
HAL Id: tel-02303810
https://theses.hal.science/tel-02303810

Submitted on 2 Oct 2019

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Les cellules initiatrices de tumeurs à l’origine de
l’hétérogénéité d’expression de l’intégrine α5β1 dans les

glioblastomes
Marie-Cécile Mercier

To cite this version:
Marie-Cécile Mercier. Les cellules initiatrices de tumeurs à l’origine de l’hétérogénéité d’expression de
l’intégrine α5β1 dans les glioblastomes. Biologie cellulaire. Université de Strasbourg, 2018. Français.
�NNT : 2018STRAJ100�. �tel-02303810�

https://theses.hal.science/tel-02303810
https://hal.archives-ouvertes.fr


UNIVERSITÉ DE 
STRASBOURG 

 

ÉCOLE DOCTORALE DES SCIENCES DE LA VIE ET DE LA SANTÉ 

Unité de recherche : Faculté de Pharmacie UMR-CNRS-7021 

 

 

THÈSE  présentée par : 

Marie-Cécile MERCIER 
 

Soutenue le : 31 octobre 2018 

 

 

pour obtenir le grade de : Docteur de l’université de Strasbourg 

Discipline/ Spécialité : Biologie cellulaire Sciences du vivant 

 

Les cellules initiatrices de tumeurs 

à l’origine de l’hétérogénéité d’expression 

de l’intégrine α5β1 dans les glioblastomes 
 

THÈSE dirigée par : 

Mme DONTENWILL Monique   Dr, UMR-CNRS 7021, Strasbourg 

 

RAPPORTEURS : 

Mr MOSSER Jean   Pr, Université de Rennes 

Mme CASTEL-GANDOLFO Hélène Dr, Inserm U1239, Rouen 

 

AUTRES MEMBRES DU JURY : 

Mme GUENOT Dominique   Dr, Inserm U1113, Strasbourg 

 



2 
 

  



3 
 

Remerciements 
 

Je tiens avant tout à remercier le Dr Monique DONTENWILL de m’avoir accueillie dans son équipe et de m’avoir 

inculqué sa rigueur scientifique et son sens de la synthèse. Merci de m’avoir proposé ce sujet de thèse, qui certes 

parfois compliqué, a maintenu ma curiosité et ma motivation tout au long de mon doctorat.  

Je tiens à remercier les membres de mon jury, le Professeur Jean MOSSER et les Docteurs Hélène CASTEL-

GANDOLFO et Dominique GUENOT. Je vous remercie d’avoir accepté de juger mon travail de thèse. 

Un grand merci à tous les membres de l’équipe. Maxime, c’est vrai que nous avons eu une relation comme 

chien et chat. Mais j’ai réellement apprécié nos discussions, scientifiques ou non. Merci pour votre vision de la 

science que j’essaierai d’appliquer dans mon futur professionnel. Nelly, merci d’avoir enrichi mes connaissances 

et de m’avoir fait progresser grâce à tes conseils. Sophie, bien que tu m’aies traumatisée en Master…. tu es 

toujours disponible en cas de besoin. Isabelle, je pourrais vous remercier pour vos conseils de culture, mais c’est 

surtout votre écoute qui a été un précieux soutien. Nos discussions sur nos « chatounettes » comme vous les 

appelez, m’ont permises de prendre du recul par rapport au travail. Fanny, autre esclave amoureuse des chats, 

qu’aurais-je fait sans toi ? Je ne compte pas le nombre de fois où je suis entrée dans ton bureau avec cette phrase 

« j’ai une question », à laquelle tu as toujours pris le temps de répondre, et avec le sourire. Enfin, Laurence, j’ai 

envie de te remercier pour tout. Tu as toujours été à l’écoute, ton avis objectif m’a permis d’aller de l’avant... tu 

m’a beaucoup apporté.  

Mes sincères remerciements à mes collègues thésards. Anne-Flo, mon petit modèle, j’espère que tu ne perdras 

pas cette passion qui t’anime pour la recherche. Guillaume, merci de m’avoir enseigné toutes tes astuces et pour 

nos « pauses » au labo. Antoine, on a commencé ensemble, on a douté, on s’est souvent croisés les weekends et 

on a partagé nos expériences pendant ces 3 ans ….et on finit ensemble. Ça a été sympa de partager tout ça avec 

toi.  

Merci à Tania (désolée d’avoir déserté la « cuisine »), Jérôme (ça a été un plaisir de partager le labo en début 

de matinée avec vous), Élisa (la meilleure stagiaire) et Quentin (ce fut sympa d’être ta réceptionniste et ta 

secrétaire)  pour votre bonne humeur. 

Merci aux collègues « d’à côté », Hélène, Manu, Marlyse, Ingrid…merci pour votre disponibilité. 

Aux stagiaires qui sont passés par là. Marielle, rien ne nous destinait à nous apprécier, il a fallu un pot, et une 

belle amitié est née. Michaele, toujours disponible pour échanger sur nos manips et résultats entre deux brasses. 

Elisabete, rendez-vous à la fin de ta thèse pour monter notre business de princesses, on fera fortune, j’en suis sûre 

! Sylvie, je retiendrai ces heures passées sous la hotte à essayer de décoller ces cellules « nano-marquées » et ce 

fou rire avec les cellules… poules. Lisa, dès le M1 j’ai senti qu’on s’entendrait bien mais je ne pensais pas autant. 

Enfin, Marina, nouvelle recrue, l’équipe a de la chance de t’avoir. Tu as tout le bagage nécessaire pour faire une 

belle thèse.  

Aux amis pharmaciens: Aline, Ludivine, Tiphaine et Julia, que j'ai été ravie de rencontrer et qui m'ont fait 

patienter jusqu'à la fin de mon année à l'hôpital. 



4 
 

Un grand merci à ma famille. Mes parents, toujours disponibles pour corriger mes fautes d’orthographes. Merci 

pour votre écoute, votre soutien sans égal tout au long de ce « long chemin » (que je n’aurais pas imaginé si long 

au moment où je l’ai dit). Merci à ma grande sœur, d’avoir eu le courage de m’expliquer les maths alors que je ne 

demandais que les résultats des DMs et de m’avoir permis de passer le concours de l’Internat. Enfin, Karl, tu m’as 

tant apporté pendant ces années. Merci pour tes conseils, pour ton écoute, merci de me donner confiance, merci 

pour la vie qu’on s’est construite tous les deux, et dont ces trois années ne représentent qu’une étape. 

  



5 
 

Marie-Cécile MERCIER 
Les cellules initiatrices de tumeurs à l’origine de 

l’hétérogénéité d’expression de l’intégrine α5β1 dans 
les glioblastomes 

Résumé 

Le glioblastome (GBM) est la tumeur cérébrale la plus agressive. L’échec thérapeutique s’explique 

par son caractère hétérogène. Nous étudions l’intégrine α5β1, le récepteur de la fibronectine, dont les 

travaux du laboratoire ont montré l'implication dans l’agressivité du GBM. Il a été observé que 

l’expression de l’intégrine α5 est hétérogène entre patients et au sein d’une même tumeur. Nous avons 

émis l’hypothèse que cette hétérogénéité peut être expliquée par l’existence de différentes cellules 

souches de GBM (CSGs). Nos travaux montrent que certaines CSGs expriment l’intégrine après 

différentiation, démontrant une hétérogénéité intertumorale. Une expression hétérogène a également 

été mise en évidence au sein d’une même lignée, indiquant une hétérogénéité intratumorale. Nos 

résultats démontrent que les CSGs programmées à exprimer l’intégrine forment des cellules 

différenciées agressives. Nos données montrent que l’intégrine α5 est impliquée dans l’expansion 

tumorale mais aussi dans la survie et la migration en présence de fibronectine. Ce travail permet de 

mieux comprendre l’origine de foyers plus agressifs et souligne l’intérêt de l’intégrine α5β1 comme 

cible thérapeutique pour une sous-population de patients. 

Mots-clés : Glioblastomes, cellules souches de glioblastome, intégrine 

 

Résumé en anglais 

Glioblastoma (GBM) is the most aggressive primary brain tumor. Treatment failure is explained by 

inter and intratumoral heterogeneity. Our previous results showed that the α5β1 integrin, the 

fibronectin receptor, is implicated in GBM aggressiveness. We observed that its expression was 

heterogeneous between patients' tumors but also between different areas in a given tumor. We 

hypothesized that this heterogeneity may be linked to different glioma stem cells (GSC). We 

confirmed that α5 expression is induced after differentiation in about half of the cell lines supporting 

the notion of inter-tumoral heterogeneity. We also observed with single cell-derived clone analysis 

that intra-tumoral GICs heterogeneity exists. We noticed that when GICs are programmed to express 

α5 integrin, differentiated cells become more aggressive. Our data support that differentiated cells 

expressing the integrin have an increased capacity of proliferation and acquire a fibronectin-

dependent motility and a resistance phenotype. This work provides a better understanding of the 

origin of more aggressive foci and highlights the interest of α5β1 integrin as a therapeutic target for 

a subpopulation of patients. 

Keywords: Glioblastoma, glioblastoma stem cells, integrin  
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Alternative Lengthening of Telomere 

Adjacent Metal Ion-Dependant Adhesion Site 

Adenomatous polyposis coli 

Acide RiboNucléique 

ADP-ribosylation factor 

GBM Mesenchymal Astrocytaire 

Ataxia Telangiectasia Mutated protein  

All-Trans Retinoic Acid 

Alpha Thalassemia/ mental retardation syndrome X-linked 

α-cétoglutarate 

BCL-2 Associated X protein 

B-Cell Lymphoma 2 

B-Cell Lymphoma EXtra large 

Fusion des gènes BCR (Breakpoint Cluster Region) et ABL1 (Abelson) 

Barrière Hémato-Encéphalique 

Bovine serum albumin-Recombinant human/Insulin-human/Transferrin  

B lymphoma Mo-MLV insertion region 1 homolog 

Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1 

Lomustine 

Cluster of Differenciation 44 

Convection-Enhanced Delivery 

Cyclin Dependent Kinase 1 

Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2A 

Chitinase-3-like protein 1  

Checkpoint Kinase 1 

Capicua transcriptional repressor 

Transmembrane kinase  

Casein Kinase 1 

Regions of DNA where a cytosine is followed by a guanine nucleotide  

Colony Stimulating Factor 

Cellules Souches de Glioblastome 

Cellule Souche Tumorale 

C-X-C motif ligand 2  

C-X-C Motif Chemokine Receptor 4 

Dynamic Contrast Enhanced  

Delta-Like Ligands 

GBM oligodendrocyte différencié 

https://www.actu-environnement.com/ae/dictionnaire_environnement/definition/acide_ribonucleique_arn.php4
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8726400
https://en.wikipedia.org/wiki/DNA
https://en.wikipedia.org/wiki/Cytosine
https://en.wikipedia.org/wiki/Guanine
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DSC 

ECM 

EGF 

EGFR 

EGFRvIII 

EMT 

EPHA2 

ErbB 

Erk 

FAK 

FDA 

FDG 

FERM 

FGF2 

FLAIR  

Flip 

FLT3 

FMISO 

FN 

FUBP1 

FZD 

GABRA1 

GBM 

G-CIMP 

GDP/GTP 

GFAP 

Gli 

GLUT-3 

GSH 

GSK3β 

HGF 

HIF-1α 

HTIC 

ICA 

IC50 

IDH 

IFNγ 

IGF1R 

IL6 

IRM 

i.v 

JAG1 

KDM2B 

KLH 

Kras 

Ktrans 

Differential Scanning Calorimetry 

Matrice Extracellulaire 

Epidermal Growth Factor 

Epidermal Growth Factor Receptor 

Epidermal Growth Factor Receptor variant III 

Transition Epithélio-Mésenchymateuse 

Ephrin receptor A2 

Famille de récepteurs à activité tyrosine kinase 

Extracellular signal-regulated kinases 

Focal Adhesion Kinase 

Food and Drug Administration 

Fluoro-2 deoxy-D-glucose 

Four-point-one, ezrin, radixin, moesin 

Fibroblast Growth Factor 2 

Fluid Attenuated Inversion Recovery 

FLICE-like inhibitory protein 

Fms Related Tyrosine Kinase 3 

Receptor-type tyrosine-protein kinase 

Fluoro-1-(2-nitro-1-imidazolyl)-2-propanol 

Fibronectine 

Far Upstream Element Binding 1 protein 

Gamma-AminoButyric acid type A Receptor Alpha1 

Glioblastoma Multiforme 

Glioma CpG Island Methylator Phenotype 

Guanosine Di/TriPhosphate  

Glial Fibrillary Acidic Protein 

Glioma associated oncogene 

Glucose transporter 3 

Glutathion réduit 

Glycogen Synthase Kinase 3 

Hepatocyte Growth Factor 

Hypoxia-inducible factor 1 

Hypertension intracrânienne 

Intégrine-Cytosquelette-Actine 

half maximal Inhibitory Concentration 

Isocitrate Déshydrogenase 

Interferon-gamma  

Insulin-like growth factor 1 receptor precursor 

Interleukin 6 

Imagerie par Résonnance Magnétique 

Intra-veineux 

Jagged1  

Lysine (K)-specific demethylase 2B 

Keyhole limpet hemocyanin 

V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog 

Coefficient de transfert  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2247
https://www.uniprot.org/uniprot/P08069
https://en.wikipedia.org/wiki/Keyhole_limpet_hemocyanin
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LAP 

LIF 

LRP 

LTB 

MAPK 

MBP 

MDM2 

MDR 

MDSCs 

MET 

MGMT 

MIDAS 

MIF 

MMPs 

MRP 

MTIC 

mTOR 

mTORC1/2 

MTT 

NADP+/NAPDH 

NEFL 

NF1 

NF- kB 

NK 

NOS 

NSCs 

Oct4 

OLIG2 

OMS 

OPC 

OS 

PATZ1 

PDGFR 

PDk-1 

PFS 

PHDs 

PHSCN 

PI3K 

PIGF 

PIP2 

PIP3 

PLL 

PSI 

PTB 

PTEN 

Rac 

Latency-Associated Protein 

Leukemia Inhibitory Factor 

LDL receptor related protein 

Latent TGF-β Binding proteins 

Mitogen Activated Protein Kinase 

Myelin Basic Protein 

Mouse Double 2 Homolog 

Multidrug Resistance Proteins 

Myeloid-Derived Suppressor Cells 

Hepatocyte growth factor receptor 

6-O-méthylguanine-ADN méthyltransférase 

Metal Ion-Dependent Adhesion Site 

Migration Inhibitory Factor 

Matrix MetalloProteinases 

Multidrug Resistance Protein  

3-Methyl-(Triazen-1-yl)Imidazole-4-Carboxamide 

Mammalian Target Of Rapamycin 

Mammalian Target Of Rapamycin Complex 1 

 3-(4,5-diMethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenylTeTrazolium 

Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate  

NeuroFilament Light polypeptide 

NeuroFibromatosis type 1 

Nuclear Factor-kappa B 

Natural Killer cell 

Not Otherwise Specified 

Neural stem cells 

OCtamer-binding Transcription factor 4 

Oligodendrocyte transcription factor 

Organisation Mondiale de la Santé 

GBM-précurseur oligodendrocyte 

Survie globale (overall survival) 

POZ, AT-hook and Zinc-finger 

Platelet Derived Growth Factor Receptor  

Phosphoinositide-Dependent protein Kinase-1 

Progression-Free Survival 

Prolyl Hydroxylase Domain 

Pro/His/Ser/Arg/Asn motif 

PhosphoInositide 3 Kinase 

Placental Growth Factor 

PhosphatIdylinositol-4,5-bisPhosphate 

PhosphatIdylinositol (3,4,5)-trisPhosphate 

Polylysine 

Plexine, Semaphorine Integrin 

PhosphoTyrosine-Binding 

Phosphatase and Tensin homolog 

Ras-related C3  

https://www.sigmaaldrich.com/life-science/stem-cell-biology/leukemia-inhibitory-factor-protein.html
http://www.informationhospitaliere.com/pharma-8061-mdr-multidrug-resistance-proteins.html
https://en.wikipedia.org/wiki/Di-
https://en.wikipedia.org/wiki/Methyl
https://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
https://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5045062/
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Raf 

Ras 

RET 

RGD 

RhoA 

RT 

RTK 

RYK 

SDF1 

SELEX 

SEZ 

Shh 

SLC12A5 

Smo 

SNC 

Sox2 

Src 

SSEA1 

STAT3 

SVF 

SyMBS 

SYT1 

TCGA 

TEP 

TERT 

TFGβ 

TLR4 

TMZ 

TNFα 

TP53 

tTG 

TUBB3 

TUJ1 

uPAR 

VEGF 

VEGFR 

VSCr 

Wnt 

wt 

XIAP 

Protéine kinase spécifique des sérines/thréonines 

Small GTPase 

Proto-oncogene 

Acide arginylglycylaspartique motif 

Ras homolog gene family, member A 

RadioThérapie 

Récepteur à activité Tyrosine Kinase 

Receptor-like Tyrosine Kinase 

Stromal cell-Derived Factor 1 

Selective Evolution of Ligands by EXponential enrichment 

SubEpendymal Zone 

Voie Hedgehog 

SoLute Carrier family 12 member 5 

Récepteur Smoothened 

Système Nerveux Central 

Sex determining region Y-box 2 

Proto oncogenic tyrosine kinase 

Stage Specific Embryonic Antigen-1 

Signal Transducer and Activator of Transcription 3 

Sérum de Veau Foetal 

Synergistic metal ion binding site 

Synaptotagmin-1 

The Cancer Genome Atlas 

ThioEster containing Protein  

Telomerase Reverse Transcriptase 

Transforming growth factor beta 

Toll Like Receptor 4 

Temozolomide 

Tumor Necrosis Factor 

Tumor Protein 53 

tissue TransGlutaminase 

Tubulin beta 3 class III 

Neuron specific class III beta-tubulin 

Urokinase receptor 

Vascular Endothelial Growth Factor  

Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 

Volume Sanguin Cérébral relatif 

Wingless-related integration site 

Wild-type 

X-linked inhibitor of apoptosis 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8979813
https://www.google.fr/search?q=S%C3%A9rum+de+Veau+Foetal&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwiN_6Tco5_dAhXMYlAKHXtkD_4QkeECCCUoAA
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Partie 1 : les tumeurs gliales 

I. Définition et épidémiologie 

Les gliomes sont issus de la prolifération excessive des cellules gliales (astrocytes, épendymocytes, 

oligodendrocytes et cellules de la microglie). Ils représentent les tumeurs du système nerveux central (SNC) 

les plus fréquentes (81% des tumeurs cérébrales) et ont une incidence générale de 2 à 3 pour 100 000 

habitants par an aux États-Unis (1). Les gliomes sont un ensemble de tumeurs hétérogènes, du point de vue 

de leur localisation et de leur morphologie au sein du SNC, de l’âge de diagnostic, de leur statut génétique et 

de leur sensibilité aux thérapies.  

Le glioblastome (GBM) est la tumeur gliale la plus fréquente, représentant 60 à 70% des gliomes. On estime 

l’incidence de 0,59 à 3,69 cas par an pour 100 000 habitants aux États-Unis (2) et 4 cas pour 100 000 habitants 

en France, soit 2000 nouveaux cas par an en France (3). Celle-ci augmente de 1% par an, en raison du 

vieillissement de la population et de l’amélioration à l’accès aux soins et à l’imagerie. Les GBMs sont 

principalement découverts à 60 ans.  

Peu de causes expliquant le développement de gliomes ont été démontrées. Quelques rares cas familiaux 

résultant d’altérations génétiques et de radiations thérapeutiques dans l’enfance sont associés à un risque 

de formation de gliomes (4,5). D’autres facteurs de risques, tels que l’exposition à des carcinogènes 

chimiques ou aux champs électromagnétiques ont été évoqués, mais leurs implications dans le 

développement de tumeurs cérébrales n’ont pas été confirmées. Le lien entre l’utilisation excessive de 

téléphones portables et le risque de développer une tumeur cérébrale reste encore incertain (6,7). 

II. Diagnostic 

1. Symptômes cliniques 

Les symptômes évocateurs de gliomes sont variables selon la localisation cérébrale et le volume de la 

tumeur. Ils peuvent apparaître de manière silencieuse et progressive, avec un déficit neurologique, des 

troubles cognitifs et un syndrome d’hypertension intracrânienne (HTIC), ou de manière brutale avec des 

crises épileptiques ou des poussées d’HTIC. Ces signes cliniques entraînent la poursuite d’investigations. 

2. Neuroimagerie 

L’IRM (Imagerie par Résonance Magnétique) est l’examen de référence, en cas de suspicion de tumeur 

cérébrale, afin d’éliminer d’autres pathologies telles qu’un accident vasculaire cérébral ischémique ou des 

encéphalopathies. Le diagnostic repose sur les 3 séquences de base : la séquence T1 avant et après l’injection 

d’un produit de contraste (Gadolinium) et la séquence T2 (FLAIR). Les coupes doivent représenter les trois 

plans de l’espace (8). 
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Des lésions diffuses en hypo-signal T1 et en hyper-signal en pondération T2 (FLAIR) caractérisent les 

gliomes de grade II. Une prise de contraste évoque une progression tumorale vers les grades III et IV. Les 

gliomes de grade IV (GBM) sont suspectés lors d’une prise de contraste en forme annulaire. Une IRM peut 

être pratiquée dans les 48 heures après la résection afin d’évaluer le volume du résidu tumoral ou 7 à 10 

jours avant la radiothérapie (9). L’IRM permet également une évaluation de la croissance tumorale en 

mesurant les diamètres moyens de la tumeur de deux IRMs, espacées de 3 mois. Un gliome présentant une 

croissance de plus de 8 mm/an est considéré comme une tumeur agressive (10). L’IRM standard présente 

quelques limites, elle ne permet notamment pas une visualisation nette des contours de la tumeur. D’autres 

techniques ont été développées pour améliorer le diagnostic des gliomes. 

a) Imagerie métabolique:  

La spectroscopie-IRM analyse les différents métabolites présents dans les tissus (11). Un gliome de bas 

grade est évoqué lors de la mise en évidence d’un pic élevé de choline ou une diminution du N-acetyl-

aspartate (dus à la diminution des cellules normales) et une augmentation du myoinositol ou des 

phospholipides (liée au turnover de la membrane). Les tumeurs plus agressives sont suggérées lors de la 

présence de lactates et de lipides, caractérisant la nécrose. Néanmoins, ces données ne permettent pas de 

différencier de manière précise les gliomes de grade II des gliomes de grade III (12).  

La tomographie par émission de positons (TEP) utilise un traceur glucidique radioactif et non utilisable par 

la cellule, qui se fixe préférentiellement sur les tissus tumoraux. Le marqueur [18F]-fluorodeoxyglucose (FDG) 

apporte une information pronostique indépendamment de l’âge, de l’histologie ou du score de Karnofsky 

(13). Il est peu utilisé car sa captation par les cellules tumorales et le cortex normal est peu différente (14). 

Le marqueur [11C]-méthionine, étant mieux capté par les cellules tumorales par rapport aux cellules saines, 

apporte une meilleure sensibilité (9). Par ailleurs, les gliomes (notamment le GBM) sont hautement 

hypoxiques. Quantifier l’hypoxie devient un élément de plus en plus important pour déterminer le grade 

tumoral. La tomographie par émission de positons utilisant les marqueurs F-18-fluoromisonidazole (FMISO) 

permet de déterminer le niveau d’hypoxie de la tumeur et d’établir une corrélation avec la PFS (survie sans 

progression) ou l’OS des patients (survie globale) (15,16). 

b) Imagerie fonctionnelle:  

L’IRM de perfusion (DSC) permet de calculer le volume sanguin cérébral relatif (VSCr) qui reflète la micro-

vascularisation. L’IRM de perfusion met en évidence une progression tumorale avant l’apparition d’une prise 

de contraste en IRM traditionnelle (17,18).  

L’IRM de diffusion (DCE) analyse les mouvements de l’eau et permet d’évaluer la perméabilité vasculaire 

en calculant le coefficient de transfert (Ktrans). L’augmentation de la perméabilité est associée à la formation 

de néo-vaisseaux ou une rupture de la BHE (19–21).  
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3. Biopsie et chirurgie  

Bien que les techniques d’imageries soient de plus en plus précises et performantes, les erreurs de 

diagnostics sont estimées à 50%. A titre d’exemple, 35 à 54% de gliomes de bas grade, diagnostiqués par 

imagerie, ont été reclassés après analyse histopathologique sur un fragment tumoral, en gliomes de haut 

grade. L’obtention d’un fragment de tumeur de patient lors de la chirurgie est un élément diagnostic 

obligatoire avant de commencer une thérapie, afin de déterminer le type de gliome. Dans certains cas, la 

résection chirurgicale est impossible : un état général du patient trop faible, une localisation tumorale au 

niveau du cortex entraînant des troubles neurologiques, des comorbidités trop importantes... Dans ce cas, 

une biopsie stéréostatique est proposée. La biopsie est une procédure moins invasive, qui a montré un 

diagnostic similaire à la chirurgie dans 57 à 89% des cas (22). 

III. Classification  

1. La classification OMS, 2007 

Classer les tumeurs cérébrales fait l’objet de nombreuses recherches depuis plusieurs années (23–28). 

a) Principe de la classification 

La classification précédente de l’OMS (2007) repose sur une analyse anatomopathologique d’un fragment 

représentatif, biopsie ou exérèse, du gliome. Elle définit des éléments « histologiques » et de « grading » 

(26). Le diagnostic « histologique » se base sur le type cellulaire prédominant (type astrocytaire, 

oligodendrocytaire ou mixte) et sur les ressemblances morphologiques avec les cellules gliales normales. Le 

diagnostic « grading » repose sur plusieurs critères de malignité tels que la densité cellulaire, la présence 

d’atypies nucléaires, de mitoses, de prolifération microvasculaire et de nécrose (26). La classification OMS 

2007, décrit trois classes majeures : les astrocytomes (grade I à IV), les oligodendrogliomes (grades II à III) et 

les oligoastrocytomes (grade II à III).  

b) Le GBM selon la classification histologique 

Le GBM est un astrocytome de grade IV. Il s’agit de la tumeur cérébrale la plus agressive et la plus étudiée 

(29). Le GBM, est caractérisé par la présence de nécrose, d’atypies nucléaires nombreuses, de mitoses et 

d’une prolifération microvasculaire (30).  

Il existe deux types de GBMs : les GBMs primaires et les GBMs secondaires. Un GBM est dit primaire 

lorsqu’il ne possède aucun historique de gliomes antérieurs et son diagnostic est réalisé dès la première 

biopsie. A l’inverse, un GBM secondaire est évoqué lorsque la mise en évidence d’un gliome de plus bas grade 

est présente (31). D’un point de vue histopathologique, peu de données permettent de différencier un GBM 

primaire d’un GBM secondaire. Seule la nécrose et les plages ischémiques, présentes dans 89% des GBMs 

primaires et 63% des GBMs secondaires, et un gonflement péritumoral fréquent dans les GBMs primaires, 

permettent de les discriminer (32,33). Par ailleurs, les GBMs secondaires sont plus rares, ils représentent 
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seulement 5 à 10% des GBMs, et touchent principalement des patients jeunes (âge médian 45 ans pour les 

GBMs secondaires et 60 ans pour les GBMs primaires) (23,32). 

Bien que la classification 2007 de l’OMS (26), ait été reconnue internationalement pour classer les gliomes, 

elle souffre de problèmes de reproductibilité inter- mais aussi intra-observateur (34). Se basant sur des 

critères histologiques uniquement visuels, elle manque de précision et ne permet pas d’évaluer de manière 

objective ni l’agressivité de la tumeur, ni le traitement le plus bénéfique. Par ailleurs, de nombreuses 

altérations génétiques ont été identifiées dans les gliomes. Ces nouvelles connaissances ont permis 

d’associer un sous-type histologique à des caractéristiques moléculaires. En 2014, une réunion 

pluridisciplinaire a proposé une révision de la classification 2007 afin d’établir des recommandations pour 

incorporer les données moléculaires dans le diagnostic des tumeurs cérébrales (35). 

2. La classification OMS, 2016 

a) Principe de la classification 

La classification 2016 est définie comme un « diagnostic en couche » ou « diagnostic intégré », associant 

aux anciennes données histologiques, les nouvelles données moléculaires. Ce « diagnostic en couche » 

permet d’apporter une meilleure vision de la tumeur avec le plus d’information possible. Les tumeurs 

cérébrales ne sont plus classées dans des groupes mais sont diagnostiquées par une description la plus 

complète possible (35). Ce nouvel élément apporte une meilleure objectivité en formant des ensembles de 

tumeurs cérébrales plus homogènes sur les plans biologiques, pronostiques et prédictifs (23). En cas de 

discordance, quand un gliome a des caractéristiques histologiques et moléculaires contradictoires, les 

caractéristiques histologiques prédominent.  

b) Critères moléculaires  

i. IDH1  

Il existe trois enzymes isocitrates déhydrogénases (IDH), codées par cinq gènes. Les protéines IDH2 et IDH3 

sont localisées dans la mitochondrie et sont impliquées dans le cycle de Krebs. La protéine IDH1 est localisée 

dans le cytoplasme et les peroxysomes et participe au métabolisme des lipides et du glucose (36). La protéine 

IDH1 est une enzyme majeure dans la défense des cellules au stress oxydatif en catalysant la décarboxylation 

de l’isocitrate en α-ketoglutarate (α-KG) au sein du cycle de l’acide citrique (37,38). La liaison entre la protéine 

IDH1 et son substrat se situe sur le site R132 (39). Cette réaction entraîne la production du cofacteur NADPH 

à partir de NADP+ (40–42). 

Une mutation IDH1 a été mise en évidence pour la première fois dans un GBM secondaire (41). La mutation 

la plus fréquente du gène IDH1 consiste en un changement de guanine en adénine en position 395, résultant 

en un remplacement d’une arginine en histidine en position 132 de la protéine IDH1. On parle de la mutation 

R132H (41,43). Cette mutation représente 91% des mutations IDH (38). Les mutations sur le gène IDH2 sont 

moins fréquentes. Nous parlerons de mutation IDH de manière générale, en tenant compte de toutes les 

mutations des gènes IDH1 et IDH2.  
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Les mutations IDH1 ont pour conséquences de réduire le taux du produit α-KG et du cofacteur NADPH, 

deux éléments importants dans le maintien du taux de glutathion réduit (GSH) (43), entraînant ainsi une 

augmentation de l’hypoxie et des modifications de la méthylation de l’ADN.  

Il a été établi que les mutations IDH1 caractérisent les gliomes diffus des trois types, oligodendrocytomes, 

astrocytomes et oligoastrocytomes, et sont associées au grade tumoral (29,44,45). Selon l’étude de Sanson 

et al., 2009 (46), 77% des tumeurs de grade II, 55% de grade III et 6% de grade IV sont IDH1 mutées. Le statut 

IDH1 est considéré comme un facteur pronostic plus fiable que le type histologique tumoral (47). A titre 

d’exemple, les patients atteints de GBMs à statut IDH muté ont une survie globale supérieure aux patients 

atteints de GBMs IDHwt, mais aussi, d’astrocytomes anaplasiques IDHwt (astrocytome anaplasique-IDHwt : 

1,7 ans ; GBM-IDH muté : 2,1 ans) (48).  

ii. Pertes combinées des bras entiers 1p/19q (codélétion 1p/19q)  

La codélétion 1p /19q est une translocation dite non balancée t(1 ;19)(q10 ;p10), entre le chromosome 1 

et le chromosome 19. Celle-ci est due à la colocalisation des deux chromosomes et à leur homologie de 

structure au niveau de la région du centromère, induisant leur fusion (49,50).  

La codélétion 1p/19q est une caractéristique des oligodendrogliomes, elle est présente dans 60 et 80% 

des oligodendrogliomes de grade II et III selon la classification OMS 2007 (51,52). Il s’agit d’un phénomène 

précoce dans la différenciation oligodendrocytaire, et qui reste stable au cours de la progression tumorale et 

des récidives (35,53). La codélétion 1p/19q est un marqueur de bon pronostic : les patients ayant un gliome 

codélété ont une survie moyenne de 162,3 mois en comparaison aux patients atteints de tumeur non 

codélétée, dont la survie globale est de 91,1 mois. 

iii. ATRX  

Le gène ATRX (alpha thalassemia/mental retardation syndrom X-linked) est localisé sur le chromosome 

Xq21.1. Physiologiquement, la protéine ATRX est exprimée de manière ubiquitaire dans le noyau et agit au 

niveau de plusieurs voies cellulaires, notamment dans le remodelage de la chromatine et dans le changement 

de la longueur des télomères (54–56). Les mutations sur le gène ATRX induisent la formation d’une protéine 

tronquée non exprimée (57,58) et entraînent des altérations de la méthylation de l’ADN, une ségrégation des 

chromosomes lors de la méiose ou un dysfonctionnement des télomères (59). La perte d’expression d’ATRX 

est associée au type histologique astrocytaire de bas grade, et n’est pas observée dans les GBMs (60). 

iv. EGFR  

L’EGFR (epidermal growth factor receptor) est un facteur de croissance appartenant à la famille des 

récepteurs ErbB à activité tyrosine kinase (61). La fixation de son ligand, l’EGF, entraîne la dimérisation du 

récepteur, et l’activation des voies PI3K/Akt et Ras/MAPK, voies impliquées dans le contrôle de la 

prolifération cellulaire. 

Le gène de l’EGFR, situé sur le chromosome 7p12, est amplifié ou surexprimé dans plus de 50% des GBMs 

(62). Il s’agit d’une caractéristique d’un GBM, notamment d’un GBM primaire (63). De plus, 50% des GBMs 

ont une mutation sur le gène EGFR, entraînant l’expression du variant EGFRvIII (30,64). Cette mutation, la 



22 
 

plus fréquente, correspond à la délétion des exons 2-7 dans le domaine extracellulaire de l’EGFR, induisant 

la formation d’un récepteur tronqué, activé de manière indépendante à la fixation de ligand (65,66). Ce 

mutant confère un potentiel tumorigène se traduisant par une augmentation de la prolifération et une 

diminution de l’apoptose (67). L’amplification de l’EGFR ou l’expression du variant EGFRvIII sont associées à 

un gliome de haut grade, à un mauvais pronostic et à une mauvaise réponse à la radiothérapie ou à la 

chimiothérapie (68,69). 

v. MGMT 

Le gène codant pour la MGMT (O-6-methylguanine-ADN methyltransférase) est situé sur le chromosome 

10q26. La protéine MGMT est impliquée dans la réparation des dommages à l’ADN et à la résistance des 

gliomes aux thérapies alkylantes. Le promoteur du gène de la MGMT est riche en CpG, dont la méthylation 

entraîne une diminution de son expression (70). L’hyperméthylation du promoteur de la MGMT apporte des 

données prédictives de l’efficacité de thérapies alkylantes. Elle est associée à une meilleure survie, 

notamment pour les patients âgés atteints de GBMs, traités par radiothérapie et chimiothérapie et pour les 

patients atteints de gliomes anaplasiques traités par radio et chimiothérapie (71,72). 

Le statut du promoteur de la MGMT n’est pas associé au grade tumoral : on observe une méthylation dans 

38% des gliomes diffus, 45% des gliomes anaplasiques et 27% des GBMs (73). Cependant, d’autres études 

montrent que l’expression de la MGMT est plus élevée dans les gliomes de haut grade que dans les gliomes 

de bas grade (62,1% vs 46,2%) (74). 

Le Tableau 1 répertorie les différentes protéines impliquées dans la gliomagenèse, leur rôle diagnostic, 

prédictif ou pronostic et leurs fréquences respectives dans les différents types de gliome.
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 Mutation IDH1 Codélétion 1p/19q Métyhylation du 
promoteur MGMT 

ATRX EGFRvIII P53 

Conséquence biologique  Augmentation de 2-
hydroxyglutarate 

CIC FUBP ? Diminution de la 
réparation de l’ADN ? 

 
Association au 
phénotype CIMP 

Perte de l’expression 
d’ATRX, ALT 

Activation constitutive de la 
cascade de la voie PI3K, gain 
de prolifération et e 
migration, diminution de 
l’apoptose 

Dérégulation de 
l’apoptose, augmentation 
du taux de prolifération ou 
d’invasion 

Méthode  Immunohistochimie (Ab IDH1 
R132H) 

(pyro)séquençage 
MRS 

FISH 
LOH 
PCR 
Hybridation génomique 
non comparative 

MSP 
(pyro)séquençage 
Séquencage Bisulfate 
(immunohistochimie) 

Immunohistochimie rtPCR/séquençage 
immunohistochimie 
 FISH/CISH 

Immunohistochimie 

Rôle diagnostique Différentiel entre gliomes 
diffus et haut grade  

Association 
oligodendrogliomes 

- Association 
astrocytomes 

Association au GBMs Association aux 
astrocytomes et GBMs 
secondaires 

Rôle pronostique Pronostic positif  Pronostic positif Favorable pour 
gliomes anaplasiques 

/ Pronostic négatif Bon  

Rôle prédictif / Radiothérapie et 
agents alkylants 

Pour GBM avec agent 
alkylant 

/ / / 

Fréquence (%) 
 

      

 Astrocytome 
pilocytique 

0 % 0 % / 
 

0 % / 
 

/ 

Astrocytome diffus 59-67 % 
 

0-14 % 89 % 67 % 0 % 
 

50-60% 

Oligodendrogliome 
diffus  

68-86 % 76-100 % 100 % 24 % 0 % 6-24% 

Oligoastrocytome 
diffus 

50-100 % 5 %  56 %  40-61% 

Astrocytome 
anaplasique 

52-84 % 0-5 % 85 % 73 % 0 % 68-82% 

Oligodendrogliome 
anaplasique  

60-96 % 60-100 % 
 

100 % 
 

7 % 0 % 
 

7-15% 

Oligoastrocytome 
anaplasique 

78-95 % 26 % / 77 % / 48-73% 

GBM secondaire 50-57 % 0 % / 57 % / 60-79% 

GBM primaire 3-14 % 0-2 % 47 % 4 % 28 % 23-34% 

Tableau 1 - Marqueurs moléculaires des gliomes. FISH=fluorescence in-situ hybridisation. MSP=methylation-specific PCR. rtPCR=real-time PCR. MLPA=multiplex ligation-dependent probe amplification. 

(44,75,76).
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A partir des différents marqueurs moléculaires décrits précédemment, il a été observé l’expression 

précoce de certains marqueurs (mutation IDH1), tandis que d’autres apparaissent secondairement (mutation 

ATRX, codélétion 1p/19q…). De plus, alors que plusieurs marqueurs sont fréquemment présents 

simultanément et caractérisent un type tumoral (l’association IDH1/codélétion 1p/19q ou IDH1/ATRX…) 

d’autres ne sont pratiquement jamais exprimés dans la même tumeur (IDH1 et EGFR, codélétion 1p/19q et 

ATRX)…Toutes ces observations ont suggéré l’existence de trois voies aboutissant à la formation de gliomes 

(37): 

 La première commence par la mutation IDH1, suivie par la codélétion 1p/19q. Ces tumeurs sont de 

types oligodendrocytaires de grade II ou III. 

