIX, gène cible de HIF-1 et HIF-2, est également 

retrouvée, notamment à proximité des régions nécrotiques (Figure 79 A) (Lee & Simon, 2015). 

En revanche, concernant les tumeurs U251-shHIF2 (Figure 79 B), les observations 

obtenues pour ces trois immunomarquages sont différentes. Tout d’abord, nous avons confirmé 

que l’expression de HIF-2 était bien éteinte dans ces cellules tumorales sur le long terme 

puisqu’aucun signal n’est détecté avec l’anticorps anti-HIF-2α sur les tumeurs prélevées  

30 jours post-implantation intracérébrale des cellules. Nous confirmons également les données 

obtenues en IRM (Figure 79 B) sur l’absence de nécrose dans les tumeurs U251-shHIF2 

puisqu’aucun signal hypoxique n’est détecté par l’immunomarquage du pimonidazole. 

Cependant, un immunomarquage de la CAIX est observé mais celui-ci est distinct des tumeurs 

contrôles. En effet, l’expression de la CAIX est plus faiblement détectée dans le cœur de la 

tumeur mais plus marqué et diffus au niveau des régions invasives de la tumeur (Figure 79 B).  
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En résumé, en accord avec les données macroscopiques de l’IRM, les tumeurs issues de 

l’implantation des cellules U251-shHIF2 présentent des caractéristiques microscopiques 

particulières. Par comparaison aux tumeurs contrôles, ces tumeurs semblent plus invasives 

comme le montre l’immunomarquage à la vimentine observé à plus fort grossissement : les 

cellules tumorales s’orientent et envahissent de façon monodirectionnelle le parenchyme 

cérébral vers le cortex contrairement aux cellules tumorales contrôles qui s’organisent de façon 

concentrique à la tumeur (Figure 80 B).  

Par ailleurs, le marquage des noyaux de ces cellules au Hoechst permet d’apprécier la 

densité cellulaire au cœur de la tumeur. Comme le montre la Figure 80 A, même pour de forts 

volumes, la densité des cellules U251-shHIF2 est plus faible que celle des cellules U251-shScr. 

Il peut être également noté que les cellules U251-shHIF2 fusiformes s’organisent « en volutes » 

en ménageant autour d’elles un espace péri-cellulaire plus important que les cellules  

U251-shScr (Figure 80 A). Cette différence de densité pourrait expliquer l’absence de régions 

hypoxiques au sein des tumeurs shHIF2. 

Figure 79 : Etudes immunohistologiques du caractère hypoxique des tumeurs U251 de fort volume. 

A. Panel représentatif pour le groupe U251-shScr. Immunodétection de l’hypoxie (pimonidazole), de l’expression 
de HIF-2α et d’un gène cible de HIF (CAIX). La flèche indique la région nécrotique centrale.  
B. Panel représentatif pour le groupe U251-shHIF2. Immunodétection de l’hypoxie (pimonidazole), de 
l’expression de HIF-2α et d’un gène cible de HIF (CAIX). 
Pour les 2 groupes de tumeurs, les noyaux des cellules sont mis en évidence pas un marquage au Hoechst 
(intercalant de l’ADN). Images représentatives de 4 animaux / groupe. Les images représentatives en  T2 
pondérée (T2w) sont présentées au début des panels. Mosaïques reconstruites à partir de photographies acquises 
au grossissement 10X. Barre d’échelle : 1000 µm. 
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L’analyse par IRM a fait également apparaitre un hyposignal très prononcé dans la région 

péri-tumorale qui pourrait être le reflet d’une forte vascularisation ou d’une inflammation. Nous 

avons caractérisé plus en détails chacun de ces compartiments. 

 

 Etude du microenvironnement tumoral des xénogreffes intracérébrales 

 Caractérisation de la vascularisation 

La vascularisation cérébrale a été étudiée par immunomarquage de la laminine pour les 

deux groupes de tumeurs. A fort volume, la vascularisation intra-tumorale est quasi-absente et 

les quelques vaisseaux présents ont des structures anarchiques (Figure 81). Cette observation 

est en accord avec l’hypothèse de Yancopoulos et les travaux antérieurs du laboratoire 

proposant que les vaisseaux régressent au cœur des tumeurs en fin de croissance (Yancopoulos 

et al., 2000; Valable et al., 2009). En revanche, ce réseau vasculaire est plus marqué dans la 

zone péri-tumorale mais l’organisation de ces vaisseaux est différente entre les tumeurs  

U251-shScr et U251-shHIF2. Pour le groupe de tumeurs contrôles, les vaisseaux s’organisent 

de façon concentrique à la tumeur (Figure 81 A), alors que pour les tumeurs U251-shHIF2, les 

Figure 80 : Etudes immunohistologiques de la densité cellulaire et de l’invasion des tumeurs U251 de fort 
volume. 

A. Illustration de la densité cellulaire par un marquage des noyaux cellulaires (Hoechst). Grossissement 20X. 
Barre d’échelle : 100 µm. 
B. Illustration de l’invasion par un marquage des cellules tumorales (vimentine). Grossissement 10X. Barre 
d’échelle : 100 µm. 
Mosaïques reconstruites à partir de photographies acquises au grossissement 10X après marquage au Hoechst 
(intercalant de l’ADN). Barre d’échelle : 1000 µm. 



Résultats-Partie II 

137 
 

vaisseaux pénètrent plus en profondeur la tumeur (Figure 81 B). Par ailleurs, à ce stade de 

croissance, il semblerait que la tumeur coopte les vaisseaux de la surface corticale. 

Pour ces tumeurs, l’organisation de la vascularisation péri-tumorale peut être rapprochée de 

l’orientation de la migration des cellules tumorales. En effet, en accord avec les données de la 

littérature, les résultats de cette étude immunohistologique suggèrent que les cellules tumorales 

migrent préférentiellement le long des vaisseaux, notamment ceux de l’espace sous-pial (Louis, 

2006) (Figure 11). Ainsi, pour les tumeurs U251-shScr, qui présentent quelques plages de 

cellules tumorales migrant de façon concentrique à la tumeur, les vaisseaux péri-tumoraux sont 

organisés de façon parallèle à la tumeur. Pour les tumeurs U251-shHIF2, les cellules tumorales 

migrent vers le cortex, alors que les vaisseaux péri-tumoraux plongent vers le cœur tumoral. 

 

 

En comparant les images obtenues en IRM T2w et celles obtenues en microscopie à 

florescence, l’hyposignal T2 observé pour les tumeurs U251-shHIF2 pourrait être le reflet d’un 

apport sanguin plus important acheminé par cette vascularisation péri-tumorale. De façon à 

renforcer cette hypothèse, nous avons mené une expérience complémentaire en utilisant une 

imagerie IRM qui permet de caractériser les propriétés de cette vascularisation, notamment à 

Figure 81 : Etudes immunohistologiques de la vascularisation des tumeurs U251 de fort volume. 

A. Panel représentatif pour le groupe U251-shScr. Immunodétection de la vascularisation (laminine) au bord et 
au centre de la tumeur (N=2). Barre d’échelle : 100 µm. 
B. Panel représentatif pour le groupe U251-shHIF2. Immunodétection de la vascularisation (laminine) au bord et 
au centre de la tumeur (N=2). Barré d’échelle : 100 µm. 
Les images IRM (T2w, représentatives des deux groupes de tumeurs) sont présentées au début des panels. 
Mosaïques reconstruites à partir de photographies acquises au grossissement 10X. Barre d’échelle : 1000 µm. 



Résultats-Partie II 

138 
 

partir des données quantitatives du volume sanguin cérébral (VSC) (Valable et al., 2009; 

Corroyer-Dulmont et al., 2013). 

Dans ce but, nous avons utilisé une méthode IRM de perfusion à l’équilibre basée sur 

l’utilisation d’un agent de contraste le P904 (Guerbet Research). Cet agent de contraste 

composé de particules de fer (USPIO ultra small particules iron oxyde), a un poids moléculaire 

et une rémanence vasculaire élevés. Sur ces propriétés, il est possible d’obtenir une mesure du 

VSC, à partir des modifications du contraste obtenu entre l’image réalisée avant puis après 

injection de produit de contraste (imagerie T2*). A partir de ces données, des cartes de VSC 

peuvent être générées (Figure 82 A). Des valeurs de VSC relatif (VSCr) au sein de la tumeur 

sont obtenues en ayant reporté sur l’imagerie T2*, une région d’intérêt (ROI) qui correspond à 

la tumeur identifiée à partir de l’imagerie T2w. Cette même ROI est reportée au niveau du 

striatum contralatéral sain. Ainsi, le ratio VSC tumeur/tissu sain calculé correspond au VSCr  

(Figure 82 B). Cette expérience a été effectuée sur des tumeurs de petits volumes puisque cet 

hyposignal T2 est visible dès le début de la croissance des tumeurs U251-shHIF2. 

 

Figure 82 : Analyse de la composante vasculaire des tumeurs U251 de petit volume. 

A. Imagerie pondérée T2w et carte de volume sanguin cérébral des groupes U251-shScr et U251-shHIF2.  
B. Quantification globale du volume sanguin cérébral relatif des groupes U251-shScr et U251-shHIF2. Moyenne 
± ET,  N=3 #p<0,0005 [HSD de Tukey après une ANOVA à 1 facteur (groupe) significative].  
C. Cartes binaires de CBV faisant apparaitre les pixels présentant une valeur supérieure à la moyenne ± 2 ET de 
la valeur du tissu sain. 
D. Histogrammes moyens de fréquence relative des voxels en fonction de leur valeur de VSCr. 



Résultats-Partie II 

139 
 

Comme le montre les cartes de VSC présentées sur la Figure 82 A, et en accord avec notre 

hypothèse, les tumeurs U251-shHIF2 présentent des valeurs de VSC élevées dans la région 

péri-tumorale qui correspond à l’hyposignal détecté sur l’imagerie T2w. En revanche, cette 

augmentation des valeurs de VSC dans la zone péri-tumorale n’est pas présente pour les 

tumeurs U251-shScr (Figure 82 A) et ceci corrobore également l’absence d’hyposignal sur 

l’imagerie T2w. L’exploitation quantitative des données de cartes de VSC montre que le VSCr 

des tumeurs U251-shHIF2 est significativement supérieur à celui des tumeurs contrôles.  

Afin de renforcer ces données, une exploitation quantitative plus fine a été réalisée  

(Figure 82 C et D). Pour cela, nous avons généré les histogrammes de distribution relative des 

voxels à partir des cartes de VSCr obtenues pour trois animaux par groupe de tumeur. Cette 

distribution a été reportée pour chacun des groupes de tumeurs et comparée à celle 

caractéristique du tissu sain. Comme le montre le graphique, et ce, de manière attendue, 

l’histogramme du tissu sain est centré sur la valeur de 1. Pour les tumeurs U251-shScr, le profil 

de distribution est décalé vers la gauche du profil obtenu pour le tissu sain (striatum 

controlatéral) (Figure 82 D). Ces résultats suggèrent que les tumeurs contrôles sont moins bien 

vascularisées, en accord avec une altération des propriétés morphologiques des vaisseaux 

tumoraux. En revanche, pour les tumeurs U251-shHIF2, le profil de distribution du VSCr se 

décale à droite par comparaison au profil du tissu sain. 

 

En résumé, en début de croissance, les tumeurs U251-shHIF2 bénéficient d’un réseau 

vasculaire péri-tumoral fonctionnel qui délivre un VSC plus important que pour les tumeurs 

contrôles. L’hyposignal détecté sur les images T2w (Figure 82 A) serait donc probablement dû 

à cet afflux de volume sanguin. Toutefois, comme nous l’avons évoqué précédemment, il 

pourrait être également le reflet d’une réaction inflammatoire. Nous avons donc recherché si tel 

était le cas. 

 

 Caractérisation de l’inflammation 

La réaction inflammatoire a été étudiée en identifiant les cellules exprimant l’antigène 

CD68, marqueur présent sur les macrophages et les cellules microgliales. Comme illustré sur 

la Figure 83 A et B, l’immunomarquage CD68 souligne l’existence d’une forte réaction 

inflammatoire péri-tumorale pour les tumeurs U251-shHIF2 par comparaison aux tumeurs 

contrôles. L’analyse quantitative confirme cette observation avec 22 % de surface en péri-

tumoral CD68 positive pour les tumeurs U251-shScr contre 51 % pour les tumeurs  
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U251-shHIF2 (Figure 83 C). Ainsi, l’hyposignal détecté en IRM T2w pourrait être dû à un flux 

sanguin important et/ou à cette réaction inflammatoire. Nous avons émis l’hypothèse qu’à ce 

stade de croissance tumorale, l’inflammation pourrait, par le biais de la présence de 

macrophages M2, participer à l’angiogenèse péri-tumorale. En effet, comme nous l’avons 

mentionné en introduction, ce phénotype M2 est décrit comme étant pro-angiogénique 

(Goswami et al., 2017). De fait, en utilisant le marqueur CD206 pour identifier les macrophages 

M2, nous avons détecté une plus forte expression de ces macrophages dans la région entourant 

les tumeurs U251-shHIF2 que pour les tumeurs U251-Scr (Leblond et al., 2015) (Figure 83 A 

et B).  

 

La réaction inflammatoire semble donc se relocaliser au cours de la croissance tumorale. 

En effet, pour les deux groupes de tumeurs en début de croissance (Figure 78), les cellules 

CD68 +se répartissent majoritairement dans le tissu tumoral, pour se concentrer en péri-tumoral 

pour des tumeurs de volume plus élevé (Figure 83 A). A ce stade, cette réaction inflammatoire 

particulièrement prononcée pour les tumeurs U251-shHIF2 serait probablement un des 

Figure 83 : Analyse de l’inflammation des tumeurs U251 de fort volume. 
A. Etude immunohistologique de l’inflammation par un marquage des cellules inflammatoires (CD68) (N=4) et 
des macrophages (flèches blanches) de phénotype M2 (CD206) (N=1). Les images IRM en T2 pondérée (T2w) 
sont présentées au début des panels. Mosaïques reconstruites à partir de photographies acquises au grossissement 
10X. Barre d’échelle : 500 µm. 
B. Illustrations représentatives des régions choisies pour la quantification de la surface CD68 positive en fonction 
du marquage du striatum contralatéral. Barre d’échelle : 100 µm. 
C. Quantification de la surface CD68 positive au bord et au centre comparativement au striatum contralatéral. 
N=4 par groupe, 4 photos analysées #p<0,0005 [HSD de Tukey après une ANOVA à 1 facteur (groupe) 
significative]. 
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événements cellulaires à l’origine de l’hyposignal détecté par IRM. En revanche, lorsque ces 

tumeurs sont de faibles volumes, cet hyposignal serait plutôt le reflet d’un apport sanguin 

important.  

Afin de déterminer si le microenvironnement pouvait influencer la croissance des tumeurs 

U251-shHIF2, nous avons réalisé une expérience in vivo en implantant ces cellules par voie 

sous-cutanée. 

 

 Modèle de tumeur sous-cutanée 

Les cellules U251-shHIF2 et U251-shScr ont été implantées par voie sous-cutanée, dans le 

flanc de souris nude. Les volumes tumoraux ont été établis à partir des mesures faites au pied à 

coulisse tous les 3 jours. Comme le montre la Figure 84 A, et contrairement aux résultats 

obtenus pour les greffes intracérébrales, les cinétiques de croissance pour ces deux groupes de 

tumeurs sont identiques lorsque ce sont des xénogreffes sous-cutanées. 

Par ailleurs, la caractérisation par immunohistologie de la vascularisation et de 

l’inflammation de ces tumeurs n’a pas non plus permis de mettre en évidence de différence 

entre les tumeurs U251-shHIF2 et U251-shScr (Figure 84 B). 

 

 

Figure 84 : Analyse de la croissance tumorale et caractérisation immunohistologique des tumeurs U251 

dans un modèle sous-cutané. 

A. Etude longitudinale des volumes tumoraux des groupes U251-shScr (n=8) et U251-shHIF2 (n=8). 
Moyenne ± ET. 
B. Panel représentatif pour les groupes U251-shScr et U251-shHIF2. Immunodétection de la laminine et du 
CD68. Pour les 2 groupes de tumeurs, les noyaux des cellules sont mis en évidence pas un marquage au Hoechst 
(intercalant de l’ADN), la vascularisation par un marquage de la laminine et l’inflammation par un marquage 
CD68. Mosaïques reconstruites à partir de photographies acquises au grossissement 10X. 
Barre d’échelle : 3000 µm. 
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Les résultats de ces expériences tendent à montrer que l’environnement cérébral favorise la 

croissance des tumeurs U251-shHIF2. Les modèles tumoraux issus de xénogreffes ectopiques 

développées dans le flanc des animaux présentent un certain nombre de limites parmi lesquelles 

un défaut de vascularisation. Or, les résultats obtenus sur les greffes intracérébrales tendent à 

montrer que les tumeurs U251-shHIF2 nécessitent, pour se développer, de bénéficier d’une 

perfusion sanguine robuste, ce qui pourrait être un frein lorsque ces cellules sont implantées par 

voie sous-cutanée. 