 La deuxième commence par la mutation IDH1, suivie par la mutation ATXR entraînant la formation 

de tumeurs astrocytaires. Ces gliomes commencent également au grade II. L’accumulation 

d’altérations génétiques au cours de leur progression aboutit à la formation de tumeurs de plus haut 

grade telles que les GBMs secondaires. 

 La troisième n’a pas de mutation IDH1. Ces gliomes acquièrent rapidement de nombreuses 

altérations génétiques, incluant l’amplification ou la mutation de l’EGFR. Ces tumeurs aboutissent à 

la formation de GBMs primaires. 

Les nouveaux critères moléculaires entraînent une modification de la nomenclature de la classification. 

Celle-ci commence par un premier terme caractérisant les données histologiques, suivi des données 

génétiques et des adjectifs caractéristiques. A titre d’exemple, on parle d’« astrocytomes diffus, IDH-mutés », 

d’« oligodendrogliomes, IDH mutés, 1p/19q codélétés » ou de « glioblastomes, IDH wt ». Enfin, en cas de 

données moléculaires manquantes, le terme NOS (Not Otherwise Specified), est utilisé. Il définit un groupe 

de tumeurs qui n’a pas été testé au niveau moléculaire. Dans ce cas, il est nécessaire d’expliquer pourquoi 

ces tests moléculaires n’ont pas été réalisés. Selon Louis et al., 2014 (35) pour certains gliomes, l’histologie 

reste la base du diagnostic et ne nécessite pas de données moléculaires. Ainsi, selon l’histologie des tumeurs, 

des tests moléculaires seront nécessaires ou recommandés. En cas de résultats négatifs pour un test 

moléculaire, un deuxième est nécessaire.  

Pour conclure, la nouvelle classification propose l’algorithme décrit dans la Figure 1 :  
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Figure 1 - Algorithme proposé dans la nouvelle classification 2016 des gliomes. Adapté de Louis et al., 2016 (23). 
 

c) GBM selon la classification moléculaire  

Contrairement aux gliomes de bas grade et aux GBMs secondaires, les GBMs primaires ont rarement le 

gène IDH1 muté (5%) (38,44). Les plages de nécroses et d’ischémie, observées dans 89% des GBMs primaires, 

sont également caractéristiques des GBMs à statut IDHwt (90% vs 50% des GBMs IDH mutée) (31). Les GBMs 

sont caractérisés par une amplification de l’EGFR, observée dans 88,6% des GBMs comparé à 22,4%, 44,6% 

et 71,2% pour les gliomes de grades I à III (74). Il est intéressant de noter que l’amplification de l’EGFR est 

inversement corrélée à la mutation IDH1 (45). Les GBMs IDH1 à statut sauvage (wt) et mutés sont deux 

tumeurs différentes, bien qu’ayant une histopathologie similaire. 

Selon la classification 2016, les GBMs sont divisés en trois groupes :  

 GBMs IDHwt : ce groupe représente 90% des GBMs, correspondant aux GBMs primaires.  

 GBMs IDH mutée : représentant 10% des cas, ils se rapprochent des GBMs secondaires et 

surviennent chez les patients jeunes.  

 GBMs NOS : dont le statut IDH n’a pas pu être évalué. 

Par ailleurs, lorsque les données histologiques évoquent un GBM et que l’analyse immunohistochimique 

de IDH1 (mutation R132H) est négative, la classification recommande de réaliser le séquençage chez les 

patients jeunes. En revanche, il n’est plus recommandé après 60 ans (78). 
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IV. Prises en charge  

1. Protocole actuel 

a) Patients nouvellement diagnostiqués  

Le traitement standard des GBMs repose sur une résection chirurgicale suivie d’une radiothérapie (RT) et 

d’une chimiothérapie concomitante pendant 6 semaines : la zone entourant la tumeur est irradiée à 2Gy par 

jour, cinq fois par semaine. La chimiothérapie utilisée est le Témozolomide (Temodal®, TMZ) à 75mg/m2 par 

jour. Après cette radio-chimiothérapie, le TMZ est poursuivi seul toutes les quatre semaines, à 150-

200mg/m2 par jour pendant 5 jours consécutifs (79). 

Le TMZ est un agent alkylant entraînant des dommages à l’ADN, un arrêt du cycle cellulaire et l’apoptose 

des cellules. Il est immédiatement converti en métabolite actif: le 3-methyl-(triazen-1-yl)imidazole-4-

carboxamide (MTIC). Ce produit réagit avec l’eau et libère le 5-aminoimidazole-4-carboxamide et le 

méthyldiazonium, hautement réactifs. Ce dernier induit la méthylation sur la position N7 d’une guanine ou 

d’une adénine et O6 d’une guanine (80). Ces mutations provoquent une réparation aberrante puis l’apoptose 

des cellules. 

b) Patients atteints de GBM récurrent 

Malgré ce lourd traitement, une récidive apparaît dans les 6 à 9 mois suivant le diagnostic (81). Dans 90% 

des cas, la récurrence se trouve à la marge de la résection chirurgicale. Néanmoins, bien que les cellules de 

GBMs soient très infiltrantes dans le parenchyme cérébral, celles-ci ne se disséminent pas par voie 

lymphatique, ce qui rend les métastases rarissimes. A l’apparition de la récidive, la survie des patients est de 

3 à 6 mois (82). Aucun protocole n’a pour le moment été validé dans la prise en charge de GBM récurrent. 

De manière générale, les patients sont inclus dans des essais cliniques (83).  

Une augmentation des doses de radiothérapie (RT) n’apporte aucun gain de survie mais plus de toxicité, 

notamment une nécrose du tissu sain (84). De même, augmenter les doses du TMZ n’est pas plus efficace 

(85).  

Une ré-opération est proposée chez certains patients, lorsque la masse tumorale entraîne des symptômes 

tels que des convulsions, des troubles du langage ou moteurs. L’amélioration de la survie après une deuxième 

chirurgie reste un sujet à controverse. L’étude menée par Bloch et al., 2012 (86) montre qu’une résection 

quasi-totale (>95%) d’un GBM récurrent est associée à une survie de patients plus élevée comparée à une 

opération partielle (<95%) (19 mois vs 15,9 mois). Ce gain clinique a été observé uniquement chez les patients 

dont l’opération initiale (GBM nouvellement diagnostiqué) a été partielle. Selon Franceschi et al., 2015 (87), 

une deuxième chirurgie suivie d’une chimiothérapie n’améliore pas la survie des patients comparé à la 

chimiothérapie seule. Néanmoins, une deuxième chirurgie permet d’implanter de nouvelles thérapies 

directement dans la cavité de la résection chirurgicale. 
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Une deuxième chimiothérapie peut reposer sur la procarbazine (molécule alkylante), lomustine (CCNU ; 

molécule alkylante appartenant à la famille des nitroso-urées) ou la vincristine (poison du fuseau inhibant la 

tubuline). En raison de mécanismes d’action similaires, l’efficacité de ces thérapies et les résistances sont 

comparables au TMZ (83,88). 

Plusieurs obstacles peuvent expliquer l’échec thérapeutique des traitements actuels : 

 Le premier est l’incapacité à réaliser une résection chirurgicale totale. Il est en effet impossible 

d’éliminer les cellules tumorales ayant migré dans le parenchyme sain, sans entraîner des troubles 

neurologiques ou cognitifs. On estime que 35% de patients nouvellement diagnostiqués sont non 

opérables en raison de la localisation ou de la taille de la tumeur. Le reste des patients ne subit qu’une 

résection partielle (89).  

 La résistance à la chimiothérapie peut être expliquée par une résistance intrinsèque des cellules 

tumorales ou par la difficulté des molécules thérapeutiques à traverser la BHE malgré sa destruction 

potentielle par l’envahissement tumoral ou par la radiothérapie. 

 L’hétérogénéité génotypique des GBMs explique la difficulté à cibler une protéine tumorale, en 

raison de mécanismes compensatoires (voir paragraphes suivants).  

2. Essais cliniques 

a) Amélioration des thérapies actuelles : administration des thérapies 

intracrâniennes 

De nouvelles stratégies thérapeutiques proposent d’améliorer le passage de la BHE, afin d’obtenir une 

concentration thérapeutique cérébrale élevée. Il a été proposé d’administrer directement la chimiothérapie 

dans la cavité de résection chirurgicale :  

L’administration par convection (CED) permet de délivrer la chimiothérapie directement via un cathéter, 

dans le tissu entourant la résection du GBM. La molécule thérapeutique est administrée lentement par une 

pompe. Cette méthode permet d’augmenter le volume de distribution mais entraîne une diffusion cérébrale 

imprédictible (90). De plus, elle nécessite le recours à plusieurs actes chirurgicaux, induisant un risque élevé 

d’infections ou d’hémorragies. Cette stratégie a été testée via l’administration de molécules conjuguées à 

des toxines (transferrine conjuguée à la toxine diphtérique ou l’interleukine 4 conjuguée à l’endotoxine 

Pseudomonas...), de virus servant de vecteur à des gènes (gène de la thymidine kinase couplé au virus de 

l’herpès...) ou de chimiothérapies incapables de traverser la BHE, dont le Paclitaxel, la Camptothécine (91).  

L’administration directement à la base de la craniotomie, en utilisant une drogue imprégnée de 

nanoparticules (notamment à base d’hydrogel), afin de garantir une libération prolongée de la drogue dans 

le tissu cérébral (92). Oncogel®, une nanoparticule composée de Paclitaxel, permet une libération de la 

molécule à forte concentration pendant 6 semaines. Associé à la radiothérapie et au TMZ, Oncogel® a montré 

un gain de survie in vivo (93). Ce composé fait l’objet d’un essai clinique de phase I et II (NCT00479765) chez 

des patients atteints de GBMs récurrents. 
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De manière similaire, il est proposé de déposer un implant imprégné de carmustine (nitrosourée) au bord 

de la résection chirurgicale. Une étude de phase III a montré que les patients atteints de GBM et traités par 

une résection chirurgicale permettant un implant de carmustine (Gliadel ®) et suivie d’une radiothérapie, ont 

une survie globale augmentée, comparés à une résection associée à une radiothérapie (OS=13,9 mois vs 11,6 

mois ; p=0,03) (94).Une méta-analyse a étudié 6 études cliniques utilisant le Gliadel ® dans le cadre de GBMs 

nouvellement diagnostiqués ou récurrents. Trois d’entre elles ont mis en évidence un bénéfice clinique du 

Gliadel® dans la survie globale des patients associé au TMZ et comparé au TMZ ou en monothérapie comparé 

à un placebo (95). Plus récemment, une méta-analyse a également confirmé le gain de survie à l’aide du 

Gliadel ® (96). Enfin, une étude rétrospective a comparé l’efficacité du Gliadel® associé au protocole Stupp 

et au Bevacizumab (54 patients), comparé au protocole Stupp (25 patients), dans la prise en charge de GBMs 

nouvellement diagnostiqués. Un gain de survie globale (24,2 mois vs 15,3 mois ; P=0,027) et de survie sans 

progression (PFS=16,8 mois vs 7,3 mois ; P=0,009) a été observé (97). Le Gliadel® a reçu une autorisation de 

mise sur le marché dans la prise en charge des patients atteints de GBM nouvellement diagnostiqué ou 

récurrent. 

b) Thérapies ciblées 

i. Cibler l’autonomie de croissance et la migration 

Le TCGA (The Cancer Genome Atlas Research Network) a analysé le génome de cellules de GBMs et a 

montré des mutations des voies RAS/PI3K (Phosphatidylinositol 3 kinase) dans 88% des GBMs (98). 

L’activation de cette voie est provoquée par l’activation de récepteurs tyrosine kinase (RTKs) (EGFR, PDGFR). 

Les différents changements conformationnels des RTKs entraînent la fixation de PI3K sur leurs domaines 

intracellulaires ce qui induit son activation. Une fois activé, PI3K transforme PIP2 en PIP3. Ce dernier se lie à 

Akt et l’entraîne à la membrane plasmatique où il sera phosphorylé aux résidus Thr308 et Ser473 par PDk-1 

et mTORC2 respectivement, et activé. L’activation d’Akt conduit à une cascade de phosphorylations et à 

l’activation de diverses protéines impliquées dans la croissance cellulaire, l’angiogenèse et l’apoptose, dont 

mTOR et son partenaire mTORC1(99). L’hyper-activation de la voie PI3K/Akt joue un rôle central dans la 

survie cellulaire, la croissance, l’angiogenèse et le métabolisme cellulaire des GBMs. 

La voie RAS/MAPK est également une voie impliquée dans la régulation de la prolifération et la survie 

cellulaire, et dans l’angiogenèse. De manière similaire à la voie précédente, cette voie est activée par la 

fixation de ligands sur les récepteurs RTKs, ce qui entraine la transformation du GDP en GTP, le recrutement 

à la membrane de Raf et son activation, puis la phosphorylation de Erk (=MAPK-Kinase). 

Inhibition de l’EGFR 

L’EGFR et son mutant EGFRvIII font l’objet de nombreuses recherches. Plusieurs stratégies sont proposées 

pour les inhiber, dont des anticorps monoclonaux, des inhibiteurs de l’activité tyrosine kinase et des vaccins 

anti-tumoraux.  

Parmi les anticorps monoclonaux, le Cetuximab et le Nimotuzumab n’ont pas montré de bénéfice clinique 

chez les patients atteints de GBMs récurrents ou nouvellement diagnostiqués, seuls ou en association à 

d’autres chimiothérapies (100).  
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Les inhibiteurs d’activité tyrosine kinase ont également montré des résultats décevants avec l’Erlotinib, 

associé au Bevacizumab ou au Sorafenib (101–103).  

 Le Géfitinib est un inhibiteur réversible et spécifique de l’EGFR. Associé à la RT chez les patients 

nouvellement diagnostiqués, l’OS n’est pas améliorée par rapport à la RT seule (104), de même en 

adjuvant après la RT (105).  

 L’Afatinib, un inhibiteur irréversible, n’a pas montré de meilleurs résultats que le TMZ dans une 

étude de phase I. Néanmoins, il a été observé une augmentation de PFS chez les patients présentant 

une tumeur EGFR positive, comparée à une tumeur EGFR négative (106).  

 Le Lapatinib n’a également pas apporté de gain thérapeutique chez les patients atteints de GBMs 

récurrents dans une étude de phase II (107). Ce composé associé au TMZ et à la RT, chez les patients 

nouvellement diagnostiqués, est en cours d’essais cliniques (NCT01591577) (108).  

 Le Vandetanib, un inhibiteur mixte de l’EGFR et le VEGFR2, a mis en évidence des résultats 

précliniques encourageants. Il a été observé une diminution de la taille de la tumeur de xénogreffes, 

avec l’association du Vandetanib et du TMZ comparé au TMZ seul (109). Cependant, l’ajout du 

Vandetanib au protocole Stupp ne prolonge pas la survie de patients nouvellement diagnostiqués 

(NCT00441142) (110).  

Par ailleurs, de nouvelles stratégiques thérapeutiques visent à induire, via des vaccins anti-tumoraux, une 

immunité anti-tumorale, associée à une mémoire immunologique, tout en épargnant les cellules cérébrales 

saines (111). Le Rindopepimut (CDX-110) est un vaccin contenant le peptide EGFRvIII conjugué à un adjuvant 

(KLH, Keyhole limpet hemocyanin). Il a été observé une diminution de l’expression de l’EGFRvIII après son 

administration dans les GBMs récurrents, confirmant l’efficacité de la vaccination. Le Rindopepimut a 

apporté un gain de survie globale et sans progression chez des patients nouvellement diagnostiqués dans 

une étude de phase II (OS=21,8 mois; PFS=9,2 mois) (NCT00458601) (112) et une régression tumorale en 

association au Bevacizumab dans les GBMs récurrents. Néanmoins, associé au protocole Stupp chez les 

patients nouvellement diagnostiqués, aucun gain de survie n’a été mis en évidence dans une étude de phase 

III (PFS= 8,0 vs 7,4 mois ; OS=20,1 vs 20,0) (113). 

Enfin une nouvelle approche propose de former des récepteurs antigéniques chimériques issus de cellules 

NK (CAR-Engineered NK cells). L’un d’eux cible de manière simultanée l’EGFR et l’EGFRvIII. Administré en 

intracrânien dans deux modèles murins, ce composé induit une cytotoxicité et une production d’IFNγ. Des 

résultats similaires ciblant l’EGFR et l’EGFRvIII ont été également obtenus dans une autre étude préclinique 

(114). 

Inhibition de PDGFR 

De manière similaire à l’EGFR, le PDGFR est également impliqué dans l’activation de la voie PI3K. Etant 

surexprimé ou amplifié dans 75% des GBMs, le PDGFR est une cible thérapeutique potentielle. Il n’existe pas 

d’inhibiteur spécifique du PDGFR, mais des inhibiteurs ciblant plusieurs récepteurs à activité tyrosine kinase 

(c-kit, EPHA2, RET …) et de protéines kinase (c-Abl, BCR-Abl, SRC, FLT3…) (Tableau 1).  

http://clinicaltrials.gov/show/NCT01591577
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00441142
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 L’Imatinib a été le premier inhibiteur ciblant PDGFRα/β, c-Abl, c-kit ... Bien que n’ayant pas montré 

de bénéfice clinique en association à l’hydroxyurée (115), l’Imatinib est en cours d’essais cliniques.  

 Le Dasatinib, un inhibiteur de PDGFRβ, EPHA2, BCR-Abl, c-kit et SRC, s’est montré inefficace dans 

une étude de phase II, chez des patients atteints de GBMs récurrents (116).  

 Le Tandutinib, inhibiteur de PDGFRβ, FLT3, c-Kit, a été testé dans une étude de phase II, associé au 

Bevacizumab chez des patients atteints de GBMs récurrents. Les résultats ont indiqué que cette 

association ne permet pas d’augmenter la survie des patients (OS : 11 mois et PFS: 4,1mois) 
(NCT00667394) (117). Une autre étude de phase II a mis en évidence des résultats similaires et a été 

arrêtée (118).  

 Le Sunitinib, un inhibiteur de PDGFRα/β, c-kit, bFGF, VEGFR1/2/3, FLT3 et RET, a également apporté 

des résultats décevants. Une étude de phase II n’a pas montré de bénéfice clinique du Sunitinib chez 

les patients atteints de GBMs récurrents, comparé au Bevacizumab ou aux chimiothérapies 

conventionnelles (119). Des résultats similaires ont été observés chez des patients nouvellement 

diagnostiqués non opérables (120). 

Inhibition de mTOR 

Une autre approche vise à cibler l’un des effecteurs d’Akt : mTOR. Il existe plusieurs inhibiteurs de mTOR. 

Parmi ceux-ci : 

 Le Temsirolimus fait l’objet de nombreux essais cliniques. Deux études de phase II n’ont pas montré 

de bénéfices cliniques lorsqu’il est associé au Bevacizumab (121) ou au Sorafenib (NCT00800917) 

(122). Plus récemment, une étude de phase II, comparant l’association du Temsirolimus à la RT, chez 

les patients nouvellement diagnostiqués, n’a pas montré de différence de survie comparé au 

protocole Stupp (NCT01019434) (123).  

 Le Sirolimus (Rapamycine) a révélé des résultats précliniques prometteurs, (124). Malgré ces 

résultats, le Sirolimus associé à l’Erlotinib n’est pas efficace en cas de récurrence (NCT0062243) 

(125).  

 L’Everolimus : de manière similaire au Sirolimus, le traitement de cellules de GBMs par la RT/TMZ et 

l’Everolimus induit une diminution de leur croissance in vitro. En revanche, en clinique, une étude 

de phase II a mis en évidence que l’administration de l’Everolimus avant le protocole Stupp chez les 

patients nouvellement diagnostiqués n’apporte pas de bénéfice clinique comparé au protocole 

standard (126).  

 Le Ridaforolimus est actuellement en cours d’une étude de phase I (NCT00087451). 

Il a également été proposé d’inhiber les deux partenaires de mTOR (127). L’AZD2014, un inhibiteur de 

mTORC1 et mTORC2 est en cours d’essai clinique de phase I/II. 

Inhibition de PI3K 

Plusieurs pan-inhibiteurs de PI3K ont montré des résultats précliniques in vitro et in vivo prometteurs, dont 

certains sont en cours d’essais cliniques :  

https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00667394
http://clincancerres.aacrjournals.org/lookup/external-ref?link_type=CLINTRIALGOV&access_num=NCT01019434&atom=%2Fclincanres%2F22%2F19%2F4797.atom
http://clinicaltrials.gov/show/NCT0062243


31 
 

 le Pictilisib est un inhibiteur des isoformes α/δ de PI3K. Associé à la RT et au TMZ, il a une action pro-

apoptotique et diminue les capacités de migration de trois lignées de cellules de GBMs. In vivo, il 

augmente la sensibilité à la radiothérapie et au TMZ (128). Une étude de phase I/II est en cours 

(NCT02430363) 

 Le Buparlisib (BKM120) inhibe les capacités invasives in vitro et diminue l’envahissement tumoral in 

vivo (129,130). Trois études de phase I/II sont en cours (NCT01349660) (NCT0193436) 

(NCT01339052). 

 Le Sonolisib (PX-866), un inhibiteur des isoformes α, δ et γ diminue les capacités invasives et 

angiogéniques des cellules de GBMs in vitro. In vivo, il a été observé une diminution de la croissance 

tumorale et une augmentation de la survie de souris xénogreffées (131). Une étude de phase II n’a 

pas montré de bénéfice clinique dans le cas de GBMs récurrents (132) (NCT01259869). 

Des inhibiteurs de PI3K et mTOR sont également proposés, parmi lesquels le Voxtalisib qui n’a pas montré 

en phase I un gain de survie associé au TMZ (NCT00704080) (133). 

Inhibition de Ras-MAPK 

La deuxième voie activée par les récepteurs à activité tyrosine kinase et impliquée dans la survie et la 

prolifération cellulaire, Ras-MAPK, est également une voie pouvant faire l’objet de cibles thérapeutiques.  

 le TLN-4601, n’a pas montré d’efficacité thérapeutique en monothérapie dans une étude de phase II 

en cas de récurrence (134). 

 le Sorafenib est un inhibiteur Raf-1 et p38, impliqué dans les voies Ras-MAPK, VEGFR, c-kit et PDGFR. 

Le Sorafenib augmente l’effet pro-apoptotique du TMZ dans les cellules de GBMs (135). En ce qui 

concerne les essais cliniques, l’association du Sorafenib et du TMZ dans les GBMs récurrents semble 

apporter un gain de survie (136). En revanche, associé au Bevacizumab (137), à l’Erlotinib (103) et au 

Temsirolimus (122), il n’apporte pas de bénéfice clinique. Des résultats décevants ont également été 

observés chez les patients nouvellement diagnostiqués, traités par le protocole Stupp associé au 

Sorafenib en thérapie adjuvante (138). 

Plus récemment, deux inhibiteurs de la voie Ras-MAPK font l’objet d’essais cliniques de phase II: le 

LY2228820 et l’Atorvastatine. Une étude préclinique a montré que l’Atorvastatine potentialise les effets du 

TMZ (139). 

ii. Cibler l’angiogenèse 

L’angiogenèse est un processus complexe régulé par de multiples voies de signalisation. En raison d’une 

forte prolifération tumorale, l’accès à l’oxygène et aux nutriments diminue dans certaines régions de la 

tumeur, rendant ces zones hypoxiques et nécrosées. L’angiogenèse apparaît dès les premiers stades du 

développement tumoral. Les thérapies anti-angiogéniques agissent en entraînant la diminution des vaisseaux 

tumoraux, ce qui permet de limiter la croissance tumorale. 

https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00704080
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Cibler le VEGF 

Le facteur de croissance de l’endothélium vasculaire (VEGF), une protéine nécessaire dans l’angiogenèse 

et surexprimée dans les GBMs, est une cible thérapeutique potentielle (140). 

 Bevacizumab :  

La FDA a approuvé le Bevacizumab, un anticorps anti-VEGF, en traitement de première ligne dans les GBMs 

récurrents, seul ou associé à l’irinotécan (inhibiteur de l’ADN topoisomérase I) depuis 2009. Cette molécule 

a apporté une amélioration de la PFS et de la qualité de vie, mais sans bénéfice sur la survie globale des 

patients (141,142). A la suite de cette étude, plusieurs essais cliniques n’ont pas montré d’efficacité clinique 

du Bevacizumab.  

Dans les GBM récurrents, une étude de phase II, associant le Bevacizumab et TMZ n’a pas montré de gain 

de survie comparé au Bevacizumab seul (143). Des résultats similaires ont été observés dans plusieurs autres 

études de phase II lors de l’association du Bevacizumab au Temsirolimus (121), à la Carplatine et à l’Irinotécan 

(144). Seule l’association du Bevacizumab et de la Lomustine semble apporter des résultats encourageants 

en termes de survie et de qualité de vie (145,146).  

Plus récemment, l’efficacité du Bevacizumab a été analysée chez des patients soumis à une deuxième 

irradiation. Il a été observé une survie plus longue lors de l’association d’une ré-irradiation et du Bevacizumab 

suivie d’une poursuite de traitement du Bevacizumab (OS=34 mois ; PFS=8mois), comparé aux patients 

traités par l’association de l’Irinotécan et du Bevacizumab (OS=23 mois ; PFS=6,6 mois) ou d’une ré-

irradiation et du Bevacizumab sans poursuite de traitement (OS=30,2 mois ; PFS=6,6 mois) (147).  

Dans les GBMs nouvellement diagnostiqués, plusieurs études n’ont pas mis en évidence de bénéfice du 

Bevacizumab associé ou non au traitement conventionnel (148–151). Seule une étude de phase II, analysant 

l’association de la RT et du Bevacizumab suivie d’une thérapie adjuvante, combinant le Bevacizumab et 

l’Irinotécan, a montré une amélioration de la survie de patients, ayant un statut MGMT non méthylé, 

comparé au protocole Stupp (152). Il a également été montré un gain de survie lors de l’association du TMZ 

au Bevacizumab, chez les patients ne pouvant être opérés (153). 

 Autres molécules ciblant le VEGF 

D’autres inhibiteurs du VEGF ont été proposés dans les GBMs récurrents. Le Pazopanib et le Nintedanib 

n’ont pas montré de gain thérapeutique en monothérapie (154,155). Le Cediranib en monothérapie a 

apporté des résultats encourageants (156). En revanche, associé à la Lomustine, il n’a pas entraîné de 

bénéfice thérapeutique. Récemment, une amélioration de la survie des patients atteints de GBMs récurrents 

a été observée lors de l’association de la Cediranib et du Gefitinib (157). 

En ce qui concerne les patients nouvellement diagnostiqués, le Vandetanib a montré in vitro des résultats 

prometteurs, dont la diminution de 94% de la taille de tumeurs de xénogreffes de souris, en association avec 

le TMZ (109). Néanmoins, associé au protocole Stupp, aucun gain de survie n’a été observé (110). Enfin, le 

Dovitinib, un inhibiteur de FGFR, PDGFRβ, VEGFR et c-kit, actuellement en cours d’essai clinique, sensibilise 

les cellules de GBMs au TMZ in vitro (158,159).  
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Les voies secondaires de l’angiogenèse 

L’échec des thérapies anti-VEGF s’explique par des mécanismes compensatoires, via l’activation d’autres 

facteurs impliqués dans l’angiogenèse, en réponse à une inhibition du VEGF. Parmi celles-ci nous détaillerons 

les voies secondaires c-Met, PIGF, l’endogline et les intégrines. 

 L’Onartuzumab, un anticorps monoclonal ciblant c-Met, a montré une diminution de la croissance 

de cellules de GBMs. Associé au Bevacizumab dans les GBMs récurrents, l’Ornatuzumab apporte une 

PFS similaire au Bevacizumab seul. Néanmoins, cette étude a montré un gain de survie chez les 

patients ayant une expression élevée de HFG ou un statut MGMT non méthylé (160).  

 Le Rilotumumab (AMG 102), un anticorps anti-HGF n’a pas montré de gain thérapeutique, en 

monothérapie, dans une étude de phase II chez les patients atteints de GBMs récurrents (161). 

 L’Aflibercept est une protéine de fusion recombinante ciblant les facteurs VEGFα et PIGF. En 

monothérapie ou en association au Bevacizumab dans les GBMs récurrents, aucun gain de survie n’a 

été observé (162,163). 

 Le TCR105, est un anticorps chimérique ciblant l’endogline, qui potentialise les effets du 

Bevacizumab in vivo. Cette association est actuellement étudiée en étude clinique de phase I et a 

montré une activité anti-tumorale durable dans les GBMs récurrents (NCT01332721) (164). 

 Le Cilengitide, un inhibiteur de αvβ3 et αvβ5, associé au protocole Stupp chez les patients 

nouvellement diagnostiqués a montré des résultats prometteurs dans une étude de phase II 

(165,166). Néanmoins, dans deux études cliniques, cette association n’a pas montré de gain de survie 

chez les patients à statut MGMT méthylé (167) et non méthylé (168). Le Cilengitide sera discuté dans 

la Partie III. 

La prise en charge des patients atteints de GBM est un véritable enjeu en oncologie. Le protocole Stupp a 

été une «révolution» dans la prise en charge du GBM, apportant aux patients une survie de 14 mois comparée 

à 12 mois. Depuis, aucun protocole n’a permis d’améliorer leur espérance de vie. Le premier obstacle 

expliquant la difficulté à trouver un traitement efficace a été expliqué par l’accès difficile à la masse tumorale. 

Les nouvelles approches proposées, dont le Giadel®, ou l’administration par convection, semblent contrer ce 

problème. De plus, de nombreuses études pré-cliniques ont proposé des marqueurs ou protéines impliqués 

dans l’agressivité du GBM (migration/prolifération cellulaire, angiogenèse), faisant d’eux des cibles 

thérapeutiques prometteuses. Leur inhibition in vitro et in vivo apportent des résultats encourageants. 

Malheureusement, comme nous l’avons décrit dans le paragraphe précédent, les thérapies ciblées 

n’apportent aucun gain clinique chez les patients atteints de GBMs récurrents ou nouvellement 

diagnostiqués avec un grand nombre de cibles envisagées.  

Les principales thérapies ciblées testées chez les patients atteints de GBM sont représentées sur la Figure 

2. 

Les nouvelles connaissances moléculaires et génomiques ont mis en évidence une nouvelle difficulté : 

l’hétérogénéité du GBM. En effet, il a été observé une hétérogénéité inter- et intra-tumorale, avec des zones 

de tumeur ayant des expressions protéiques différentes.  
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Figure 2 - Représentation schématique des principales thérapies ciblées dans la prise en charge du GBM. Adapté de Arko et al., 2010 (169). 
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V. L’hétérogénéité du GBM 

Le terme « multiforme » a été proposé suite à la description de différents aspects histologiques de biopsie 

(densité cellulaire, pléomorphisme nucléaire, vascularisation ou nécrose) selon les patients (170–172). Basé 

sur 206 échantillons de GBMs de patients, le TCGA a généré un catalogue des différentes anomalies 

génomiques impliquées dans la gliomagenèse. Plusieurs études ont mis en évidence l’existence de différents 

sous-types de GBMs, se traduisant par une variabilité inter-patient et inter-tumorale (173,174). 

1. Hétérogénéité inter-tumorale  

La classification de Verhaak (174), la plus reconnue par la communauté scientifique, décrit 4 sous-types de 

GBMs Figure 3: 

Le GBM classique est caractérisé par une amplification du chromosome 7 et de l’EGFR, une perte du 

chromosome 10 et une délétion homozygote de 9p21.3 contenant le gène ciblant CDKN2A. Une expression 

élevée des marqueurs de cellules souches et de précurseurs neuraux (nestin, notch, SHH) a été notée, tandis 

qu’aucune altération des gènes TP53, NF1, PDGFRα et IDH1 n’a été observée. Ce sous-type est enrichi en 

marqueurs astrocytaires. 

Le GBM mésenchymal présente des mutations ou délétions sur les gènes NF1 et PTEN, induisant leur 

expression faible. Les marqueurs d’inflammation et de remodelage tissulaire (CHI3L1, MET), CD44, les 

protéines de la famille du TNF, NF-kB et MERF sont fortement exprimés. Il est également associé à une 

signature astrocytaire et à une infiltration de cellules immunitaires dont les macrophages ou les cellules 

microgliales (175,176). 

Le GBM neural est caractérisé par l’expression de marqueurs du cerveau normal (NEFL, GABRA1, SYT1 et 

SLC12A5).  

Le GBM proneural est associé à une amplification de PDGFRα et une mutation sur IDH1 et TP53. La 

présence de gènes oligodendrocytaires (NKX2-2, OLIG2 et Sox2) est également fréquemment observée. Les 

patients jeunes sont plus souvent atteints par ce sous-type, et ont une tendance à avoir une survie plus 

élevée. Le sous-type proneural est classé en deux sous-groupes selon la méthylation des îlots CpGs de l’ADN. 

L’étude de Ozawa et al., 2014 (177) a mis en évidence une origine différente selon les GBMs proneuraux G-

CIMP et non G-CIMP. L’amplification du chromosome 7 et la perte du chromosome 10 sont observées dans 

86% et 90% des GBMs non G-CIMP, indépendamment du sous-type, et dans 26% et 24% dans les GBMs G-

CIMP. Ces données suggèrent une origine commune aux GBMs mésenchymaux, proneuraux, neuraux et 

classiques non G-CIMP, tandis que les GBMs proneuraux G-CIMP seraient issus de la progression de gliomes 

de bas grade (178). 

Bien que la classification de Verhaak ait mis en évidence une tendance à un meilleur pronostic pour les 

patients atteints de GBM proneural, un traitement agressif ne permet pas d’augmenter leur survie. Plus 

récemment, une étude a analysé le transcriptome de cellules et tissus issus de GBMs IDHwt, et n’a différencié 
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que trois sous-types: le GBM proneural, mésenchymal et classique ; le sous-type neural étant considéré 

comme du tissu du microenvironnement. Dans cette nouvelle classification, la survie des patients atteints de 

GBM mésenchymal est significativement plus faible. Elle est de 11,5 mois, 14,7 mois et 17 mois pour les 

patients atteints de GBM mésenchymal, classique et proneural respectivement (175).  

 
Figure 3 - Hétérogénéité inter-tumorale du GBM. La classification de Verhaak décrit 4 sous-types de GBM selon différentes 

altérations génomiques (174). 

 

Il a été proposé une classification immunohistologique des GBMs (179) différenciant 4 sous-types : le GBM-

précurseur oligodendrocyte (OPC), le GBM oligodendrocyte différencié (DOC), le GBM mésenchymal 

astrocytaire (AsMes) et le GBM mixte (Tableau 2).  
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 Le GBM OPC est caractérisé par la présence des marqueurs OLIG2, PDGFRα et par la présence de la 

mutation IDH-R132H. De par l’expression d’OLIG2 et Sox10, ce sous-type aurait pour origine une 

cellule souche neurale.  

 Le GBM AsMes est associé à une sous régulation de NF1, de CD44 et de la GFAP. Les patients atteints 

par ce sous-type ont une survie plus faible.  

 Le GBM DOC est similaire au sous-type OPC, notamment avec l’expression d’OLIG2. Il présente 

également la perte hétérozygote des bras 1p/19q et la délétion homo ou hémizygote de CDKN2A. 

 Le GBM mixte présente des caractéristiques du sous-type OPC et AsMes.  

 GBM DOC GBM OPC GBM AsMes GBM mixte 

Expression 

protéique par 

immunohistochimie 

Olig2 PDGFRα, p53, 

p16 

CD44, GFAP, 

nestin 

P16, EGFR, p53, 

Notch 

Altération 

génomique 

Codélétion 

1p/19q 

IDH1 mutée, 

TP53 muté, MGMT 

méthylé 

Amplification 

EGFR 

Amplification 

EGFR 

Morphologie 

cellulaire 

Cellules 

rondes et petites. 

Noyau avec une 

chromatine 

diffuse et fine 

Cellules 

pléomorphes et 

larges. Noyau 

irrégulier avec une 

chromatine 

vésiculaire 

Cellules 

« entrelacées ». 

Noyau avec 

chromatine 

vésiculaire 

ouverte 

Cellules de 

tailles variables et 

dispersées. 

Cytoplasme 

éosinophile. 

Pronostic Faible Intermédiaire Mauvais Bon 

Comparaison avec 

(Verhaak, 2010) 

Classique Proneural/Neural Mésenchymal Classique 

Tableau 2 - Classification immunohistochimique des 4 sous-types de GBMs. Adapté de Ranjit et al., 2015 (179). 

La classification de Verhaak a permis de caractériser, d’un point de vue moléculaire, différents sous-types 

de GBM, démontrant que chaque patient est atteint de GBM de profils génétiques différents. Ces nouvelles 

données n’ont pas apporté, pour le moment, d’amélioration clinique en termes de prise en charge ou de 

survie (171). L’une des principales limites de la classification de Verhaak repose sur des données génomiques 

réalisées à partir d’un seul fragment, pour chaque GBM, présent dans la masse tumorale. Ainsi, la 

classification de Verhaak ne tient compte ni de différents fragments de la même tumeur, ni des cellules ayant 

infiltré le parenchyme sain.  

Par ailleurs, la présence au sein d’une même tumeur de différents foyers (des zones de vascularisation, de 

nécrose et d’hypoxie), de différents types cellulaires (des cellules tumorales ayant des stades de 

différenciation différents, des cellules non tumorales telles que des cellules du système immunitaire, des 

cellules endothéliales...) laisse penser que l’hétérogénéité du GBM n’est pas juste inter-tumorale, mais aussi 

intra-tumorale, pour un même patient (180). En effet, la présence de différentes altérations moléculaires, 

chez un même patient atteint de GBM, est de 0,5 à 35% (181). 
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2. Hétérogénéité intra-tumorale 

a) Spatiale  

L’hétérogénéité intra-tumorale a été mise en évidence par l’analyse de différents fragments tumoraux au 

sein de la même tumeur (182). A partir de 38 fragments, prélevés lors de la résection chirurgicale de 9 

patients, l’équipe de Sottoriva et al.,2013 (183) a mis en évidence la présence de différents sous-types de 

GBMs au sein de la même tumeur (analyse du nombre de copies ou d’expressions de gènes (Figure 4). Ces 

résultats ont été confirmés par l’analyse transcriptomique de cellules uniques (430 cellules isolées et issues 

de 5 GBMs) (184). Selon cette étude, tous les GBMs présentent des foyers proneuraux, plus ou moins associés 

à d’autres sous-types. Plus un GBM est composé de cellules appartenant à différents sous-types, plus le 

pronostic est faible. Ainsi, le gain de survie dans le GBM proneural, observé par l’analyse d’un seul fragment 

tumoral par l’étude de Verhaak dépend des différents foyers qui l‘entourent.  

 
Figure 4 - Hétérogénéité intra-tumorale du GBM. L’accumulation de nouvelles altérations moléculaires dans différents foyers 

d’un GBM (183) 

 

Par ailleurs, l’hétérogénéité intra-tumorale n’est pas limitée à la tumeur, mais elle est également présente 

dans des zones adjacentes, notamment dans : 

 La zone péritumorale : 90% des récurrences apparaissent dans cette région (185). Selon les données 

histologiques, 1/3 de ce foyer est composé de cellules tumorales. L’analyse transcriptomique des 

cellules de la zone péritumorale et de la masse tumorale a montré un gradient d’altérations partant 

de la tumeur. Plus les cellules sont éloignées du GBM, moins elles partagent de mutations communes 

(183). Par ailleurs, l’expression de gènes de survie est élevée dans la zone péritumorale, tandis que 

des gènes anti-apoptotiques sont exprimés dans les cellules de la masse tumorale (186). En plus de 

présenter une hétérogénéité génomique, les deux types cellulaires diffèrent d’un point de vue 

phénotypique : les cellules présentes dans la zone péritumorale ont une capacité de prolifération et 

d’invasion augmentée et une sensibilité aux thérapies différente (187). De manière intéressante, la 

zone péritumorale présente une signature proneurale et neurale alors que la masse tumorale est 

associée à un profil mésenchymal ou classique (182,185,188). 
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 La zone subépendymale (SEZ) : physiologiquement, cette région est le siège de la neurogenèse et 

est composée de cellules souches neurales. Chez les patients atteints de GBM, la SEZ est composée 

de 65% de cellules tumorales résiduelles et est associée à un nombre de récurrence élevé (189,190). 

La comparaison de l’ARN de fragments tumoraux issus de la SEZ et de la masse tumorale a montré, 

chez 6 patients sur 9, que les deux échantillons ne correspondent pas aux mêmes sous-types ; la SEZ 

est caractérisée par une signature mésenchymale (7/9) ou classique (2/9) et la masse tumorale sans 

profil spécifique (190) (Tableau 3). 

 
Tableau 3 - Hétérogénéité de la masse tumorale et de la zone subépendymale. Les échantillons issus de la masse tumorale (T) 

et de la zone subépendymale (SEZ), de chaque patient, appartiennent à différents sous-types de GBMs (190). 

b) Temporelle  

Une hétérogénéité temporelle a également été mise en évidence via l’expansion et la régression de sous-

populations cellulaires, induisant la formation d’une récurrence de profil moléculaire différent à la tumeur 

primaire (191). Bien que l’analyse de Verhaak et al.,2010 (174) n’ait pas montré de différence de sous-type 

entre un GBM primaire et sa récurrence, une étude a observé que le profil transcriptomique reste stable dans 

65%, 51% et 41% des GBMs de profil mésenchymal, classique et proneural, respectivement (175). La 

stabilité génomique du GBM mésenchymal s’explique par son caractère agressif et résistant aux thérapies. 

Les GBMs proneuraux et classiques étant plus sensibles, ils sont sujets à des mutations et à l’acquisition de 

gènes mésenchymaux (175). Par ailleurs, les thérapies sont également responsables du changement 

génomique du GBM.  

De manière intéressante, le séquençage du génome entier de tumeur, primaire et récurrente, a montré 

que plus la récurrence est éloignée du site primaire, plus les mutations sont différentes de la tumeur initiale 

(192). Ces observations suggèrent que les cellules ayant migré se seraient séparées du GBM et auraient une 

évolution différente et indépendante de la masse tumorale (193). Ainsi, le profil génomique de la récurrence 

dépendrait donc de ce groupe de cellules ayant migré. Plusieurs modèles expliquent les différents types de 

récurrences (Figure 5):  

 Le modèle divergent : il propose l’existence d’une cellule d’origine commune, résistante aux 

thérapies. Bien que le traitement initial permette d’éliminer toutes les cellules tumorales, la cellule 

d’origine accumule de nouvelles mutations et prolifère pour donner une récidive. Dans ce modèle, 

les altérations génomiques observées dans le GBM primaire et récurrent sont très éloignées (192).  
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 Le modèle linéaire: il suggère que les thérapies éliminent la majorité des cellules tumorales, 

certaines survivent et continuent leur expansion jusqu’à reformer une récidive. De nouvelles 

mutations s’accumulent, mais les altérations initiales sont conservées. Dans ce modèle, la récurrence 

présente un profil proche du GBM initial (192). 

 Le modèle compétitif : certaines cellules, bien que dominantes dans le GBM primaire, ne résistent 

pas aux thérapies. Des sous-populations peuvent proliférer et former une récurrence. Dans ce 

modèle, la récurrence et la tumeur d’origine ont un profil génomique également différent 

(172,194,195).  

 
Figure 5 - L’hétérogénéité intra-tumorale temporelle. L’administration de thérapie de GBM primaire entraîne la sélection de 

nouveaux clones. Dans le modèle divergent, la cellule d’origine forme une tumeur récurrente de profil génomique extrêmement 
différent de la tumeur primaire. Dans le modèle linéaire, un clone résiste et continue de proliférer aux cours de la récidive. Dans le 
modèle compétitif, une sous-population cellulaire résiste et forme un nouveau GBM récurrent. Adapté de Qazi et al., 2017 (180). 

 

3. Origine de l’hétérogénéité 

Il existe différentes hypothèses expliquant l’hétérogénéité (Figure 6).  

a) Clonale  

L’évolution clonale ou stochastique, le premier modèle proposé, implique l’existence d’une cellule, quel 

que soit son stade de différenciation, dont l’acquisition d’altérations génétiques ou épigénétiques spécifiques 

lui apporte un avantage de croissance et de survie. Différents clones tumoraux peuvent être formés par la 

cellule initiale, de manière précoce ou tardive, et suivent une évolution parallèle et indépendante 

(170,181,196,197). Dans ce modèle, chaque nouveau clone devient capable de produire de nouveaux clones. 

Ainsi, les différents profils génétiques des différents clones seraient responsables de l’hétérogénétité intra-

tumorale. Cette théorie propose d’imaginer le cancer comme un arbre, où le tronc représente l’ensemble 

des cellules tumorales qui expriment les mutations initiales. Les branches correspondent aux différents 

clones qui ont accumulé de manière aléatoire de nouvelles mutations, suite à la pression thérapeutique ou 
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à l’environnement (198) (Figure 6). L’analyse de Patel et al., 2014 (184) a montré que les cellules isolées de 

la même tumeur ont des altérations génomiques plus ou moins similaires, et sont plus proches les unes des 

autres, comparées à des cellules d’une autre tumeur. Ces résultats confirment une origine commune aux 

différentes cellules présentes dans la masse de la tumeur (183,184). 

 
Figure 6 - Hétérogénéité intra-tumorale selon le modèle clonal. Les mutations partagées par toutes les cellules tumorales sont 

issues d’un clone commun, représentant le tronc de l’arbre. Les branches représentent les différentes mutations, acquises lors de la 
progression tumorale, et sont présentes dans un sous-ensemble des cellules. Adapté selon Inda et al., 2014 (198). 

 

Dans ce modèle, les cellules initiales sont caractérisées par des mutations clonales ou « drivers » à l’opposé 

des mutations subclonales : 

 Mutations clonales ou « drivers »: il s’agit d’altérations génomiques apparaissant aux premiers 

stades tumoraux, voire avant la gliomagenèse. Elles sont impliquées dans la transformation maligne 

et la croissance tumorale (198). Elles sont rares et présentes dans toutes les cellules du GBM initial 

et récurrent (183,194,199). 

 Mutations subclonales : celles-ci apparaissent lors de la progression tumorale et sont partagées par 

quelques populations cellulaires. Les mutations subclonales sont rarement retrouvées de manière 

concomitante dans le GBM primaire et récurrent (194). Elles n’apportent pas de potentiel de 

croissance mais sont impliquées dans les différences de sensibilité aux thérapies et de survie (200). 

A noter, certaines mutations subclonales peuvent devenir « drivers », si elles entraînent un avantage 

de survie ou de prolifération après traitement (180,198). A titre d’exemple, les travaux de Nickel et 

al., 2012 (191) ont montré chez un patient atteint de GBM, que la moitié des cellules de la tumeur 

primaire présente la perte de PTEN, suggérant son implication dans l’initiation tumorale. Dans l’autre 

moitié, un petit foyer cellulaire est caractérisé par une mutation sur PIK3CA sans délétion de PTEN. 

Après traitement par le protocole Stupp, aucune cellule délétée pour PTEN n’a été observée, en 

revanche, l’étude a mis en évidence l’expansion d’une population cellulaire présentant une mutation 

sur PIK3CA. 
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Il est possible d’établir le temps d’apparition des différents clones via la mesure de la distance mitotique 

(nombre de divisions similaires) (183). Plusieurs études proposent différents statuts génomiques de la cellule 

d’origine (Tableau 4) : 

Etude Mutations précoce Mutation intermédiaire Mutation tardives 

1 Perte du chr 10 (PTEN) 

Mutation sur le promoteur de 

TERT 

Mutation des protéines RTK/PI3K, p53 et RB1 

2 Altération sur les chr 7, 9 et 10 

Amplification de l’EGFR, c-Met et 

CDK6 

Perte de PTEN et CDKN2A/B 

Amplification des chr7 et 19 

(EGFR, PDGFRα) 

Perte du chr 10 (PTEN) 

Amplification du gène GLUT9 

3 Mutation de p53 et PI3KCA Perte du chr 10 (PTEN) 

 Gain du chr (EGFR) 

4 Expression élevée de PDGFα Altération sur les gènes CDKN2A 

et TP53 

Amplification de l’EGFR 

5 Mutation d’IDH1, de PI3KCA et 

d’ATRX 

Mutation TP53, NF1 et PTEN 

6 Perte d’hétérozygotie du chr 10   

7 Amplification de l’EGFR et 

EGFRvIII 

  

Tableau 4 - Evolution du profil génétique de GBM lors de phase précoce, intermédiaire et tardive. Etudes 1- (Abou-El-Ardat, 2017) ; 

2- (Sottoriva, 2013) et (Ellis, 2015); 3- (Kim, 2015) ; 4- (Ozawa, 2014) ; 5- (Wang , 2016) et (Qazi, 2017) ; 6- (Patel, 2014) ; 7- (Del Vecchio, 2013). Chr 

(chromomsome), PTEN (phosphatase and Tensin homolog), TERT (telomerase reverse transcriptase), EGFR (Epidermal Growth Factor receptor), CDK6 
(cyclin-dependant kinase 6), CDKN2A/B (cyclin-dependent kinase inhibitor A A/B), PI3KCA (phosphatidylinositol-4,5-Biphosphate 3-kinase Catalytic 
Subunit A), PDGFα (platelet-derived growth factor α), ATRX (alpha thalassemia/mental retardation syndrome X-linked), PDGFRα (platelet-derived 
growth factor α receptor), NF1 (neurofibromine 1). 

b) Inter coopération et microenvironnement  

Le modèle de coopération est une évolution de l’hypothèse stochastique. En effet, cette dernière suggère 

la modification d’une cellule d’origine via des modifications génomiques héréditaires, induisant l’expansion 

de différents clones. L’hypothèse d’une intercoopération propose que les différentes populations cellulaires 

présentes dans le microenvironnement (macrophages, péricytes et cellules endothéliales…) sont capables de 

modifier le phénotype des cellules tumorales (172,198). A titre d’exemple, les astrocytes non tumoraux sont 

capables d’augmenter la capacité d’invasion des cellules de GBM (201). De manière similaire, les cellules 

microgliales stimulent leur invasion en sécrétant le facteur TFGβ et induisent l’expression de gènes 

mésenchymaux, via l’activation de NFκB (186,202). Il est intéressant de noter que la délétion de NF1, 

caractéristique des cellules mésenchymales, attire les cellules microgliales (175). Par ailleurs, une 

coopération entre cellules tumorales a également été mise en évidence par la présence d’un faible nombre 

de cellules exprimant l’EGFRvIII au sein d’un foyer composé principalement de cellules surexprimant 

l’EGFRwt. Les cellules exprimant l’EGFRvIII potentialisent la capacité de prolifération des cellules EGFRwt in 

vitro via la sécrétion de IL6 et LIF (198). 

De plus, la composition du microenvironnement n’est pas homogène et diffère selon le taux d’oxygénation 

et de vascularisation. Ces différents foyers tumoraux suggèrent la nécessité des clones à s’adapter à leurs 

microenvironnements, ceci induisant de nouvelles mutations (203). En effet les travaux de Little et al., 2012 
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(204) ont montré que certaines cellules tumorales surexprimant les récepteurs PDGFR et EGFR ne sont pas 

localisées dans le même foyer tumoral (environnement fortement et peu vascularisé respectivement), 

démontrant l’implication du microenvionnement dans le phénotype et le génotype des cellules tumorales. 

Ainsi, chaque cellule tumorale progresse et s’adapte dans un microenvironnement spécifique (175,198). 

c) Cellules souches ou modèle hiérarchique 

La théorie des cellules souches tumorales propose une organisation hiérarchique, où l’initiation du GBM 

provient d’une faible proportion de cellules : les cellules souches de GBM (CSGs) (172). Ces cellules seraient 

responsables de l’initiation de la tumeur initiale et récurrente. Les différents profils génétiques des CSGs et 

les différents degrés de différenciation seraient à l’origine de l’hétérogénéité intra-tumorale (198). 

L’implication des CSGs dans l’hétérogénéité intra-tumorale est d’autant plus évidente que les cancers les plus 

hétérogènes ont des cellules souches tumorales (172,187) (voir Partie II).  

La Figure 7 représente les différentes hypothèses concernant l’hétérogénéité du GBM : 

 

Figure 7 - Modèle d’hétérogénéité intra-tumorale du GBM. D’après le modèle clonale l’hétérogénéité peut être expliquée par 
l’acquisition de mutations au sein d’une cellule d’origine, de manière aléatoire et indépendante, formant plusieurs clones aux profils 
génétiques différents. Le modèle hiérarchique repose sur l’existence de cellules souches tumorales donnant naissance à une 
population de cellules tumorales différentes. Le modèle d’inter-coopération explique l’hétérogénéité intra-tumorale par les 
interactions entre cellules et avec le microenvironnement. Adapté de Bonavia et al., 2011 (172). 
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4. Implication de l’hétérogénéité 

a) L’échec thérapeutique 

L’hétérogénéité inter- et intra-tumorale est une nouvelle caractéristique tumorale du GBM. Ces nouvelles 

données expliquent l’échec de thérapies ciblées visant spécifiquement un marqueur tumoral. L’étude de 

Patel et al., 2014 (184) a mis en évidence une expression « mosaïque » de différents récepteurs à activité 

tyrosine kinase (EGFR, PDGFRα, FGFR1) et une anti-corrélation entre l’expression de l’EGFR et du PDGFRα. 

Ceci explique pourquoi cibler un seul RTK induit la mise en place de voies de signalisation compensatoires, 

impliquant un autre récepteur, et l’échec des thérapies ciblées (184,196). Il a été montré que cibler 

spécifiquement l’EGFRvIII entraîne l’émergence de nouveaux clones caractérisés par une amplification de 

l’EGFRwt (205). Enfin, l’étude de Meyer et al., 2014 (196) a mis en évidence sur 8 clones issus du même GBM 

une sensibilité hétérogène d’un panel de 25 drogues (Figure 8). 

 

Figure 8 - Sensibilité à un panel de drogues de clones issus d’un même GBM (Meyer, 2014). 

Par ailleurs l’hétérogénéité remet également en cause le choix de la prise en charge thérapeutique basée 

sur un seul échantillon. Une expression hétérogène de la protéine MGMT a été observée par 

immunohistochimie sur des tissus de patients, ce qui suggère une résistance préexistante au sein de certains 

clones dans la même tumeur (196,206). Ainsi, selon la localisation de biopsie prélevée et analysée, l’analyse 

du statut du promoteur de la MGMT ne sera pas prédictive de l’efficacité du TMZ. 

De plus, la plasticité des cellules de GBMs, impliquant des changements phénotypiques et génomiques, 

induite par les traitements et entraînant une résistance secondaire, complexifie le caractère hétérogène.  

Face à l’hétérogénéité tumorale du GBM, plusieurs stratégies thérapeutiques sont possibles :  

 Utiliser des combinaisons thérapeutiques: l’inhibition concomitante des récepteurs EGFR et PDGRα 

permet d’atténuer l’activation de la voie de signalisation PI3K/Akt et d’inhiber la croissance tumorale 

(198,207).  
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 Cibler les mutations « drivers » : il serait plus intéressant de cibler les mutations clonales, présentes 

dans toutes les cellules et impliquées dans la gliomagenèse, que les mutations subclonales partagées 

par un faible nombre de clones (180,193,198).  

 Cibler la coopération intercellulaire : bien que certains clones soient moins tumorigènes, 

potentiellement plus sensibles aux thérapies, ils peuvent être des cibles intéressantes car ils 

potentialisent la survie de clones agressifs. De manière similaire, il est également envisagé de cibler 

les cellules du microenvionnment, participant à l’agressivité et à la plasticité tumorale. 

b) Nouveaux modèles d’analyses  

Les modèles d’étude actuels in vitro et in vivo, notamment les xénogreffes de lignées cellulaires, ont permis 

d’identifier les principales voies de signalisation mutées, impliquées dans la gliomagenèse et dans 

l’agressivité du GBM. Ces données ont pu être utiles pour proposer de nouvelles thérapies. Néanmoins, ces 

modèles sont aujourd’hui limités et ne représentent pas le caractère hétérogène de cette tumeur (172). La 

génération de souris génétiquement modifiées pour exprimer une altération précise a mis en évidence 

l’impact de chaque mutation sur la croissance tumorale. Malheureusement, cette méthode ne permet pas 

d’identifier les interdépendances entre différentes voies de signalisation dans la survie et dans la résistance 

aux thérapies (180). Les xénogreffes de tumeurs de patients récapitulent l’histopathologie du GBM d’origine. 

Ce modèle permet de mieux appréhender la réponse clinique et les interactions entre le 

microenvironnement et les cellules tumorales. Par ailleurs, ce modèle peut également mettre en évidence 

les mécanismes impliqués dans la récurrence. Il a également été proposé d’injecter en quantités connues 

différentes lignées tumorales, pour reconstruire l’hétérogénéité. Cette méthode permettrait de mettre en 

évidence l’existence de clones dominants ou résistants (172). 

L’une des principales limites des modèles actuels est l’analyse d’un GBM primaire, n’ayant pas encore reçu 

le protocole Stupp. En effet, comme nous l’avons écrit précédemment, les GBMs primaires et récurrents ne 

possèdent pas les mêmes caractéristiques génomiques. Ainsi, les mutations « drivers » observées dans le 

GBM initial, représentant à priori des cibles thérapeutiques idéales, ne sont pas nécessairement exprimées 

dans la récurrence. C’est pourquoi un modèle de récurrence in vivo a été proposé (Figure 9). Celui-ci repose 

sur le traitement, par radio ou chimiothérapie, de souris ayant reçu des cellules de tumeurs de patients. La 

récurrence sera prélevée et des analyses in vitro (génomique, transcriptomique…) seront réalisées afin 

d’identifier de nouveaux marqueurs impliqués dans la formation de la récurrence. Une fois les cibles 

thérapeutiques identifiées, celles-ci pourront être testées chez les souris atteintes de GBM récurrent (180). 
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Figure 9 - Développement de modèle préclinique de GBM récurrent. Ce modèle permet de mettre en évidence les mécanismes 

impliqués dans la résistance aux thérapies et dans la formation de la récidive. a) xénogreffe de tumeurs de patients, b) traitement 
conventionnel de la xénogreffe, c) analyse de l’efficacité de thérapies ciblées, jugées pertinentes dans le modèle b) (180). 

 

Par ailleurs, différents modèles mathématiques ont été proposés pour comprendre et prévoir la biologie 

du GBM, notamment après traitement (189). L’un d’entre eux, en analysant différentes populations 

cellulaires selon leurs phénotypes (cellules prolifératives et invasives) et selon leurs localisations (foyer 

nécrotique et hypoxique) a généré 6 équations permettant de prédire les conséquences biologiques de 

thérapies anti-angiogéniques dont le Bevacizumab (208). Selon ce modèle, les cellules de GBMs dans un 

environnement favorable prolifèrent mais ne migrent pas. En revanche, en cas d’hypoxie et de nécrose, les 

cellules de GBMs arrêtent de se diviser et migrent dans le parenchyme sain. En d’autres termes, le 

Bevacizumab entraîne une diminution des cellules tumorales présentes dans la masse tumorale et ralentit la 

progression tumorale, mais entraîne une invasion cellulaire, ce qui explique la récurrence rapide (Figure 10). 

Ce modèle explique donc pourquoi les anti-angiogéniques induisent une amélioration de la survie sans 

progression mais n’augmentent pas la survie globale des patients.  
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Figure 10 - Modèle prédictif des changements phénotypiques de cellules de GBM induit par des thérapies anti-angiogéniques. 

Schéma représentant l’évolution de la croissance tumorale. Les zones grises et noires reflètent l’hypoxie et la nécrose et les points 
rouges et bleus représentent les cellules tumorales prolifératives (P) et invasives (I), respectivement. En condition de survie favorable, 
les cellules de GBM prolifèrent (PI). Le traitement par un anti-angiogénique empêche l’angiogénèse et crée de la nécrose, ce qui 
induit l’invasion des cellules de GBMs (IP). En absence de nécrose, les cellules tumorales ayant migré prolifèrent (208). 

De plus, il est possible de prédire les changements moléculaires ou phénotypiques induits par les 

thérapies, ceci afin de prévoir quelles altérations cibler lors de la prise en charge de la récurrence. Compte 

tenu des différences de sensibilité des différents clones présents dans le GBM, l’étude de Reinartz et al., 2017 

(209) a montré qu’il est possible de prédire l’efficacité thérapeutique en deuxième ligne. Selon cette étude, 

le traitement de première ligne doit entraîner la régression d’un clone sensible et induire l’expansion d’un 

clone résistant, ceci afin de réduire l’hétérogénéité. Le choix de la prise en charge de deuxième ligne se basera 

sur les travaux in vitro afin de déterminer la molécule de choix pour cibler le clone enrichi. 

L’analyse de biopsie liquide s’avère utile pour observer l’expansion de nouveaux clones lors de la 

récurrence et pour suivre la progression tumorale (189). Bien que cette technique soit testée dans le cancer 

du sein, du poumon et de l’ovaire, dans le cas du GBM, une étude a montré que seuls 10% des patients 

présentent un ADN tumoral circulant mesurable (210). Néanmoins, l’étude de Skog et al., 2008 (211) a 

montré qu’il est possible d’étudier des microvésicules contenant de l’ARN tumoral. L’étude a analysé 

l’expression de l’ARNm du récepteur EGFRvIII dans 24 échantillons tumoraux et sériques de patients. Les 

résultats sont particulièrement intéressants : pour 17 échantillons, une corrélation entre l’analyse de la 

biopsie et du sérum a été observée (5 tumeurs EGFRvIII + et 12 EGFRvIII-) et 2 échantillons ont mis en 

évidence l’expression de l’ARNm de l’EGFRvIII dans le sérum mais pas dans la biopsie, reflétant 

l’hétérogénéité intra-tumorale. De plus, une étude a montré que la détection de cellules tumorales 

circulantes est détectée chez 72% pour les patients avant radiothérapie, comparée à 8% après radiothérapie. 

Ceci démontre l’intérêt de ces techniques dans l’identification de cibles potentielles impliquées dans la 

récurrence (212).  
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Partie 2 : les Cellules souches de 
glioblastome (CSGs) 

 

Les cellules souches tumorales (CST) ont été mises en évidence pour la première fois dans le milieu des 

années 90, chez des patients atteints de leucémie myéloïde aiguë. Leur présence dans les tumeurs solides a 

été confirmée, dans les cancers de la prostate, du poumon, du pancréas, du colon, des mélanomes, du sein, 

du foie, des ostéosarcomes et dans les tumeurs cérébrales (213,214). Dans le GBM, les cellules souches de 

glioblastomes (CSGs) représentent seulement 0,5 à 5% des cellules de la masse tumorale. Leur présence est 

associée au grade tumoral et à un mauvais pronostic (215–217). L’origine des CSGs n’est pas encore 

identifiée. Deux hypothèses ont été suggérées: la transformation maligne de cellules souches neurales 

adultes saines (NSCs) ou la dédifférenciation de cellules gliales matures. 

I. Origines des CSGs 

1. Transformation de cellules souches neurales  

Une altération génétique ou épigénétique des NSCs pourrait expliquer leur transformation maligne en 

CSGs et l’initiation tumorale (218,219). En effet, les NSCs et les CSGs partagent de nombreuses similitudes. 

Les deux populations souches résident dans un microenvironnement spécifique qui est impliqué dans leur 

maintien et leur expansion. Les NSCs sont localisées dans la zone sous-ventriculaire des ventricules latéraux 

antérieurs (SEZ) et la zone subgranulaire, tandis que les CSGs dans des foyers vasculaires et hypoxiques (220). 

Il est d’ailleurs intéressant de noter que de nombreux gliomes se développent à proximité de la SEZ. De plus, 

les NSCs et CSGs présentent des caractéristiques phénotypiques similaires, notamment une capacité d’auto-

renouvellement et de différenciation. Les voies de signalisation impliquées dans ces deux processus sont 

exprimées dans les deux populations cellulaires.  

La transformation maligne des NSCs n’est pas clairement définie. L’équipe de Sandberg et al., 2013 (221) 

a montré que la délétion de TP53, NF1 et PTEN dans les précurseurs neuraux, résidant dans la SEZ, induit la 

formation de gliomes dans des souris immunodéprimées, et peut être à l’origine des CSGs (219). D’autres 

altérations génétiques ont été suggérées comme étant responsables de la transformation maligne de NSCs : 

la dérégulation de la voie de signalisation Wnt (222), l’activation aberrante du récepteur Smo (voie de 

signalisation Shh) (223), l’expression anormale du microARN LIN28A (224) ou la perte de INK4A/ARF (225). 

Enfin, l’équipe de Sancho-Martinez et al., 2016 (226) a montré que la dérégulation des voies de signalisation 

de récepteurs à activité tyrosine et de la protéine p53 induit la transformation des cellules souches 

pluripotentes humaines en CSGs.  
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2. Dédifférenciation  

La dédifférenciation est définie comme la régression du statut différencié et un retour à un statut souche 

(227). L’étude de Schmid et al., 2016 (228) a montré que les délétions de Rb et PTEN associées à l’activation 

de Kras dans des astrocytes corticaux murins leur apportent des caractéristiques souches. L’injection de ces 

astrocytes mutés forme un GBM, résistant au TMZ car exprimant la protéine réparatrice MGMT. D’autres 

altérations génétiques sont suspectées d’être responsables de la dédifférenciation des astrocytes et de la 

formation de gliomes. Il s’agit de la délétion concomitante des gènes p16 (INK4a) et p19ARF41 ou de la perte 

de Trp53 associée à l’activation de la voie MAPK (Akt et c-myc) (225,229). Par ailleurs, une plasticité entre les 

cellules de GBMs différenciées et les CSGs, notamment après radiothérapie et chimiothérapie a été 

constatée. Ainsi, il a également été proposé que les CSGs peuvent être issues de cellules tumorales 

différenciées (230–232). 

L’origine des CSGs n’est pas clairement identifiée. Néanmoins, les deux hypothèses décrites 

précédemment pourraient avoir lieu simultanément, ce qui expliquerait l’hétérogénéité inter- et intra-

tumorale (Figure 11).  

 

Figure 11 - Origine des cellules souches de GBM. Les cellules souches neurales (NS/PC) peuvent se différencier en neurones, en 
astrocytes (à partir de précurseurs gliaux) et en oligodendrocytes (à partir de progéniteurs d’oligodendrocytes (OPC). Les CSGs 
peuvent avoir pour origine 1) une dérégulation des cellules souches neurales, des précurseurs gliaux ou de progéniteurs 
d’oligodendrocytes) ou 2) d’une dédifférenciation de cellules tumorales de gliomes (233). 

II. Caractéristiques des cellules souches de GBM 

1. Auto-renouvellement  

L’auto-renouvellement correspond à une division cellulaire symétrique et permet aux CSGs de former une 

cellule fille identique. L’auto-renouvellement est régulé par les voies de signalisation, Notch, Hedgehog et 

Wnt. Ces trois voies sont également activées au cours du développement embryonnaire du système nerveux. 
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a) Notch 

Physiologiquement, la voie de signalisation Notch est impliquée dans la régulation de la différenciation et 

dans le maintien des NSCs pendant le développement du système nerveux central (234). La voie Notch est 

composée de 4 récepteurs transmembranaires (Notch1-4) et 5 ligands transmembranaires DLL1/2/3 (delta-

like ligands) et JAG1/2, exprimés respectivement par les CSGs et les cellules endothéliales adjacentes 

(186,235). L’activation de la voie induit le changement conformationnel et le clivage enzymatique, par des γ-

sécrétases, des récepteurs Notch. Le clivage protéolytique entraîne la libération du domaine intracellulaire 

des récepteurs dans le cytoplasme, ce qui active la transcription de gènes impliqués dans l’auto- 

renouvellement (236,237).  

La voie de signalisation Notch est dérégulée dans les GBMs (234). Les récepteurs Notch1/2 et les ligands 

JAG1 et DLL1 augmentent la prolifération des cellules tumorales de GBM in vitro et initient la formation de 

tumeur in vivo (238). La voie Notch est également impliquée dans l’invasion, l’angiogenèse et la résistance 

aux thérapies anti-VEGF (239,240). De plus, il a été mis en évidence une surexpression de l’EGFR médiée par 

le récepteur Notch1 (241). En ce qui concerne les CSGs, le récepteur Notch1 est surexprimé après radio et 

chimiothérapie (242). Son inhibition par un si-RNA diminue l’auto-renouvellement des CSGs et augmente leur 

chimio sensibilité in vitro (235).  

b) SHH 

La voie de signalisation SHH (Sonic Hedgehog) agit au niveau de la prolifération, la migration, la 

différenciation et la survie des NSCs pendant le développement embryonnaire. Cette voie a également un 

rôle majeur dans la neurogénèse chez l’adulte (243). Brièvement, la voie SHH est composée de trois ligands 

(sonic Hedgehog, Indian Hedgehog et Desert Hedgehog) et du récepteur Patched. Ce dernier inhibe de 

manière constitutive le récepteur transmembranaire Soothened (Smo). En activant le récepteur Patched, le 

ligand SHH lève l’inhibition sur Smo (244). Celui-ci, à la suite d’une cascade de voies de signalisation 

intracellulaires, active les facteurs de transcription de la famille Gli (glioma associated oncogen homolog). La 

protéine Gli1 entraîne l’expression de c-myc et Bmi1, des protéines impliquées dans l’auto-renouvellement 

(245,246).  

La protéine Gli1 et les récepteurs Smo et Patched sont amplifiés dans les GBMs (247). L’étude de Chen et 

al., 2014 (223) a montré que la surexpression du récepteur Smo dans des progéniteurs neuraux, entraîne le 

développement de gliomes. Par ailleurs, la surexpression de Gli1 et Smo est associée à un mauvais pronostic 

(246,248). Enfin, l’activation de la voie de signalisation SHH augmente la migration et l’invasion des cellules 

tumorales in vitro 

c) Wnt 

La voie de signalisation Wnt (Wingless-type mouse mammary tumor virus integration site) permet le 

maintien et l’expansion des NSCs pendant le développement du cortex cérébral (249). Chez l’adulte, la voie 

Wnt est impliquée dans la neurogenèse (250). 
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La voie Wnt est divisée en deux: la voie canonique et la voie non canonique. Je ne développerai que la voie 

canonique car elle est activée dans la régulation des NSCs (251). Elle est composée du récepteur FZD 

(Frizzled), de son corécepteur LRP (LDL receptor related protein) et des ligands Wnt. Lorsque la voie Wnt 

n’est pas activée, la β-caténine est phosphorylée par le complexe GSK3β (glycogene synthase kinase 

3β)/Axine/CK1α (caséine kinase 1)/APC (Adenomatous polyposis coli) et est dégradée par le protéasome. La 

fixation du ligand Wnt sur le récepteur FZD entraîne la phosphorylation du corécepteur LRP puis l’activation 

du récepteur FZD. Ceci entraîne l’inhibition de GSK3β et l’accumulation de la β-caténine dans le noyau. La β-

caténine nucléaire induit la transcription des gènes c-myc, Sox9 et CD44 (252). 

L’expression nucléaire de la β -caténine est augmentée dans les gliomes (221). Il a été montré que 

l’activation aberrante de cette voie peut être responsable du développement de tumeur cérébrale (253). La 

voie Wnt est impliquée dans l’invasion, dans la transition épithélio-mésenchymateuse et dans la résistance 

à la radio/chimiothérapie des cellules de GBMs (254). Par ailleurs, la voie Wnt agit au niveau de la 

prolifération et de l’auto-renouvellement des CSGs (251,255,256). Enfin, une surexpression des ligands Wnt 

1 et 3 a été observée dans les CSGs (257). 

Mise en évidence de l’auto-renouvellement 

In vitro, les CSGs sont maintenues dans un milieu spécifique, sans sérum et contenant les facteurs 

mitogènes (FGF et EGF). Ce milieu empêche la différenciation des CSGs et leur permet de proliférer. Dans ces 

conditions, les CSGs poussent en suspension, sous forme de neurosphères. Il est intéressant de noter que le 

milieu de culture des CSGs est similaire à celui utilisé dans la culture de NSCs.  

Le test de dilution limite permet d’évaluer l’auto-renouvellement des CSGs. Il se base sur la capacité d’un 

faible nombre de CSGs (1 à 200 cellules) à reformer des neurosphères après dissociation. De plus, l’étude des 

CSGs reflète davantage l’hétérogénéité du GBM que les lignées cellulaires. 

2. Différenciation 

La capacité de différenciation, ou la multipotence des CSGs, est liée à leur capacité à se diviser de manière 

asymétrique, dans les trois lignages neuraux (neurone, astrocyte et oligodendrocyte). Les CSGs donnent 

naissance aux cellules tumorales différenciées «classiques», qui formeront la masse de la tumeur (258). Cette 

division asymétrique est régulée par les protéines BMPs (bone morphogenetic protein). A titre d’exemple, la 

protéine BMP7 induit la différenciation astrocytaire des CSGs (259). 

In vitro, la différenciation est induite par l’ajout de sérum avec ou sans acide tout trans rétinoique (ATRA). 

Dans ces conditions, les cellules différenciées sont cultivées sous forme adhérente. La différenciation s’étudie 

par l’analyse transcriptomique et protéique de la perte de marqueurs souches et le gain de marqueurs 

différenciés.  
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3. Tumorigénèse  

Les CSGs également appelées «cellules initiatrices de GBMs» ou «cellules propagatrices de GBMs», sont 

capables de former des tumeurs chez des souris immunodéprimées (213,214,260). C’est pourquoi, elles 

seraient impliquées dans l’initiation du GBM et dans la formation de la récurrence chez les patients (261). 

In vivo, la tumorigenèse est étudiée en réalisant des transplantations en série, par injection orthotopique, 

chez des souris immunodéficientes. Les CSGs de la tumeur formées sont prélevées, dissociées puis 

réinjectées dans un nouveau modèle. Chaque GBM nouvellement formé présente les mêmes caractéristiques 

phénotypiques et génomiques que la tumeur initiale (262–264). Contrairement aux cellules tumorales 

différenciées, les CSGs sont capables de former des tumeurs avec l’injection d’un faible nombre de cellules 

(100 cellules) (263). 

4. Marqueurs souches  

Comme indiqué précédemment, les CSGs peuvent se diviser soit en reformant une CSG, soit en se 

différenciant en cellules tumorales. Selon ces deux phénotypes, les CSGs expriment des marqueurs 

spécifiques. Bien qu’il n’existe pas un marqueur unique confirmant le statut souche d’une cellule, plusieurs 

marqueurs souches ont été proposés : 

 Des marqueurs membranaires: CD133, CD44, A2B5, CD15 (ou SSEA1; Stage-Specific Embryonic 

Antigene 1), Notch1, ABCG2 (ATP-Binding Cassette transporters), l’intégrine α6 (265). 

 Des marqueurs intracellulaires: STAT3 (Signal transducer and activator of transcription 3) , Nestine, 

Nanog, Oct4 (octamer-binding transcription factor 4), Sox2 (Sex Determining Region Y-box 2), Bmi-1 

(B cell-specific Moloney murine leukaemia virus Interation site), c-myc 

L’étude de Bien-Möller et al., 2018 (266) a analysé un ensemble de marqueurs souches (CD44, CD133, 

CD95, nanog, et nestin) et a mis en évidence une corrélation entre l’expression, d’ARNm ou de protéines, et 

la survie des patients uniquement avec la Nestine et CD133.  

Parmi les marqueurs de cellules différenciées, la GFAP (Glial fibrillary acidic protein) (différenciation 

astrocytaire), TUJ1 (neuron specific class III beta-tubulin) ou TUBB3 (Tubulin beta 3 class III) (différenciation 

neuronale), MBP (myelin basic protein) ou OLIG2 (différenciation oligodendrocytique) sont les plus utilisés. 

En résumé, l’auto-renouvellement des CSGs est impliqué dans la formation de la tumeur initiale et 

récurrente. En revanche, la différenciation leur confère un caractère moins agressif. C’est pourquoi, les 3 

voies de signalisation, Nocth, Wnt et SHH, et les protéines BMPs représentent des cibles thérapeutiques 

pertinentes. Les différentes stratégies thérapeutiques visant l’auto-renouvellement, la prolifération et la 

différenciation des CSGs seront décrites dans la partie VI. 

Les CSGs résident dans des foyers tumoraux spécifiques. Il s’agit d’un microenvironnement qui permet non 

seulement de maintenir le phénotype souche mais également de protéger les CSGs des thérapies (260,267). 

Les différentes niches ont en commun d’interagir directement avec les CSGs et de contrôler leur prolifération, 
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leur auto- renouvellement et leur différenciation. Les données de la littérature décrivent les niches 

périvasculaire, invasive, hypoxique et immunosuppressive.  