 

 Conclusion-Discussion 

Le rôle de HIF-2 dans les GB est relativement peu documenté que ce soit à l’échelle clinique 

ou préclinique. Dans ce contexte, le but de cette étude était d’évaluer l’impact de  

HIF-2α sur la progression des GB. Pour atteindre cet objectif, nous avons utilisé une stratégie 

d’ARN interférence appliquée à des cellules de GB différenciées. L’infection lentivirale de 

shHIF2 dans les cellules U251 a permis d’éteindre 80 % de l’expression des ARNm de HIF-2α 

et ce de façon stable. Les résultats obtenus in vivo ont montré que les tumeurs issues de 

l’implantation des cellules U251-shHIF2 se développent beaucoup plus rapidement que les 

tumeurs contrôles. Dans la littérature, deux études précliniques, proposent des conclusions 

opposées. En effet, selon Li et al., l’invalidation de HIF-2α par ARNi dans des CSG inhibe leur 

capacité d’auto-renouvèlement, de prolifération, de survie in vitro et diminue leur capacité 

tumorigénique in vivo (Li et al., 2009). A l’inverse, Acker et al., ont suggéré par différentes 

approches que HIF-2 pourrait agir comme un suppresseur de tumeur (Acker et al., 2005). En 

effet, selon ces auteurs, une surexpression de cette isoforme dans des cellules de gliomes 

différenciées ralentit la croissance tumorale mais favorise l’angiogenèse tumorale. Inversement, 

une perte d’expression stimule la croissance de la tumeur gliale bien que le réseau vasculaire 

intra-tumoral soit peu développé. Sur le plan mécanistique, ces auteurs ont proposé que HIF-2 

régulerait la mort apoptotique de ces cellules tumorales. Nos résultats se rapprochent en partie 

de ceux d’Acker puisque, nous avons également observé une accélération de la croissance 

tumorale pour les cellules U251-shHIF2. Toutefois, sur notre modèle, ce résultat ne serait pas 

dépendant d’un effet direct de l’extinction de HIF-2α sur la survie des cellules U251. En effet, 

in vitro, les cellules U251-shScr et U251-shHIF2 présentent des profils de prolifération et de 

cycle cellulaire identiques. En revanche, in vivo, des différences notables concernant la 

vascularisation entre les tumeurs U251-shScr et U251-shHIF2 ont été mises en évidence. Tout 

comme Acker et al., nos résultats montrent que la vascularisation au cœur des tumeurs U251-
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shHIF2 est peu développée (Acker et al., 2005). Ceci pourrait s’expliquer par une diminution 

de synthèse de VEGF par ces cellules tumorales. De fait, lors de la caractérisation des cellules 

après infection, nous avons vérifié si l’extinction de HIF-2α s’accompagnait d’une modulation 

d’expression de certains de ses gènes cibles, ce qui était le cas du VEGF (résultats non 

présentés). En revanche, la croissance des tumeurs U251-shHIF2 semble dépendante d’une 

perfusion sanguine robuste qui comme le suggèrent nos résultats pourrait être assurée par le 

recrutement de vaisseaux péri-tumoraux, et ce tout au long de la croissance tumorale. En outre, 

cette vascularisation tumorale pourrait être renforcée par le biais de la présence des 

macrophages pro-angiogéniques de type M2, particulièrement présents en fin de croissance 

tumorale dans cette région.  

La divergence de résultats entre ces différentes études précliniques pourrait s’expliquer non 

seulement par la nature des cellules tumorales ciblées (CSG vs cellules de GB différenciées) 

mais aussi par une différence de microenvironnement tumoral. En accord avec cette hypothèse, 

nous avons montré que l’effet pro-tumoral de l’extinction de HIF-2α observé dans un modèle 

orthotopique (greffe intrastriatale) n’était pas retrouvé dans un modèle ectopique (greffe sous-

cutanée). L’influence du microenvironnement a été plus étudié pour HIF-1 (Blouw et al., 2003). 

Ainsi, l’extinction de HIF-1α dans des cellules d’astrocytome résulte en des tumeurs de 

phénotypes opposés lorsque les cellules étaient implantées dans le cerveau ou sous la peau. De 

façon intéressante, ces tumeurs possèdent des caractéristiques similaires à celles décrites pour 

les tumeurs U251-shHIF2. Notamment, ces tumeurs intracérébrales ne présentent pratiquement 

pas de zones de nécrose. De même, en accord avec nos résultats, suite à l’extinction de HIF-1α, 

les tumeurs sont dans l’incapacité de développer une angiogenèse. En revanche, les cellules 

tumorales utilisent la vascularisation environnante de façon à migrer le long des vaisseaux 

sanguins normaux existants pour se propager, phénomène que nous avons également observé 

pour les tumeurs U251-shHIF2. Ces capacités de migration ont été également observées in vitro 

et pourraient être liées au phénotype de type mésenchymateux adopté par ces cellules. 

L’hypoxie favorise la TEM (Monteiro et al., 2017). Ainsi, les cellules U251-shScr placées en 

hypoxie acquièrent un phénotype fusiforme qui s’accompagne d’une augmentation 

d’expression des ARNm de la N-cadhérine (un des marqueurs de la TEM). Pour les cellules 

U251-shHIF2, cette augmentation d’expression de la N-cadhérine est détectée en normoxie et 

renforcée en conditions d’hypoxie (données non présentées). En revanche, nous n’avons pas 

détecté de différence d’expression transcriptomique des autres marqueurs de TEM HIF-

dépendants, tels les MMP-2, MMP-9, vimentine (données non présentées). Il faut noter que ce 
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phénotype de cellules fusiformes a été également décrit pour les cellules d’astrocytome 

invalidées pour HIF-1α (Blouw et al., 2003). 

La régulation de l’activation des facteurs HIFs par l’hypoxie est complexe et ce d’autant 

plus qu’il peut exister une compensation réciproque des isoformes HIF-1α et HIF-2α lorsque 

l’expression l’une de ces isoformes est réprimée (Schulz et al., 2012). Cette hypothèse ne peut 

pas être écartée pour les cellules U251-shHIF2. Comme le montre la Figure 85 A, l’exposition 

à la DFX conduit à une surexpression de HIF-1α pour les cellules U251-shScr et  

U251-shHIF2 mais pas pour les cellules U251-shHIF1. Comme évoqué précédemment (cf. 

page 128), l’évaluation de l’expression de HIF-1α par immunotransfert est rendue difficile en 

raison du caractère diffus du signal. Cependant ces observations sont renforcées par l’étude 

réalisée par la technique de gène rapporteur luciférase sous contrôle des séquences HRE. Les 

résultats obtenus montrent que l’activité de la luciférase est quasiment éteinte dans les cellules 

U251-shHIF1 transfectées avec ce plasmide, ce qui n’est pas le cas pour les cellules U251-

shHIF2 qui présentent encore 50 % d’activité par comparaison aux cellules contrôles (Figure 

85 B).  

 

Au vu de ces résultats, et comme présenté dans l’introduction (cf. page 76) l’extinction 

d’expression de HIF-2 α dans les U251-shHIF2 pourrait s’accompagner d’une compensation 

d’expression de HIF-1α ce qui expliquerait que l’activité luciférase soit diminuée de moitié. En 

revanche, l’inverse ne serait pas vrai. En effet, comme le suggèrent les résultats de la Figure 

85 B, il n’y aurait pas de compensation de la perte d’expression de HIF-1α par HIF-2α. 

Cependant, ces données mériteraient d’être confirmés par des expériences complémentaires. En 

Figure 85 : Effet de l’inhibition de HIF-2α sur l’activité luciférase et la régulation de HIF-1α et HIF-2α. 
A. Expression protéique de HIF-1α et HIF-2α après 24 h de traitement par la DFX (100 µM). N=1. 
B. Activité de la luciferase firefly normalisée avec le contrôle interne d’activité de la luciferase renilla après 
traitement DFX (100 µM ; 24 h). Valeurs normalisées par rapport aux U251-shScr. Moyenne ± ET, N=3, n=5. 
$p<0,0001 [HSD de Tukey après une ANOVA à 1 facteur (groupe) significative]. 
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effet, les résultats présentés ont été obtenus après 24 h d’exposition des cellules à la DFX. Or, 

des études menées au sein de l’équipe pour différentes lignées de GB ont montré que 

l’expression de HIF-2α est stabilisée pour des temps d’hypoxie prolongée (Bordji et al., 2014). 

Ainsi, nous pouvons proposer qu’une compensation de la perte d’expression de HIF-2α pourrait 

intervenir pour des temps plus tardifs. Nous n’avons cependant pas retrouvé d’expression de 

HIF-1α dans le tissu tumoral issu des souris shHIF-2, que ce soit en début ou fin de croissance. 

Cette absence d’immunomarquage pourrait être liée à des problèmes techniques liés aux 

anticorps commerciaux que nous avons utilisés. Il serait donc nécessaire de confirmer ce 

résultat par l’utilisation d’autres anticorps anti-HIF-1α. 

Si les données précliniques concernant HIF-2 sont fragmentaires, le rôle de HIF-1 dans les 

GB a été un peu plus étudié. Toutefois, tout comme pour HIF-2, des conclusions opposées se 

dégagent selon les modèles et types cellulaires étudiés. En effet, certains travaux attestent d’un 

effet pro-tumoral et d’autres montrent que la perte d’expression de HIF-1 favorise la 

progression tumorale. Afin de réconcilier ces résultats, Fiorenzo et collaborateurs ont proposé 

qu’il existerait une coopération entre les cellules HIF-1α+ et HIF-1α- résultant en des tumeurs 

plus agressives (Fiorenzo et al., 2010). Depuis, plusieurs années, il est désormais admis qu’il 

existe des coopérations intercellulaires. Par exemple, une coopération métabolique a été 

notamment décrite entre des cellules tumorales en normoxie et celles en hypoxie mais aussi 

entre cellules tumorales et stromales (Koukourakis et al., 2006; Icard & Lincet, 2013). Bien que 

nous ne l’ayons pas vérifiée, cette hypothèse semble peu plausible pour les cellules U251-

shHIF2. En effet, ces cellules, certes n’ont pas été clonées, mais la sélection par l’antibiotique 

assure que l’ensemble des cellules possèdent une extinction de HIF-2α, mais peut-être à des 

niveaux différents. Ainsi, il peut être envisagé qu’une sélection de cellules résistantes s’opère 

au cours de la sélection et de l’amplification ou au cours de la progression tumorale.  