III. Microenvironnement des CSGs 

1. Niche périvasculaire 

Les CSGs résident dans la niche périvasculaire, caractérisée par une vascularisation aberrante et 

désorganisée. La niche périvasculaire a été mise en évidence par l’étude de Calabrese et al., 2007 (268). Cette 

analyse a montré, sur des coupes de GBMs de patients, une colocalisation de CSGs (CD133+ et nestine+) et 

des capillaires tumoraux (CD34+). L’interaction des CSGs avec la niche est régulée par un contact direct, 

notamment avec les protéines de la matrice extracellulaire (MEC), ou par des facteurs sécrétés par les cellules 

composant la niche (Figure 12). A titre d’exemple : 

 Les récepteurs Notch1/2, présents sur les CSGs, et les ligands DLL4 et JAG1, exprimés par les cellules 

endothéliales (269) 

 Le récepteur CXCR4, exprimé par les CSGs, et le ligand CXCL2 sécrété par les cellules endothéliales 

(270) ou l’ostépontine, une protéine de la MEC (271)  

 L’intégrine α6, présente sur les CSGs, et la laminine, un élément de la MEC (272) 

Il a été observé, in vitro, que la co-culture de cellules endothéliales et de CSGs induit une augmentation de 

leur prolifération (268). En effet, leur interaction permet de maintenir le statut souche des CSGs, en activant 

les voies impliquées dans leur auto-renouvellement (Hedgehog, Notch et Wnt) (268,273). Les cellules 

endothéliales sécrètent le ligand SHH et expriment les ligands DD4 et JAG1, ce qui active la protéine GLi1 et 

les récepteurs Notchs exprimés par les CSGs et assure l’auto-renouvellement des CSGs (273,274). In vivo, 

l’injection orthotopique simultanée de CSGs et de cellules endothéliales délétées pour JAG1 (shRNA), 

diminue la taille des tumeurs formées (269). Par ailleurs, les cellules endothéliales sécrètent du monoxyde 

d’azote (NO) qui est également impliqué dans l’activation des voies SHH et Notch (274,275).  

Les CSGs ne sont pas de simples cellules résidentes de la niche périvasculaire. Elles ont un rôle majeur dans 

la formation de leur propre foyer. En effet, elles sécrètent différents facteurs angiogéniques (VEGF, FGF2, 

HDF), afin d’assurer la migration et la croissance de cellules endothéliales (276). Il est intéressant de noter 

que la sécrétion de VEGF par les CSGs est plus élevée que par les cellules différenciées (273,277). De plus, les 

CSGs sont également capables d’effectuer une transdifférenciation, c’est-à-dire de se différencier en cellules 

endothéliales, qui formeront de nouveaux vaisseaux tumoraux. En effet, l’étude de Wang et al., 2010 (278) 

a montré in vitro que les CSGs induisent la formation de progéniteurs endothéliaux (CD133+/CD144+) puis 

des cellules endothéliales matures (CD31). La transdifférenciation semble être régulée par les voies de 

signalisation Notch et VEGF. Bien que ce mécanisme ait été confirmé par l’expression d’altérations 

génétiques identiques dans les cellules endothéliales et les CSGs (260,273), d’autres études suggèrent qu’il 

ne s’agit pas d’une transdifférenciation mais d’une fusion entre les CSGs et les cellules endothéliales (279). 



54 
 

Les CSGs sont également capables d’attirer les péricytes. Il s’agit de cellules musculaires vasculaires lisses, 

impliquées dans le maintien de l’intégrité et la maturation vasculaire (260,280). Les cellules endothéliales 

entraînent la transdifférenciation des CSGs en péricytes, en sécrétant le facteur TGF-β (281,282). De plus, 

une étude récente a montré que les cellules souches mésenchymateuses de la moelle osseuse, attirées par 

les CSGs, s’attachent au niveau de l’endothélium et se différencient en péricytes (283). Les CSGs sont 

impliquées dans leur transformation maligne, où les cellules souches mésenchymateuses de la moelle 

osseuse deviennent plus prolifératives, plus invasives et capables de former une tumeur lorsqu’elles sont 

implantées en sous cutanée (284).  

 

Figure 12 - Stimulation de l’auto-renouvellement des cellules souches de GBM par les cellules endothéliales. Adapté de Codrici 
et al.,2016 (273).  

 

2. Niche invasive 

Egalement nommée niche périneuronale, cette niche est encore peu connue. La niche invasive est une 

prolongation de la niche périvasculaire (285). Contrairement à la niche angiogénique, où les CSGs assurent la 

néoangiogénèse, la niche invasive est composée de vaisseaux sanguins pré-existants, permettant aux CSGs 

d’envahir le parenchyme sain (286). L’isolement des CSGs, présentes dans la niche invasive et dans la masse 

tumorale, a montré des caractéristiques phénotypiques différentes : les CSGs situées à la marge du GBM sont 

adhérentes in vitro et incapables de former une tumeur in vivo (287).  

Par ailleurs, l’échec du Bevacizumab peut être expliqué par l’expansion de la niche invasive. En effet, bien 

que son effet anti-angiogénique normalise la vascularisation de la tumeur, il stimule la niche invasive et 

entraîne la prolifération des cellules invasives in vivo (208,288,289). 

3. Niche hypoxique 

Le GBM est connu pour être une tumeur hautement hypoxique. Les régions hypoxiques représentent 0,1 

à 10% de la masse tumorale (290). Physiologiquement, le cerveau sain présente une concentration d’oxygène 

de 12,5 à 2,5% (pO2= 200 à 100 mmHg). Chez les patients atteints de GBM, la concentration tumorale varie 

de 2,5-0,5% (pO2= 20-4 mmHg) à 0,5-0,1% (pO2= 4 à 0,75 mmHg) en cas d’hypoxie modérée et intense (220). 
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L’hypoxie joue un rôle majeur dans de nombreuses caractéristiques des GBMs (résistance aux thérapies, 

métabolisme glycolytique, angiogenèse...) via différents facteurs inducteurs d’hypoxie (HIF), dont les plus 

connus sont HIF-1α et HIF-2α. En condition normoxique, les facteurs HIFs sont hydrolysés par les enzymes 

PHDs, elles-mêmes activées par l’oxygénation, puis sont dégradés par le protéasome 26S (291). En condition 

hypoxique, l’activité des enzymes PHDs est inhibée, entraînant une accumulation de facteurs hypoxiques HIF-

1α et HIF-2α. L’augmentation de l’activité transcriptionelle de HIF-1α et HIF-2α induit la transcription de 

nombreux gènes impliqués dans la prolifération, l’angiogenèse, l’inflammation, la migration et la croissance 

tumorale (194,292,293). La niche hypoxique est également un lieu privilégié pour les CSGs, notamment au 

niveau des régions pseudo-palissadiques qui entourent les cœurs nécrotiques. L’hypoxie entraîne in vitro la 

formation de neurosphères et la prolifération des CSGs, et in vivo leur tumorigénicité (294). Par ailleurs, 

l’hypoxie augmente l’acidité du microenvironnement, qui maintient le phénotype souche (295). 

HIF-1α est exprimé dans les gliomes de haut grade, par les cellules tumorales et les CSGs, et est associé à 

un mauvais pronostic (296). HIF-1α est impliqué dans l’auto-renouvellement des CSGs, en activant la voie de 

signalisation Notch, (186,297) et dans leur résistance au TMZ (295,298). De plus, il a été montré que HIF-1α 

entraîne la dédifférenciation des cellules tumorales, caractérisée par l’augmentation de marqueurs souches 

(CD133, oct4, nanog) (299,300). En ce qui concerne le facteur HIF-2α, exprimé uniquement dans les CSGs 

(301), il induit également l’expression de différents marqueurs souches impliqués dans l’auto-

renouvellement des CSGs (CD133, Sox2, Oct4 et c-Myc) (302–305). Une étude récente a mis en évidence que 

les deux facteurs HIF-1/2α ont des rôles différents chez les CSGs. En effet, la déplétion de HIF-1α, par siRNA, 

diminue l’expression de CD133 rapidement et entraîne une sensibilisation des CSGs au TMZ. En revanche, la 

délétion de HIF-2α entraîne la diminution de CD133 de manière temps-dépendant et une sensibilisation au 

Cisplatine (290). L’inhibition de HIF-2α, par l’agent PT2385, est actuellement en cours d’un essai clinique chez 

les patients atteints de GBMs récurrents (NCT03216499). 

4. Niche immunitaire 

Une quatrième niche est décrite comme réservoir de CSGs : la niche immunitaire. Celle-ci est caractérisée 

par l’infiltration de cellules immunitaires créant un microenvironnement inflammatoire et 

immunosuppressif. Au sein de la niche immunitaire, les différentes cellules immunosuppressives assurent la 

survie des CSGs et le maintien de leur condition souche. En effet, les macrophages augmentent la 

prolifération et l’auto-renouvellement des CSGs en sécrétant les interleukines IL6 et IL8 (186). De manière 

similaire à la niche vasculaire, les CSGs sont impliquées dans la formation de la niche immunitaire. Plusieurs 

interactions entre les CSGs et les cellules inflammatoires périphériques ont été explorées afin de comprendre 

l’origine de la niche immunitaire dans le GBM.  

Parmi celles-ci, nous pouvons citer l’axe SDF1/CXCR4, exprimé par les CSGs, qui attire les macrophages 

circulants (TAMs ; tumor-associated macrophages) (306,307). Les CSGs sont impliquées dans le changement 

phénotypique des macrophages : elles inhibent le phénotype M1 (proinflammatoire) et favorisent le 

phénotype M2 (anti-inflammatoire, immunosuppressif et proangiogénique) en sécrétant les cytokines sCSF-

1 (soluble colony-stimulating factor), TGF-β1 et MIC-1 (308). De manière similaire, les CSGs recrutent les 

lymphocytes T régulateurs, immunosuppressifs, et entraînent l’apoptose des lymphocytes T via la voie de 
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signalisation STAT3 (309). Les CSGs assurent également la survie des cellules myloïdes immunosuppressives 

(MDSCs), en sécrétant le facteur MIF (migration inhibitory factor) (310). Enfin, les CSGs empêchent le 

déclenchement de la réponse immunitaire. En effet, les CSGs sous-expriment le récepteur TLR4 (toll like 

récepteur 4), un composant de l’immunité innée inflammatoire, essentiel pour recruter des cellules du 

système immunitaire (311). 

Pour résumer, les différentes niches ont une importance majeure dans le maintien et l’expansion des CSGs 

mais également dans leur protection face aux thérapies. Les CSGs ne sont pas passives, elles ont un rôle 

primordial dans le remodelage et la formation de leur niche. Il s’agit d’une relation complexe et 

bidirectionnelle. L’existence de ces différentes niches complexifie la prise en charge du GBM et l’éradication 

des CSGs. Par ailleurs, les différents exemples décrits précédemment démontrent la capacité des CSGs à 

s’adapter à un microenvironnement. Comme nous l’avons écrit dans le V.3.b), le microenvironnement est 

impliqué dans l’hétérogénéité intra-tumorale du GBM. Il parait ainsi évident, que les différentes niches ont 

un rôle majeur dans l’hétérogénéité des CSGs. 

IV. Hétérogénéité des CSGs 

L’étude de Dehcordi et al., 2017 (217) a généré 13 lignées de CSGs à partir de 20 tumeurs de patients et a 

montré que leurs temps de génération et leurs morphologies sont différents. Certaines CSGs forment des 

neurosphères en 10 jours et d’autres en plus de 30 jours; certaines sont organisées en agrégats de tailles 

différentes et d’autres sont flottantes ou semi-adhérentes. Ces résultats démontrent une hétérogénéité 

inter-tumorale des CSGs. De plus, l’étude de Piccirillo et al., 2009 (287) a montré que différentes populations 

de CSGs peuvent exister au sein du même GBM, démontrant une hétérogénéité intra-tumorale des CSGs. 

1. Hétérogénéité protéique 

Comme décrit précédemment, il existe différents marqueurs permettant d’identifier les CSGs. Parmi ceux-

ci, CD133 (prominin 1) est l’un des premiers marqueurs à avoir été utilisé afin d’identifier et d’isoler des 

cellules souches tumorales de différents cancers, notamment dans le GBM. CD133 est une glycoprotéine 

transmembranaire exprimée uniquement pendant le développement embryonnaire. Dans un contexte 

tumoral, CD133 active l’auto-renouvellement et la formation des neurosphères in vitro et l’initiation 

tumorale avec une faible quantité de cellules (100 CSGs CD133+) (312,313). 

L’évaluation de l’expression de CD133 repose sur la détection de l’épitope AC133 (localisé au niveau du 

domaine extracellulaire de CD133). Néanmoins, plusieurs études ont remis en cause la corrélation entre le 

taux de détection d’AC133 et l’expression de CD133. Ainsi, deux études ont montré que l’analyse de 

l’expression de CD133 n’est pas idéale pour confirmer le statut souche d’une cellule. La première montre que 

CD133 est sujet à une glycolysation induisant la formation de différents épitopes et l’absence de 

reconnaissance par l’anticorps pour la forme non glycosylée. Cette étude a également mis en évidence une 

expression de CD133 fluctuante en fonction du cycle cellulaire, avec une expression élevée pendant les 

phases S/G2/M (314). La deuxième étude a démontré que l’expression membranaire de CD133 n’est pas 
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stable selon le microenvironnement (312). Enfin il a été montré que son expression n’est pas corrélée à la 

tumorigenèse ni au grade tumoral (315).  

La découverte de cellules n’exprimant pas CD133 (CD133-) et présentant les mêmes caractéristiques que 

les CSGs CD133+ (auto-renouvellement in vitro et formation de GBM in vivo), a confirmé l’existence de deux 

types de CSGs : des CSGs CD133+ et des CSGs CD133- (316–318). Cultivées dans les mêmes conditions, les 

deux types de CSGs présentent des morphologies différentes. Les CSGs CD133+ poussent sous forme de 

neurosphères, caractéristiques des CSGs, et les CSGs CD133- se cultivent sous forme adhérente (319). Deux 

types de CSGs sont aujourd’hui décrits, les CSGs proneurales et les CSGs mésenchymales (320–322). Les CSGs 

proneurales sont caractérisées moléculairement par un profil CD133+, Olig2+ et PDGFRα+. Les CSGs 

mésenchymales expriment le marqueur CD44+ (OLIG2- et PDGFRα-) (203,320). Récemment, d’autres 

marqueurs ont été identifiés pour différencier les deux types des CSGs. L’expression de PATZ1 (POZ, AT-hook 

and Zinc-finger) est associée aux CSGs proneurales, tandis que l’expression de la tTG (tissue 

transglutaminase) et d’ALDH1A3 (Aldehyde dehydrogenase 1A3) a été mise en évidence dans les CSGs 

mésenchymales (323,324). D’un point de vue phénotypique, les CSGs proneurales sont plus prolifératives et 

forment, in vivo, une tumeur délimitée. Au contraire, les CSGs mésenchymales sont plus invasives et 

induisent, in vivo, une tumeur infiltrante (203,321). Les souris xénogreffées par les CSGs mésenchymales ont 

une survie plus faible que celles ayant reçu les CSGs proneurales (15 jours vs 123 jours) (320). Par ailleurs, les 

CSGs mésenchymales sont plus résistantes à la radio-chimiothérapie (314). Il est intéressant de noter que les 

deux types de CSGs coexistent au sein d’un même GBM et une plasticité entre les deux sous-types est 

possible, notamment après traitements (320,321).  

Bien que les deux types de CSGs présentent un phénotype souche, les CSGs CD133+ sont considérées 

comme souches totales, similaires aux cellules souches neurales fœtales, car elles sont capables de se 

différencier en trois lignages. En revanche, les CSGs CD44+, plus proches des cellules souches neurales 

adultes, seraient des cellules souches « partielles » notamment car elles ont une capacité de différenciation 

plus limitée (325). Par ailleurs, l’étude de Chen et al., 2009 (316) a démontré l’existence d’une hiérarchie 

entre différentes CSGs, basée sur la clonogénicité des CSGs après différenciation : 

 Les CSGs de type 1 n’expriment pas CD133 en condition souche et se différencient en formant des 

cellules tumorales hétérogènes (CD133+ et CD133-)  

 Les CSGs de type 2 expriment CD133 en condition souche et se différencient en formant des cellules 

tumorales hétérogènes. 

 Les CSGs de type 3 n’expriment pas CD133 en condition souche et se différencient en formant des 

cellules tumorales n’exprimant pas CD133. 

In vivo, l’injection des CSGs de type 1 et 2 forme des tumeurs invasives alors que les CSGs de type III initient 

des tumeurs bien délimitées. Bien que les trois types de CSGs présentent un phénotype souche (auto-

renouvellement, différenciation et formation de tumeur), les CSGs de type III ont un taux de renouvellement 

faible et prolifèrent lentement. Selon l’étude, le type I correspond au statut le plus indifférencié, alors que le 

type III correspond à une CSGs plus mature.  
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Ces différentes études confirment l’existence de différentes CSGs, selon leurs profils moléculaires et 

phénotypiques. Néanmoins, aucun marqueur, utilisé seul, ne semble pouvoir identifier de manière spécifique 

un type de CSGs. Une combinaison pourrait permettre de différencier les CSGs. Une autre possibilité 

d’identifier différentes CSGs pourrait se baser sur leurs localisations.  

2. Hétérogénéité de localisation 

Les différentes niches décrites précédemment sont des lieux privilégiés pour le maintien du phénotype 

souche des CSGs. Néanmoins, certaines CSGs semblent être préférentiellement localisées dans un 

microenvironnement spécifique.  

La niche périvasculaire est enrichie en CSGs exprimant CD44 et l’intégrine α6, deux protéines qui 

interagissent avec les protéines de la matrice extracellulaire (l’ostéopontine et la laminine respectivement) 

(272,326). Plus récemment, il a été montré que le marqueur CD109 est également exprimé par les CSGs 

présentes dans la niche périvasculaire (327). Il est intéressant de noter que le taux d’expression d’un 

marqueur peut varier selon la localisation des CSGs. Comme nous l’avons dit, les CSGs exprimant fortement 

CD44 sont localisées dans la niche périvasculaire. Néanmoins, certaines CSGs expriment plus faiblement 

CD44 et sont localisées au niveau de la niche invasive. En plus de présenter une localisation différente, le 

taux d’expression de CD44 influence également le phénotype de CSGs. Dans la niche périvasculaire, 

l’activation de CD44 assure l’auto-renouvellement des CSGs alors qu’au niveau de la niche invasive, CD44 

favorise l’infiltration des CSGs (286,328). Des résultats similaires ont été observés selon l’état de 

phosphorylation d’Olig2 (Oligodendrocyte transcription factor). Non phosphorylé, Olig2 induit la 

transcription du facteur TGFβ, une protéine impliquée dans l’invasion, alors que la phosphorylation d’Olig2 

stimule la profération des CSGs (329). 

La niche hypoxique semble également être enrichie en CSGs particulières, capables de survivre dans ces 

conditions. La glycolyse anaérobie est un processus métabolique permettant aux cellules de proliférer malgré 

l’absence d’oxygène. La préférence des cellules cancéreuses à utiliser la glycolyse anaérobie au lieu de la 

phosphorylation oxydative a été observée par Warburg (effet Warburg). Récemment il a été mis en évidence 

la corrélation entre le métabolisme glycolytique et le phénotype souche (330). L’étude de Bayin et al., 2017 

(236) a montré que les CSGs dont la voie de signalisation Notch est activée (une caractéristique des CSGs 

résidant dans la niche périvasculaire) sont inaptes à survivre sans oxygène ni nutriments. De manière 

intéressante, l’expression ectopique du domaine intracellulaire du récepteur Notch1 dans des CSGs 

hypoxiques suffit à entraîner un changement métabolique vers un métabolisme oxydatif. Plusieurs voies de 

signalisations, impliquées dans la glycolyse anaérobie, assurant la survie des CSGs en condition hypoxique 

ont été mises en évidence. Récemment, l’étude de Fidoamore et al., 2017 (331) a montré que le récepteur 

PPARα (peroxisome proliferator–activated receptor) régule la transcription de gènes impliqués dans 

l’augmentation des transporteurs du glucose (GLUT-3), la conversion du glucose en glycogène et le stockage 

de glycogène, la ressource d’énergie la plus rapidement métabolisable. Son expression est induite par 

l’hypoxie et permet aux CSGs de survivre. De manière intéressante, il a été observé que le métabolisme 

glycolytique est sur-régulé (ALDH1A3) dans les CSGs mésenchymales comparées aux CSGs proneurales (320). 
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Ces données semblent montrer que certaines CSGs sont « programmées » à résider dans une niche 

particulière selon leur profil moléculaire.  

Ces derniers résultats montreraient que les différentes niches gouvernent les propriétés des CSGs : la niche 

périvasculaire stimule l’auto-renouvellement et la prolifération des CSGs alors que dans la niche invasive les 

CSGs restent quiescentes (286). Mais il est également possible que ce soient les différentes caractéristiques 

des CSGs qui influencent leurs localisations : les CSGs capables de réaliser la glycolyse anaérobie pourront 

s’adapter et continuer à s’autorenouveller en condition hypoxique. Ces deux hypothèses peuvent coexister. 

Néanmoins, ces données montrent l’importance du métabolisme des CSGs à s’adapter au 

microenvironnement. Cette capacité d’adaptation peut expliquer leur résistance aux thérapies (332). En 

effet, les CSGs sont capables de passer d’un état quiescent à un état prolifératif afin de repeupler les tumeurs 

(295).  

V. Résistance 

L’un des principaux enjeux dans le traitement du GBM est d’éliminer les cellules tumorales résiduelles, 

résistantes à la chimio et radiothérapie. La découverte des CSGs a permis d’émettre l’hypothèse que les 

thérapies actuelles éliminent les cellules tumorales différenciées, mais pas les CSGs. Ainsi, en raison d’une 

plus grande résistance et de leur capacité d’auto-renouvellement, les CSGs vont former la récidive.  

1. Chimiothérapie 

Les CSGs auraient une chimiorésistance intrinsèque au TMZ, plus forte que les cellules tumorales 

différenciées. Ces données ont été suggérées suite à l’étude de Chen et al., 2012 (333), qui a mis en évidence 

la prolifération de cellules exprimant la nestine (marqueur souche) après traitement par TMZ. L’échec 

thérapeutique peut être expliqué par une réparation de l’ADN accrue au sein des CSGs. Il a en effet été 

montré une surexpression de la protéine de réparation MGMT dans les CSGs comparées aux cellules 

tumorales. Néanmoins, il est intéressant de noter que les CSGs ont une expression hétérogène de cette 

enzyme. En effet, certaines CSGs n’expriment pas la MGMT et entrent en apoptose après traitement au TMZ. 

En revanche, le TMZ est inefficace avec une CSG l’exprimant. Par ailleurs, l’étude de Pistollato et al., 2010 

(298) a montré que les CSGs localisées au centre du GBM, (environnement hypoxique) ont une expression 

de MGMT plus élevée, comparées aux CSGs situées à la périphérie. De plus, les CSGs surexpriment la protéine 

réparatrice d’ADN, KDM2B (334). Son inhibition diminue l’auto-renouvellement des CSGs et augmente leur 

apoptose. Enfin, la protéine Gli1 (voie de signalisation SHH) est également impliquée dans la résistance au 

TMZ, en activant les mécanismes de réparation de l’ADN dont ATM (248,335).  

Les CSGs expriment également un taux élevé de gènes anti-apoptotiques (FLIP, BCL-2, BCL-XL) et de 

protéine inhibitrice d’apoptose (XIAP, xIAP1/2, survivine) (320). 

En plus des mécanismes de réparation augmentés, la surexpression des protéines de transport ABC (ATP 

binding cassette) dans les CSGs peut expliquer leur résistance. Il s’agit de protéines localisées au niveau de la 

membrane, permettant d’expulser de manière active (hydrolysation de l’ATP) un ensemble de molécules 
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thérapeutiques. Ces protéines sont capables d’expulser de nombreuses molécules thérapeutiques (la 

carboplatine, le TMZ, le taxol et le VP16), ce qui participe au phénomène MDR (multidrug resistance) (336). 

Les protéines de transport, MRP1 et P-gP, sont surexprimées dans les CSGs notamment après traitement par 

le TMZ (337). L’inhibition de MRP1 diminue la résistance des CSGs à la vincristine, l’étoposide et le taxol (338). 

Par ailleurs, l’activation d’ABCG2 augmente l’auto-renouvellement et la migration des CSGs (265,339).  

Enfin, les chimiothérapies actuellement utilisées ciblent le cycle cellulaire, ce qui explique leur inefficacité 

sur les CSGs, qui sont quiescentes (340).  

2. Radiothérapie 

La résistance aux radiations ionisantes a été confirmée par l’augmentation du nombre de CSGs CD133+ 

après radiothérapie in vitro et in vivo (341–343). L’étude de Bo et al., 2014 (344) a montré que la protéine 

Chk2 (kinase des points de contrôle du cycle cellulaire) est impliquée dans leur radiorésistance. Par ailleurs, 

l’activation constitutionnelle de Cd25c, un effecteur de la voie ATM/chk1 dans les CSGs, explique également 

leur radiorésistance (343). De plus, les voies de signalisation STAT3 et Notch sont impliquées dans la 

résistance à la radiothérapie : la première en diminuant la réparation de l’ADN (activation des axes ATM/chk2 

et ATR/chk1) et la deuxième en inhibant la différenciation des CSGs (329,330). En effet, la radiothérapie induit 

l’augmentation du ligand Jagged exprimé par les cellules endothéliales, ce qui augmente leur auto-

renouvellement (242,345). 

3. Plasticité 

En plus de présenter une résistance intrinsèque élevée, les CSGs ont également de grandes capacités 

d’adaptation en réponse à la radio et chimiothérapie. En effet, la résistance des CSGs s’explique également 

par leur plasticité cellulaire. Il s’agit d’un changement morphologique, fonctionnel et moléculaire d’une 

cellule. Cette reprogrammation peut être induite par des modifications du microenvironnement ou par des 

thérapies. Comme nous l’avons indiqué, les CSGs peuvent se transdifférencier en péricytes ou en cellules 

endothéliales et peuvent se différencier en cellules tumorales. Un troisième type de plasticité a été décrit : 

la dédifférenciation. Ce processus se définit par la génération de CSGs à partir de cellules différenciées 

tumorales.  

La dédifférenciation a notamment été mise en évidence après radio ou chimiothérapie (346). L’étude de 

Lee et al., 2016 (347) a mis en évidence in vitro que des cellules différenciées (CD133-), malgré des conditions 

de culture favorisant leur différenciation, acquièrent le phénotype souche (CD133+) après traitement par 

TMZ. Il a été montré que les cellules tumorales non éradiquées par le TMZ présentent un phénotype 

quiescent similaire au statut souche (348). En effet, les thérapies peuvent induire cet arrêt de prolifération 

réversible qui mime une fausse efficacité thérapeutique car les cellules quiescentes restent 

asymptomatiques (348–350). Ces données ont également été confirmées in vivo, où un modèle murin de 

récurrence a montré une augmentation de l’expression des marqueurs souches, par rapport à la tumeur 

initiale. Les mécanismes moléculaires impliqués dans la dédifférenciation peuvent être activés par l’hypoxie, 

induite ou non par le TMZ, et la radiothérapie (232,300). Par ailleurs, il est intéressant de noter que selon 
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Kawamura et al., 2017 (233), une plasticité entre une cellule tumorale proneurale «différenciée» et 

mésenchymale «immature» peut être considérée comme une dédifférenciation.  

Ayant une capacité de résistante accrue et une capacité d’auto-renouvellement, les CSGs sont 

responsables des récidives. Il a été montré que les CSGs isolées de GBM récurrents sont plus invasives in vivo 

(351). Trouver de nouvelles cibles pour éradiquer les CSGs est un enjeu nécessaire dans le traitement du 

GBM. 

VI. Traitement 

La découverte des CSGs a apporté de nombreux espoirs pour trouver de nouvelles cibles thérapeutiques. 

Ainsi, éradiquer les CSGs permettrait d’empêcher l’initiation de GBM à la périphérie de la résection 

chirurgicale et de diminuer les résistances et récidives (267). Trois stratégies sont actuellement étudiées pour 

induire l’apoptose des CSGs:  

 Cibler directement les voies de signalisation impliquées dans l’auto-renouvellement des CSGs 

 Induire leur différenciation pour les rendre plus sensibles aux thérapies  

 Inhiber les voies qui contrôlent leur résistance  

1. Cibler l’auto-renouvellement des CSGs 

a) Voie Wnt 

Inhiber la voie de signalisation Wnt dans les CSGs entraîne leur sensibilisation au TMZ, en diminuant la 

transcription des protéines de transport ABCC2 et ABCC4 (352). Deux protéines font l’objet de recherches 

dans l’inhibition de la voie Wnt : la β-caténine et la protéine GSK3-β.  

Il a été démontré que le Diclofenac et le Celecoxib, des anti-inflammatoires non stéroïdiens, inhibent la β-

caténine et induisent une diminution de la prolifération et de la migration des cellules de GBMs (353). Testé 

en phase II dans les GBMs nouvellement diagnostiqués, associé au TMZ, le Celecoxib n’a pas montré de gain 

de survie (NCT00112502) (354). Deux inhibiteurs de GSK3-β ont été analysés dans les cellules de GBMs : l’AR-

A01441 et le LiCl. Ces deux agents permettent une augmentation de l’apoptose des cellules de GBMs, une 

diminution de la formation de neurosphères et de la clonogénicité (355). Deux nouveaux inhibiteurs sélectifs 

de la voie Wnt ont été synthétisés : le SEN461 et le XAV939 (251). In vitro, l’agent SEN461 est responsable de 

l’inhibition de la croissance de cellules de GBMs. Aucune donnée clinique n’a étayé l’efficacité de l’inhibition 

de GSK3-β (356).  

Par ailleurs, l’étude de Adamo et al., 2017 (357) a montré que la voie Wnt peut être activée par le récepteur 

à tyrosine kinase RYK. La surexpression de RYK dans les CSGs, et son implication dans la dédifférenciation des 

cellules de GBM, font de lui une future cible thérapeutique.  

http://clinicaltrials.gov/show/NCT00112502
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b) Voie Notch 

La voie Notch est impliquée dans l’invasion, dans la résistance aux thérapies anti-VEGF et dans les 

récurrences des GBMs (235,239,358). Comme nous l’avons dit, l’activation de cette voie induite par un de 

ses ligands (Delta et Jagged), entraîne un clivage du récepteur Notch, permettant la libération du domaine 

intracellulaire du récepteur et sa translocation au noyau. Le clivage de Notch est médié par l’α et la γ-

sécrétase (359). Il a été proposé de cibler la voie Notch en inhibant l’enzyme γ-sécrétase (360,361). Plusieurs 

inhibiteurs ont été testés in vitro, parmi ceux-ci : 

 Le MRK003, qui induit l’apoptose de CSGs, notamment des CSGs de type mésenchymal (362). 

 Le dnMAML, un inhibiteur peptidique, a montré une diminution de la croissance tumorale de cellules 

de GBMs (363). Cet inhibiteur a été conjugué à un peptide mimant l’élastine afin de cibler 

spécifiquement les cellules tumorales. L’induction d’une hyperthermie, au niveau de la tumeur, 

provoque l’activation du peptide localisé. Ceci réduit le risque d’effets indésirables médiés par 

l’inhibition systémique de la voie Notch.  

 Le GSI (RO4929097), qui associé à la RT et au TMZ, entraîne une diminution de la taille de la masse 

tumorale et une survie prolongée de souris immunodéficientes, comparé au traitement standard. In 

vivo, il réduit le nombre de CSGs dans le GBM (238). Associé à un inhibiteur de la farnesyltransferase 

(anti-Ras), l’activité cytotoxique du GSI est augmentée (364). 

En ce qui concerne les données cliniques, seul le composé GSI (R04929097) est actuellement testé. Une 

étude de phase I étudiant la toxicité du GSI associé au Bevacizumab, a montré des résultats encourageants 

(NCT01189240) (365). Deux études de phases II sont en cours chez les patients atteints de GBM récurrent en 

monothérapie (NCT01122901) ou associé au Bevacizumab (NCT01189240). 

c) Voie Hedgehog (SHH) 

Deux principaux effecteurs de la voie SHH font l’objet de stratégies thérapeutiques : le récepteur SMO et 

la protéine Gli1 (245,246,366). 

L’inhibition de SMO est possible via deux inhibiteurs, LDE225/Sonidegib et GDC-0449/Vismodegib (367). 

Le vismodegib diminue la capacité tumorigène et est actuellement en cours d’essais cliniques (phase II) dans 

les GBMs récidivants (NCT00980343).  

Gli1 peut être inhibée par la cyclopamine. Celle-ci induit une diminution du nombre de CSGs au sein de 

neurosphères et entraîne leur sensibilisation à la RT (368). L’optimisation de la cyclopamine, par l’ajout du 

groupement glucuronide, a montré une diminution de la masse tumorale sans avoir les effets toxiques de 

l’inhibition de Gli1 dans les astrocytes. Cette formulation permet de cibler spécifiquement les cellules 

tumorales exprimant l’enzyme β-glucuronidase (369). De manière similaire, la formation de cyclopamine au 

sein de micelles entraîne une inhibition de la prolifération et de l’invasion de cellules de GBMs. Cette 

formulation potentialise également l’effet cytotoxique du TMZ in vivo (370).  
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L’inhibition simultanée de Gli1 et Gli2 par le GANTT61 potentialise la cytotoxicité du TMZ. Ce composé est 

particulièrement intéressant car il empêche l’activation de la voie Notch par le TMZ (248). Par ailleurs, la voie 

de signalisation SHH peut être activée par la voie NfκB. Il est possible de cibler indirectement cette voie par 

des anti-inflammatoires régulant la voie NfκB. Selon Ming et al., 2017 (371), l’aspirine peut augmenter la 

sensibilité au TMZ in vivo. Aucune étude clinique ne teste l’inhibition de Gli1. 

2. Induire la différenciation des CSGs 

Comme nous l’avons dit précédemment, induire la différenciation des CSGs permettrait de les sensibiliser 

aux thérapies actuelles. Stimuler la voie BMP est possible par différents mécanismes. Il a été proposé : 

 D’activer un effecteur de la voie BMP : l’activation de BMP-7 permet un arrêt de la progression 

tumorale in vitro (372).  

 De mimer des effecteurs de la voie BMP : le peptide mimant la protéine BMP-2, GBMP1, a été 

développé afin d’activer cette voie et est en cours de recherche (373).  

Activer la voie BMP est actuellement en cours d’essais cliniques. Une étude de phase I teste la protéine 

recombinante hrBMP4 dans les GBMs récurrents (NCT02869243). Néanmoins, les BMPs entraînent la 

différenciation des CSGs en type astrocytaire (374). Les astrocytes formés peuvent devenir prolifératifs, 

contrairement à une différenciation neuronale, considérée comme un stade de différenciation terminal 

(375). L’inhibition de Notch, qui induit une différenciation neuronale, semblerait être une stratégie de 

différenciation plus pertinente (233).  

De plus, la progression de gliomes de bas grade à un GBM secondaire, la transition proneurale à 

mésenchymale, la dédifférenciation ou l’acquisition de chimio et radiorésistance sont des processus régulés 

par des mécanismes épigénétiques. La dérégulation de ces mécanismes est une cible thérapeutique 

potentielle car ils peuvent être modifiés de manière réversible et facilement par des enzymes (376).  

Enfin, une dernière stratégie thérapeutique permettant d’induire une différenciation des CSGs repose sur 

leur métabolisme. En effet, inhiber le métabolisme glycolytique des CSGs (anti effet Warburg) est possible 

avec l’AMPc qui stimule la biogenèse mitochondriale et la phosphorylation oxydative (330). 

3. Inhiber les voies qui contrôlent la radiorésistance des CSGs 

Cibler la voie mTOR en inhibant mTORC1 et 2 induit une radiosensibilisation des CSGs et une augmentation 

de la survie des souris (127). Une double thérapie, inhibant les voies AKT/mTOR (FC85) et MDM2 (mouse 

double 2 homolog) (ISA27), conduit à une diminution des marqueurs souches et une augmentation des 

marqueurs de différenciation neuronale et gliale, mais également l’apoptose des CSGs (377).  

Par ailleurs, le facteur de transcription STAT3 est surexprimé dans les CSGs et est impliqué dans leur 

radiorésistance. L’étude de Masliantsev et al., 2018 (378) a montré que son inhibition entraîne une 

diminution de la viabilité, l’auto-renouvellement et une augmentation de la radiosensibilité in vitro de deux 

lignées de CSGs. La cucurbitacine, un inhibiteur de STAT3, ralentit la progression tumorale in vivo, et est 

actuellement en étude clinique de phase I (379).  
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Enfin, une activité basale plus élevée de l’EGFR dans les CSGs a été observée et son inhibition par le 

Gefitinib est impliquée dans la radiosensibilité. Seul, le Gefitinib diminue la prolifération des cellules 

tumorales mais pas des CSGs. Associé à la Doxurubicine ou à la radiation, le Géfétinib entraîne une 

cytotoxicité dans les CSGs (380). 
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Partie 3 : les inte grines 

I. Le microenvironnement tumoral et les intégrines  

1. Le matrisome 

Le processus tumoral n’est pas limité à l’accumulation de mutations, le microenvironnement participe 

également à l’initiation et à la progression tumorales. En effet, celui-ci apporte aux cellules cancéreuses des 

facteurs de survie, les protège des thérapies via l’infiltration de cellules immunitaires et leur permet de se 

disséminer. La matrice extracellulaire (ECM) est un élément majeur du microenvironnement tumoral, 

permettant l’interaction entre les cellules tumorales et les cellules stromales. Une étude portant sur le cancer 

du poumon a montré, à partir de différentes banques de données de patients, la corrélation entre la 

surexpression de protéines issues de l’ECM et le risque de récidives et de métastases. Ainsi, la surexpression 

du récepteur de l’acide hyaluronique permet aux cellules tumorales pulmonaires de se disséminer via la co-

option de l’ECM, et d’induire des métastases cérébrales (381). 

L’importance de l’ECM est mise en évidence à l’aide de l’étude du matrisome. Celui-ci, de plus en plus 

étudié ces dernières années, comprend les gènes codant pour les protéines composant et régulant l’ECM 

(Figure 13). Il est estimé que 300 gènes codent pour des protéines qui participent à l’architecture et à 

l’organisation de l’ECM (glycoprotéine, laminine, tenascine, collagène, fibronectine…) et que 700 gènes 

codent pour les protéines régulant l’ECM (382).  

 
Figure 13 - Intérêt scientifique de l’implication de l’ECM dans la progression tumorale. Recensement des publications, par an, 

contenant la combinaison de mots « ECM AND cancer » OR « ECM AND metastasis » (382). 

 

Plusieurs études ont mis en évidence l’augmentation de gènes du matrisome dans un contexte tumoral. A 

titre d’exemple, l’analyse de tissus cancéreux et normaux du sein a montré que 15 gènes sont sur-régulés, 

dont 7 appartiennent au matrisome et que 15 gènes sont sous-régulés, dont 9 sont également impliqués 

dans le matrisome (383). De même, parmi les 43 et 51 gènes sur-régulés dans les cancers du sein et du 

poumon métastatiques, 6 et 14 sont impliqués dans l’organisation de l’ECM (382). L’analyse du matrisome 
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permet également de stratifier les patients. En effet, l’étude de Lim et al., 2017 (384) a démontré sur 2000 

patients atteints d’adénomes pulmonaires non à petites cellules précoces, que 29 gènes codant pour des 

protéines de l’ECM permettent de diagnostiquer les patients selon un pronostic à faible ou haut risque.  