Enfin, illustrant la complexité du rôle des HIFs dans la progression tumorale, des travaux 

issus de la même équipe montrent que l’extinction de l’expression de HIF-1α par shARN dans 

les cellules U251 conduit à des tumeurs plus agressives que celles issues de l’implantation de 

cellules en intracérébral suivi d’une injection de siARN pour éteindre l’expression de ce facteur 

de transcription (Womeldorff et al., 2014). 

Collectivement, ces données montrent qu’à l’échelle préclinique, suivant les modèles 

utilisés, la modulation de l’expression de HIF-1α ou de HIF-2α peut aboutir à des effets 

différents, voire opposés dans la progression tumorale soulignant ainsi la nécessité de 

poursuivre les recherches dans ce domaine sur des modèles appropriés.  
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 Effets de l’extinction de HIF-2 ou HAF sur la 
radiosensibilité des cellules de glioblastome 
 

Jusqu’à présent, les quelques études portant sur les GB attribuent l’expression de HIF-2α et 

HAF aux CSG. A ce titre, ces molécules pourraient être considérées comme des facteurs de 

résistance thérapeutique puisqu’il est démontré que les CSG sont impliquées dans la 

radiorésistance (Renfrow et al., 2018). Toutefois, ces données cliniques souffrent du peu de 

données expérimentales étayant ces données cliniques, c’est pourquoi, nous avons recherché à 

l’échelle préclinique quelle était l’influence de HIF-2α ou HAF sur la réponse des cellules de 

GB à la radiothérapie. 

 

 Etude de la survie après irradiation 

Afin de déterminer l’impact de HIF-2α et HAF sur la radiosensibilité des cellules de GB, 

une étude de cytotoxicité des rayons X, évaluée par test clonogénique, a été réalisée sur les 

cellules U251, modifiées ou non génétiquement. 

Les cellules, ensemencées à très faible densité et incubées en condition de normoxie  

(21 % O2) ou hypoxie (1 % O2), ont été exposées à différentes doses de RX variant de 0 à 8 Gy. 

Après irradiation, ces cellules sont remises en culture pendant 1 semaine, en atmosphère de 

normoxie ou d’hypoxie. Les cellules ayant survécu se développeront en formant des colonies 

comme illustré sur la Figure 86 B. La quantification du nombre de colonies en fonction de la 

dose d’irradiation permet d’établir les courbes de survie de chaque type cellulaire  

(Figure 86 A). 

Ainsi, en conditions de normoxie, les courbes de survie sont similaires pour les trois lignées 

cellulaires, U251-shScr, U251-shHIF2, U251-shHAF (Figure 86 A). Lorsque ces cellules sont 

placées en hypoxie à 1 % d’O2 avant et après l’exposition aux RX l’analyse des courbes de 

survie confirme que l’hypoxie est un facteur de résistance des cellules de GB à la RT  

(Figure 86 A). Cependant, aucune différence de radiosensibilité n’est observée lorsque 

l’expression de HIF-2α ou de HAF a été éteinte dans ces cellules, comme le confirment la 

quantification des différents paramètres de radiobiologie (Figure 86 C). 

Ces paramètres ont été calculés à partir des représentations graphiques obtenues pour 

chaque type cellulaire. Pour chacune des lignées, il peut être déterminé l’équation de droite 

selon le modèle linéaire quadratique qui est généralement utilisé pour ce type d’irradiation  

(SF = e-(αD + D2) avec SF = fraction de survie et D = dose d’irradiation reçue par les cellules). 
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Ainsi, les valeurs de SF2 (fraction de survie à 2 Gy), D37 (dose d’irradiation pour laquelle la 

survie des cellules est de 37%) et d’OER (oxygen enhancement ratio) ont été calculées pour 

chaque type de cellules U251 et ce en normoxie et en hypoxie (Figure 86 C).  

 

 

La SF2 est le paramètre de radiobiologie le plus fréquemment utilisé pour comparer la 

sensibilité de différents types cellulaires à la RT. La dose de 2 Gy est retenue pour ce paramètre 

car elle correspond à celle utilisée en clinique lors de l’irradiation fractionnée des tumeurs chez 

le patient. La D37, quant à elle, correspond à la dose létale moyenne et reflète aussi la 

radiosensibilité des cellules. Pour appréhender quantitativement la contribution de l’O2 dans la 

réponse des cellules à la RT, phénomène connu sous le nom de « effet oxygène », l’OER est 

calculé en effectuant le rapport des doses d’irradiation délivrées en normoxie et en hypoxie. 

Ainsi, l’OER peut être déterminé par le rapport suivant : OER = D37 hypoxie / D37 normoxie. 

Figure 86 : Effet de l’irradiation par RX sur la survie des U251-shScr, U251-shHAF et U251-shHIF2 en 
condition de normoxie et d’hypoxie. 
A. Courbes de survie des cellules U251-shScr, shHAF et shHIF2 exposées à des doses croissantes de RX en 
conditions de normoxie (21 % O2) et d’hypoxie (1% O2). Moyenne ± ET, N=3, n=3.   
B. Illustration des colonies obtenues 7 jours après l’irradiation des cellules à des doses de 0 à 8 Gy. Suivi 
longitudinal des volumes tumoraux des groupes U251-shScr (n=8) et U251-shHIF2 (n=8).  
C. Paramètres radiobiologiques de SF2 (fraction de survie à 2 Gy), D37 (dose nécessaire pour induire 37 % de 
survie cellulaire) et OER (Oxygen Enhancement Ratio) obtenus après détermination des droites d’équations selon 
le modèle linéaire quadratique (SF=e-αD+ D²). Moyenne ± ET, N=3, n=3. 
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Un OER>1 traduit une radiorésistance des cellules liée à l’hypoxie. Comme le montre la  

Figure 86 C, les trois lignées cellulaires ont, en hypoxie, des valeurs de SF2 et D37 supérieures 

à celles déterminées en normoxie ainsi qu’un OER>1, ces trois critères traduisant une 

radiorésistance aux RX. Toutefois les valeurs de ces trois paramètres sont identiques entre 

U251-shScr, U251-shHIF2 et U251-shHAF. 

Bien qu’il n’y ait pas de différence significative entre la survie des trois types cellulaires, 

les cellules U251-shHIF2 semblent légèrement plus résistantes que les cellules U251-shScr que 

ce soit en normoxie ou en hypoxie, comme en témoigne les valeurs de SF supérieures à 4 Gy 

(Figure 86 A). En accord avec ce résultat, les colonies U251 shHIF-2 sont de plus grosses 

tailles que les colonies U251-shScr après une exposition à 4 Gy (Figure 86 B). 

Le test de clonogénicité permet d’appréhender la radiorésistance des cellules tumorales sur 

le long terme. Nous avons complété cette étude en recherchant si l’extinction de HIF-2α ou 

HAF dans les cellules U251 ne perturberait pas les processus mis en jeu par la cellule dans les 

phases aigües de réponse à l’irradiation, notamment en étudiant le cycle cellulaire de ces 

cellules exposées aux RX. 

 

 Etude du cycle cellulaire après irradiation des cellules 

La répartition des cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire a été quantifiée 

après différents temps d'exposition des cellules U251-shScr, U251-shHIF2 et U251-shHAF aux 

RX à une dose de 8 Gy (Figure 87). De façon attendue, les trois lignées cellulaires exposées à 

l’irradiation présentent un arrêt en G2/M et ce, 24 h après irradiation (Figure 87). Cet arrêt en 

phase G2/M se traduit par traduit par une augmentation du nombre de cellules U251-shScr  

(de 25 % à 0 h à 65 % à 24 h), compensée par une baisse de la proportion de cellules présentes 

en phase G0/G1. Cet arrêt observé pour les cellules U251-shHIF2 et U251-shHAF est 

cependant d’amplitude plus faible. En effet, pour ces deux lignées, environ 45 % des cellules 

totales sont présentes en phase G2/M. 

L’arrêt des cellules en phase G2/M est transitoire avec un retour à un état basal 72 h  

post-RX pour toutes les phases du cycle (Figure 87). Puis, à partir de ce temps, une 

augmentation du nombre de cellules en phase sub-G1 est observée, reflétant une fragmentation 

de l’ADN et suggérant ainsi qu’une mort par apoptose se déclenche. La proportion de cellules 

en phase sub-G1 est cependant différente entre les trois lignées cellulaires. Par exemple, à  

120 h post-RX, environ 60 % des cellules U251-shScr se retrouvent en phase sub-G1  

(Figure 87 A), les cellules U251-shHAF sont détectées dans des proportions similaires (50 %) 
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(Figure 87 C), alors que seuls 30 % des cellules U251-shHIF2 sont détectées dans cette phase 

(Figure 87 B). 

 

L’étude de l’impact des RX sur la répartition des cellules dans les différentes phases du 

cycle cellulaire tend à montrer un comportement différent entre les cellules U251-shHIF2 et 

U251-shHAF. Pour les deux lignées cellulaires, une plus faible proportion de cellules s’arrête 

en phase G2/M par comparaison aux cellules U251-shScr. Cependant, une forte proportion des 

cellules U251-shHAF et U251-shScr semblent mourir par apoptose puisque ces cellules 

s’accumulent en phase sub-G1 mais cet effet est retrouvé dans une moindre mesure pour les 

cellules U251-shHIF2. Afin de confirmer cette hypothèse, nous avons caractérisé la mort 

apoptotique par une étude en cytométrie du marquage des cellules à l’Annexine-V. 

 

Figure 87 : Analyse de la survie cellulaire des cellules U251-shScr, U251-shHIF2 et U251-shHAF de 0 à 

120 h après une irradiation (RX) des cellules à la dose de 8 Gy. 

A. Cycle cellulaire des U251-shScr. Moyenne ± ET, N=3, n=3. 
B. Cycle cellulaire des U251-shHIF2. Moyenne ± ET, N=3, n=3. 
C. Cycle cellulaire des U251-shHAF. Moyenne ± ET, N=3, n=3. 
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 Etude de la mort par apoptose radio-induite 

Dans la phase précoce de l’apoptose, la translocation de la phosphatidylsérine à l’extérieur 

de la membrane plasmique peut être mise en évidence par fixation spécifique de l'Annexine-V 

couplée à un fluorophore. Ce marqueur, utilisé conjointement avec de l’iodure de propidium 

(IP), lequel reflète la présence de nécrose car ce composé entre dans la cellule uniquement si la 

membrane plasmique est fragmentée. Ainsi, par cytométrie en flux, il est possible de déterminer 

les proportions de cellules vivantes (absence de marquage Annexine-V ou IP) et les proportions 

des cellules mortes par apoptose (simples positives à l'Annexine-V), nécrose (positives à l’IP) 

ou apoptose/nécrose tardive (doubles positives à l'Annexine-V et à l’IP). 

L’apoptose des cellules U251-shScr, U251-shHIF2, U251-shHAF a été étudiée dans les 

mêmes conditions expérimentales que celles de l’étude du cycle cellulaire (de 24 h à 120 h 

après une exposition à une dose de RX de 8 Gy). Nous avons pu ainsi montrer que la cinétique 

d’apparition de l’apoptose est comparable à celle de l’évolution de ces cellules en phase  

sub-G1 (Figure 88). En effet, l’apoptose apparait pour les trois types cellulaires à partir de  

48 h post-RX et s’amplifie jusqu’à 120 h mais dans des proportions différentes pour chacune 

des lignées. Ainsi, à 72 h et 120 h post-RX, les cellules 251-shScr ont une plus forte propension 

à mourir par apoptose que les cellules U251-shHAF et U251-shHIF2 ; les cellules  

U251-shHIF2 étant les plus résistantes à ce type de mort (Figure 88 B). À 120 h  

post-irradiation, le nombre de cellules vivantes est significativement plus important lorsque 

l’expression de HIF-2α a été éteinte dans les cellules de GB (Figure 88 A). Seules 26 % de ces 

cellules meurent par apoptose, alors qu’environ la moitié des cellules U251-shScr (53 %) et 

U251-shHAF (45 %) sont engagées dans ce type de mort. À ce temps, il faut noter qu’une faible 

proportion des cellules meure par nécrose variant de 8 % pour les cellules U251-shScr à 5 % 

pour les cellules U251-shHAF et U251-shHIF2. 

 

Pour conforter ces résultats en faveur d’une radiorésistance des cellules U251-shHIF2, par 

comparaison aux cellules contrôles et aux cellules U251-shHAF, une étude visant à évaluer les 

capacités à réparer les dommages à l’ADN a été menée.  
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 Etude des dommages à l’ADN radio-induits 

En réponse à une irradiation, comme nous l’avons décrit en introduction, des protéines 

comme la DNA-PK, ATM ou ATR, sont activées. Ces sérine-thréonine kinases pourront alors 

phosphoryler le résidu sérine 139 de l’histone H2AX (Rogakou et al., 1998). Cette 

phosphorylation fait partie des événements les plus précoces qui suivent la formation physique 

des cassures double-brin de l’ADN (CDB). Ainsi, l’utilisation d’un anticorps spécifique de la 

forme phosphorylée de l’histone H2AX ( H2AX) montre la présence de nombreux foci dans le 

noyau des cellules irradiées (Figure 88 A). Il existe une étroite corrélation entre le nombre de 

foci H2AX+ et le nombre de CDB induites après irradiation (Rothkamm & Löbrich, 2003). Ce 

test permet donc de quantifier à un temps précoce les dommages de l’ADN radio-induits et à 

un temps plus tardif, d’évaluer la capacité des cellules à réparer ces dommages (Pérès et al., 

2015).  

Les trois lignées cellulaires, U251-shScr, U251-shHIF2 et U251-shHAF ont été exposées à 

une irradiation de 8 Gy et le nombre de foci H2AX+ a été déterminé précocement, 2 h et 14 h 

post-RX. Comme le montre la Figure 89 B, de façon attendue, dès 2 h  

post-irradiation, cette dose d’irradiation induit des CDB dans la totalité des cellules et ce, quelle 

que soit la lignée cellulaire étudiée. En revanche, à 14 h post-irradiation, les cellules  

U251-shScr et U251-shHAF ont amorcé la réparation de ces lésions de l’ADN puisque pour 

ces deux types cellulaires environ 60 % des cellules présentent encore des CDB. En revanche, 

Figure 88 : Analyse de la survie cellulaire des cellules U251-shScr, U251-shHAF et U251-shHIF2 après une 

irradiation (RX) des cellules à la dose de 8 Gy. 

A. Analyse de la répartition des cellules en phase Sub-G1 du cycle cellulaire. Moyenne ± ET, N=3, n=3, *p<0,05 
vs U251-shScr du temps 72 h, $p<0,0005 vs U251-shScr du temps 120 h [HSD de Tukey après une ANOVA à 
deux facteurs (groupe et temps) significative].  
B. Analyse de la mort apoptotique par un marquage annexine en cytométrie en flux après une irradiation à la dose 
de 8 Gy. Moyenne ± ET, N=3, n=3 [ANOVA à deux facteurs (groupe et temps) non significative]. 
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les cellules U251-shHIF2 semblent disposer d’une capacité de réparation plus efficace car ces 

dommages à l’ADN ne sont détectés que dans 30 % des cellules. 

 

Les résultats présentés ci-dessus ont montré que lorsque l’expression de HIF-2α était éteinte 

dans les cellules de GB : 1/ ces cellules réparent plus efficacement les dommages à l’ADN 

radio-induits, 2/ peu de cellules s’arrêtent au point de contrôle G2/M du cycle cellulaire et 3/ le 

nombre de cellules en apoptose est réduit, par comparaison aux cellules U251 contrôles. Nous 

avons recherché si ces effets s’accompagnaient d’une modulation de certains intermédiaires 

moléculaires. Parmi eux, nous avons étudié les variations d’expression de la cycline B1, une 

des protéines impliquées dans la régulation du point de surveillance G2/M et de la caspase-3 

clivée, comme reflet de l’activation de la voie apoptotique. 

 

 Etude de l’expression des intermédiaires moléculaires des effets radio-

induits 

Concernant la cycline B1, une très faible expression est détectée lorsque les cellules  

U251-shScr ne sont pas irradiées (Figure 90). En revanche, 24 h après une irradiation de 8 Gy, 

temps pour lequel nous avons montré que 65 % de ces cellules s’arrêtaient en phase G2/M 

(Figure 87), l’expression de la cycline B1 est fortement augmentée. Puis, celle-ci tend à 

diminuer à 48 h et 72 h, lorsque les cellules rentrent progressivement dans le cycle et que la 

répartition de ces cellules dans le cycle cellulaire revient à son niveau de base (cellules non 

irradiées) (Figure 87).  

Figure 89 : Analyse de la réponse des dommages à l’ADN des cellules U251-shScr, U251-shHAF et 
U251-shHIF2 après une irradiation (RX) des cellules à la dose de 8 Gy. 