De plus l’ECM peut évoluer au cours de l’initiation ou la progression tumorale. La matrice peut être altérée 

au niveau des constituants cellulaires qui la composent, de son organisation et de ses propriétés physiques. 

En effet, la rigidité de l’ECM dans le cancer du sein, due à un dépôt de protéines, est corrélée à un phénotype 

plus agressif. Un remodelage plus rigide de l’ECM permet aux cellules tumorales de migrer et d’envahir de 

nouveaux organes (385–387). Les récepteurs d’adhésion cellulaire (intégrines, cadhérines, 

immunoglobulines et sélectines) assurent l’interaction de cellules et de l’ECM. Il s’agit de véritables 

carrefours entre les cellules tumorales et le microenvironnement. Parmi les récepteurs d’adhésion, les 

intégrines sont particulièrement étudiées dans un contexte tumoral. 

De nombreuses études ont mis en évidence que l’expression des intégrines est souvent augmentée dans 

les cellules tumorales et qu’elles participent à leur agressivité. Néanmoins, il est intéressant de noter que les 

intégrines, exprimées par les cellules du microenvironnement, sont également impliquées dans la 

progression tumorale. A titre d’exemple, l’hypoxie entraîne une augmentation de l’expression de la sous-

unité β1 dans les fibroblastes et des intégrines α5β1 et αvβ5 dans les cellules endothéliales (388). De plus, il 

a été montré que les intégrines exprimées par les plaquettes sont également impliquées dans le processus 

tumoral. En effet, une méta-analyse sur des patients atteints de maladies cardiovasculaires et bénéficiant de 

traitements antiplaquettaires présentent un risque plus faible de développer des métastases (389). 

Effectivement, les plaquettes interagissent avec les cellules tumorales lors de l’intravasation et les protègent 

contre les cellules du système immunitaire (390). Cette interaction est médiée par les intégrines exprimées 

sur les plaquettes, notamment par les intégrines α6β1 et αIIbβ3, qui participent à la formation de métastases 

pulmonaires (391,392).  

2. Les intégrines  

Les intégrines sont une famille de glycoprotéines hétérodimériques transmembranaires, appartenant à la 

famille des récepteurs d’adhérence cellulaire. Elles sont composées de deux sous-unités, reliées par une 

liaison non covalente. On dénombre 24 intégrines, représentées par 18 sous-unités α et 8 sous-unités β (393). 

Les intégrines sont impliquées dans l’adhésion entre les cellules et la matrice extracellulaire, dans la cohésion 

intercellulaire et dans de nombreux processus biologiques. 

a) Structures des intégrines  

Chaque intégrine contient trois domaines. Le domaine extracellulaire (700 à 1000 acides aminés), 

également appelé « tête globulaire », permet l’adhésion des ligands. La tête est soutenue par une partie 

linéaire contenant le domaine transmembranaire (20 à 30 acides aminés) et le domaine cytoplasmique (70 

acides aminés ; sauf la sous-unité β4 qui contient 1000 acides aminés). Ce dernier, également appelé 

« queue » ou « patte », interagit avec les protéines cytosoliques (394) (Figure 14). 
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i. Structure de la sous-unité alpha 

La sous-unité α (> 1100 acides aminés) est composée d’une chaîne légère (correspondant au domaine 

cytoplasmique et au domaine transmembranaire (25kD)) et d’une chaîne lourde (représentant la partie 

extracellulaire (120kD)). Les deux chaînes sont reliées par un pont disulfure (394).  

La partie extracellulaire de la sous-unité α contient le domaine β-propeller (propulseur), qui est organisé 

en 7 séquences répétées (de 60 acides aminés), et d’une région linaire composée de 3 domaines : thigh 

(cuisse), genu (genou) et calfs1/2 (mollets). La partie transmembranaire de la sous-unité α contient le motif 

GFFKR permettant l’interaction avec la queue de la sous-unité β. Enfin, la partie cytosolique de la sous-unité 

α ne contient pas de motif particulier et est variable. 

Il existe deux types de sous-unités α, qui diffèrent selon leur partie extracellulaire. Les sous-unités α3, α4, 

α5, α6, α7, α8, α9, αv et αIIb présentent la structure détaillée précédemment. En revanche, les sous-unités 

α1, α2, α10, α11, αM, αL, αD, αX et αE possèdent, entre deux séquences répétées du domaine β-propeller, 

le domaine α-I (ou α-A).  

ii. Structure de la sous-unité beta 

La partie extracellulaire de la sous-unité β (800 acides aminés) est composée de plusieurs domaines : le 

domaine β-I-like (également appelé βa), le domaine d’hybridation, le domaine PSI (plexin, semaphorin, 

integrin) et trois domaines EGF-like. Sa partie cytoplasmique contient un ou deux motifs spécifiques et 

conservés (NPxY, NPxxY), permettant l’interaction avec de nombreuses protéines intracellulaires possédant 

une séquence PTB (phosphotyrosine-binding) (393). 

 

Figure 14 - Structure des sous-unités α et β des intégrines (248)  

 

iii. Relation structure-fonction 

Les ligands se fixent à l’interface entre les domaines β-propeller et β-I-like (des sous-unités α et β 

respectivement) (393). Lorsque le domaine α-I est présent, il sert exclusivement d’ancrage aux ligands. 

L’adhésion de protéines extracellulaires sur les domaines α-I et β-I-like est possible via les sites MIDAS (Metal 

Ion-Dependent Adhesion Site, sur les sites α-I et β-I-like), ADMIDAS (Adjacent Metal Ion-Dependent Adhesion 
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Site, sur le site α-I) ou SyMBS (sur α-I). Ces trois sites fixent des cations divalents (calcium, magnésium ou 

manganèse) qui interagissent avec différents ligands.  

La sous-unité α définit la spécificité de l’intégrine pour son ligand. On note 4 types d’intégrines ; celles qui 

reconnaissent la laminine (α7β1, α6β1, α3β1, α9β1 et α6β4), le collagène (α1β1, α2β1, α10β1 et α11β1) et 

le motif RGD (αvβ1, αvβ5, αvβ3, αvβ8, αvβ6, αIIbβ3, α5β1, α8β1). Le motif RGD est composé de la séquence 

Arginine-Glycine-Acide aspartique, présente sur la fibronectine, la vitronectine et le fibrinogène. Un 4ème type 

d’intégrine reconnait les leucocytes (αXβ2, αMβ2, αDβ2, αLβ2, α4β1, α4β7 et αEβ7) (Figure 15). 

 
Figure 15 - Classification des 24 intégrines selon la combinaison des sous-unités α et β. La sous-unité α définit la spécificité de la 

reconnaissance des ligands intracellulaires (395). 

 

b) Activation des intégrines 

Les intégrines existent selon trois conformations (393) : 

- Repliée et fermée : la tête de l’intégrine est courbée et dirigée vers la membrane. Les deux sous-

unités sont reliées par un pont salin au niveau transmembranaire et cytoplasmique, ce qui rend 

impossible la fixation de ligands intracellulaires.  

- Extension-fermée : la tête de l’intégrine se soulève au-dessus de la membrane cellulaire, mais les 

deux sous-unités restent liées. Dans cette conformation, l’intégrine peut lier son substrat. 

- Extension-ouverte : les deux sous-unités, au niveau transmembranaire et cytoplasmique, se séparent 

et s’éloignent. Ce changement conformationnel permet aux protéines intracellulaires de se fixer à la 

sous-unité β. Il s’agit de la conformation active de l’intégrine.  

Plus récemment, l’étude de Miyazaki et al., 2018 (396) a montré par microscopie électronique que les 

mécanismes de conformation des intégrines sont plus diversifiés, plus complexes (ne se limitant pas aux trois 

conformations) et dépendent de chaque intégrine. A titre d’exemple, en condition de repos l’intégrine αvβ3 

présente une conformation fortement courbée tandis que les intégrines possédant les sous-unités β1/β4 ont 

des conformations intermédiaires (demi-courbée ou demi-étendue) (396,397). En ce qui concerne l’intégrine 
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αvβ8, celle-ci a une conformation constitutivement étendue, de manière indépendante de l’affinité pour son 

ligand (383). De plus, bien que les intégrines ne puissent pas lier leur substrat extracellulaire en condition de 

repos, il a été démontré que certaines peuvent interagir avec leur ligand malgré une conformation fermée 

(398). 

L’activation des intégrines est possible par deux mécanismes : soit via les protéines intracellulaires qui 

interagissent au niveau du domaine cytoplasmique de la sous-unité β (activation Inside-Out), soit via les 

protéines extracellulaires qui se fixent sur la tête de l’intégrine en conformation « Extension-fermée » 

(activation Outside-In) (Figure 16) : 

- L’activation « Inside-Out » est médiée par la fixation des protéines cytosoliques (taline, vinculine, 

paxiline, kindline) sur la sous-unité β. Ceci entraîne la rupture du pont salin qui sépare les deux sous-

unités α et β et la réorganisation de la partie extracellulaire via le pivotement du domaine 

d’hybridation de la sous-unité β. La tête se redresse, augmentant son affinité pour les ligands.  

- L’activation « Outside-In » est initiée par la fixation d’un ligand extracellulaire, ce qui entraîne 

l’agrégation de plusieurs intégrines et le recrutement de protéines intracellulaires au niveau de la 

membrane (399).  

 

 

Figure 16 - Schéma illustrant l’activation des intégrines selon la voie « Inside-out » et « Outside-in » (400). 
 

La voie « Inside-Out » régule l’adhésion à l’ECM et permet aux cellules de migrer (401,402), tandis que la 

voie « Outside In» permet de contrôler la polarité cellulaire et la structure du cytosquelette. L’ensemble des 

protéines intracellulaires, recrutées à la sous-unité β, forment un complexe membranaire multi-protéique 

nommé adhésome (393,403,404). 
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c) L’adhésome 

L’adhésome est défini comme un complexe multi-protéique formé entre les intégrines et l’actine du 

cytosquelette. Celui-ci est impliqué dans la survie, la polarité et la migration cellulaires (387). L’adhésome est 

une structure dynamique et de composition hétérogène selon l’intégrine et le tissu (405). Il est composé de 

protéines nommées ICA (Intégrine-Cytosquelette-Actine). Parmi les protéines recrutées lors de l’adhésion 

cellulaire, FAK (focal adhesion kinase) qui se lie à la sous-unité β via ses domaines FERMs, est l’une des plus 

étudiées. L’activation de la protéine FAK est induite par l’autophosphorylation de son domaine tyrosine 397, 

ce qui augmente son affinité pour le domaine SH2 du proto-oncogène à activité tyrosine kinase Src. Celui-ci 

entraîne la phosphorylation d’un autre domaine de la protéine FAK, créant un site de liaison pour d’autres 

protéines (406). Le complexe FAK/Src recrute à la membrane et active différentes protéines : MAPK, PI3K et 

les protéines appartenant à la famille des GTPases (Rac, CDC42, Ras et Rho) (407).  

Bien que FAK soit l’une des plus étudiées, plus de 200 composants sont recrutés lors de l’adhésion 

cellulaire (408) (Figure 17). Les protéines qui composent l’adhésome peuvent être caractérisées en deux 

types : les protéines d’échafaudage (intégrines, protéines adaptatrices, protéines du cytosquelette) et les 

molécules de régulation (kinase, phosphatase, GTPases, protéase…) (409). De plus, une étude de microscopie 

de fluorescence a mis en évidence les différentes étapes dans la formation de l’adhésome. Celui-ci est initié 

par la formation d’adhésion naissante puis de complexes focaux, d’adhésion focale puis d’adhésion fibrillaire 

(410). Le recrutement de la paxiline, de la vinculine et de la taline à la sous-unité β de l’intégrine est une 

étape initiale et permet à son tour le recrutement d’autres protéines (409). En revanche, la tensine est 

recrutée pendant les phases intermédiaires et la zyxine et l’α-actinine sont présentes dans l’adhésome 

mature, à des phases plus tardives (411). Les kindlines renforcent l’adhésion de l’adhésome (398). La cycline 

CDK1 présente également un rôle central dans la régulation de la formation des complexes. Lors du 

désassemblage, les protéines se retirent également à des vitesses et temps différents (412).  

Enfin, l’analyse de l’état de phosphorylation dans les complexes d’adhésion sur fibronectine a montré que 

parmi les 1100 protéines identifiées, 499 sont phosphorylées. Ainsi, de nombreuses kinases et phosphatases 

sont recrutées au niveau de l’adhésome, ce qui confirme l’importance majeure de la phosphorylation dans 

la régulation de l’adhésion cellulaire (405).  
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Figure 17 - Représentation schématique d’un méta-adhésome des intégrines (408). 

d) Les intégrines et la mécanotransduction 

De par leur interaction avec l’ECM, les intégrines ont un rôle majeur dans la transmission de signaux du 

microenvironnement et dans l’adaptation des cellules (413). Ce processus est appelé mécanotransduction 

(Figure 18). Il s’agit de la régulation cellulaire réalisée suite aux signaux mécaniques de l’environnement 

(414).  

Les intégrines détectent et apportent aux cellules des informations concernant les propriétés mécaniques 

de l’ECM (rigidité, élasticité) (411,414–416). En effet, les différentes topologies de la matrice affectent 

l’organisation du cytosquelette et la morphologie cellulaire. A titre d’exemple, sur un substrat rigide les 

cellules ont une forme allongée et polarisée, tandis que sur un substrat souple, les cellules sont arrondies 

(409).  

De plus, les intégrines influencent également les forces exercées par les cellules sur leur substrat. Ces 

forces sont initiées par l’actomyosine et par les adhésions des intégrines (411). Chaque intégrine semble 

générer des forces différentes. En effet, des études analysant les forces, exercées au niveau des adhérences, 

ont montré que celles médiées par l’intégrine α5β1 sont plus élevées que celles de l’intégrine αvβ3 (417). 
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Enfin, les protéines de l’adhésome ont des propriétés mécanosensitives : elles sont capables de s’étirer en 

fonction des forces de contraction de l’actomyosine. En détectant les forces médiées par le cytosquelette, 

elles modifient l’affinité des intégrines pour leur substrat (417–419). 

 
Figure 18 - Mécanotransduction. Les intégrines participent à l’attachement des cellules à l’ECM via la détection de ses propriétés 

physiques. Les cellules s’adaptent en modifiant l’organisation du cytosquelette et les fonctions cellulaires. Les forces médiées par les 
cellules sont régulées par les intégrines (411). 

 

Pour résumer, les intégrines sont des récepteurs dynamiques et bidirectionnels. Leur activation permet 

d’intégrer les signaux du microenvironnement et de les transmettre aux cellules. Néanmoins, elles ne sont 

pas seulement impliquées dans la reconnaissance du substrat matriciel, mais elles régulent également le 

comportement cellulaire (migration, motilité, prolifération…) des cellules via l’activation de voies de 

signalisation (PI3K, MAPK). Enfin, de par leur interaction avec les protéines adaptatrices intracellulaires qui 

interagissent avec l’actine du cytosquelette (taline, paxiline), elles modulent la structure et l’adhérence 

cellulaire. Du fait de leurs multiples fonctions, la dérégulation des intégrines entraîne de nombreuses 

pathologies.  

II. Rôle des intégrines dans les pathologies 

1. Pathologies non cancéreuses 

Certaines intégrines sont spécifiques d’un type cellulaire: l’intégrine αIIbβ3 est exprimée au niveau des 

plaquettes, α6β4 des kératinocytes, αEβ7 des lymphocytes T et des cellules dendritiques et la sous-unité β2 

sur les leucocytes (393). Ainsi, elles possèdent des rôles physiologiques spécifiques, notamment dans la 

vasculogenèse, la formation de thrombus ou de la peau, l’activation de la réponse immunitaire et la 

lymphoangiogenèse (393). La mutation ou la perte d’expression de ces intégrines sont associées à différentes 

pathologies : l’inhibition de la sous-unité β2 entraîne des déficits immunitaires, celle de la sous-unité α4 des 

maladies inflammatoires (sclérose multiple, maladie de Crohn) et l’inhibition de la sous-unité β4 des maladies 

de peau (épidermolyse bulleuse et atrésie pylorique) (402). Elles représentent des cibles thérapeutiques 

pertinentes dans la prise en charge de pathologies inflammatoires/auto-immunes et dans les troubles 

vasculaires thrombotiques (420).  
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L’intégrine αIIbβ3 régule l’agrégation plaquettaire (402,421,422). Son inhibition bloque la liaison entre les 

plaquettes et le fibrinogène, empêchant la formation de thrombus (423,424). Plusieurs antagonistes de 

l’intégrine αIIbβ3 (Abiciximab et l’Eptifitanib et le Tirofiban) sont utilisés en clinique dans la prévention de 

thromboses ou dans le traitement de l’angor instable. L’inhibition de la sous-unité α4 bloque le trafic des 

leucocytes à travers la barrière hématoencéphalique (α4β1) et du tractus digestif (α4β7), ce qui régule 

l’inflammation. Ainsi, le Natalizumab, un antagoniste de l’intégrine α4β1 et α4β7, est indiqué dans la sclérose 

en plaques et dans la maladie de Crohn. Un nouvel antagoniste de l’intégrine α4β7, le Védolizumab, est 

également proposé dans la maladie de Crohn et la colite ulcéreuse (425). 

2. Pathologies cancéreuses 

Bien que n’étant pas des oncogènes et étant rarement mutées, les intégrines participent à la progression 

et l’agressivité tumorales. Les intégrines sont capables d’induire une augmentation de la migration/invasion 

et de la prolifération de cellules tumorales. Elles agissent également dans la résistance aux thérapies, dans 

l’angiogenèse et dans la formation de métastases (402,426) (Figure 19). Les intégrines αvβ3, αvβ5, α5β1, 

α4β1, αvβ6 et αvβ8 sont surexprimées dans les cancers ; les intégrines αvβ3, αvβ5 et α5β1 étant les plus 

étudiées (402,427). Leur activation ou leur surexpression est souvent corrélée à la diminution de la survie 

des patients.  

a) Implication des intégrines dans la progression tumorale 

i. Prolifération 

Les intégrines peuvent potentialiser la prolifération cellulaire en interagissant avec les récepteurs à activité 

tyrosine kinase (RTKs) de manière directe ou indirecte (modulation de leurs expressions ou activation de 

facteurs de croissance). Plusieurs interactions directes entre RTKs et intégrines ont été décrites : les 

intégrines α5β1 et αvβ3 activent respectivement c-Met et l’EGFR dans les cancers ovariens (428,429). De 

manière similaire, la sous-unité β4 forme un complexe avec le récepteur ErbB2, ce qui entraîne un gain de 

prolifération et une résistance à l’apoptose dans les cancers du sein (430).  

En ce qui concerne la stimulation indirecte des RTKs par les intégrines, l’hétérodimère αvβ3 est nécessaire 

à la fixation du ligand IGF-1 (insulin-like growth factor 1) sur son récepteur IGF1R (insulin-like growth factor 

1 receptor). Ainsi, l’étude de Fujita et al., 2013 (431) a montré que le complexe αvβ3/IGF-1/IGF1R active les 

protéines Src, Akt et MAPK. Dans le cancer du sein, l’intégrine α3β1 entraîne l’homodimérisation et 

l’activation du récepteur ErbB2, via la protéine RhoA, ce qui augmente la prolifération des cellules tumorales 

(432). De plus, dans des cellules du cancer du poumon, la sous-unité β1 assure le renouvellement de l’EGFR 

au niveau de la membrane cellulaire. Son inhibition induit une diminution de la prolifération et de la 

migration in vitro et in vivo (433). L’intégrine α6β4 réduit la dégradation de l’EGFR dans les carcinomes 

pancréatiques (434). Enfin, il est intéressant de noter que la surexpression des intégrines peut être induite 

suite à l’inhibition de RTKs. A titre d’exemple, la sous-unité β1 est un mécanisme compensatoire à l’EGFR 

dans la survie de cellules de cancers du sein, traitées par thérapies anti-EGFR (435).  
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ii.  Migration 

Dans un contexte physiologique ou tumoral, les intégrines stimulent la migration cellulaire en activant les 

protéines appartenant à la famille des GTPases (notamment la protéine Rac1). Celles-ci entraînent la 

formation de protrusions via la polymérisation de l’actine, ce qui est nécessaire à la migration cellulaire (436). 

Les intégrines activent également les voies de signalisation PI3K et MAPK, qui stimulent la survie, la croissance 

et la progression du cycle cellulaire (436). Ainsi, l’intégrine α2β1 stimule la prolifération des cellules de 

cancers colorectaux et la formation de métastases hépatiques via l’augmentation de la cycline D1 (437).  

De manière intéressante, une revue récente a montré l’implication des intégrines dans la déformation du 

noyau, permettant de se mouvoir en même temps que la migration des cellules (385). A titre d’exemple, 

l’intégrine α4β1 régule la rigidité du noyau de lymphocytes lors de leur migration (438). 

iii. Survie/autosuffisance et résistance à l’apoptose 

Les intégrines participent également à la survie et l’autosuffisance des cellules tumorales, entraînant une 

résistance à l’apoptose. Elles peuvent notamment augmenter l’expression de protéines anti-apoptotiques 

(Bcl2, Flip) (439,440) et inactiver des protéines pro-apoptotiques (Bax) (441). La sous-unité β1 entraîne la 

dégradation de la protéine p53 dans les cellules tumorales du cancer du poumon (442). Dans le GBM, la sous-

unité β1 régule l’expression de la protéine TERT, impliquée dans le rétrécissement des télomères, ce qui 

induit une réplication illimitée (443). 

De plus, les intégrines peuvent être responsables de la survie des cellules cancéreuses non adhérentes. 

Physiologiquement, une perte d’adhésion à la matrice extracellulaire entraîne l’apoptose des cellules. Ce 

processus, appelé anoïkis, résulte de la perte d’interaction de la protéine FAK et du cytosquelette, ce qui 

entraîne l’activation de la protéine p53 puis de la caspase 8 (444). Les cellules cancéreuses peuvent être 

résistantes à l’anoïkis en raison de la surexpression de la protéine FAK ou d’une diminution de l’expression 

de la caspase 8, via la méthylation du promoteur de son gène (436,445–447). La dérégulation des intégrines 

peut également participer à la résistance à l’anoïkis. Une étude récente a montré que la sur-régulation de 

l’intégrine α5β1 favorise la survie des cellules détachées de cancers ovariens (448). Enfin, l’implication de 

l’endocytose des intégrines a été mise en évidence dans la résistance à l’anoïkis via le maintien de leur 

activation dans les endosomes (449). Ainsi, la détection de cellules circulantes tumorales confirme la 

résistance des cellules cancéreuses à l’anoïkis. 

iv. Résistance aux thérapies 

Les intégrines sont impliquées dans la résistance à la chimio et/ou radiothérapie. A titre d’exemple, la 

sous-unité β1 inhibe l’apoptose médiée par le Paclitaxel dans le cancer du sein et l’intégrine αvβ3 augmente 

la résistance à l’Imatinib dans les leucémies myéloïdes chroniques (440,450). La surexpression de la sous-

unité β1 induit l’activation des protéines Akt et ERK, stimulant la survie cellulaire et inhibant les effets 

antiprolifératifs de thérapies anti-EGFR (Trastuzumab) dans les cellules issues de cancers du sein 

métastatiques (451). Dans le GBM, l’intégrine α5β1 empêche l’activation de la protéine p53 induite par la 

TMZ (452,453). Par ailleurs, il est intéressant de noter que la sous-unité β1, surexprimée dans les cellules 

résistantes au Bevacizumab, augmente l’invasion de cellules de GBM in vitro. Selon cette étude, l’inhibition 
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de la sous-unité β1 associée au Bevacizumab permet d’augmenter l’apoptose cellulaire (454). Enfin, une 

radiorésistance médiée par la sous-unité β1 a également été mise en évidence dans le cancer du sein 

(264,455) et dans les tumeurs de la tête et du cou (456).  

v. Angiogénèse 

Les intégrines ont un rôle particulièrement important dans l’angiogénèse, notamment les hétérodimères 

αvβ3, αvβ5 et α5β1 (457). L’intégrine αvβ3 interagit avec le facteur de croissance des fibroblastes (FGF2) et 

les intégrines αvβ5 et α6β4 augmentent l’expression du facteur de croissance de l’endothélium vasculaire 

(VEGF). Ces deux protéines permettent de former de nouveaux vaisseaux (458,459). Par ailleurs, de par leur 

interaction avec le microenvironnement, les intégrines sont impliquées dans le remodelage de la matrice 

extracellulaire et dans la migration/prolifération des cellules endothéliales (436). En effet, étant 

surexprimées par les cellules endothéliales, les intégrines assurent leur survie. A titre d’exemple, l’étude de 

Lee et al., 2014 (460) a montré que l’intégrine α5β1, en interagissant avec l’angiopoietine-2, assure l’adhésion 

et l’invasion des cellules endothéliales. Enfin, les intégrines α5β1 et α6β1 participent à la maturation et la 

stabilisation des vaisseaux via le recrutement des péricytes (457,461). 

vi. Invasion et métastase 

Les intégrines sont impliquées dans toutes les étapes du processus métastatique: dans l’intravasation, la 

survie de cellules tumorales circulantes, l’extravasation dans un autre site et dans la prolifération. Ainsi, leur 

dérégulation peut être associée à une augmentation du nombre de métastases. Les intégrines αvβ3/αvβ5 

participent à la formation de métastases de cancers du rein, de la peau, du poumon et de la prostate tandis 

que la surexpression de la sous-unité β1 est impliquée dans des métastases de cancers du sein et de l’ovaire 

(387,402). Le processus métastatique requiert différentes étapes : le changement morphologique cellulaire, 

permettant aux cellules de migrer et nécessitant une transition épithélio-mésenchymateuse (EMT), une 

résistance à la non adhérence et une capacité de dégrader la matrice extracellulaire afin d’envahir le nouvel 

environnement. La protéine TGFβ1 (transforming growth factor beta) est une protéine nécessaire à l’EMT. 

Celle-ci est localisée à la membrane de manière inactive, liée par deux peptides LAP et LTB. En se fixant au 

motif RGD du peptide LAP, les intégrines αvβ3 et αvβ6 induisent la sécrétion de TGFβ1 (436,462). De plus, 

l’activation de l’intégrine α5β1 est également impliquée dans l’EMT des cellules de cancers des voies 

aérodigestives supérieures (463) et dans les GBMs (464).  

Par ailleurs, les intégrines sont également impliquées dans le développement de métastases dans un tissu 

spécifique (organotropisme). En effet, elles sont fortement exprimées à la surface des exosomes et les 

guident vers une future niche métastatique (465). Par exemple, les exosomes exprimant les intégrines 

α6β1/α6β4 et αvβ5 présentent un tropisme pulmonaire et hépatique (387). 

Les intégrines peuvent dégrader indirectement la matrice extracellulaire via l’induction de l’expression de 

l’urokinase ou activateur du plasminogène de type urokinase (uPA) et de son récepteur uPAR, et de 

métalloprotéases matricielles (MMPs) (436). En effet, l’intégrine αvβ6 augmente l’expression de MMP2 in 

vitro dans les cellules de cancers du pancréas et de l’ovaire (466,467), l’intégrine αvβ3 induit la production 
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de MMP9 dans le cancer du sein (468,469) et l’intégrine αvβ1 stimule la sécrétion de MMP2 dans les gliomes 

(470). 

Enfin, les intégrines dictent le destin des cellules métastatiques dans la prolifération et l’état de dormance 

(387). Dans un contexte métastatique, il est intéressant de noter que l’activation de la sous-unité β1 induit 

la transformation de cellules tumorales dormantes en cellules tumorales actives. Ainsi la sous-unité β1 est 

impliquée dans les métastases ou les récurrences à long-terme (471).  

La Figure 19 représente l’implication des intégrines dans le processus tumoral. 

 

Figure 19 - Implication des intégrines dans le processus tumoral. Les intégrines participent à l’adhésion, la prolifération et la 
migration/invasion cellulaire, à la résistance à l’apoptose/anoïkis et à l’angiogenèse (400). 

vii. Cellules souches tumorales 

Comme nous l’avons décrit dans le GBM, l’existence de CSGs est responsable de l’initiation tumorale et de 

la formation de récidives. Certaines intégrines sont exprimées par les cellules souches tumorales et sont 

impliquées dans leur auto-renouvellement et leur potentiel de croissance illimité. Dans le cancer du sein et 

le carcinome épidermoïque, l’intégrine α6β1 contribue à l’auto-renouvellement des cellules souches 

tumorales in vitro (472). Il est important de noter que l’intégrine α6 est exprimée dans plusieurs types de 

cellules souches tumorales, celles issues du cancer du sein, de la prostate, du colon et des GBMs (473–475). 
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Les sous-unités β4 et β3 sont également des marqueurs de cellules souches tumorales dans les cancers du 

poumon et du sein, respectivement (476–478). Plus récemment, il a été montré que la sous-unité α7 est 

également exprimée par les cellules souches tumorales de carcinomes de l’œsophage (479). 

Dans le GBM, plusieurs intégrines sont exprimées par les CSGs et stimulent leur phénotype souche. La 

sous-unité α6 a été la première intégrine mise en évidence comme marqueur de CSGs. Selon l’étude de Lathia 

et al., 2010 (272), l’intégrine α6 permet d’identifier les CSGs quelle que soit l’expression de CD133. Elle est 

impliquée dans leur auto-renouvellement et leur interaction avec les cellules endothéliales présentes dans 

la niche périvasculaire (268,272). De manière similaire, une étude récente a montré que la sous-unité β8 est 

exprimée par les CSGs localisées dans la niche périvasculaire (480). Au contraire de ces deux intégrines, les 

intégrines α7 et α3 sont exprimées par les CSGs présentes dans la niche invasive (481–483).  

b) L’intégrine α5β1 

L’intégrine α5β1, le récepteur de la fibronectine, participe à la progression et l’agressivité tumorales de 

nombreux cancers. Elle est notamment surexprimée dans les cancers de l’ovaire (484), du poumon (485), du 

rein (486), du côlon (487), du sein (488) et des mélanomes (489,490). Ces observations ont mis en évidence 

le potentiel oncogénique de l’intégrine α5. 

L’intégrine α5β1 stimule la prolifération de cellules issues de tumeurs du poumon (491). De plus, elle 

apporte des signaux d’autosuffisance via la sur-régulation des protéines Akt et survivine, dans le cancer du 

sein, des mélanomes et du GBM (453,488,492). Dans les cellules de cancers ovariens, l’intégrine α5 assure 

également la survie de cellules non adhérentes en induisant l’expression de la protéine p53 mutée, leur 

permettant de se disséminer (448).  

Par ailleurs, l’intégrine α5β1 semble être également impliquée dans la résistance à la radio ou 

chimiothérapie de nombreux cancers. L’analyse immunohistochimique sur des coupes de tumeurs issues de 

patientes atteintes de cancer du col de l’utérus, a montré qu’une expression élevée de l’intégrine α5 est 

corrélée à une mauvaise réponse à la Cisplatine (493). Dans les cancers du rein et du pancréas, l’intégrine α5 

augmente respectivement la résistance à la Mytomycine et à la radiothérapie (494,495). L’intégrine α5 régule 

également la sensitivité à la 5-azacytidine chez les patients atteints de myélodysplasie et de leucémies 

myéloides (496). 

L’intégrine α5 augmente la capacité de migration des cellules tumorales. Sa surexpression, induite par 

l’hypoxie, amplifie la mobilité et la migration des cellules du cancer du sein in vitro et la formation de 

métastases pulmonaires in vivo (388,497). Sa dérégulation augmente l’invasion de cellules issues de cancers 

ovariens via l’activation du récepteur c-Met. Son inhibition montre une diminution de la croissance tumorale 

et du nombre de métastases in vivo et apporte une survie prolongée (428).  

Enfin, son implication dans l’induction de métastases a été démontrée dans plusieurs cancers 

(388,486,498–500). A titre d’exemple, l’expression de l’intégrine α5β1 est augmentée dans les tumeurs 

rénales de haut grade métastatique comparé au bas grade (486). Des résultats similaires ont été mis en 
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évidence dans les tumeurs de l’œsophage ou de la prostate, où l’expression de l’intégrine α5 favorise les 

métastases des ganglions lymphatiques et de la moelle osseuse respectivement (501,502). 

Pour résumer, la surexpression et l’activation des intégrines peuvent être responsables de la progression 

et de l’agressivité tumorale (387,402,427). L’inhibition des intégrines αvβ3, αvβ5 et α5β1 est proposée 

comme une stratégie thérapeutique prometteuse dans certains cancers. 

c) Utilisation clinique des inhibiteurs d’intégrines dans les cancers 

Il existe différentes classes d’inhibiteurs d’intégrines : les anticorps monoclonaux, les molécules 

peptidiques et les molécules non peptidiques. Néanmoins, il est intéressant de noter que la sous-régulation 

de certaines intégrines peut également être corrélée à différentes caractéristiques de cancers. L’intégrine 

α2β1 est sous-exprimée dans le cancer du sein, ce qui entraîne la dissémination tumorale. L’augmentation 

de son expression peut être une cible anti-tumorale dans ce cancer (402,503). De plus, dans le mélanome, 

l’inhibition de l’intégrine β1 induit la perte d’adhésion cellulaire et rend les cellules chimiorésistantes. 

L’association d’un agent qui stimule β1 avec une chimio ou radiothérapie semble être efficace dans les 

mélanomes métastatiques (504). Dans ces cas, la recherche d’agonistes peut être utile (395).  

Différents antagonistes d’intégrines ont été proposés et testés en études cliniques dans la prise en charge 

de cancers avec un intérêt particulier pour l’intégrine αvβ3/αvβ5. 

L’Intetumumab est un anticorps monoclonal humain ciblant l’intégrine αv. Des études précliniques ont 

montré que l’Intetumumab diminue l’adhérence, la migration et l’invasion de cellules tumorales de 

mélanome in vitro et la croissance tumorale in vivo (505). Ce composé a été testé dans différents essais 

cliniques de phase I (mélanome, tumeurs solides réfractaires, cancer de la prostate métastatique et 

lymphome), dont les résultats ont montré une bonne tolérance (506,507). En ce qui concerne les essais 

cliniques de phase II, son association avec la Dacarbazine n’a pas mis en évidence de bénéfices cliniques dans 

le mélanome de stade IV (PFS = 2,5 mois vs 1,8 mois ; OS= 11 vs 8 mois comparé à la Dacarbazine seule) 

(NCT00246012) (508). De façon similaire, chez les patients atteints de cancer de la prostate métastatique, 

l’association du Docetaxel et de l’Intetumumab n’améliore pas la survie des patients (PFS=7 vs 11mois ; 

OS=17,2 vs 20,6 mois comparé au Docetaxel seul) (509) (NCT00537381).  

L’Etaracizumab (MEDI-522 ou Abegrin) est un anticorps monoclonal humanisé, dirigé contre l’intégrine 

αvβ3. Son efficacité a été testée dans une étude de phase II chez les patients atteints de mélanome. Associé 

ou non à la Dacarbazine, il n’augmente pas la survie des patients comparé au traitement standard 

(NCT00066196) (510). D’autres études de phase II chez les patients atteints de tumeurs rénales non 

opérables ou métastatiques (NCT00684996), de carcinomes métastatiques de la prostate (NCT0007293) et 

des cancers colorectaux (NCT00027729) ont été réalisées. Aucun résultat n’a été trouvé. 

Le Volociximab (M200) est un anticorps monoclonal chimérique humanisé, inhibant l’intégrine α5β1. Les 

études précliniques et cliniques seront décrites dans le paragraphe III.3a). 
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L’Abituzumab, un antagoniste ciblant l’intégrine αv, est un anticorps monoclonal humanisé. Il a été analysé 

dans les cancers de la prostate métastatiques (NCT01360840). Les résultats n’ont pas montré de gain de PFS. 

En revanche il diminue l’incidence de progressions osseuses (511). De façon similaire, aucune augmentation 

de survie n’a été mise en évidence chez les patients atteints de cancers colorectaux métastatiques, associé 

au traitement standard (Cetuximab et Irinotecan) (NCT01008475). Néanmoins, les données suggèrent une 

efficacité thérapeutique chez les patients exprimant fortement l’intégrine αvβ6 (512). 

Le Cilengitide (EMD121974) est un antagoniste peptidique (RGD cyclique) des intégrines αvβ3/αvβ5. In 

vitro, le Cilengitide sensibilise à la radiothérapie les cellules tumorales issues de cancers du poumon non à 

petites cellules, du sein et des GBMs (513,514). In vivo, il inhibe la formation de métastases pulmonaires 

d’ostéosarcomes (515). Il a été proposé pour traiter les tumeurs cérébrales pédiatriques, pour lesquelles les 

résultats d’une étude de phase II n’ont pas montré de bénéfice clinique (516). Dans trois études cliniques de 

phase II, l’absence d’efficacité clinique a également été mise en évidence chez les patients atteints de cancers 

de la prostate non métastatiques, de tumeurs du pancréas non résécables (associé à la Gemcitabine) et de 

mélanomes métastatiques (517–519). Enfin, il a été analysé chez les patients atteints de cancer du poumon 

non à petites cellules. Une première étude de phase II a montré que le Cilengitide (à différentes doses) 

n’améliore pas la survie des patients comparé au Docétaxel (PFS=54, 63, 63 vs 67 jours et OS=173, 117, 181 

et 194 jours pour le Cilengitide à 240, 400 et 600 mg/m2 vs le Docétaxel)(520). En revanche, la deuxième 

étude de phase II a testé l’association du Cilengitide et du Cetuximab et a montré un bénéficie clinique 

comparé au Cetuximab seul (PFS=6,2 vs 5 mois et OS=13,2 vs 11,8 mois pour Cilengitide vs traitement 

standard) (521). Le Cilengitide a également été testé dans plusieurs études de phase II/II chez les patients 

atteints de GBM. Ces résultats seront présentés dans la partie III.1. 

Pour conclure, les principaux antagonistes d’intégrines cités précédemment n’apportent pas de bénéfices 

cliniques dans différents cancers, associés ou non à d’autres chimiothérapies. Leur échec peut être expliqué 

par la redondance des intégrines. A titre d’exemple dans le cancer du sein, le TGF-β est activé par la sous-

unité β1. L’inhibition de cette intégrine entraîne une sur-régulation de la sous-unité β3 qui maintient 

l’activation du facteur TGF-β (522). La pharmacologie des antagonistes est également pointée du doigt dans 

l’échec thérapeutique. En effet, ces molécules thérapeutiques sont conçues à partir de la nature des ligands, 

ce qui explique leur activité agoniste (398). Ces données ont été démontrées avec les antagonistes utilisés 

dans un contexte tumoral, mais également dans la prise en charge de troubles cardiovasculaires. A titre 

d’exemple, les antagonistes de l’intégrine αIIbβ3 à faible dose par voie orale induisent l’activation 

plaquettaire (398). 

Enfin, il est intéressant de noter que détecter l’expression des intégrines peut être utilisé en diagnostic. En 

effet, la détection de l’intégrine αvβ3 dans le cancer du sein, à l’aide d’un radio traceur (99mTc-3P-RGD2) 

permet d’évaluer l’efficacité d’un anti-angiogénique et de déterminer quel patient pourrait bénéficier d’anti-

angiogéniques (523). Deux études cliniques (NCT00565721) évaluent l’angiogenèse tumorale à l’aide de la 

détection de l’intégrine αvβ3 ([18F]AH-111585) et de l’intégrine αvβ6 ([18F]-R01-MG-F2) (NCT02683824). 
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III. Les intégrines dans le GBM 

1. Les intégrines αvβ3 et αvβ5  

Plusieurs intégrines sont surexprimées dans le GBM, par les cellules endothéliales et les cellules tumorales. 

Parmi celles-ci, les intégrines αvβ3 et αvβ5 sont les plus étudiées. Une surexpression de ces hétérodimères 

est associée au grade tumoral et à un mauvais pronostic (524–526). Les intégrines αvβ3 et αvβ5 sont 

particulièrement impliquées dans l’angiogenèse tumorale. Il a en effet été montré que la délétion transitoire 

de leur gène entraîne l’apoptose des cellules endothéliales tumorales in vitro et réduit la formation de 

nouveaux vaisseaux. Les intégrines αvβ3/αvβ5 sont également responsables de la radiorésistance (527). 

Ainsi, cibler ces deux intégrines a semblé être une stratégie thérapeutique intéressante dans la prise en 

charge du GBM, dans le cadre de l’inhibition de l’angiogenèse. Des antagonistes spécifiques de ces deux 

hétérodimères ont été synthétisés afin de confirmer leur intérêt. 

a) La synthèse d’inhibiteurs des intégrines αvβ3/αvβ5 

La synthèse d’antagonistes des intégrines αvβ3/αvβ5 est basée sur la structure RGD contenue dans les 

ligands qu’elles reconnaissent. Plusieurs intégrines reconnaissent ce motif via différentes protéines : les 

intégrines α5β1/αvβ6/αvβ8, αIIbβ3 et αvβ3/αvβ5 interagissent avec la fibronectine, le fibrinogène et la 

vitronectine (528). Ceci explique la complexité à synthétiser des ligands/antagonistes spécifiques pour 

chaque hétérodimère. L’équipe de H. Kessler (Munich) s’est attachée depuis de nombreuses années à obtenir 

des ligands sélectifs, en particulier des intégrines αvβ3 et α5β1. 

Une des premières étapes dans la synthèse d’antagonistes des intégrines αvβ3/αvβ5 a été d’empêcher 

leurs interactions avec l’intégrine αIIbβ3. En effet, son inhibition non spécifique entraînerait des effets 

indésirables, notamment dans le système cardiovasculaire. Bien que ces deux intégrines possèdent en 

commun la sous-unité β3, le motif RGD ne présente pas la même conformation lorsqu’il se lie à l’une des 

deux intégrines (Figure 20). Cette différence a permis de synthétiser des antagonistes spécifiques de 

l’intégrine αvβ3 (401,529). 
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Figure 20 - Illustration des différentes interactions entre le motif RGD linéaire et les intégrines α5β1, αvβ3 ou αIIbβ3. 

 

La synthèse d’antagonistes spécifiques de l’intégrine αvβ3 a reposé sur : 

- la cyclisation : la sélectivité des intégrines αvβ3 et αIIbβ3 repose sur la distance entre l’arginine et 

l’acide aspartique qui modifie la conformation du peptide (424). Un motif RGD linéaire peut 

présenter plusieurs conformations, induisant une absence de spécificité, tandis que la cyclisation 

réduit l’espace conformationnel et améliore l’affinité pour l’intégrine αvβ3 (530). De plus, la poche 

de liaison de l’intégrine αIIbβ3 étant plus étroite, un ligand hexapeptidique présente une plus forte 

affinité, contrairement aux poches αvβ3/α5β1 pouvant recevoir un ligand pentapeptidique. Ainsi, la 

cyclisation du motif RGD a permis de diminuer l’affinité pour l’intégrine αIIbβ3 et d’augmenter celle 

des intégrines αvβ3, αvβ5 et α5β1. A noter, la cyclisation permet également d’augmenter la stabilité.  

- Ajout d’un groupement aminé : le groupement guanine, présent sur l’arginine du motif RGD, 

reconnait la sous-unité αIIb. Sa substitution par un acide aminé (valine) permet de se fixer 

spécifiquement sur la sous-unité αv (528). Ainsi, l’affinité du motif c(RGDfV) présente une sélectivité 

350 fois plus élevée pour αvβ3 que αIIbβ3 (401). 

- N-Méthylation : l’ajout d’un groupe méthylé induit également des contraintes conformationnelles 

du squelette peptidique, ce qui améliore la sélectivité pour l’intégrine αvβ3 au regard des 

hétérodimères α5β1 et αvβ5 (401,531,532). 

Ces processus ont permis de synthétiser le Cilengitide, un peptide cyclique (c(RGD)(NMe)Val) (528). 

Néanmoins, comme la plupart des ligands décrits comme sélectifs, il présente une activité résiduelle vis-à-

vis d’autres intégrines. De nouvelles améliorations ont été proposées, notamment : 
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- la substitution du groupement carboxylique, présent sur l’acide aspartique et interagissant avec le 

site MIDAS, par un acide hydroxamique apporte une meilleure sélectivité pour l’intégrine αvβ3 au 

regard de l’intégrine α5β1 (529), 

- l’alkylation du groupement guanidine (présent sur l’arginine) empêche la liaison sur la sous-unité α5 

et améliore la sélectivité pour l’intégrine αv (528), 

- l’incorporation d’un résidu méthoxypyridine permet d’optimiser la liaison dans la poche de 

l’intégrine αvβ3 au regard de l’intégrine α5β1 (533). 

b) Etudes pré-cliniques du Cilengitide  

Comme nous l’avons écrit précédemment, le Cilengitide est un antagoniste sélectif des intégrines 

αvβ3/αvβ5. Celui-ci possède une IC50 de 0,61 ± 0,06 nM, de 8,4 ± 2,1 nM et de 14,9 ± 3,1 nM pour les 

intégrines αvβ3, αvβ5 et α5β1 (528). Il s’agit d’un inhibiteur peptidique cyclique contenant le motif RGD et 

bloquant la liaison des intégrines à la vitronectine (534). In vitro, le Cilengitide induit l’apoptose des cellules 

de GBM et la diminution de leur migration (535,536). En ce qui concerne les données in vivo issues de 

xénogreffes orthotopiques, le Cilengitide diminue la croissance et l’angiogenèse tumorales (537,538). De 

plus, il augmente la sensibilité des cellules endothéliales et tumorales de GBM à la radiothérapie in vitro et 

in vivo (539). Enfin, associé au Bevacizumab, le Cilengitide diminue l’invasion des cellules de GBM in vivo 

(540). 

c) Etudes cliniques de phase I du Cilengitide  

L’étude de phase I de Nabors et al., 2007 (541) a analysé l’action du Cilengitide (de 120 à 2400 mg/m² 

administré deux fois par semaine en i.v) chez 51 patients atteints de GBMs récurrents. L’étude confirme 

l’activité anti-tumorale clinique. En effet, une réponse complète, partielle et une stabilisation de la maladie 

ont été observées chez 2, 3 et 16 patients respectivement. La survie médiane est de 5,6 mois.  

En parallèle, une étude de phase I/II a testé l’efficacité du Cilengitide (500mg/m2, deux fois par semaine 

en iv) associé au protocole Stupp chez les patients nouvellement diagnostiqués (165). Les résultats de l’étude 

montrent qu’il apporte un bénéfice clinique, comparé au traitement standard (PFS=8 mois et OS=16,1). De 

manière intéressante, cette étude a mis en évidence une amélioration de la survie des patients atteints de 

GBM dont le promoteur de la MGMT est méthylé avec l’association du Cilengitide au protocole Stupp 

(PFS=13,4 vs 3,4 mois et OS=23,2 vs 13,1 mois pour les GBMs dont le promoteur de la MGMT est méthylé vs 

non méthylé). Selon cette étude, le gain clinique apporté par le Cilengitide peut être expliqué par la 

normalisation de la vascularisation, induite par l’inhibiteur d’intégrine, qui améliore la délivrance et 

l’efficacité du TMZ chez les patients non résistants aux agents méthylants (165). 

Plus récemment, une étude de phase I a testé l’association du Cilengitide et du Cediranib (pan inhibiteur 

du VEGF) dans les GBMs récurrents (542). L’étude montre des résultats décevants, le Cilengitide n’apportant 

pas d’amélioration de la survie des patients comparés aux thérapies anti-VEGF (OS de 6,5 mois et PFS de 1,9 

mois).  
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d) Etudes cliniques de phase II du Cilengitide  

Compte tenu des résultats encourageants des essais cliniques précédents de phase I, l’étude du Cilengitide 

chez les patients atteints de GBM a été poursuivie. L’étude de Reardon et al., 2008 (543) a analysé l’efficacité 

du Cilengitide (500 et 2000 mg/m2, deux fois par semaine en i.v) dans les GBMs récurrents. Bien que les 

résultats mettent en évidence une meilleure efficacité à haute dose, ils restent modestes (PFS de 6 mois = 

15% ; OS= 9,9 vs 6,5 mois). En effet, un agent thérapeutique est considéré comme intéressant lorsqu’il 

apporte une amélioration de 10% de la PFS à 6 mois, soit une PFS de 6 mois de 25%.  

En ce qui concerne les patients nouvellement diagnostiqués, l’étude de Nabors et al., 2012 (166) a testé le 

Cilengitide (500 vs 2000 mg/m2, deux fois par semaine en i.v) associé au protocole Stupp. Les résultats 

montrent un bénéfice clinique plus important avec le Cilengitide à haute dose (OS= 17,4 vs 20,8 mois à 500 

mg/m2 vs 2000 mg/m2). De manière similaire à l’étude de phase I (544), il a également été mis en évidence 

une meilleure efficacité chez les patients atteints de GBM dont le promoteur de la MGMT est méthylé (OS=30 

vs 17.4 mois). Face à ces résultats encourageants, une étude de phase III CENTRIC (NCT00689221) a analysé 

l’efficacité de l’association Cilengitide/TMZ/RT chez les patients nouvellement diagnostiqués, dont le 

promoteur de la MGMT est méthylé (167). Les résultats prometteurs observés dans les études précédentes 

n’ont malheureusement pas été confirmés (OS=26,3 vs 26,3 mois ; PFS= 13,5 vs 10,7 mois pour les patients 

traités avec et sans le Cilengitide). En parallèle, l’étude de phase II (CORE) a testé deux rythmes 

d’administration (2000 mg/m2 deux fois par semaine ou 2000 mg/m2 cinq fois par semaine) de Cilengitide, 

associé au protocole Stupp, chez des patients nouvellement diagnostiqués dont le promoteur de la MGMT 

est non méthylé (168). Cette étude avait pour but de déterminer l’efficacité et la tolérance du Cilengitide à 

dose intensive, chez les patients ayant un plus faible pronostic de survie. De façon similaire à l’étude CENTRIC, 

les résultats ne montrent pas de bénéfice clinique du Cilengitide comparé au protocole Stupp (OS=13,4 vs 

16,3 vs 14,5 mois ; PFS= 4,1 vs 5,6 vs 5,9 mois pour le traitement standard et le Cilengitide à moyenne et 

haute dose). Néanmoins, il est étonnant de constater de meilleurs résultats avec le Cilengitide à dose 

standard (2000 mg/m2 deux fois par semaine) comparé à une plus forte dose. 

Ces deux essais cliniques n’ayant pas mis en évidence d’amélioration de la survie par le Cilengitide, le 

développement de ce composé a été arrêté en 2013 par Merck. 

e) L’échec du Cilengitide 

Plusieurs hypothèses peuvent expliquer l’échec du Cilengitide.  

- Problème pharmacologique : selon sa concentration, l’effet biologique du Cilengitide est soit 

antagoniste soit agoniste de l’intégrine αvβ3. Il est pro-angiogénique à faible dose et anti-

angiogénique à haute dose (545,546) . En effet, à faible dose, le Cilengitide empêche le trafic 

membranaire de l’intégrine αvβ3 et du VEGFR2, ce qui augmente l’angiogenèse (546). Par ailleurs, il 

est intéressant de noter que l’étude de Wong et al., 2015 (547) propose d’utiliser le Cilengitide à 

faible dose couplé à la Gemcitabine, afin d’améliorer sa délivrance dans le cancer du pancréas.  
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- Problème pharmacocinétique : la demi-vie du Cilengitide est faible (2-4h), ce qui ne semble pas idéal 

pour un effet anti-angiogénique prolongé. 

- Protocole thérapeutique non adéquat : l’étude de Christmann et al., 2017 (548) a montré que la 

radiothérapie stimule l’expression de l’intégrine αvβ3, ce qui pourrait diminuer l’efficacité du 

Cilengitide. Selon cette étude, le Cilengitide pourrait être plus efficace associé uniquement avec le 

TMZ. Ces données sont contradictoires avec l’étude qui a montré que le traitement de Cilengitide 

sensibilise les cellules à la radiothérapie (539). 

- Stratification des patients : l’étude de Wick et al., 2016 (123) a analysé, à postériori, l’expression par 

immunohistochimie des intégrines αvβ3/αvβ5 chez les patients recensés dans les études CORE et 

CENTRIC. Les résultats montrent une corrélation entre le taux élevé de l’intégrine αvβ3 dans la 

tumeur (mais pas dans les vaisseaux) et une amélioration de la survie des patients ayant bénéficié 

de l’association Cilengitide/TMZ/RT dans l’étude CORE. Ces résultats n’ont pas été mis en évidence 

dans l’étude CENTRIC. Cette étude souligne trois points. Premièrement, la stratification des patients 

en fonction de l’expression de la cible semble indispensable. Deuxièmement, le statut MGMT ne 

semble pas être un marqueur indiquant l’intérêt clinique du Cilengitide. En revanche, une étude 

récente a mis en évidence une sous-population de GBM sensible au Cilengitide. Celle-ci est définie 

par une signature génétique basée sur une forte expression de l’intégrine αvβ3 et du transporteur à 

haute affinité du glucose (Glut3) et sur l’addiction pour Glut3 (549). Troisièmement, les effets du 

Cilengitide ne seraient pas en relation avec son effet anti-angiogénique. 

Pour conclure, cette première étude clinique de phase III avec un inhibiteur de l’intégrine αvβ3 a mis en 

doute l’intérêt de cibler les intégrines en général. Cependant, malgré cet échec, l’optimisation de l’utilisation 

du Cilengitide et une meilleure stratification des patients permettraient d’améliorer son efficacité. Par 

ailleurs, d’autres intégrines sont surexprimées et sont impliquées dans l’agressivité du GBM, faisant d’elles 

des cibles thérapeutiques pertinentes. 

2. Les autres intégrines 

De manière similaire aux intégrines αvβ3/αvβ5, les intégrines α6β4, α5β1, αvβ6, α6β1 et αvβ8, et les sous-

unités α3 et α7 sont également surexprimées dans le GBM et leur expression est associée à un mauvais 

pronostic (272,402,452,462,482,550–552). L’étude récente de Malric et al., 2017 (553) a montré la 

corrélation entre la survie des patients et l’expression des intégrines selon la banque de données du TCGA. 

Les résultats montrent que la surexpression des sous-unités β1, β3, α3 et α5 est associée à une mauvaise 

survie. 

Comme nous l’avons décrit, les intégrines αvβ3/αvβ5 et α5β1 sont particulièrement impliquées dans 

l’angiogenèse et sont des cibles thérapeutiques pertinentes dans la prise en charge du GBM, une tumeur 

hautement angiogénique (554). Néanmoins, le rôle pro-angiogénique de l’intégrine αvβ3 est sujet à débat. 

En effet, la délétion des gènes des sous-unités αv, β3 et β5 chez les souris a montré le maintien de la 

vasculogenèse et de l’angiogenèse (555,556). Ces données ont été confirmées chez l’homme où la mutation 

de la sous-unité β3 (syndrome de thrombasthénie de Glanzmann) est associée à un développement 

vasculaire (557). De plus, la délétion de la sous-unité β3 entraîne une augmentation des voies de signalisation 
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angiogéniques, notamment celle du VEGF (558). Enfin, l’intégrine αvβ3 n’est pas exprimée uniquement par 

les cellules endothéliales lors de l’angiogenèse, mais également par les macrophages et les cellules 

tumorales. Ceci suggère que l’action biologique de l’intégrine n’influence pas le développement vasculaire et 

qu’il ne s’agit pas d’un biomarqueur pertinent de l’angiogenèse (559). 

En ce qui concerne l’intégrine α5β1, aucune donnée ne semble contredire son rôle dans l’angiogenèse. En 

effet, la délétion de son gène dans des modèles animaux empêche la formation de vaisseaux sanguins et 

entraîne une mort embryonnaire (560). De plus, l’expression de l’intégrine α5β1 est augmentée pendant 

l’angiogenèse et est impliquée dans la survie des cellules endothéliales. Il s’agit donc d’un meilleur marqueur 

reflétant l’angiogenèse et d’une cible thérapeutique pertinente (561–564) . De manière intéressante le ligand 

de l’intégrine α5β1, la fibronectine, semble également participer à l’agressivité du GBM. En effet, son taux 

d’ARNm est augmenté dans les GBMs comparé au tissu sain (565). Une analyse immunohistochimique a mis 

en évidence une sécrétion de la fibronectine par les cellules d’astrocytomes lors de l’angiogenèse (566). Plus 

récemment, le rôle de la fibronectine dans l’invasion cellulaire a également été montré dans des modèles 

précliniques (567). Enfin, contrairement à l’intégrine αv qui s’assemble à plusieurs sous-unités β, la sous-

unité α5 est associée uniquement avec β1. Ces données suggèrent que l’utilisation d’antagonistes ciblant 

l’intégrine α5 apporterait des résultats plus spécifiques. 

3. L’intégrine α5β1 

a) Les antagonistes de l’intégrine α5β1 

La recherche de ligands antagonistes de l’intégrine α5β1 est moins développée que pour l’intégrine αvβ3. 

Les sous-unités α5/αv et β1/β3 présentent des homologies de structure de 46% et 45% respectivement, 

rendant la synthèse de ligands spécifiques difficile (568). Néanmoins plusieurs inhibiteurs spécifiques de 

l’intégrine α5β1 ont été formulés. 

Il existe trois catégories d’antagonistes de l’intégrine α5β1 : un anticorps humanisé, des inhibiteurs 

peptidiques et des molécules non-peptidiques (Figure 21). 

i. Anticorps humanisé ciblant l’intégrine α5 

Le Volociximab est un anticorps monoclonal chimérique humanisé, inhibant l’intégrine α5β1. Des analyses 

précliniques ont mis en évidence une diminution de la croissance de métastases hépatiques de tumeurs 

primaires du colon in vivo (569). Les données cliniques de phases I montrent que le Volociximab n’induit pas 

de toxicité sévère (570). En ce qui concerne les études cliniques plus avancées (phase II), ce composé 

n’apporte pas d’amélioration de la survie de patientes atteintes de cancers de l’ovaire résistants au Platinium 

(NCT00782093) (571). Ce composé a également été testé dans plusieurs études de phase II sans publications 

des résultats (mélanome, cancers métastatiques rénaux et pancréatiques, et cancer du poumon non à petites 

cellules de stade III et IV). 
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ii. Peptides antagonistes de l’intégrine α5β1 

L’ATN-161, est un antagoniste peptidique ciblant l’intégrine α5β1. Il ne contient pas le motif RGD, mais 

une séquence synergique Pro/His/Ser/Arg/Asn (PHSCN) indispensable à la fixation de la fibronectine (471). Il 

s’agit d’un pentapeptide linéaire (Ac-PHSCN-NH2) ayant une haute affinité uniquement pour l’intégrine α5β1 

(528). L’ATN-161 présente une activité anti-angiogénique in vitro (572,573). Des résultats précliniques 

montrent que l’administration de l’ATN-161 diminue la croissance tumorale de cellules de cancer du sein et 

le développement de métastases (574). De manière similaire, associé au 5-FU, l’ATN-161 diminue le nombre 

de métastases hépatiques de cancer du côlon (569). Plus récemment, l’étude de Zhang et al., 2017 (575) a 

conjugué l’ATN-161 à la Doxorubicine afin de favoriser la délivrance de la chimiothérapie. In vivo, le complexe 

diminue la croissance de mélanomes et améliore significativement la survie des souris.  

L’efficacité de l’ATN-161 associé à la Carboplatine a été analysée dans une étude clinique de phase I/II, 

chez les patients atteints de tumeurs cérébrales (NCT00352313). Il a également été testé dans une étude de 

phase II dans les carcinomes rénaux (NCT00131651). Aucun résultat n’a été publié. 

iii. Petites molécules non peptidiques de l’intégrine α5β1 

De manière similaire à la synthèse d’antagoniste de l’intégrine αvβ3, la recherche de ligands inhibiteurs 

spécifiques de l’intégrine α5β1 s’est reposée sur la présentation du motif RGD lors de son interaction avec 

l’hétérodimère. Deux éléments majeurs modifient l’orientation du motif RGD lorsqu’il se présente sur 

l’intégrine α5β1, comparé à intégrine αvβ3: 

- La sous-unité β3 contient deux arginines (position 214 et 216), tandis que la sous-unité β1 possède 

une glycine (position 217) et une leucine (position 219). Ainsi, la substitution des arginines entraîne 

un élargissement de la poche de la liaison de l’intégrine α5β1, qui a pour conséquence de permettre 

l’introduction de fragments plus volumineux dans l’intégrine α5β1.  

- La sous-unité α5 présente une alanine (position 159) et une glutamine (position 221) à la place d’un 

acide aspartique (position 150) et d’une thréonine (position 212), ce qui induit une structure de pH 

plus basique que l’intégrine αv. 

Au regard de ces deux différences, l’étude de Heckmann et al., 2007 (576) a proposé de synthétiser des 

antagonistes de l’intégrine α5β1 contenant un échafaudage de tyrosine, qui augmente l’affinité pour 

l’intégrine α5β1 de 300 fois comparée à l’intégrine αvβ3. En effet, cette structure contient un groupement 

carboxylate qui interagit avec le métal (Ca2+ ou Mn2+) de la région MIDAS localisé sur la sous-unité β1 et une 

pyridine qui s’insère au sommet de la sous-unité α5 (577). Afin d’améliorer la sélectivité, la synthèse 

d’antagoniste spécifique de l’intégrine α5β1 s’est basée sur la substitution de groupement aminé de la 

tyrosine. 

 Les travaux de Heckmann et al., 2008 (577) ont fait ressortir l’intérêt d’une liaison amide qui favorise 

l’affinité pour l’intégrine α5β1, au contraire d’une liaison sulfamide qui la diminue. Suite à cette constatation, 

différents groupements volumineux, de types aromatiques, ont été analysés. A titre d’exemple, un 

groupement mésitylène (IC50 de 2,5 nM et 703 nM pour les intégrines α5β1 et αvβ3), un groupement phényl-

urée (IC50 de 1094 nM et 37 nM pour les intégrines α5β1 et αvβ3) ont été testés. Finalement le composé le 
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plus sélectif comprend une structure amide et un groupement aromatique méthylé en position « para » 

(deux groupements méthyles localisés en position 2 et 6 sur le benzène) (IC50 de 3,1 nM et 1624 nM pour les 

intégrines α5β1 et αvβ3). 

Cette conformation « para » semble être primordiale pour la sélectivité de l’intégrine α5β1. En effet, leur 

substitution par des groupements chlore diminue l’affinité. Le motif méthylé entraîne une rotation de 

l’anneau aromatique autour de la liaison amide, qui relie le motif tyrosine, ce qui permet à l’antagoniste de 

s’insérer dans la poche de la sous-unité β1. Au contraire, la sous-unité β3 ne peut recevoir ce ligand présenté 

selon cette orientation. De plus, la présence des groupements méthylés en position 2 et 6 apporte une 

hydrophobicité qui améliore la fixation sur l’intégrine α5β1. Ces différentes modifications ont permis de 

synthétiser le composé k34c. 

Par ailleurs, dans cette même étude (577), il a été montré qu’un échafaudage composé d’une glycine 

apporte également une sélectivité pour l’intégrine α5β1 (de plus de 6000 fois). Ce résidu présente une rigidité 

augmentée comparée à la tyrosine qui est flexible. Ce gain de rigidité favorise davantage le placement de 

l’amide aromatique à l’extérieur de l’intégrine αvβ3. De manière similaire à la tyrosine, la glycine est reliée à 

un groupement aromatique par une liaison amide. Cette synthèse a permis d’obtenir un antagoniste (Fr248) 

encore plus sélectif envers l’intégrine α5β1. La structure des antagonistes de l’intégrine est représentée sur 

la Figure 21. 

 
Figure 21 - Ligands antagonistes de l’intégrine α5β1 
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Pour résumer, l’intégrine αvβ3 représente l’hétérodimère le plus étudié et pour lequel le plus 

d’antagonistes ont été développés. Néanmoins, l’intérêt grandissant pour l’intégrine α5β1 a entraîné la 

synthèse de plusieurs antagonistes spécifiques. Les tests ayant validé leur affinité sont basés sur des tests 

d’adhérence sur les substrats spécifiques de chaque intégrine et leur IC50 a été calculé à partir de tests ELISA. 

Peu de données ont démontré leur effet dans un contexte cellulaire plus complexe.  

b) L’intégrine α5β1 dans le GBM : les travaux du laboratoire 

Comme indiqué précédemment (paragraphe II2b), l’intégrine α5β1 est impliquée dans de nombreux 

processus pro-tumoraux et dans différents types de tumeurs. Le laboratoire s’intéresse depuis plus de 10 ans 

à son impact dans les tumeurs cérébrales. Très peu de données étaient disponibles à ce sujet. Ainsi, les 

premiers travaux ont porté essentiellement sur les lignées établies de GBM (U87MG, U373…). Son implication 

dans l’agressivité du GBM a ainsi pu être mise en évidence. 

L’intégrine α5β1 augmente la migration des cellules de GBMs (578). Il a été montré que son activation 

régule la voie de la β-caténine. En effet, l’inhibition de l’intégrine par un antagoniste empêche la 

transactivation de la β-caténine, ce qui diminue la migration des cellules de GBMs (464). Un environnement 

riche en fibronectine favorise l’évasion, à partir de sphères tumorales, et la dissémination des cellules de 

GBM exprimant l’intégrine α5 (579).  

Il a également été montré que l’intégrine α5 a un rôle majeur dans la résistance à la chimiothérapie (TMZ) 

via la protéine p53 (452,453,580). En effet, l’équipe a mis en évidence, dans des lignées cellulaires présentant 

un statut p53 sauvage, une relation croisée négative entre l’intégrine α5 et la protéine p53 (qui n’existe pas 

dans les cellules p53 mutée). L’intégrine α5 inhibe l’action pro-apoptotique et au contraire stimule la 

sénescence cellulaire médiée par la protéine p53 (580). L’apoptose est rétablie par l’inhibition de l’intégrine 

α5 par ses antagonistes (SJ749 ou K34c) (452). Inversement, l’activation de la protéine p53 par un agent non 

génotoxique (la nutlin-3a) réprime l’expression de l’intégrine α5β1 (452,453). Cette boucle de rétrocontrôle 

entre l’intégrine et la protéine p53 fait intervenir les protéines PEA-15 et survivine, que l’on peut proposer 

comme de nouvelles cibles thérapeutiques (453). 

En parallèle, les travaux du laboratoire ont montré que le taux d’ARNm de l’intégrine α5 est corrélé au 

grade du gliome et à la survie des patients (452). Ces résultats ont été confirmés par d’autres équipes 

(553,581,582). L’analyse immunohistochimique de l’intégrine α5 sur des coupes de GBMs de patients 

(collaboration Pr Chauffert, Lille) confirme au niveau protéique cette tendance (manuscrit en préparation) 

(Figure 22). Ces travaux ont également révélé le caractère hétérogène de l’expression de l’intégrine α5 que 

cela soit entre les différents GBM évalués mais également au sein d’un même GBM. 

  



89 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 - Des zones de forte expression contiennent des zones de faible expression. Immunomarquage de la sous-unité α5. 
Noyaux colorés au DAPI.  

L’ensemble de ces données suggère que l’inhibition de l’intégrine α5β1 est prometteuse dans la prise en 

charge des GBMs.   
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Les objectifs de l’e tude 
 

Le glioblastome (GBM) est la tumeur la plus agressive du système nerveux central. Le traitement actuel 

repose sur l’association d’une résection chirurgicale la plus complète possible et d’une radio- et 

chimiothérapie concomitante (Témozolomide-TMZ), suivie d’une chimiothérapie adjuvante (TMZ) pendant 6 

mois (79). Malgré ce lourd traitement la survie des patients ne dépasse pas 18 mois. Trouver de nouvelles 

cibles thérapeutiques est un véritable enjeu. Les résultats précliniques, in vitro et in vivo, sur de nouveaux 

marqueurs/cibles thérapeutiques apportent des résultats encourageants, qui malheureusement ne se 

confirment pas chez les patients. Ces échecs s’expliquent par le caractère hétérogène du GBM se traduisant 

par une hétérogénéité inter-tumorale et intra-tumorale (184,583). Il devient nécessaire de comprendre 

l’origine et de caractériser cette hétérogénéité pour les cibles thérapeutiques potentielles afin de permettre 

la proposition de nouveaux traitements. Il est aujourd’hui admis que la masse tumorale d’un GBM est 

composée de cellules tumorales différenciées hétérogènes mais aussi, en plus faible quantité, de cellules 

souches de GBM (CSGs). Elles ont la capacité de s’auto-renouveler et de se différencier en cellules tumorales 

« différenciées » qui formeront la masse du GBM. Les CSGs seraient responsables de l’initiation tumorale et 

des récurrences mais également du caractère hétérogène du GBM. Les études sur l’intégrine α5β1, le 

récepteur de la fibronectine, montrent son implication dans la chimiorésistance (452,453) et la migration du 

GBM (464,579). En relation avec la clinique, l’expression élevée de l’intégrine α5 est reliée à un mauvais 

pronostic. 

Cependant, l’expression protéique de l’intégrine α5 est hétérogène lorsque l’on compare les GBMs entre 

eux (hétérogénéité inter-tumorale) ou lorsque l’on évalue cette expression dans une même tumeur 

(hétérogénéité intra-tumorale). Nous avons émis l’hypothèse que cette hétérogénéité provenait de 

l’existence de cellules souches de GBM de caractéristiques moléculaires différentes. Dans ce contexte, les 

objectifs principaux de cette thèse ont été: 

- D’évaluer l’expression de l’intégrine α5 dans des cellules souches de GBM, avant et après 

différenciation. 

- De mettre en relation cette expression avec le phénotype plus ou moins agressif des tumeurs. 

La 1ère partie de mon manuscrit est consacrée ces objectifs principaux. Ces travaux étudient les différences 

phénotypiques, en relation avec l’expression de l’intégrine, au sein de lignées, de clones et de modèles 

génétiquement modifiés pour exprimer l’intégrine α5β1.  

En plus de mes travaux se focalisant sur l’expression hétérogène de l’intégrine dans les cellules souches 

de GBM, j’ai également étudié le rôle de l’intégrine α5 dans les carcinomes utérins. Ces résultats seront 

décrits dans la Partie 2. 

J’ai également participé à des travaux de l’équipe aboutissant à deux publications et à une revue dans des 

journaux à comité de lecture. Ces études seront détaillées dans la Partie 3.  
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Mate riel et me thodes  

I. Partie I 

1. Culture et modèles cellulaires  

a) Culture en condition souche 

Les lignées NCH644 et NCH421k (collaboration Dr Herold-Mende, Heidelberg) et les lignées 5706 et 3731 

(collaboration Dr Ahmed Idbaih, Paris) sont des cellules souches de GBM issues de patients. Celles-ci sont 

cultivées dans du milieu DMEM/F12 (Dominique Dutscher) supplémenté avec du BSA Insulin Transferrine 

(BSA-100° (20%) (Provitro)), et les facteurs de croissance EGF (20ng/mL) (Reliatech), bFGF (20ng/mL) 

(Reliatech) et 2% d’Ultraglutamine (Lonza). Dans ces conditions les cellules se présentent sous forme de 

neurosphères. Les neurosphères sont récupérées dans un Falcon et sont centrifugées pendant 5 minutes à 

1300 rpm. Afin de dissocier les sphères, le culot est repris par de l’Accutase (Sigma). Le Falcon est maintenu 

dans un incubateur sous atmosphère humide à 37°C et 5% de CO2 pendant quelques minutes. Une quantité 

de 400 000 cellules est repiquée dans 10 mL. Les cellules sont maintenues dans un incubateur sous 

atmosphère humide à 37°C et 5% de CO2. 

b) Culture en condition différenciée 

La différenciation est induite par le milieu DMEM/F12 supplémenté à 10% de sérum de veau fœtal 

(DMEM/F12/SVF10%) (Lonza) et 2% d’Ultraglutamine (Lonza). Après dissociation des neurosphères par 

l’Accutase (Sigma), les CSGs sont centrifugées pendant 5 minutes à 1300 rpm. Le culot est repris par le milieu 

DMEM/F12/SVF10%. Une densité cellulaire de 106 cellules/mL de CSGs est ensemencée dans le milieu de 

différenciation. Les cellules différenciées sont maintenues dans ce milieu sur plusieurs semaines, dans un 

incubateur sous atmosphère humide à 37°C et 5% de CO2. 

Afin d’obtenir une différenciation totale, le culot de CSGs est repris par le milieu de différenciation 

DMEM/F12/SVF10% supplémenté par 10µM d’acide tout trans rétinoïque (ATRA) (Sigma). Les cellules sont 

maintenues dans ce milieu pendant une semaine, dans un incubateur sous atmosphère humide à 37°C et 5% 

de CO2. 

Dans les protocoles suivants, l’utilisation du terme DMEM/F12 correspond au milieu DMEM/F12 

supplémenté avec 2% d’Ultraglutamine. 

c) Transfection stable de l’intégrine α5 

La lignée souche NHC421k a été transfectée de manière stable pour exprimer la sous-unité de l’intégrine 

α5. 
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Nous avons testé différents protocoles afin d’améliorer l’efficacité de la transfection. Nous avons 

notamment fait varier le nombre de cellules transfectées (200 000 à 500 000 cellules), l’agent de transfection 

(lipofectamine ou Jetprime) et la quantité de plasmide à transfecter (1 à 2,5µg). Le protocole suivant décrit 

les meilleures conditions. 

Une quantité de 500 000 cellules par puits (plaque 6 puits) est ensemencée dans 2 mL de milieu 

DMEM/F12 supplémenté par les facteurs de croissance (BIT-100, EGF, bFGF). Le plasmide pcDNA3.1 

(InVitrogen) contenant le gène de l’intégrine α5 est transfecté à l’aide de la lipofectamine (Fisher scientific). 

Brièvement, 2,5µg de plasmide sont dilués dans 150µL de milieu Optimem (Lonza) et 6µL de lipofectamine 

(Fisher scientific) dans 150µL de milieu Optimem (Lonza). Après 5 minutes, les deux dilutions sont mélangées 

et maintenues pendant 25 minutes à température ambiante. Le mélange est ensuite ajouté goutte à goutte 

dans les 2mL de suspension cellulaire. Cette même manipulation est réalisée avec un plasmide non codant. 

La sélection des cellules NCH421k transfectées est réalisée 48 heures après la transfection, par tri 

cellulaire. Les cellules sont récupérées selon le protocole I.1). Une quantité de 300 000 cellules (en duplicata) 

est centrifugée pendant 5 minutes à 1300 rpm. Les culots sont repris dans 100µL de tampon (PBS/BSA 

0,5%/EDTA 2mM). Les cellules sont incubées pendant 15 minutes à 4°C et à l’abri de la lumière, soit avec 

6,5µg/mL d’anticorps primaire fluorescent reconnaissant l’intégrine α5 (α5-PE, BioLegend), soit sans 

anticorps (condition non marquée). Suite au marquage, les cellules sont centrifugées à 1500 rpm pendant 

8/10 minutes. Le culot est resuspendu dans 1mL de tampon (PBS/BSA 0,5%/EDTA 2mM). Après une seconde 

centrifugation, les cellules sont reprises dans 200µL de tampon (PBS/BSA 0,5%/EDTA 2mM). Enfin, les cellules 

sont filtrées (filtre stérile de 50 µm) afin d’obtenir une suspension de cellules isolées. Les cellules sont 

maintenues à 4°C. 

L’ensemble des cellules exprimant potentiellement l’intégrine α5 est sélectionné via l’intensité de 

fluorescence (cymomètre en flux, IGBMC). La suspension cellulaire est récupérée dans un tube de FACS stérile 

contenant le milieu souche supplémenté par 1% de Pénicilline/Streptomycine et Fungizone (Lonza). Les 

cellules sont amplifiées sans agent de sélection. 

A l’issue du contrôle de l’efficacité du tri cellulaire, nous avons dû réaliser une seconde sélection. Selon le 

même protocole, nous avons isolé les cellules exprimant potentiellement l’intégrine α5 par tri cellulaire (1 

cellule/puits dans une plaque 96 puits). Un total de 126 clones est récupéré. 

Les différents clones et lignées ont été authentifiés tous les 6 mois par la société Multiplexion (Allemagne). 

d) Délétion transitoire de l’intégrine α5 

Nous avons délété transitoirement le gène de l’intégrine α5 par si-RNA dans les cellules différenciées. 

Les cellules sont ensemencées à une densité cellulaire de 250 000 cellules/T25, comprenant 4mL de milieu 

DMEM/F12/SVF 10%, 24 heures avant la transfection.  

Une quantité de 25nM de plasmide non codant (siGENOME Non-targeting Dharmacon) et de plasmide 

ciblant l’intégrine α5 (smart pool ON-TARGET plus α5 si-RNA Dharmacon) est diluée dans 200µL de Buffer 
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Jetprime (Polyplus Transfection), puis 4µL de Jetprime sont ajoutés. L’ensemble est vortexé 10 secondes, puis 

laissé à température ambiante pendant 10 minutes. La réaction est ajoutée à la suspension cellulaire goutte 

à goutte. L’efficacité de la transfection est confirmée après 24 heures. 

2. Western blot 

Les cellules sont lysées par du tampon de lyse (PBS/Napii 100mM/Na3VO4 1mM/NaF 100mM/Triton 1%). 

Brièvement le culot cellulaire est repris dans 60-80µL de tampon de lyse. La suspension cellulaire est vortexée 

toutes les 10 minutes pendant 30 minutes à 4°C. Après une sonication, une seconde série de vortex (toutes 

les 10 minutes pendant 30 minutes à 4°C) est effectuée. La suspension cellulaire est centrifugée pendant 10 

minutes à 13 000 rpm et à 4°C. Le surnageant est récupéré et dosé à l’aide du kit DC Protein Assay kit (Biorad). 