A. Illustration représentative des foci H2AX (rouge). Les noyaux cellulaires sont marqués au Hoechst (bleu) 
(intercalant de l’ADN). Grossissement 20X, barre d’échelle : 20 µm.  
B. Quantification des cellules H2AX positives après une irradiation à la dose de 8 Gy. Moyenne ± ET, n=4 puits 
par temps, 4 photos par puits. #p<0,005 vs U251 au temps 2h pour chaque type cellulaire, £p<0,005 vs U251-
shScr au temps 14h [HSD de Tukey après une ANOVA à 2 facteur (groupe et temps) significative]. 
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 Ce profil de variation d’expression de la cycline B1 est différent pour les cellules  

U251-shHIF2 irradiées (Figure 90). En accord avec la plus faible proportion de cellules arrêtées 

en phase G2/M 24 h post-RX (Figure 87), l’augmentation d’expression de la cycline B1 est 

plus faible que celle observée à ce temps pour les cellules U251-shScr ; cette expression 

disparait pratiquement à 48 h et 72 h. 

L’analyse de l’expression de la caspase 3 clivée, réalisée pour des temps plus longs post-

RX (de 48 h à 120 h), montre une légère augmentation d’expression de cette protéine au cours 

du temps, pour les cellules U251-shScr, effet qui n’est pas retrouvé pour les cellules  

U251-shHIF2. 

 

En résumé, l’ensemble de ces expériences montrent que l’extinction de HAF dans les 

cellules de GB (U251) ne modifie pas la radiosensibilité de ces cellules, contrairement à 

l’extinction de HIF-2α qui semble rendre ces cellules radiorésistantes. Ces effets pourraient 

s’exercer à différents niveaux qui participeraient à la diminution de la mort par apoptose de ces 

cellules. 

 

 Conclusion-Discussion 

L’hypoxie est un facteur de radiorésistance pour les tumeurs solides. Au regard du rôle 

majeur des facteurs HIFs dans la réponse cellulaire à l’hypoxie, certaines études ont cherché à 

identifier quel était le rôle de ces facteurs dans la réponse des cellules tumorales à l’irradiation. 

En outre, il a été également rapporté qu’une exposition des cellules tumorales aux rayons X 

conduit à la stabilisation du facteur HIF-1α notamment par la production d’ERO (cf. page 91). 

En accord avec ces données de la littérature, des résultats issus de l’équipe (non publiés) ont 

effectivement montré qu’une exposition des cellules de GB (U251) conduisait à une 

Figure 90 : Immunomarquage de la cycline B1 et de la caspase 3 clivée dans les cellules U251-shScr et 

U251-shHIF2 après une irradiation (RX) des cellules à la dose de 8 Gy. 

Expression protéique de la cycline B1 (24 à 72 h après RX) et de la caspase 3 clivée (48 à 72 h après RX). N=1. 
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stabilisation de HIF-1α mais aussi de HIF2α dans ces cellules et ce en condition de normoxie. 

Paradoxalement, très peu d’études fondamentales ont été menées sur les cellules issues de GB, 

pour HIF-1α et aucune à notre connaissance pour HIF-2α, alors que ces tumeurs sont connues 

pour être particulièrement hypoxiques et radiorésistantes.  

Les CSG sont particulièrement résistantes à la radiothérapie, notamment par leur grande 

capacité à activer les voies de réparation des dommages à l’ADN (Bao et al., 2006). Plus 

récemment, l’équipe de Pietras a proposé que la voie de signalisation OPN/CD44, impliquée 

dans le maintien du statut des CSG et dans l’activation de HIF-2α, puisse également être à 

l’origine de la radiorésistance de ces cellules (Pietras et al., 2014). Ces observations ont conduit 

à suspecter un rôle de HIF-2 dans la radiorésistance des CSG.  

Toutefois, jusqu’à présent, les études restent descriptives et les mécanismes à l’origine de 

cette radiorésistance ne sont pas encore établis. De plus, aucune étude n’a été menée sur les 

cellules de GB différenciées. Les résultats présentés dans ce travail, montrent que, suite à 

l’extinction de HIF-2α, les cellules de GB sont plus radiorésistantes. Comme illustrés sur la 

Figure 91, ces effets pourraient s’exercer successivement à différents niveaux qui, en final, 

conduiraient à la diminution de la mort par apoptose de ces cellules. 

 

Par ailleurs, dans ces conditions, HIF-1α pourrait être également à l’origine de la radioresistance 

des cellules U251-shHIF2. En effet, comme nous l’avons énoncé précédemment, des résultats 

antérieurs obtenus au laboratoire ont montré que les radiations ionisantes favorisent 

l’expression de ce facteur de transcription. De plus, nous avons également évoqué 

précédemment (cf. page 76) qu’il pourrait exister une expression compensatoire de HIF-1α dans 

Figure 91 : Effets de l’inhibition de HIF-2α sur la radiorésistance des cellules U251. 
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les U251-shHIF2. Ainsi, une stabilisation de HIF-1α dans les U251-shHIF2, pourrait être 

renforcée par l’irradiation, favorisant alors la survie des U251-shHIF2.  

Ces résultats qui nécessitent d’être confirmés et renforcés par des études mécanistiques 

complémentaires, pourraient cependant être à rapprocher de ceux de Acker et al., qui proposent 

que l’effet suppresseur de tumeur de HIF-2α dans les GB serait dû à un effet anti-apoptotique 

(Acker et al., 2005). 

Les dommages à l’ADN radio-induits sont plus faibles dans les cellules U251-shHIF2 

suggérant que ces cellules aient des capacités de réparation plus importantes que les cellules 

contrôles. Des études menées sur des cellules placées en hypoxie ont rapporté une accumulation 

de H2AX lorsque les cellules expriment une forme stabilisée de HIF-2 (Wrann et al., 2013). 

Lors de l’activation de la voie de réponse des dommages à l’ADN, l'histone H2AX est 

phosphorylée par différentes kinases telles, ATM, ATR et la DNA-PK ; Par ailleurs, selon une 

autre étude réalisée en condition d’hypoxie, il a été montré que la PARP-1, protéine également 

impliquée dans le contrôle de la réparation de l'ADN, régule l'activité de HIF-1α et de HIF-2α 

(Gonzalez-Flores et al., 2014). Il pourrait être intéressant d’étudier quelle est la relation entre 

HIF-2α et ces différentes protéines. 

En parallèle, nous avons, recherché si HAF pourrait moduler la radiosensibilité des cellules 

de GB. Cependant, aucun effet n’a été observé au cours de cette étude. Les données de la 

littérature concernant la contribution de ce facteur dans la résistance aux traitements  

anti-cancéreux sont encore moins nombreuses. Il n’existe aucune étude sur les traitements de 

radiothérapie. Une seule étude a identifié un rôle potentiel de HAF dans la chimiorésistance des 

cancers colorectaux (Allen et al., 2012).  

 

Bien que préliminaires, les résultats présentés suggèrent que HIF-2α puisse non seulement 

participer à la progression tumorale mais également à la réponse au traitement de RT. Toutefois, 

ces expériences réalisées en condition de normoxie devraient être reproduites en condition 

d’hypoxie. 
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Les glioblastomes (GB) sont des tumeurs cérébrales particulièrement invasives et 

agressives. Une des caractéristiques majeures de ces tumeurs réside dans la présence de régions 

hypoxiques. 

Il est désormais clairement démontré que l’hypoxie contribue à la progression des tumeurs 

mais aussi à leur résistance aux traitements de chimio- et radiothérapie et ce, en activant un 

ensemble de réponses adaptatives régulées majoritairement par la famille des facteurs de 

transcription HIFs. Au sein de cette famille, les facteurs HIF-1α et HIF-2α sont généralement 

associés à un phénotype tumoral agressif. En effet, HIF-1α et HIF-2α favorisent les processus 

nécessaires à la croissance tumorale, tels que l'angiogenèse, la glycolyse, l'invasion, 

l’inflammation, ainsi que l’auto-renouvellement des cellules souches ; chacune de ces 

isoformes pouvant exercer des fonctions communes ou non redondantes dans la régulation de 

ces processus.  

Le rôle des HIFs est cependant complexe car l’activation de ces facteurs de transcription 

peut conduire à la fois à des activités pro-tumorales ou anti-tumorales exigeant un contrôle strict 

de la réponse à l'hypoxie. Comme nous l’avons mentionné en introduction de ce manuscrit, le 

contrôle des facteurs HIFs est hautement régulé par un réseau complexe de régulateurs positifs 

ou négatifs intervenant tant au niveau transcriptomique, protéique et qu'épigénétique. Ces 

régulateurs moléculaires permettent ainsi, au cours de la croissance tumorale, d’ajuster et 

d’adapter de façon flexible l’activation des facteurs HIFs en fonction de la sévérité de l’hypoxie 

et de sa durée, allant de l'hypoxie aiguë à chronique. C’est ainsi qu’il a été proposé que HIF-2α 

s’accumulerait dans des régions d’hypoxie modérées et son activation serait maintenue dans les 

cas d'hypoxie chronique, alors que HIF-1α serait activé transitoirement pour des conditions 

d’hypoxie plus sévère. Le facteur HAF serait un de ces régulateurs moléculaires en faveur du 

switch de HIF-1α vers HIF-2α (Koh et al., 2011). 

Cette régulation fine de l’activation des HIFs est d’autant plus importante dans les GB qui 

présentent des régions hypoxiques intra-tumorales très hétérogènes, suggérant qu’il existe une 

activation spatio-temporelle complexe des facteurs HIF-1α et HIF-2α. Pour les GB, il est 

généralement admis que HIF-1α et HIF-2α sont de mauvais pronostic (Li et al., 2009). 

Toutefois, un rôle de suppresseur de tumeur a également été rapporté pour ces deux facteurs 

dans ce contexte tumoral (Acker et al., 2005). Ces données de la littérature qui pourraient au 
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demeurant, sembler contradictoires, s’expliquent par le large éventail de réponses adaptatives 

à l'hypoxie induites par HIF-1α et HIF-2α, allant des mécanismes augmentant la survie 

cellulaire à ceux induisant un arrêt du cycle cellulaire, voire la mort cellulaire. Ainsi, le résultat 

net sur la survie cellulaire dépendra donc du degré et de la durée de l'hypoxie, de l'activité 

respective de HIF-1α et de HIF-2α ainsi que du rapport relatif entre HIF-1α et HIF-2α qui 

pourrait dépendre du facteur HAF.  

 

Les rôles clés des facteurs HIFs dans la progression tumorale et la résistance aux traitements 

en font des cibles attrayantes en matière de traitement anti-tumoral. Il existe de plus en plus 

d’études illustrant l’importance du facteur HIF-1α dans la gliomagenèse et la résistance au 

traitement de chimio- et radiothérapie. Les données concernant HIF-2α dans les GB sont 

cependant plus fragmentaires. Le peu d’études cliniques qui se sont intéressées à ce facteur 

suggèrent que HIF-2α régule la capacité tumorigénique des CSG (Li et al., 2009; Renfrow et 

al., 2018). Toutefois, des travaux antérieurs de l’équipe, suggèrent que cette isoforme de HIF 

puisse agir également sur les cellules de GB différenciées (Bordji et al., 2014).  

C’est dans ce contexte que nos travaux se sont positionnés. L’objectif de ce travail était 

d’enrichir les connaissances relatives au rôle de HIF-2α dans la progression des GB. Au regard 

du rôle de HAF dans la régulation de HIF-2α, nous avons également recherché quelle était la 

contribution de ce facteur dans ce contexte tumoral. Enfin, l’effet de HAF et de HIF-2 sur la 

réponse des cellules de GB à la radiothérapie a également été évalué. 

Afin d’atteindre ces objectifs, des cellules de GB différenciées (lignée cellulaire humaine 

de GB U251) ont été modifiées génétiquement en utilisant deux approches d’ARN interférence, 

une approche ciblant HAF et l’autre ciblant HIF-2α (Figure 62). 

Les résultats obtenus au cours de ces études, ont montré que 1/ l’invalidation de HAF 

conduit à un fort ralentissement de la croissance de ces tumeurs mais indépendamment de HIF-

1α ou HIF-2α, 2/ l’effet de l’invalidation de HIF-2α dans les cellules tumorales serait, quant à 

lui, dépendant de l’environnement tumoral puisque la diminution d’expression de HIF-2α dans 

les cellules U251 ne modifie pas la croissance tumorale dans un modèle ectopique, alors que 

celle-ci favorise la croissance tumorale dans un modèle orthotopique. 

Un rôle de HIF-2α dans le contrôle de l’apoptose est également suggéré lorsque les cellules 

de GB sont exposées à une irradiation. 

 

Lorsque nous avons initié cette étude, une seule équipe proposait que l’expression de HAF 

soit associée aux marqueurs de CSG (Koh et al., 2011). Cependant, selon nos résultats, HAF 
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semble avoir un rôle différent sur les cellules de GB différenciées, puisque nous suggérons qu’il 

puisse exercer un effet pro-tumoral mais indépendamment de sa régulation d’expression des 

HIFs. Cependant, afin de renforcer ces conclusions, il serait nécessaire de confirmer ces 

résultats sur d’autres modèles expérimentaux se rapprochant au mieux de la situation clinique. 

Il faudrait notamment utiliser des lignées primaires de cellules de patients et introduire in vitro 

les cultures cellulaires 3D afin de mieux mimer les conditions des modèles développés in vivo 

(Patient-derived xenograft, PDX). En effet, pour les cellules tumorales, ces modèles 3D 

seraient plus conformes notamment en termes de cytoarchitecture et d’hypoxie que les modèles 

2D. 

Quoiqu’il en soit, les résultats obtenus dans cette étude suggèrent que le facteur HAF 

pourrait constituer une voie d’attaque pour améliorer la prise en charge des GB. Bien que nous 

n’ayons pas identifié les mécanismes sous-jacents de l’effet anti-tumoral induits par le blocage 

de ce facteur, nous avons émis plusieurs hypothèses. Ainsi, sur le plan mécanistique, nous avons 

suggéré que HAF pourrait contrôler la croissance de la tumeur en modulant la synthèse de 

VEGF et ce indépendamment d’une activation des facteurs HIF-1α ou HIF-2α. En effet, il a été 

montré que HAF a la capacité de se fixer sur la région 5’ UTR du gène du VEGF (Gupta et al., 

2000). Cette régulation démontrée sur des cellules d’une lignée d’hépatocytes devrait cependant 

être confirmée sur les cellules de GB. 

Nous avons également envisagé que l’effet propre de HAF puisse être imputé à son rôle 

dans l’assemblage du spliceosome et qu’il pourrait ainsi indirectement participer à la maturation 

de certains ARNm. Parmi ceux-ci, à l’heure actuelle, seule la sororine, une protéine impliquée 

dans la ségrégation des chromatides, a été identifiée comme étant un des gènes concernés par 

ces altérations d’épissage suite à une extinction de HAF (Sundaramoorthy et al., 2014). 

Cependant, nous n’avons pas retrouvé de tels effets sur les cellules de GB. 

En oncologie, l’étude des défauts d’épissage ouvrent de nouvelles perspectives pour le 

traitement de certains cancers dont les GB (Marcelino Meliso et al., 2017). En effet, l'épissage 

alternatif affecte plus de 90 % des gènes humains et constitue une source importante de 

variation de transcrits et de régulation des gènes. Or, les mutations et les modifications des 

facteurs d'épissage sont très répandues dans de nombreux cancers, ce qui démontre le potentiel 

de l'épissage pour agir en tant que facteur tumoral. Il pourrait donc être intéressant de cibler les 

composants de la machine à épisser. C’est ainsi que plusieurs médicaments inhibant les facteurs 

d'épissage ou favorisant des changements d'épissage sont actuellement à l’étude de façon à les 

proposer pour améliorer les traitements actuels de certains cancers. 
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Enfin, au-delà du rôle de HAF comme régulateurs de l’expression des HIFs, cette protéine 

pourrait avoir un intérêt comme stratégie d’immunothérapie. HAF est l’homologue murin de 

SART1 qui existe sous deux formes SART1259 et SART1800. Lors de cette étude, nous nous 

sommes intéressés à la forme 800. Or, il a été décrit dans certains contextes tumoraux y compris 

dans les gliomes que la protéine SART1259 possède des antigènes de rejet de tumeur suggérant 

que celle-ci pourrait être utile pour développer une stratégie d’immunothérapie pour ces patients 

porteurs de ces tumeurs (Imaizumi et al., 1999). En outre, une étude récente a mis en évidence 

la présence de SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) de SART1 chez certains patients 

souffrant de GB (Keller et al., 2011). Parmi ces SNPs, certains sont communs à d’autres 

contextes tumoraux et ont été associés par exemple à un risque accru de cancer du sein. Il 

pourrait être proposé que la recherche de tels SNPs de SART-1 à partir de sérum des patients 

souffrant d’un GB, puisse contribuer à proposer des traitements adaptés et personnalisés pour 

chaque patient. 

 

Le rôle de HAF dans la progression tumorale est complexe et probablement pléiotrope. Cet 

effet pléiotrope, indépendant des HIFs a également été montré pour les régulateurs majeurs de 

l’activation de ces facteurs que sont les PHDs. Ainsi, les PHD2 et PHD3 ont été décrites comme 

étant des suppresseurs de tumeurs mais par le biais de l’activation de la voie NF- B et non de 

leur action sur la régulation d’expression des facteurs HIFs (Lee et al., 2008; Henze et al., 2010; 

Xue et al., 2010). 

Collectivement, ces données illustrent les difficultés de proposer les intermédiaires 

moléculaires impliqués dans les voies de rétro-inhibition des HIFs (telles les PHD) ou de switch 

d’expression tel HAF, comme des cibles thérapeutiques potentielles, ces molécules étant 

impliquées dans d’autres voies de régulation.  