Enfin, les échantillons sont dilués dans du tampon Laemmli (x2 BioRad) associé à 2,5% de β-mercaptoéthanol 

(ROTH). 

Les protéines sont séparées sur un gel SDS-PAGE (4-20%) (BioRad) pendant 30 minutes à 240V. Après 

l’électrophorèse, les protéines sont transférées sur une membrane PVDF (GE Healthcare) préalablement 

activée par l’éthanol. Le transfert se déroule à 100V pendant 30 minutes. Les membranes sont saturées par 

5% de lait (Biorad) ou 3% de BSA (Euromedex) à température ambiante puis incubées avec l’anticorps 

primaire à 4°C O/N. Après lavage avec un tampon TBS/Tween (TBST), les membranes sont incubées avec 

l’anticorps secondaire (1/5000) couplé à la HRP (Promega). Le complexe est révélé par la technique de 

chimioluminescence (ECL, Biorad) à l’aide du Las4000 (GE Healthcare). Enfin, l’analyse d’images et la 

quantification des protéines sont réalisées avec le logiciel ImageJ.  

Anticorps utilisés : anti-α5 D7B7G (Cell signaling, dilué au 1/1000 dans 5% de lait), anti-α6 3750 (Cell 

signaling, 1/1000 dans 5% de lait), anti-Sox2 2748S (Cell signaling, 1/1000 dans 3% de BSA), anti-GFAP 

MAB360 (Millipore, 1/1000 dans 5% de lait), anti-β1 AB1952(millipore, 1/500 dans 5% de lait) et anti-GAPDH 

MAB374 (Millipore, 1/5000). 

3. RT-qPCR 

L’extraction d’ARN est effectuée selon le protocole du kit RNeasy mini kit (Qiagen) et son dosage sur un 

Nanodrop (ThermoScientific). La transcription des ARNs extraits s’effectue selon le protocole du kit iScript 

cDNA (BioRad).  

La PCR en temps réel utilise l’agent SYBR Green (Fast SYBR green Master Mix, Applied Biosystems) à l’aide 

de la machine StepOne Plus Real time PCR system (Applied Biosystem). Les données d’amplification pour les 

gènes d’intérêt (Ct) sont normalisées par rapport à la GAPDH. La comparaison par rapport aux conditions 

contrôle s’effectue selon la méthode du 2-ϪCT. 

Le tableau Tableau 5 récence les primers utilisés : 
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Gène Forward 5’-3’ Reverse 3’-5’ 

GAPDH GTCACCAGGGCTGCTTTTAAC

TCT 

GCAATCATATTGGAACATGTAAACCA 

Sous-unité α5 TGCTGACTCCATTGGTTTCACAG TCTCTCTGCAATCCTCTCGAGC 

Sous-unité β1 CAATTGTGGGTGGTGCACA TGGAGGGCAACCCTTCTTT 

Sous-unité αv AGGTGCCTACGAAGCTGAGC AAGGCTTCATTGTTTCGGACA 
GFAP ACATCGTGGTGAAGACCGTG GGTCCTGCCTCACATCACAT 

CD44 TTTGCATTGAGTCAACAGTC GTTACACCCAATCTTCATGTCCAC 

CD133 GCCTTGTCCTTGGTAGTGT ATTGGCATCTTCTATGGTTT 

Nestin CAGGGGCAGACATCATTGGT CACTCCCCCATTCACATGCT 

Sox2 CCAGCTCGCAGACCTAC GAGTGGGAGGAAGAGGTAAC 

Oct4 TCTGAGACATGATGCTCTTCCTT TCACTAAGTATCACCCCCAG 

   
Tableau 5 - Listes des primers utilisés 

4. Migration cellulaire en chambre de Boyden  

Une suspension de 20 000 cellules, contenue dans 200 µL de milieu (souche ou différencié), est 

ensemencée dans chaque insert des chambres de Boyden. Celles-ci sont ensuite déposées dans un puits 

(plaque 24 puits) contenant 500 µL de milieu (souche ou différencié). La plaque est remise à l’incubateur 

(37°C et 5% CO2) pendant 3 jours. En cas de traitement, la drogue est ajoutée directement dans la suspension 

cellulaire. 

Les cellules ayant migré sont fixées avec du Glutaraldéhyde 1% pendant 15 minutes. Afin d’analyser 

uniquement les cellules migrantes, celles n’ayant pas migré sont retirées en passant délicatement un coton-

tige sur la membrane. Enfin, les cellules ayant migré sont marquées au DAPI (D9542, Sigma, 10µg/mL) 

pendant 10 minutes à l’abri de la lumière.  

L’évaluation des cellules ayant migré est effectuée en prenant cinq photos à l’aide du microscope à 

fluorescence (ZEISS-Axio, grossissement 10x). Les cellules sont quantifiées à l’aide d’une macro développée 

sur le logiciel d’analyse d’images ImageJ.  

5. Evasion cellulaire à partir d’une sphère tumorale 

a) Formation de sphéroïdes tumoraux 

Les sphères sont formées par la méthode de la « goutte inversée ».  

Une suspension cellulaire de 2000 cellules est préparée dans un milieu de culture différencié 

(DMEM/F12/SVF 10%) et contenant 20% de méthylcellulose. Les gouttes sont formées en prenant 20µL de 

cette suspension qui est disposée sur un couvercle d’une boîte de Pétri. Le couvercle est ensuite retourné 

délicatement afin de créer une goutte. Afin d’éviter un dessèchement des gouttes, la boîte de Pétri est posée 

dans une autre contenant un papier humidifié. La formation des sphéroïdes s’effectue pendant 24 heures 

selon les lignées cellulaires dans un incubateur à 37°C et 5% de CO2.  
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b) Evasion cellulaire  

Après formation des sphéroïdes, ceux-ci sont déposés dans des puits (plaque 24 puits) contenant 500µL 

de milieu différencié (DMEM/F12/SVF 10%). Les puits sont préalablement coatés par une matrice de 

fibronectine (c-43060, PromoCell) ou de Poly-L-lysine (P9820 0,1%, Sigma). L’évasion cellulaire s’effectue 

pendant 72 heures selon les lignées cellulaires, dans un incubateur à 37°C et 5% de CO2. Une image en 

contraste de phase (EVOS x1 Core, grossissement 4x) est prise au moment du dépôt du sphéroïde (jour 0) et 

3 jours après.  

Le cas échéant, l’aire de migration a été quantifiée à l’aide du logiciel ImageJ. 

6. Prolifération cellulaire 

a) Modèle 2D par comptage au bleu trypan 

Les cellules souches et différenciées sont ensemencées en duplicat à une densité cellulaire de 25 000 et 

50 000 cellules/puits (plaque 6 puits) respectivement, dans 1mL de leur milieu respectif. La prolifération 

s’effectue pendant 7 jours dans un incubateur à 37°C et 5% CO2. Toutes les cellules sont récupérées 

(adhérentes et en suspension) et sont comptées en triplicata au bleu trypan (Trypan Blue Dye 0,40%, BioRad) 

à l’aide du compteur automatique (Bio-Rad, TC20). 

b) Modèle 3D par évaluation de la taille de la sphère tumorale 

Après formation des sphères (voir paragraphe VI.1) celles-ci sont maintenues dans la goutte inversée, 

ayant permis sa formation, pendant 7 jours dans un incubateur à 37% et 5% de CO2. Une image en contraste 

de phase (EVOS x1 Core, grossissement 10x) est prise le 1er et le 7 ème jour après leur formation. La taille des 

sphéroïdes est évaluée en mesurant leur aire à l’aide du logiciel ImageJ. Une expérience représente une taille 

moyenne de 5 sphéroïdes. 

c) Analyse du métabolisme mitochondrial (MTS) 

Une densité cellulaire de 5000 cellules dans 100µL de milieu de culture (souche et différencié) est 

ensemencée en triplicata dans des puits (plaques de 96 puits). Ceux-ci ont été préalablement coatés par une 

matrice de fibronectine (c-43060, PromoCell), de Poly-L-lysine (P9820 0,1%, Sigma) ou de laminine (L2020, 

Laminine from Engelbreth Holm Swam, Sigma) à une concentration de 10µg/mL. La prolifération s’effectue 

pendant 7 jours dans un incubateur à 37°C et 5% CO2. Un volume de 20µL de MTS (20µL) (Cell titer 96 

Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay, Promega) est ajouté au moment du dépôt des cellules et 7 

jours après. L’absorbance est mesurée à 490 nm (Imark microplate reader, BioRad).  

Le test de survie cellulaire s’effectue selon le même protocole à la différence que les cellules ne sont pas 

maintenues dans leur milieu de culture habituel (DMEM/F12/SVF10%) mais dans un milieu dépourvu de 

sérum (DMEM/F12/SVF0%). Afin de retirer tout le sérum, les cellules sont centrifugées trois fois à 1100 rpm 

pendant 4 minutes et reprises dans du milieu DMEM/F12. Le cas échéant, un traitement (TMZ à 10µM, 50µM 

ou Fr248 à 20µM) a été ajouté directement dans les puits au moment d’ensemencement des cellules. 
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Condition par expérience: 

- Test de prolifération standard : coating de laminine. 

- Test de survie : coating de fibronectine et poly-L-lysine. 

7. Test de dilution limite 

Une quantité de 62, 125 et 250 cellules/puits ont été ensemencées en plaques 96 puits. Les cellules sont 

maintenues dans 100µL de milieu souche (DMEM/F12/BIT/EGF/bFGF) pendant 7 jours dans un incubateur à 

37°C et 5% CO2. L’évaluation du nombre de neurosphères formé est effectuée en prenant cinq photos par 

puits en contraste de phase à l’aide du microscope EVOS x1 Core (grossissement 20x). L’aire des 

neurosphères est quantifiée à l’aide du logiciel d’analyse d’images ImageJ.  

8. Test de dilution limite sur collagène 

Le collagène neutralisé est préparé en mélangeant 8 volumes de collagène, 1 volume de PBS 10x et 1 

volume de NaOH 0,1M (pH=7). Le collagène neutralisé est maintenu dans de la glace. Une densité de 200 000 

cellules/mL, préalablement filtrée dans un filcon 50µm, est préparée dans le milieu souche. Un volume de 

25µL de cette suspension cellulaire est ajouté à 2mL de milieu souche et 1,3mL de collagène neutralisé. Après 

mélange de la solution, un volume de 1,5 mL est ensemencé dans 2 boîtes de diamètre 35 mm. Celles-ci sont 

ensuite incubées dans un incubateur à 37°C et 5% CO2 pendant au moins 7 jours. Si l’expérience nécessite 

plus de 7 jours, 60µL de milieu souche sont ajoutés. 

9. Analyse in vivo 

L’injection stéréotaxique des lignées souches a été réalisée en collaboration avec le Dr S. Pinel (Nancy).  

Une densité cellulaire de 20 000 cellules dans 2µL d’Optimem est préparée en condition stérile (selon le 

protocole I.1). Les coordonnées d’injection à partir du Bregma de la souris Nude sont de +2 (axe Droite-

Gauche), +1 (axe Antéro-Postérieur) et -3,5 (axe Dorso-Ventral). Les souris sont sacrifiées 4 semaines après 

implantation. Les cerveaux sont inclus en paraffine. 

II. Partie 2  

1. Culture et modèles cellulaires  

a) Culture en condition souche 

La lignée HeLa est cultivée dans le milieu DMEM/F12 (Dominique Dutscher) supplémenté avec les facteurs 

de croissance BIT-100 (20%) (Provitro), EGF (20ng/mL) (Reliatech), bFGF (20ng/mL) (Reliatech) et 2% 

d’Ultraglutamine (Lonza). Dans ces conditions les cellules se présentent sous forme semi-adhérente. Les 

agrégats en suspension sont récupérés dans un Falcon et sont centrifugés pendant 5 minutes à 1300 rpm. 

Pendant ce temps les cellules adhérentes sont récupérées par de l’accutase (Sigma). Le culot cellulaire est 

resuspendu par la solution contenant les cellules détachées. Le Falcon, contenant les cellules adhérentes et 

en suspension, est maintenu dans un incubateur sous atmosphère humide à 37°C et 5% de CO2 pendant 
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quelques minutes. Une quantité de 400 000 cellules est repiquée dans 10 mL. Les cellules sont maintenues 

dans un incubateur sous atmosphère humide à 37°C et 5% de CO2. 

b) Culture en condition différenciée 

La lignée HeLa est cultivée dans le milieu DMEM/F12 supplémenté à 10% de sérum de veau fœtal 

(DMEM/F12/SVF10%) (Lonza) et 2% d’Ultraglutamine (Lonza). Les cellules, sous forme adhérente, sont 

détachées de la flasque de culture par l’accutase (Sigma). Une quantité de 400 000 cellules est repiquée dans 

10 mL. Les cellules sont maintenues dans un incubateur sous atmosphère humide à 37°C et 5% de CO2. 

c) Délétion transitoire de l’intégrine α5 

Voir protocole de la Partie I. 

2. Western blot 

Voir protocole de la Partie I. 

3. RT-qPCR  

Voir protocole de la Partie I. 

4. Immunofluorescence et imagerie confocale 

Les cellules sont ensemencées (200 000 cellules) en plaque 24 puits sur des lamelles coatées avec une 

matrice de fibronectine (10µg/mL). La plaque est maintenue à l’incubateur (37°C, 5% CO2) pendant 48 heures 

dans le milieu adéquat (500µL) (souche et différencié). 

Après retrait du surnageant, les cellules sont fixées au paraformaldéhyde (PFA 4%/PBS) (Electron 

Microscopy Sciences) pendant 5 à 10 minutes à température ambiante. Après 3 lavages au TBS 1%, les cellules 

sont perméabilisées avec 0,1% de Triton-x100 (Sigma) pendant 5 minutes. Les puits sont lavés au TBS 1% puis 

sont saturés avec 5% de BSA/TBS pendant 1 heure. Les cellules sont incubées avec l’anticorps primaire à 4°C 

O/N. Le lendemain, les cellules sont rincées 3 fois au TBS 1% puis marquées avec l’anticorps secondaire 

fluorescent et avec du DAPI, pendant 45 minutes à l’abri de la lumière. Les cellules sont lavées 3 fois au TBS 

1%. Le montage entre lame et lamelle s’effectue à l’aide du réactif de montage Dako (S3023, fluorescence 

mounting medium, Dako). Les images sont analysées au microscope confocal (LEICA TCS SPE II, 60x 

magnification oil-immersion). 

Anticorps utilisés : anti-α5 IIaI (BD Biosciences, à 10µg/mL), anticorps secondaires fluorescents AlexaFluor 

546 à 5µg/mL, DAPI (D9542, Sigma, à 10µg/mL). 

5. Migration cellulaire en chambre de Boyden  

Voir protocole de la Partie I. 
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6. Evasion cellulaire à partir d’une sphère tumorale 

a) Formation de sphéroïdes tumoraux 

Voir protocole de la Partie I.  

Une suspension cellulaire de 2000 cellules est préparée dans un milieu de culture souche et différencié et 

contenant 20% de méthylcellulose. La formation des sphéroïdes s’effectue pendant 48 heures dans un 

incubateur à 37°C et 5% de CO2.  

b) Evasion cellulaire  

Après formation des sphéroïdes, ceux-ci sont déposés dans des puits (plaque 24 puits) contenant 500µL 

de milieu souche différencié. Les puits sont préalablement coatés par une matrice de fibronectine (c-43060, 

PromoCell). Une image en contraste de phase (EVOS x1 Core, grossissement 4x) est prise au moment du 

dépôt du sphéroïde (jour 0) et 24 heures après.  

7. Prolifération cellulaire 

a) Modèle 2D par comptage au bleu trypan 

Voir protocole de la Partie I.  

Les cellules souches et différenciées sont ensemencées en duplicat à une densité cellulaire de 25 000 

(plaque 6 puits) respectivement, dans 1mL de leur milieu respectif. 

b) Analyse du métabolisme mitochondrial (MTT) 

Voir protocole de la Partie I.  

Les cellules différenciées ont été ensemencées à une quantité de 25 000 cellules par puits (plaque 96 puits) 

dans 100µL de milieu DMEM/F12 supplémenté par 10% de sérum ou dépourvu de sérum. Les conditions 

d’expériences sont réalisées soit sur des puits sans coating (plastique) soit sur des puits préalablement coatés 

par de la fibronectine (10µg/mL). 

8. Test d’adhérence 

Une plaque de 96 puits est recouverte d’une matrice de fibronectine diluée dans du PBS (0 à10µg/mL), de 

poly-L-lysine (10µg/mL) (contrôle positif) et PBS (contrôle négatif). Chaque condition contient 50µL de 

matrice et est réalisée en triplicata. La plaque est maintenue à 4°C O/N. Afin de détacher plus doucement les 

cellules le jour de l’expérience, les cellules sont détachées par l’accutase la veille de l’expérience. 

Le lendemain, les cellules sont décollées à l’EDTA (2mM dilué dans du PBS) pendant 5-10 minutes (37°C, 

5% CO2). La suspension cellulaire est ensuite centrifugée pendant 5 minutes à 1000 rpm. Le culot est repris 

dans du tampon d’adhérence (EMEM/HEPES + 0,2% BSA) (Lonza). Une densité cellulaire de 50 000 

cellules/puits est incubée sous agitation pendant 30 minutes à température ambiante, avec soit un 
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antagoniste de l’intégrine α5 (Fr248, 20µM) soit avec son solvant (DMSO). En parallèle, la plaque de 96 puits 

est saturée pendant 30 minutes avec 0,2% de BSA (dilué dans du PBS) sur de la glace. Après rinçage des puits 

avec du tampon d’adhérence, une quantité de 50 000 (50µL) cellules par puits est ensemencée dans les puits 

pendant une heure à l’incubateur.  

A la sortie de l’incubateur, les puits sont rincés plus de 4 fois avec du milieu EMEM sans HEPES, jusqu’à ce 

que les cellules ne soient plus visibles à œil nu au fond des puits blancs (contrôle négatif). Les cellules 

adhérentes sont fixées au glutaraldéhyde 1% (dilué dans de l’eau) (Electron Microscopy Sciences) pendant 

20 minutes à température ambiante, puis marquées au cristal violet 0,25% (dilué dans de l’eau) pendant 30 

minutes à température ambiante. La plaque 96 puits est ensuite rincée abondamment sous de l’eau claire. 

Le cristal violet est solubilisé par l’ajout de 0,5% de SDS (dilué dans de l’eau) pendant 15 minutes sous 

agitation. L’absorbance est lue à 595 nm (Imark microplate reader, BioRad). 

9. Analyse in vivo 

a) Xénogreffes orthotopiques  

L’injection stéréotaxique des lignées souches HeLa a été réalisée en collaboration avec le Dr D.Guenot 

(Strasbourg).  

Une densité cellulaire de 10 000 cellules dans 2µL d’Optimem est préparée en condition stérile (selon le 

protocole I.1). Les coordonnées d’injection à partir du Bregma de la souris Nude sont de +2 (axe Droite-

Gauche), +1 (axe Antéro-Postérieur) et -3,5 (axe Dorso-Ventral). Les souris sont sacrifiées 4 semaines après 

implantation. Les cerveaux sont inclus en paraffine. 

Pour les conditions analysant l’effet d’un antagoniste de l’intégrine α5, 300 000 cellules HeLa sont 

ensemencées dans une flasque T25 (4mL de milieu DMEM/F12/BIT20%/EGF/bFGF) et traitées par 

l’antagoniste de l’intégrine α5 (Fr248 à 50µM) la veille de l’expérience. Le lendemain, les cellules sont 

récupérées à une densité de 10 000 cellules/2µL et traitées de nouveau par 50µM de Fr248. Les cellules sont 

injectées selon le même protocole. 

b) Coloration Hématoxyline/Eosine  

Les cerveaux sont coupés au microtome (ThermoScientific, Microm HM340E) à 6µm et les coupes sont 

déposées sur une lame SuperFrost ®Plus (ThermoScientific). 

Les coupes sont déparaffinées par 2 bains d’Histosol (Roti-histol, ROTH) (3 minutes) puis sont déshydratées 

par 2 bains d’éthanol 100%, d’éthanol 95% et d’eau milliQ, à température ambiante. Les coupes sont colorées 

dans de l’Hématoxyline (HHS32 Harris Hematoxyline Solution modified, Sigma) pendant 2 minutes. Après un 

rinçage à l’eau milliQ (3 minutes), les coupes subissent une différenciation (Différentiating Solution, 0,1% HCl, 

Ethanol 70%, eau milliQ) pendant quelques secondes. Les coupes sont rincées à l’eau milliQ (3 min) puis 

incubées dans un bain de Scott’s Water Tap (NaHCO3 20g/L, MgSO4 200g/L/H2O) pendant 30 secondes. Après 

un rinçage à l’éthanol 95% de 30 secondes, les coupes sont colorées à l’éosine (HT110332 Eosine Y Solution 

alcoholic with phloxine, Sigma) pendant une minute puis sont déshydratées à l’éthanol 100% et déparaffinées 
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à l’histosol (Roti-histol, ROTH) (2 x 3 minutes). Les coupes sont montées entre lame et lamelle avec le milieu 

de montage Eukitt. 

c) Immunomarquage 

Les cerveaux sont coupés au microtome (ThermoScientific, Microm HM340E) à 6µm et les coupes sont 

déposées sur une lame SuperFrost ®Plus (ThermoScientific). 

Les coupes sont déparaffinées à température ambiante dans 2 bains d’histosol (Roti-histol, ROTH) puis 

sont déshydratées par 2 bains d’éthanol 100%, d’éthanol 95% puis dans 1 bain d’éthanol 70% et d’éthanol 

50%. Les coupes sont ensuite rincées dans 2 bains d’eau milliQ. Chaque bain dure 3 minutes. 

Afin de démasquer les antigènes, les lames sont incubées avec de la trypsine (Trypsine 1% + CaCl2 10%) 

pendant 17 minutes à 37°C puis sont lavées dans deux bains de PBS d’une minute. La péroxydase endogène 

est inactivée en incubant 30 minutes les coupes dans 3% H2O2 diluée dans du méthanol, à l’abri de la lumière. 

Les coupes sont lavées pendant 33 minutes dans du TBS-Tween sous agitation puis saturées pendant une 

heure avec du sérum normal 5% (dilué dans TBST). Les coupes sont ensuite incubées avec l’anticorps primaire 

dilué dans du sérum 5% à 4°C O/N. 

Le lendemain, les lames sont rincées dans 3 bains de TBST de 3 minutes chacun puis incubées avec 

l’anticorps secondaire biotinylé au 1/200, pendant 1 heure à température ambiante. Après 30 minutes, le 

réactif Vectastain AB est préparé (1 goutte du réactif A dilué dans 5mL de TBST contenant 0,5 M de NaCl puis 

ajout d’une goutte de réactif B). Ce mélange est maintenu dans l’obscurité pendant 30 minutes. Après 1 

heure d’incubation avec l’anticorps secondaire, les lames sont rincées dans 3 bains de TBST de 3 minutes 

chacun, puis sont incubées pendant 30 minutes avec le réactif Vectastain AB. Les lames sont ensuite lavées 

dans 2 bains de TBST et 1 bain de PBS de 3 minutes. Les coupes sont incubées avec le réactif DAB (1 goutte 

du tampon dans 2,5mL d’eau milliQ puis ajout de deux gouttes du réactif DAB et d’une goutte de peroxyde 

d’hydrogène). L’intensité de coloration est analysée sous microscope EVOS. Après coloration, les coupes sont 

rincées dans deux bains de PBS de 3 minutes puis incubées dans une solution acide (2mL d’acide acétique 

glacial + 98mL d’éthanol 70%) pendant 1 minute. Après deux rinçages à l’eau miiliQ de 3 minutes, les coupes 

sont déshydratées avec 1 bain d’éthanol 50% et 2 bains d’éthanol 95% et 100%, suivis d’un bain d’histosol de 

3 minutes. Les coupes sont montées entre lame et lamelle avec le kit de montage Eukitt. 

Anticorps utilisés : Stem 121 (Clontech ; au 1/1000) ; anti-α5 IIaI (BD Biosciences, au 1/300) 
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Re sultats Partie 1: 
 

Les cellules initiatrices de tumeurs a  
l’origine de l’he te roge ne ite  de l’expression 
de l’inte grine α5β1 dans les glioblastomes. 
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I. Etude de l’expression de l’intégrine α5 dans les cellules 

souches de GBM 

1. Expression hétérogène de l’intégrine α5 dans des lignées de cellules 

souches de GBM 

a) Expression de l’intégrine avant et après différenciation et validation de 

l’état souche/différencié. 

Le glioblastome étant une tumeur extrêmement hétérogène, nous avons travaillé avec 4 lignées de cellules 

souches tumorales issues de GBMs de patients. Les lignées NCH644 et NCH421k (collaboration Dr Herold-

Mende, Heidelberg) et les lignées 5706, 3731 (collaboration Dr Ahmed Idbaih, Paris) ont été cultivées en 

condition souche et en condition différenciée. Nous avons choisi d’évaluer les caractéristiques moléculaires 

et phénotypiques de nos différentes lignées après une différenciation de plus de 1 mois par du sérum (10%). 

Conformément à la morphologie standard des CSGs, les 4 lignées forment des neurosphères en condition 

souche (NS) et deviennent adhérentes après différenciation (SVF) (Figure 23.A). 

Nous avons analysé l’expression de la sous-unité de l’intégrine α5 par immunoblot en condition souche et 

différenciée. Nos résultats montrent que l’intégrine α5 n’est pas exprimée en condition souche dans 3 lignées 

(NCH421k, 3731 et NCH644). En revanche, nous avons mis en évidence une expression hétérogène de 

l’intégrine α5 après différenciation ; les lignées différenciées NCH644 et 5706 exprimant l’intégrine α5 et les 

lignées NCH421k et 3731 ne l’exprimant pas (Figure 23.B). Seule une lignée (5706) présente une expression 

faible de l’intégrine α5 en condition souche, qui augmente fortement au cours de sa différenciation. 

Afin de vérifier le statut souche et différencié des lignées, nous avons analysé l’expression de marqueurs 

exprimés dans les cellules souches de GBM (Sox2 et l’intégrine α6) et dans les cellules différenciées (GFAP) 

(Figure 23.C). Nos résultats confirment la différenciation des cellules des lignées NCH421k, NCH644, 3731 et 

5706. En effet, nous observons une diminution de l’expression de l’intégrine α6 dans toutes les lignées et le 

gain de l’expression de la GFAP, sauf pour la lignée 5706. Cependant, la GFAP étant un marqueur de 

différenciation de type astrocytaire, il est possible que la lignée 5706 ait une différenciation de type 

neuronale ou oligodendrocytaire (nous avons notamment constaté une expression élevée de l’ARNm du gène 

OLIG2, un marqueur de différenciation oligodendrocytaire, dans la lignée 5706 différenciée). De manière 

intéressante, l’expression du marqueur Sox2 après différenciation est hétérogène selon l’expression de 

l’intégrine α5. Alors que les deux lignées α5+ (NCH644 et 5706) n’expriment plus Sox2 après différenciation, 

les deux lignées α5- (NCH421k et 3731) présentent une expression stable. 

Pour résumer, nous avons mis en évidence une expression hétérogène de l’intégrine α5 après 

différenciation dans 4 lignées de CSGs. Ces résultats reflètent l’hétérogénéité inter-tumorale de l’intégrine 

α5. 
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Figure 23 - Hétérogénéité inter-tumorale de l’intégrine α5 après différenciation. (A) Image par contraste de phase de la morphologie 
des CSGs en condition souche (NS) et en condition différenciée (SVF) des lignées NCH421k, 3731, NCH644 et 5706. La barre d’échelle 
représente 200µm. (B) et (C) Analyse protéique par Western blot de l’intégrine α5 (ITGA5), de marqueurs souches (ITGA6 et Sox2) et 
du marqueur de différenciation (GFAP), en condition souche (SVF-) et différenciée (SVF+) dans les lignées NCH421k, 3731, NCH644 
et 5706 (n>4 expériences). Les lignées exprimant l’intégrine sont notées en rouges. 
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b) Caractérisations moléculaires des différentes lignées  

Nous avons voulu comprendre et déterminer l’origine de l’expression différentielle de l’intégrine α5 après 

différenciation. Nous nous sommes notamment demandé si la régulation de l’ARNm de l’intégrine α5, au 

cours de la différenciation, était responsable de son expression protéique. 

Nous avons représenté sur la Figure 24.A, le taux d’ARNm de l’intégrine α5 induit par la différenciation 

pour chaque lignée. Nous constatons que son expression transcriptomique augmente dans toutes les lignées 

après leur différenciation. Néanmoins, le taux d’augmentation de l’ARNm de l’intégrine α5, au cours de la 

différenciation, n’est pas corrélé à son expression protéique. En d’autres termes, ces résultats suggèrent que 

l’augmentation de l’ARNm ne suffit pas à induire son expression. 

Nous nous sommes ensuite demandé si les lignées capables d’exprimer l’intégrine α5 après 

différenciation, présentaient un taux d’ARNm basal plus élevé. Afin de confirmer cette idée, nous avons 

comparé le taux d’ARNm des sous-unités α5 et β1 en condition souche dans les lignées NCH644 et NCH421k. 

Les résultats montrent un taux d’ARNm augmenté de plus de 35 fois (35,49 ± 19,96) pour la sous-unité α5 et 

de plus de 3 fois pour la sous-unité β1 (3,180 ± 0,319) dans la lignée NCH644 comparée à la lignée NCH421k 

(Figure 24.B). Cette analyse suggère que les cellules souches, possédant un taux d’ARNm de l’intégrine α5 

élevé, sont « programmées » à l’exprimer après différenciation. 

Par ailleurs, nos résultats précédents nous ont permis de constater une perte d’expression protéique du 

marqueur souche Sox2 dans les lignées α5+ différenciées (NCH644 et 5706) et une stabilisation de son 

expression dans les lignées α5- différenciées (NCH421k et 3731). Ces résultats suggèrent que les deux types 

de CSGs (α5+ et α5-) peuvent présenter des caractéristiques moléculaires différentes. Afin de répondre à 

cette hypothèse nous avons analysé quantitativement la régulation transcriptionnelle de marqueurs souches, 

induite par la différenciation. De manière intéressante, l’analyse du taux d’ARNm des marqueurs souches 

montre que les lignées α5+ semblent être capables d’une différenciation plus complète. En effet, alors que 

le taux d’ARNm des marqueurs souches (Nestine, CD133, Sox2 et la sous-unité α6) est stable ou augmente 

dans les lignées α5- différenciées (NCH421k et 3731), il est significativement réduit dans les lignées α5+ 

(NCH644 et 5706) après leur différenciation (Figure 24.C). 

Pour résumer, nos résultats ont montré qu’un taux basal élevé d’ARNm du gène de l’intégrine α5 semble 

« programmer » certaines CSG à exprimer l’intégrine α5 après différenciation. De plus, nous avons mis en 

évidence une association entre la perte de tous les ARNm des marqueurs souches et l’expression protéique 

de l’intégrine α5 après différenciation. Ces données suggèrent une forte capacité de différenciation des 

lignées programmées à exprimer l’intégrine. 
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Figure 24 - L’expression protéique de l’intégrine α5 n’est pas induite par la régulation transcriptionnelle de son ARNm et est 
associée à une différenciation complète. Rapport du nombre de transcrits dans les lignées NCH421k, 3731, NCH644 et 5706 en 
condition différenciée (SVF) comparé à la condition souche (NS) (A) du gène de l’intégrine α5 (n>4) et (C) des gènes de marqueurs 
souches (Nestine, CD133, Sox2 et α6) (n>4). (B) Rapport du nombre de transcrits du gène des sous-unités α5 et β1, dans la lignée 
NCH644 comparé à la lignée NCH421k, en condition souche (n>3). 
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2. Expression hétérogène de l’intégrine α5 au sein d’une lignée 

a) En condition polyclonale 

Une sous-population de la lignée 3731 souche a été isolée (collaboration Dr Ahmed Idbaih, Paris). Au cours 

de ce manuscrit, nous parlerons de la lignée 3731*. De manière étonnante, nous avons observé sur la lignée 

3731* une expression de l’intégrine α5, induite par la différenciation, hétérogène d’un point de vue 

temporel. En condition souche, cette lignée n’exprime pas l’intégrine. Nous avons forcé sa différenciation 

deux fois, à un intervalle d’une semaine. Nous avons constaté que lors de la première différenciation, les 

cellules différenciées 3731* expriment l’intégrine α5 (3731* (1)). En revanche, après la deuxième 

différenciation la lignée 3731* ne l’exprime pas (3731* (2)). Dans les deux cas, l’expression ou l’absence 

d’expression de l’intégrine reste stable au cours de la différenciation (Figure 25.A). 

b) En condition clonale 

Les données récentes de la littérature montrent la complexité du GBM via l’analyse de cellules uniques. 

Plusieurs études ont mis en évidence l’existence de plusieurs clones, aux profils moléculaires différents, au 

sein d’un même GBM, démontrant une hétérogénéité intra-tumorale (184,196). Nos résultats précédents 

ont montré une hétérogénéité inter-tumorale de l’intégrine α5 dans une cohorte de 4 lignées de CSGs après 

différenciation. Afin d’évaluer l’expression intra-tumorale de l’intégrine α5, nous avons analysé son 

expression au sein d’une lignée de CSGs. 

Nous avons effectué le clonage des cellules de la lignée NCH644 en condition souche. L’expression de 

l’intégrine α5 étant induite par différenciation en condition polyclonale, nous avons différencié les clones 

préalablement amplifiés. Afin d’obtenir rapidement une différenciation totale, nous avons induit la 

différenciation des clones par l’acide rétinoïque (ATRA). L’expression de l’intégrine α5 a été analysée dans 23 

clones et dans la lignée polyclonale NCH644 par Western blot. En parallèle nous avons évalué la 

différenciation des clones via l’expression de la GFAP (Figure 25.B).  

Nous constatons que tous les clones, pourtant au sein d’une même lignée, ne présentent pas le même 

type de différenciation. Effectivement, bien que la majorité des clones différenciés expriment la GFAP 

(différenciation astrocytaire), 9 ne l’expriment pas. En ce qui concerne l’intégrine α5, nous observons des 

résultats similaires aux travaux précédents. Aucun clone de la lignée NCH644 n’exprime l’intégrine en 

condition souche. En revanche, après différenciation, les résultats montrent une expression hétérogène 

naturelle de l’intégrine α5 dans cette lignée. En effet, sur les 23 clones analysés, 5 d’entre eux sont incapables 

de l’exprimer (Clone E, M, Q, R et S) même après différenciation forte par l’ATRA. De plus, il est intéressant 

de noter que l’expression de l’intégrine α5 n’est pas systématiquement corrélée à une différenciation 

astrocytaire : certains clones coexpriment ces deux protéines, d’autres uniquement la GFAP ou la sous-unité 

α5.  

A l’issue de cette analyse, nous avons sélectionné un clone capable (Clone Z) et un clone incapable (Clone 

E) d’exprimer l’intégrine α5 après différenciation (Figure 25.C). 
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Pour résumer, nous avons mis en évidence une expression hétérogène, après différenciation, au sein d’une 

même lignée en condition clonale (lignée NCH644) et polyclonale (lignée 3731*). Ces résultats reflètent une 

hétérogénéité intra-tumorale de l’intégrine α5.  

 

Figure 25 - Hétérogénéité intra-tumorale de l’intégrine α5 après différenciation. Analyse protéique par Western blot (A) de 

l’intégrine α5 (ITGa5) dans une sous-population cellulaire de la lignée 3731* avant (SVF-) et après différenciation (SVF+) (n>4) (B) 

l’intégrine α5 (ITGa5) et de la GFAP dans 23 clones de la lignée NCH644 en condition souche (ATRA-) et différenciée (ATRA+). La 

bande inférieure pour le marquage de l’intégrine α5 est non spécifique. (C) Sélection d’un clone exprimant (clone Z) et d’un clone 

n’exprimant pas l’intégrine α5 (clone E) après différenciation (ATRA +).  
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3. Expression de l’intégrine α5 lors d’une dédifférenciation 

Nos travaux précédents ont montré que l’intégrine α5 est exprimée après différenciation en condition 

polyclonale et clonale. Seule la lignée 5706 l’exprime en condition souche. Cependant, son expression est 

non seulement faible mais est significativement augmentée lors de la différenciation. Ces données suggèrent 

que l’intégrine α5β1 est un marqueur de différenciation. Néanmoins, nous avons également mis en évidence, 

à partir de la lignée 5706 et des clones de la lignée NCH644, que son expression après différenciation n’est 

pas corrélée à un type précis de différenciation (astrocytaire, neuronale ou oligendendrocytaire). Ceci fait 

ressortir le rôle ambigu de l’intégrine α5 comme marqueur de différenciation. 

Dans le but d’évaluer l’implication de l’intégrine α5 dans une signature moléculaire de cellules 

différenciées, nous avons induit la dédifférenciation des cellules différenciées et analysé l’expression de 

l’intégrine α5. Pour cela, nous avons ensemencé les cellules, ayant été différenciées depuis plus de 1 mois, 

dans un milieu dépourvu de sérum et contenant les facteurs de croissance nécessaire au phénotype souche 

(milieu DMEM/F12/BIT/EGF/bFGF). Nous avons ainsi forcé la dédifférenciation des lignées NCH644 et 

NCH421k pendant 10 jours. 

La Figure 26.A représente l’expression de l’intégrine α5 dans les lignées NCH421k et NCH644 

dédifférenciée (SVF -> NS) pendant 10 jours. Les contrôles différenciés (SVF) ont également été analysés. 

Nous constatons que les deux lignées n’expriment plus la GFAP après 10 jours de dédifférenciation. Ceci nous 

confirme le retour à l’état souche des deux lignées. Etonnamment, nous observons que l’expression de 

l’intégrine α5 est maintenue lors de la dédifférenciation de la lignée NCH644. Ainsi, ces résultats montrent 

que l’intégrine n’est pas un marqueur de différenciation. 

Nous avons observé dans nos résultats précédents une relation entre un taux d’ARNm élevé de l’intégrine 

α5 en condition souche et son expression protéique après différenciation (Figure 24.B). Ce résultat suggère 

qu’un taux d’ARNm seuil, en condition souche, pourrait être nécessaire pour induire l’expression protéique 

de l’intégrine α5 après différenciation. Afin de confirmer cette hypothèse, nous avons analysé le taux d’ARNm 

de l’intégrine dans la lignée NCH644 en condition souche, différenciée et dédifférenciée (Figure 26.B). Les 

résultats montrent que le taux d’ARNm des cellules NCH644 est similaire en condition différenciée et 

dédifférenciée et significativement augmenté par rapport aux cellules NCH644 souches. Ainsi, 

l’augmentation du taux de l’ARNm de l’intégrine α5 après différenciation est maintenue après un retour au 

statut souche. Ce résultat semble confirmer la corrélation entre un taux d’ARNm en condition souche et son 

expression protéique. En parallèle, nous avons étudié le taux d’ARNm de la GFAP dans la lignée NCH644 dans 

les mêmes conditions. Nos résultats montrent une diminution du taux de l’ARNm de la GFAP dans les cellules 

NCH644 dédifférenciées comparé aux cellules différenciées, ce qui confirme le phénotype souche après 

dédifférenciation. 