 

C’est pourquoi, désormais, le ciblage direct des facteurs de transcription est de plus en plus 

envisagé en oncologie (Bhagwat & Vakoc, 2015). Ainsi, il est actuellement proposé que HIF-

2α soit une cible tout aussi pertinente que HIF-1α pour les gliomes. En effet, sur la base des 

données cliniques (bases de données REMBRANDT), une corrélation négative entre la survie 

des patients souffrants de GB a été établie pour HIF-2α (Li et al., 2009). Par ailleurs, HIF-2α 

est particulièrement exprimé par les CSG. Or, ces cellules sont à l’origine de la récidive des 

patients après traitement, ces cellules sont particulièrement agressives et résistantes à la chimio- 

et radiothérapie (Bao et al., 2006). De façon intéressante, dans un contexte tumoral, HIF-2α est 

également exprimé par les macrophages et les cellules endothéliales (Le Bras et al., 2007; Skuli 
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et al., 2009a; Imtiyaz et al., 2010; Egners et al., 2016). Ainsi, cibler ce facteur permettrait donc 

non seulement d’atteindre le compartiment tumoral mais aussi son microenvironnement 

cellulaire (inflammatoire et vasculaire) qui contribue à sa progression. Toutefois, le 

développement d’inhibiteurs spécifiques de HIF-2α nécessite de pouvoir valider en amont ces 

molécules à l’échelle préclinique sur des modèles appropriés. 

Les résultats obtenus au cours de ce travail ont notamment montré que l’invalidation de 

HIF-2α dans les cellules différenciées de GB pouvait conduire à des effets différents en fonction 

du site d’implantation des cellules. En effet, en réponse à l’extinction de HIF-2α, les tumeurs 

issues de greffes intracérébrales se sont développées beaucoup plus rapidement que les tumeurs 

contrôles et ce notamment parce que ces tumeurs ont bénéficié d’une perfusion sanguine 

robuste tout au long de la croissance tumorale. Or, cette observation n’a pas été retrouvée 

lorsque les cellules génétiquement modifiées ont été greffées en sous-cutané. Ainsi, ces 

résultats soulignent la nécessité de prendre en compte le microenvironnement tumoral, 

notamment vasculaire, afin de mieux comprendre le comportement et l'adaptation de la tumeur 

en réponse à son environnement hypoxique.  

Ces dernières années, les nouveaux traitements proposés en oncologie se sont focalisés sur 

les facteurs en aval des facteurs de transcription. C’est ainsi que les tumeurs hypoxiques et 

angiogéniques ont bénéficié du développement des inhibiteurs de la voie de signalisation 

VEGF-A/VEGFR2. A titre d’exemple, le bevacizumab (Avastin), un inhibiteur du VEGF-A, a 

été approuvé par la FDA (Food Drug Administration) pour le cancer colorectal en 2004 puis 

approuvé en 2017 pour les GB en récidive. Depuis ce temps, de nombreux médicaments ciblant 

le VEGF, notamment des anticorps et des inhibiteurs du récepteur à tyrosine kinase, ont été mis 

au point, notamment le sunitinib, l'axitinib, le sorafenib et le lenvatinib. Cependant, les résultats 

cliniques n’ont pas toujours été à la hauteur des attentes notamment pour les GB traités au 

bevacizumab (Rahman et al., 2010; Guillamo, 2011). En effet, même si un contrôle de la 

maladie est observé dans certains cas, l’effet est transitoire. Cet échappement des GB aux 

stratégies anti-angiogéniques conduit très souvent à une récidive tumorale très agressive comme 

en témoigne l’infiltration à distance observée avec ces traitements, notamment avec le sunitinib 

(Wick et al., 2017). 

Parmi les avantages en faveur du ciblage des facteurs de transcription, il est proposé que 

cette stratégie permettrait de bloquer plusieurs voies biologiques en aval, limitant ainsi les 

processus d’échappement. Une étude récente pourrait argumenter cette hypothèse. En effet, 

pour les patients souffrant d’un carcinome rénal métastatique, il a été proposé que la récidive 

observée après traitement par le sunitinib serait due au switch de HIF-1α vers HIF-2α via HAF 
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(Lai et al., 2017). L'activité de transactivation de HIF-2α étant renforcée la production de 

facteurs pro-angiogéniques serait favorisée et conduirait ainsi à la récidive de ces tumeurs. Ces 

auteurs proposent que le ciblage de l'axe HAF-HIF-2α offrirait une stratégie thérapeutique 

prometteuse pour le traitement des carcinomes rénaux. Une telle hypothèse mécanistique 

pourrait s’appliquer aux patients souffrants de GB traités au bevacizumab. 

 

En conclusion, les travaux présentés dans ce travail de thèse apportent un éclairage sur la 

contribution de HAF et HIF-2 dans la croissance des GB et dans la réponse de ces tumeurs aux 

traitements de radiothérapie. Les échecs relatifs des traitements anti-angiogéniques en 

oncologie a relancé l’intérêt pour l’inhibition des facteurs de transcription. Inhiber la 

signalisation de ces facteurs tels que HIF-2 pourrait être prometteur.  

Toutefois, ces travaux de thèse soulignent la nécessité d’apporter en amont une validation 

sur des modèles précliniques robustes tels que les modèles PDX qui récapitulent les principales 

caractéristiques des tumeurs d’origine en termes d’hétérogénéité moléculaire et 

environnementale. 
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Evaluation préclinique de l’impact de HAF et HIF-2 sur la croissance des glioblastomes et leur réponse 

à la radiothérapie. 

L’hypoxie tumorale est l’une des principales causes de l’agressivité des glioblastomes (GB). Plusieurs études 
attestent de l’implication de l’isoforme HIF-1α (hypoxia inducible factor-1α) dans la progression de ces tumeurs et 
dans leur résistance à la radiothérapie (RT). Plus récemment, il a été établi que l’isoforme HIF-2α régule la capacité 
tumorigénique des cellules souches de GB (CSG). Cependant, le rôle de ce facteur dans la croissance des cellules de 
GB différenciées et leur réponse à la RT est moins documenté. Dans ce contexte, l’objectif de ce travail a été de 
renforcer ces connaissances à l’échelle préclinique en utilisant deux approches d’ARN interférence (ARNi) pour 
moduler l’expression de HIF-2 : cibler directement HIF-2α ou cibler HAF (hypoxia associated factor), un facteur 
impliqué dans le switch de HIF-1α vers HIF-2α. Les résultats obtenus sur un modèle orthotopique de cellules 
humaines de GB (U251-MG) différenciées montrent que l’invalidation de HAF conduit à un fort ralentissement de 
la croissance de ces tumeurs mais indépendamment de HIF-1α ou HIF-2α. L’effet de l’invalidation de HIF-2α serait, 
quant à lui, dépendant de l’environnement tumoral. En effet, la diminution d’expression de HIF-2α dans les cellules 
U251 ne modifie pas la croissance tumorale dans un modèle de greffe sous-cutanée, alors que celle-ci favorise la 
croissance tumorale lorsque les cellules de GB sont implantées en intracérébral. Par comparaison aux tumeurs 
contrôles, ces tumeurs sont plus invasives et mieux perfusées. In vitro, l’inhibition de l’expression de HIF-2α n’a 
aucun effet sur la survie des cellules U251 alors qu’elle diminue la mort apoptotique de ces cellules exposées aux 
rayons X.  
L’ensemble des données présentées dans cette étude suggère que HAF et HIF-2α pourraient réguler la capacité 
tumorigénique des cellules de GB différenciées, tout comme observé pour les CSG. En outre, ces résultats soulignent 
la nécessité de prendre en compte le microenvironnement cellulaire afin de mieux comprendre le comportement de 
la tumeur dans son environnement hypoxique. 
 

Preclinical Evaluation of the Impact of HAF and HIF-2 on glioblastoma growth and response to 

radiotherapy. 

Hypoxia is one of the main causes of glioblastoma (GB) aggressiveness. Various studies attest on the involvement 
of the HIF-1α isoform (hypoxia inducible factor-1α) in the progression of these tumors and in their resistance to 
radiation therapy (RT). More recently, it was established that the HIF-2α isoform regulates the tumorigenic capacity 
of GB stem cells (GSC). However, the role of this factor in the growth of differentiated GB cells and their response 
to RT is less documented. In this context, the goal of this work was to strengthen this knowledge at the preclinical 
level by using two RNA interference (RNAi) strategies to modulate the expression of HIF-2: one directly targets 
HIF-2α, the other one targets HAF (hypoxia associated factor), a factor involved in the switch of HIF-1α to HIF-2α. 
Our results obtained on an orthotopic model of differentiated human GB (U251-MG) cells showed that the 
invalidation of HAF leads to a strong slowdown in tumor growth but independently of HIF-1α or HIF-2α. On the 
other hand, the effect of HIF-2α silencing seems dependent on the tumor environment. Indeed, the extinction of  
HIF-2α expression in U251 cells does not modify tumor growth in a subcutaneous model, whereas it promotes tumor 
growth when GB cells are intracerebrally grafted. Compared to control tumors, these tumors are more invasive and 
highly perfused. In vitro, the inhibition of HIF-2α expression has no effect on GB cell survival whereas decreasing 
the X-rays induced apoptotic death. 
Collectively, these data suggest that HAF and HIF-2α could regulate the tumorigenic capacity of differentiated GB 
cells, like it does in CSGs. In addition, these results highlight the need to take into account the cellular 
microenvironment to better understand the behavior of the tumor in its hypoxic environment. 
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