Nous nous sommes ensuite demandé si les cellules dédifférenciées conservent des caractéristiques 

souches. Pour cela, nous avons effectué un test de dilution limite, où nous avons ensemencé 62, 125 et 250 

cellules des lignées NCH644 et NCH421 souches et dédifférenciées (après 10 jours) (Figure 26.C). Les 

neurosphères formées ont été comptées 7 jours après l’ensemencement des cellules. En condition souche,  
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Figure 26 - L’expression de l’intégrine α5 est maintenue après dédifférenciation et est associée à une capacité d’auto-
renouvellement complète. (A) Analyse protéique par Western blot de l’intégrine α5 (ITGA5) et de la GFAP en condition différenciée 
(SVF) après 10 jours de dédifférenciation (SVF -> NS) (10 d). (B) Analyse transcriptomique du gène de l’intégrine α5 et de la GFAP 
dans la lignée NCH644 en condition souche (NS), différenciée (SVF) et dédifférenciée pendant 10 jours (SVF->NS). (C) Image par 
contraste de phase (x20) de neurosphères formées après 7 jours d’ensemencement de 250 cellules issues de la lignée NCH644 et 
NCH421k en condition souche (NS) et après 10 jours de dédifférenciation (SVF -> NS). L’histogramme représente le nombre de 
neurosphères formées, 7 jours après ensemencement de 62, 125 et 250. (D) Quantification de l’aire des neurosphères, 7 jours après 
l’ensemencement de 250 cellules des lignées NCH421k et NCH644 en condition souche (NS) et après 10 jours de dédifférenciation 
(SVF -> NS). (E) Image par contraste de phase (x20) de neurosphères formées après 21 jours d’ensemencement de 550 cellules issues 
de la lignée NCH644 et NCH421k en condition souche (NS) et après 10 jours de dédifférenciation (SVF -> NS) sur collagène (n>3 pour 
toutes les expériences). 
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nous avons dénombré un plus grand nombre de neurosphères dans la lignée NCH421k comparé à la lignée 

NCH644 (lorsque 125 et 250 cellules ont été ensemencées). De manière intéressante, nos résultats mettent 

en évidence une diminution du nombre de neurosphères dans la lignée NCH421k dédifférenciée comparée 

à la lignée NCH421k souche quelle que soit la quantité de cellules ensemencées. En revanche dans la lignée 

NCH644 les cellules souches et dédifférenciées forment un nombre de neurosphères similaire (Figure 26.C). 

Par ailleurs, nous avons observé des neurosphères formées par la lignée NCH421k dédifférenciée de plus 

petites tailles comparées aux cellules NCH421k souche. Afin de vérifier cette appréciation visuelle, nous 

avons mesuré l’aire des neurosphères à l’aide du logiciel ImageJ (Figure 26.D). L’analyse quantitative 

confirme que l’aire des neurosphères formées par les cellules NCH421k dédifférenciées est plus faible que 

celles issues des cellules NCH421k souches. Au contraire, les cellules NCH644 dédifférenciées produisent des 

neurosphères d’aire similaire, voire d’aire supérieure, à celles formées par les cellules NCH644 souches. Ainsi, 

lorsque la lignée NCH421k se dédifférencie, celle-ci ne semble pas acquérir une capacité d’auto-

renouvellement complète, tandis que la lignée NCH644 présente une capacité souche « totale » (en termes 

de nombre et taille de neurosphères formées). 

Enfin, nous avons observé sur la Figure 26.C que les cellules NCH644 dédifférenciées forment des 

neurosphères mais également des agrégats cellulaires. L’étude de Louis et al., 2008 (584) a montré que 

l’utilisation de collagène empêche la migration des cellules et l’agrégation de colonies, permettant ainsi de 

dénombrer plus facilement le nombre de colonies formées. Ainsi, nous avons réalisé un second test de 

dilution limite sur collagène, sur 21 jours, des lignées NCH644 et NCH421 en condition souche et 

dédifférenciée (Figure 26.E). Les résultats montrent que les deux lignées forment des neurosphères en 

condition souche. Après une dédifférenciation de 10 jours, des neurosphères sont également formées par 

les cellules de la lignée NCH421k. En revanche, les cellules NCH644 dédifférenciées ne forment pas de 

neurosphères. Les cellules NCH644 semblent acquérir un phénotype migratoire lorsqu’elles se 

dédifférencient. 

Pour résumer, nous avons montré que l’expression de l’intégrine α5 est maintenue au cours de la 

dédifférenciation de cellules différenciées exprimant l’intégrine. Ceci démontre que l’intégrine ne peut être 

considérée comme un marqueur de différenciation. De plus, l’augmentation du taux de l’ARNm du gène de 

l’intégrine α5 suite à la différenciation reste stable après la dédifférenciation, ce qui peut expliquer son 

expression protéique. Enfin, les cellules dédifférenciées exprimant l’intégrine α5 semblent présenter une 

capacité d’auto-renouvellement complète, caractérisant un phénotype souche, et un phénotype plus invasif. 

II. Analyse des différences phénotypiques dans les CSGs en 

relation avec l’expression de l’intégrine α5β1 

Nous avons voulu savoir si la « programmation» de l’intégrine α5 en condition souche ou son expression 

en condition différenciée avaient un impact sur l’agressivité tumorale. Nous avons choisi d’étudier la 
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prolifération, la migration et l’évasion cellulaire des différentes lignées et des deux clones issus de la lignée 

NCH644. 

1. Comparaison des différences phénotypiques de prolifération selon 

l’expression de l’intégrine α5 

a) Analyse de la prolifération des lignées NCH421k, NCH644, 3731 et 5706 

Nous avons évalué le taux de prolifération des lignées NCH421k, NCH644, 3731 et 5706 sur 7 jours, par 

comptage au bleu trypan, en condition souche. Les résultats montrent que les lignées NCH421k (α5-) et 

NCH644 (α5+) ont une capacité de prolifération équivalente (taux de prolifération de 13,2 ± 1,6 et 11,2 ± 2,3 

respectivement). Des résultats similaires ont été observés avec les lignées 3731 (α5-) et 5706 (α5+) (taux de 

prolifération de 6,1 ± 0,7 et 3,7 ± 0,3 respectivement) (Figure 27.A). Ainsi, la « programmation » de l’intégrine 

α5 dans les cellules souches tumorales n’influence pas leur capacité de prolifération.  

L’évaluation de la capacité de prolifération des lignées différenciées a été réalisée dans les mêmes 

conditions. Nous constatons que les cellules différenciées prolifèrent moins que les cellules souches 

tumorales (Figure 27.B). De plus, les résultats montrent que les deux lignées α5+ ont une capacité de 

prolifération significativement plus élevée (5,1 ± 2,0 pour la lignée NCH644 et 2,5 ± 0,4 pour la lignée 5706) 

que les lignées α5- (1,41 ± 1,41 pour la lignée NCH421k et 0,97 ± 0,32 pour la lignée 3731). Ainsi, l’expression 

de l’intégrine α5 après différenciation est associée à une capacité de prolifération plus importante. 

b) Analyse de la prolifération des clones issus de la lignée NCH644 

L’analyse de la prolifération de la lignée polyclonale NCH644 (pool α5+) et des clones Z (α5+) et E (α5-) 

apporte des résultats différents de ceux observés entre les lignées. Bien que les écarts-types entre les 

différentes expériences soient élevés, nous constatons que les deux clones ont une capacité de prolifération 

plus faible que la lignée polyclonale en condition souche (25,5 ± 13,4 pour la lignée polyclonale ; 12,6 ± 10,4 

pour le clone E et 12,2 ± 10,9 pour le clone Z) (Figure 27.C) et en condition différenciée (6,9 ± 0,9 ; 3,5 ± 1,4 

et 4 respectivement pour la lignée polyclonale, le clone E et le clone Z différenciés) (Figure 27.D). Ces résultats 

suggèrent une coopérativité inter-clonale. Nous pouvons imaginer que les cellules α5+ stimulent la capacité 

de prolifération des clones α5- adjacents, entraînant ainsi une prolifération accrue de la lignée polyclonale, 

et inversement. 

Pour résumer, nos données démontrent que les lignées polyclonales qui expriment l’intégrine α5 après 

différenciation ont une capacité de prolifération plus élevée. De plus, nous pouvons émettre l’hypothèse de 

l’existence d’une interaction entre les différents clones et son importance dans l’agressivité de la lignée 

polyclonale. 
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2. Comparaison des différences phénotypiques de migration selon 

l’expression de l’intégrine α5 

Nous avons ensuite analysé l’implication de l’intégrine α5 dans la migration cellulaire en réalisant un test 

en chambre de Boyden. Ce test repose sur la migration des cellules à travers une membrane poreuse localisée 

sur un insert. Afin d’évaluer l’implication de l’intégrine α5, nous avons également réalisé un dépôt de 

fibronectine (10µg/mL) sur la membrane de l’insert. La quantification du nombre de cellules ayant migré à 

travers l’insert a été effectuée par comptage automatique des noyaux des cellules marqués au DAPI (macro 

ImageJ). 

En ce qui concerne la lignée NCH421k (α5-), nous constatons premièrement qu’après différenciation les 

cellules ont une capacité de migration augmentée par rapport aux cellules NCH421k (α5-) souches et 

deuxièmement que leur migration est indépendante de la fibronectine. De manière similaire, dans la lignée 

NCH644 (α5+), les cellules souches tumorales migrent moins que les cellules différenciées et de manière 

indépendante vis-à-vis de la fibronectine. En revanche, après différenciation, le chimiotactisme induit par la 

fibronectine augmente de manière significative la migration des cellules NCH644 (Figure 28.A).  

Afin de confirmer l’implication de l’intégrine α5 dans la migration des cellules différenciées de la lignée 

NCH644, nous avons ajouté dans le compartiment de la chambre de Boyen un antagoniste de l’intégrine α5 

(Fr248 à 20µM). Les résultats montent que sans dépôt de fibronectine, le traitement par le Fr248 ne modifie 

pas la migration des cellules. En revanche, il inhibe de manière significative le chimiotactisme induit par la 

fibronectine (Figure 28.B).  

Pour résumer, nos résultats ont mis en évidence l’implication de l’intégrine α5 dans la migration et la 

mobilité des cellules différenciées NCH644 (α5+) médiées par le chimiotactisme de la fibronectine. 

  



113 
 

 

Figure 27 - L’expression de l’intégrine α5 après différenciation est associée à une capacité de prolifération augmentée en 
condition polyclonale mais pas en condition clonale. Analyse du taux de prolifération sur 7 jours par comptage au bleu trypan, (A) 
des lignées α5+ (NCH644 et 5706) et des lignées α5- (NCH421k et 3731) en condition souche, (B) des lignées α5+ (NCH644 et 5706) 
et des lignées α5- (NCH421k et 3731) en condition différenciée, (C) de la lignée polyclonale NCH644 (α5+), du Clone E (α5-) et du 
Clone Z (α5+) en condition souche et (D) de la lignée polyclonale NCH644 (α5+), du Clone E (α5-) et du Clone Z (α5+) en condition 
différenciée (n>3 pour toutes les expériences). 

 

Figure 28 - L’expression de intégrine α5 induit une migration fibronectine-dépendante dans la lignée NCH644, en condition 
différenciée. (A) Quantification du nombre de cellules ayant migré à travers l’insert (comptage automatique des noyaux colorés au 
DAPI à l’aide du logiciel d’analyse d’images ImageJ) des lignées NCH421k (α5-) et NCH644 (α5+) avant (NS) et après différenciation 
(SVF), avec ou sans coating de fibronectine (10 µg/mL) (n>4). (B) Quantification du nombre de cellules ayant migré à travers l’insert 
de la lignée NCH644 (α5+) différenciée et traitée par un antagoniste de l’intégrine α5 (Fr248 à 20µM) avec ou sans coating de 
fibronectine (10 µg/mL), par rapport à la lignée non traitée (n>4).  
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3. Comparaison des différences phénotypiques d’évasion cellulaire selon 

l’expression de l’intégrine α5 

a) Expression de l’intégrine α5 naturelle 

Nous avons voulu évaluer la capacité d’évasion des différentes lignées de CSGs selon l’expression de 

l’intégrine α5. Les résultats phénotypiques précédents ayant montré des différences de prolifération et de 

migration uniquement en condition différenciée, nous avons étudié l’évasion cellulaire uniquement après 

différenciation. L’évasion cellulaire a été évaluée en analysant la dispersion des cellules à partir d’une sphère 

tumorale déposée sur une matrice. Ce modèle, mis au point par l’équipe, permet de garantir les jonctions 

intercellulaires et de mimer une masse tumorale (579). Afin de déterminer l’implication de l’intégrine α5 

dans l’évasion cellulaire, nous avons déposé les sphères formées sur fibronectine (15µg/mL) et sur polylysine 

(15µg/mL). La migration est analysée 3 jours après le dépôt des sphères.  

Nous n’avons pas pu quantifier le nombre de cellules s’échappant de la sphère. Néanmoins, visuellement, 

nous pouvons constater que la distance de migration des cellules à partir du sphéroïde n’est pas influencée 

par l’expression de l’intégrine α5. En effet, les sphéroïdes formés par les lignées 3731 (α5-) et 5706 (α5+) se 

délitent totalement et les cellules qui les composaient migrent de manière similaire sur fibronectine (après 

3 jours). En revanche, les sphères des lignées NCH421k (α5-) et NCH644 (α5+) restent cohésives et les cellules 

s’évadant du sphéroïde NCH421k présentent une distance de migration plus élevée que la lignée NCH644 sur 

fibronectine (après 3 jours) (Figure 29.A).  

De manière intéressante, nos résultats montrent que les cellules n’exprimant pas l’intégrine (NCH421k et 

3731) sont capables de migrer quel que soit le substrat matriciel. En revanche, nous avons mis en évidence 

une migration fibronectine dépendante pour les cellules α5+ (NCH644 et 5706) (Figure 29.A). Cette 

dépendance à la fibronectine a également été mise en évidence dans les 2 modèles issus de la lignée 3731*. 

En effet, la lignée 3731* exprimant l’intégrine α5 migre uniquement sur un substrat de fibronectine, tandis 

que la lignée 3731* α5- est capable de migrer sur un substrat de fibronectine ou un substrat neutre de type 

poly-L-lysine (Figure 29.B). 
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Figure 29 - L’expression de l’intégrine α5 après différenciation rend les cellules dépendantes de la fibronectine pour s’évader du 

sphéroïde en condition polyclonale. Image par contraste de phase (x4) de l’évasion cellulaire après 3 jours de migration (D3) sur 

fibronectine (FN, 15µg/mL) ou polylysine (PLL, 15µg/mL) (A) des lignées différenciées α5- (NCH421k et 3731) et α5+ (NCH644 et 

5706) et (B) des deux modèles des lignées différenciées 3731* α5+ et α5-. Barre d’échelle de 400 µm (n>5).  
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En ce qui concerne l’analyse de l’évasion cellulaire des clones issus de la lignée NCH644, le clone E (α5-) 

n’adhère pas à la fibronectine mais migre sur une matrice de polylysine. En revanche, le clone Z (α5+) migre 

uniquement sur fibronectine. Nous avons voulu confirmer l’implication de l’intégrine α5+ dans l’évasion 

cellulaire sur fibronectine. Pour cela, nous avons traité les sphères après leur adhérence (4 heures après leur 

dépôt) par un antagoniste de l’intégrine α5 (Fr 248 à 20µM). Nous constatons que l’inhibition de l’intégrine 

empêche la migration des cellules α5 (lignée polyclonale NCH644 et Clone Z) (Figure 30). 

Pour résumer, nous n’avons pas mis en évidence une plus forte capacité à migrer des cellules α5+ comparé 

aux cellules α5-. Néanmoins, nos résultats démontrent une dépendance des lignées α5+ (NCH644 et 5706) 

et du Clone Z (α5+) à la fibronectine dans la migration cellulaire. 
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Figure 30 - L’expression de l’intégrine α5 après différenciation rend les cellules dépendantes de la fibronectine pour s’évader 
du sphéroïde en condition clonale. Image par contraste de phase (x4) de l’évasion cellulaire après 3 jours de migration (D3) sur 
fibronectine (FN, 15µg/mL) ou polylysine (PLL, 15µg/mL) de la lignée polyclonale NCH644 (NCH644 pool α5+) et des clones Z (α5+) et 
E (α5-) traités par un antagoniste de l’intégrine α5 (Fr248 à 20µM) 4h après le dépôt des sphéroïdes (n=3). Barre d’échelle de 400 
µm. 
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b) Expression de l’intégrine α5 forcée 

L’analyse de l’évasion cellulaire à partir d’un sphéroïde n’a pas mis en évidence une distance de migration 

différente entre les lignées (Figure 29.A). Néanmoins, les cellules au sein du clone Z de la lignée NCH644 

(α5+) semblent présenter une capacité de migration augmentée par rapport à la lignée polyclonale NCH644, 

sur fibronectine (Figure 30). Ces observations nous ont laissé penser que l’évaluation de la distance de 

migration ne peut être optimale lorsqu’elle est comparée entre différentes lignées. C’est pourquoi nous 

avons transfecté le gène de l’intégrine α5 dans la lignée NCH421k différenciée (après une différenciation à 

long terme), de manière stable. En contrôle, la lignée NCH421k différenciée a été transfectée par un plasmide 

non codant (SVF-contrôle). 

L’efficacité de la transfection a été validée par Western blot (Figure 31.A). Nous avons évalué l’évasion 

cellulaire à partir d’un sphéroïde de la lignée NCH421k différenciée contrôle (SVF-contrôle) et transfectée 

(SVF-α5) sur un coating de fibronectine (15µg/mL), pendant 3 jours. De manière intéressante, nous 

constatons que les cellules différenciées exprimant l’intégrine (SVF-α5) migrent plus loin que les cellules ne 

l’exprimant pas. Afin d’évaluer l’implication de l’intégrine, nous avons traité les sphéroïdes 24 heures après 

leur dépôt, par un antagoniste de l’intégrine α5 (Fr248, 20µM). Les résultats montrent une inhibition 

significative de la migration des cellules différenciées exprimant l’intégrine, tandis que les cellules contrôles 

(α5-) migrent de manière similaire aux cellules sans traitement (Figure 31.B).  

Afin de quantifier l’effet de l’inhibition de l’intégrine sur la migration, nous avons choisi d’estimer l’évasion 

cellulaire en calculant la différence entre l’aire de migration et du sphéroïde (Figure 31.C). La quantification 

de l’évasion cellulaire confirme le gain de migration de la lignée NCH421k différenciée transfectée (SVF-α5) 

comparée à la lignée NCH421k contrôle (SVF-contrôle) après 72 heures de migration. L’ajout d’un antagoniste 

de l’intégrine α5 après 24h de migration inhibe de manière significative la migration des cellules de la lignée 

NCH421k différenciée transfectée (SVF-α5). Aucune réaction non spécifique n’est mise en évidence sur la 

migration de la lignée NCH421k différenciée contrôle. 
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Figure 31 - L’expression forcée de l’intégrine α5 après différenciation induit une augmentation de l’évasion cellulaire à partir 
d’un sphéroïde. (A) Analyse protéique par Western blot de l’expression de l’intégrine α5 dans la lignée NCH421k transfectée par un 
plasmide non codant (SVF-contrôle) et par un plasmide contenant le gène de l’intégrine (SVF-α5), en condition différenciée (n>3). (B) 
Image par contraste de phase (x4) de l’évasion cellulaire après 72 heures de migration sur fibronectine (15µg/mL) des lignées 
NCH421k différenciées contrôle (SVF-contrôle) et transfectée (SVF-α5). Un antagoniste de l’intégrine α5 (Fr248, 20µM) a été ajouté 
après 24 heures de migration (n=3). Barre d’échelle de 400 µm. (C) Méthode de quantification de l’évasion cellulaire. L’histogramme 
représente la quantification de l’évasion cellulaire après 24, 48 et 72h de migration, avec ou sans traitement (n=2).  
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III. Mise au point d’un modèle cellulaire de la lignée NCH421k 

exprimant l’intégrine α5 en condition souche 

Nos résultats précédents ont mis en évidence l’existence de deux types de CSGs dont certaines sont 

programmées à exprimer l’intégrine α5. Celles-ci forment des cellules différenciées qui, non seulement 

expriment l’intégrine, mais qui présentent également une capacité de prolifération et de migration 

augmentée, et une évasion cellulaire dépendante de la fibronectine. Nous avons voulu confirmer 

l’importance de l’intégrine dans les phénotypes observés. Nous avons décidé de mimer la « programmation » 

de l’intégrine dans une lignée de CSGs incapables de l’exprimer. Ainsi, nous avons forcé l’expression de 

l’intégrine α5 dans la lignée NCH421k par transfection de son gène en condition souche. 

La lignée NCH421k a été transfectée, en condition souche, soit par un plasmide contenant le gène de 

l’intégrine α5 (pcDNA3.1) (lignée NCH421k-α5) soit par un plasmide vide en contrôle (lignée NCH421k-mock). 

L’ensemble des cellules exprimant potentiellement l’intégrine a été sélectionné par tri cellulaire. Nous avons 

évalué l’efficacité de la transfection dans les cellules souches NCH421k-α5 par Western blot et par RT-qPCR. 

Nous avons également vérifié l’expression de l’intégrine à la membrane par cytométrie en flux. Par ailleurs, 

l’intégrine étant exprimée naturellement après différenciation dans les lignées NCH644 et 5706, nous avons 

également vérifié son expression après une différenciation totale induite par l’acide rétinoïque (ATRA). 

Les résultats montrent que l’intégrine α5 n’est pas exprimée au niveau protéique dans les cellules 

transfectées (NCH421k-α5) avant et après différenciation (Figure 32.A). Cependant, nous constatons une 

forte expression de l’intégrine au niveau transcriptionnel. En effet, la quantité de transcrits de l’intégrine α5 

dans la lignée NCH421k-α5 est augmentée de plus de 233 fois par rapport à la lignée contrôle NCH421k-mock 

(Figure 32.B). De plus, l’analyse de l’expression de l’intégrine α5 à la surface met en évidence la présence 

d’un faible nombre de cellules exprimant plus fortement l’intégrine dans la lignée NCH421k-α5 souche. Ces 

résultats suggèrent que quelques cellules souches au sein de la lignée NCH421k-α5 ont bien intégré le gène 

de l’intégrine α5 (Figure 32.C). 

Nous avons effectué un second tri au sein de la lignée NCH421k-α5 afin de sélectionner et cloner les 

cellules exprimant l’intégrine α5 (en condition souche). Après amplification, l’expression de l’intégrine a été 

analysée en condition souche dans 17 clones. Les résultats montrent que 5 d’entre eux expriment l’intégrine 

α5 (B9, D4, E1, E3 et G4). A la suite de cette analyse, 4 clones ont été sectionnés, deux n’exprimant pas 

l’intégrine (Clones B7 et C11) et deux l’exprimant (clones D4 et E3) (Figure 32.D).  

 

 



121 
 

 

Figure 32 - L’analyse de l’efficacité de la transfection de l’intégrine α5 dans la lignée souche NCH421k montre qu’un faible 
nombre de cellules a intégré le gène de l’intégrine. (A) Analyse par Western blot de l’expression de l’intégrine α5, de la GFAP et de 
Sox2 dans la lignée NCH421 transfectée par un plasmide vide (NCH421k-mock) et par un plasmide contenant le gène de l’intégrine 
(NCH421k-α5) avant (NS) et après différenciation (ATRA) (n>3). (B) Quantification du nombre de transcrits du gène de l’intégrine α5 
par RT-qPCR dans la lignée NCH421k-α5 comparé à la lignée NCH421k-mock en condition souche (NS) (n>3). (C) Analyse par 
cytométrie en flux de l’expression en surface de l’intégrine α5 dans les lignées NCH421k-mock et α5 en condition souche (n=2). (D) 
Immunoblot de l’expression de l’intégrine α5 et de la GFAP de 17 clones issus de la lignée NCH421k-α5 en condition souche (n>3). 
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1. Caractérisation des clones NCH421k B7 (α5-), C11(α5-), D4(α5+) et E3 

(α5+) 

Nous avons vu dans les expériences précédentes que l’intégrine α5 est sur-régulée après différenciation. 

Ainsi, nous avons voulu nous assurer que l’insertion du gène de l’intégrine α5 ne modifie ni le phénotype 

souche des clones ni leur capacité à se différencier. C’est pourquoi nous avons induit la différenciation des 

différents clones par du sérum (10%). De manière similaire aux expériences menées sur les différentes 

lignées, nous travaillons dans des conditions de différenciation de long-terme (> 1 mois). Dans un premier 

temps, nous pouvons voir sur la Figure 33.A que la morphologie des clones n’est pas altérée par l’insertion 

du gène de l’intégrine α5. En condition souche, les quatre clones forment des neurosphères, tandis qu’en 

condition de différenciation, ils poussent de manière adhérente.  

Nous avons vérifié le statut souche et la capacité de différenciation des clones par Western blot. Le résultat 

montre que les 4 clones, en condition souche, expriment le marqueur souche Sox2 et n’expriment pas la 

GFAP. Ce résultat confirme que la transfection du gène de l’intégrine α5 n’induit pas la différenciation des 

cellules souches. De plus, après différenciation, nous observons l’expression de la GFAP dans les clones C11, 

D4 et E3, confirmant leur capacité de différenciation. Enfin, nous constatons que l’intégrine α5 est un 

marqueur induit par la différenciation compte tenu que son expression augmente après différenciation des 

clones α5+ (D4 et E3) (Figure 33.B).  

Nous avons également étudié le taux d’ARNm de l’intégrine α5 dans les différents clones, avant et après 

différenciation, par rapport au taux de la lignée NCH421k-mock en condition souche. Nous constatons que 

le taux d’ARNm augmente après différenciation dans tous les clones. De manière intéressante, bien que le 

taux d’ARNm dans le clone B7 (α5-) et la lignée polyclone transfectée soit augmenté en condition souche par 

rapport à la lignée NCH421k-mock souche, il n’est pas suffisant pour induire l’expression protéique de 

l’intégrine α5. En ce qui concerne les clones α5+, le taux basal de l’ARNm est largement augmenté en 

condition souche (Figure 33.C). 

Nous avons également voulu vérifier l’absence de différenciation induite par la transfection au niveau 

transcriptionnel, en condition souche. Les résultats ne montrent pas de différence significative du nombre 

de transcrits des marqueurs souches (CD133 et Sox2) entre la lignée NCH421k-mock et les différents clones. 

Ceci nous confirme que la transfection du gène de l’intégrine n’influence pas la régulation transcriptionnelle 

de marqueurs souches. Enfin, nous constatons que la transfection de l’intégrine n’induit pas l’expression de 

l’intégrine αv (Figure 33.D). 

Nous avions mis en évidence dans la Figure 24, que les lignées α5+ (NCH644 et 5706) présentaient une 

capacité de différenciation plus complète, avec la perte des ARNm de marqueurs après différenciation. Nous 

avons voulu savoir si nous retrouvions cette même signature dans les clones α5+ (D4 et E3) issus de la lignée 

NCH421k transfectée. Nous avons représenté sur la Figure 34 le taux d’ARNm des gènes souches (CD133 et 

Sox2) induit par la différenciation. De manière intéressante, nous observons la même signature dans les 

clones D4 et E3 (α5+) avec la diminution des ARNm de CD133 et de Sox2, tandis que le clone C11 (α5-) et la 

lignée  
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Figure 33 - La transfection du gène de l’intégrine α5 n’influence ni le phénotype souche ni la capacité de différenciation des clones. 
(A) Image par contraste de phase de la morphologie (x20) des clones issus de la lignée NCH421k-α5 en condition souche (NS) et en 
condition différenciée (FBS). Barre d’échelle de 200 µm. B) Western blot de l’expression de l’intégrine α5, de la GFAP et de Sox2 avant 
et après différenciation dans les clones α5- (Clones B7 et C11) et dans les clones α5+ (Clones D4 et E3) (n>3). (C) et (D) Analyse par 
RT-qPCR de l’ARNm des gènes de l’intégrine α5, CD133, Sox2 et de l’intégrine αv, dans la lignée polyclonale NCH421k-α5 et dans les 
différents clones comparés à la lignée NCH421-mock souche (n>2). 
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polyclonale NCH421k-α5 (α5-) présentent un taux d’ARNm des gènes CD133 et Sox2 stable (voire 

augmenté) après différenciation. Seul le clone B7 (α5-) ne présente pas une signature transcriptionnelle 

similaire aux autres cellules α5-. Cependant, le clone B7 semble être particulier : il n’exprime pas le GFAP et 

présente un taux d’ARNm de l’intégrine α5 en condition basale (NS) élevé (Figure 33.C). Ainsi, bien que 

n’exprimant pas l’intégrine α5 après différenciation, le clone B7 présente des marqueurs similaires aux 

cellules α5+. 

Pour résumer, la transfection du gène de l’intégrine α5 a été efficace et ne modifie ni le statut souche des 

clones ni leur capacité de se différencier. La signature transcriptionnelle (perte des ARNm des gènes de 

marqueurs souches) mise en évidence dans les lignées α5+ (NCH644 et 5706) a été retrouvée dans les deux 

clones α5+ (D4 et E3). 
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Figure 34 - L’expression de l’intégrine α5 semble être associée à une différenciation comptète. Rapport du nombre de transcrits 
des gènes Sox2 et CD133 dans la lignée NCH421k-α5, dans les clones α5- (B7 et C11) et dans les clones α5+ (D4 et E3) en condition 
différenciée (SVF) comparée à la condition souche (NS) (n>2). 
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2. Evaluation de l’implication de l’intégrine α5 dans la prolifération  

Nous avons mis en évidence une capacité de prolifération et de migration augmentée et une évasion 

cellulaire dépendante de la fibronectine dans les lignées différenciées α5+ (5706 et NCH644) (Figure 27, 

Figure 28Figure 29). Nous avons voulu confirmer ces résultats dans les clones issus de la lignée NCH421k-α5.  

Nous avons analysé le taux de prolifération sur 7 jours la lignée polyclonale transfectée (NCH421k-α5), des 

clones α5- (B7 et C11) et des clones α5+ (D4 et E3) par comptage au bleu trypan et par le dosage de la 

succinate déshydrogénase (test MMT). Les résultats du comptage montrent que l’expression de l’intégrine 

α5 n’influence pas la prolifération, ni en condition souche ni en condition différenciée. De manière similaire 

aux résultats obtenus avec les différentes lignées, nous constatons que les clones ont une capacité de 

prolifération diminuée après différenciation (Figure 35.A). 

Etonnamment, l’évaluation de la prolifération cellulaire par le test MTT présente des résultats différents du 

comptage. En effet, alors que les clones n’exprimant pas l’intégrine (B7 et C11) et la lignée polyclonale 

NCH421k-α5 (α5-) prolifèrent moins après différenciation, les clones exprimant l’intégrine α5 (D4 et E3) 

présentent une prolifération augmentée après différenciation (Figure 35.B). Ainsi, le test MTT ne confirme 

pas les résultats obtenus par comptage des cellules. Néanmoins, la succinate déshydrogénase étant une 

enzyme mitochondriale, son activité permet d’estimer le nombre de cellules vivantes actives (et donc 

d’extrapoler leur capacité de prolifération), mais surtout elle permet d’évaluer l’activité métabolique des 

cellules. Ainsi, nos résultats suggèrent qu’après différenciation, les clones α5- présentent une activité 

mitochondriale diminuée par rapport à leur statut souche, au contraire des clones α5+ dont le métabolisme 

semble augmenter pendant leur différenciation. 

Pour résumer, nos résultats n’ont pas montré que l’expression de l’intégrine α5 augmente la capacité de 

prolifération des clones α5+ (D4 et E3) comparée aux clones α5- (C11 et B7), en condition souche et 

également en condition différenciée. Néanmoins, nous avons constaté que l’intégrine semble modifier le 

métabolisme des clones α5+ pendant leur différenciation. 
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Figure 35 - L’intégrine α5 n’est pas impliquée dans la prolifération des clones α5+ mais semble influencer le métabolisme 
cellulaire mitochondrial. Analyse du taux de prolifération sur 7 jours de la lignée polyclonale NCH421k-α5, des clones α5- (C11 et B7) 
et des clones α5+ (D4 et E3) en condition souche (SVF-) et différenciée (SVF+), (A) par comptage au bleu trypan sur plastique (n>4) 
et (B) par dosage de la succinate déshydrogénase (MTT) sur une matrice de laminine (10µg/mL) (n>3). 

 

 

 

 

 

 



128 
 

3. Evaluation de l’implication de l’intégrine α5 dans l’évasion cellulaire et 

dans l’expansion tumorale 

Nous nous sommes ensuite intéressés à l’évasion cellulaire. Nous avions mis en évidence une évasion 

dépendante de la fibronectine pour les lignées α5+ (5706 et NCH644) (Figure 29). Selon le même protocole, 

nous avons forcé les cellules différenciées à former un sphéroïde, que nous avons déposé sur un coating 

neutre de polylysine (15µg/mL) ou un coating de fibronectine (15µg/mL), afin d’estimer la migration des 

cellules sur 3 jours. 

Nos résultats apportent des constats similaires à ceux observés dans les lignées polyclonales. En effet, 

nous observons une capacité de migration sur polylysine et sur fibronectine pour les clones α5- (C11 et B7) 

et pour la lignée polyclonale transfectée. En revanche, les cellules des clones α5+ (D4 et E3) s’évadent 

uniquement sur fibronectine (Figure 36.A). Afin de confirmer l’implication de l’intégrine α5 dans la migration 

sur fibronectine, nous avons délété transitoirement le gène de l’intégrine par si-RNA (24h avant le dépôt du 

sphéroïde). Comme nous pouvons le voir sur la Figure 36.B, la migration sur fibronectine des cellules du clone 

D4 est inhibée. Afin de quantifier l’effet de l’inhibition de l’intégrine sur la migration, nous avons estimé 

l’évasion cellulaire en calculant le rapport de l’aire de migration au 3ème jour sur l’aire du sphéroïde déposé, 

à l’aide du logiciel ImageJ. Les résultats quantitatifs montrent que l’inhibition de l’intégrine par si-RNA 

entraîne une diminution de l’aire de migration de 30%. 
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Figure 36 - L’intégrine α5 rend les cellules dépendantes de la fibronectine pour s’évader du sphéroïde. Image par contraste de 
phase (x4) de l’évasion cellulaire sur 3 jours (D3) (A) des cellules différenciées des lignées NCH421k-α5, des clones α5- (B7 et C11) et 
des clones α5+ (D4 et E3) sur polylysine (PLL, 15µg/mL) et sur fibronectine (FN, 15µg/mL) (n>4), (B) du clone D4 (α5+) dont le gène a 
été transitoirement délété par un si-RNA (24h avant la formation du sphéroïde) sur fibronectine après 3 jours d’évasion (D3). 
L’histogramme représente la quantification de l’évasion cellulaire après 3 jours de migration du clone D4 délété pour le gène de 
l’intégrine α5 normalisée par rapport au clone D4 non délété. L’immunoblot représente l’expression de l’intégrine α5 dans les cellules 
D4 ayant été transfectée par un plasmide non codant (NT) et par un plasmide contenant le gène de l’intégrine α5, après 24h de 
transfection (n=5). Barre d’échelle de 400µm. 
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De manière étonnante, nous avons constaté sur polylysine (c’est-à-dire dans des conditions ne permettant 

pas la migration des clones α5+) une augmentation de la taille des sphéroïdes formés par les clones D4 et E3. 

Nous avons confirmé cette observation en laissant les sphéroïdes des clones D4 et E3 sur polylysine pendant 

7 jours (Figure 37.A). La quantification de l’aire des sphéroïdes, au moment du dépôt et 7 jours après, montre 

que la taille du sphéroïde est multipliée par 5 pour le clone D4 et par 3 pour le clone E3 sur polylysine pendant 

7 jours. Ainsi, nous constatons un gain de prolifération des clones α5+ en condition 3D comparée à une 

condition adhérente (comparaison Figure 37.A et Figure 35.A).  

Nous avons voulu savoir si les clones α5- présentent également un gain de prolifération en condition 3D. 

Cependant, les clones C11 et B7 étant capables de migrer sur polylysine, il était impossible d’évaluer la 

prolifération dans ces conditions. C’est pourquoi nous avons mesuré l’aire des sphéroïdes avant leur dépôt, 

dans les gouttes de méthylcellulose ayant permis de les former (voir Chapitre Matériel et Méthodes). Ce 

modèle de prolifération représente davantage l’expansion tumorale que le modèle de prolifération en 2D. 

Nous constatons qu’après 7 jours de croissance, la taille des sphéroïdes des clones D4 et E3 augmente de 

manière significative (2,18 ± 0,66 fois et 1,53 ± 0,39 fois respectivement) au contraire des clones B7 et C11 

dont la taille des sphéroïdes diminue (0,88 ± 0,33 fois et 0,89 ± 0,17 fois respectivement) (Figure 37.B). 

Pour résumer, nous avons mis en évidence le rôle de l’intégrine α5 dans une évasion cellulaire dépendante 

de la fibronectine et dans l’expansion d’une masse tumorale.  
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Figure 37 - L’expression de l’intégrine α5 est associée à un gain de prolifération en condition 3D. (A) Image par contraste de 
phase (x4) des sphéroïdes des clones α5+ (D4 et E3) 7 jours après leur dépôt (D7) sur un coating de polylysine (PLL, 15µg/mL) (n=4) 
Barre d’échelle de 400µm. (B) Image par contraste de phase (x10) des sphéroïdes des clones α5- (B7 et C11) et des clones α5+ (D4 et 
E3) maintenus en suspension. Les histogrammes représentent la quantification de l’aire des sphéroïdes 7 jours après leur formation 
rapportée à leur aire initiale (n>3). Barre d’échelle de 200µm.  
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4. Évaluation de l’implication de l’intégrine α5 dans la survie cellulaire 

Les travaux précédents du laboratoire ont mis en évidence le rôle de l’intégrine dans la résistance à 

l’apoptose. Nous avons analysé la capacité des différents clones à proliférer ou à survivre (en 2D) dans des 

conditions de culture dépourvue de sérum. Ce test a été réalisé avec un coating de polylysine (10µg/mL) ou 

de fibronectine (10µg/mL) afin d’évaluer l’implication de l’intégrine α5 dans le phénotype observé (analyse 

par test MTT). Nos résultats montrent que dans un environnement neutre (sur polylysine), aucun clone ne 

survit dans ces conditions (Figure 38.A). En revanche, lorsque l’intégrine α5 est activée par la fibronectine, 

les clones D4 et E3 non seulement survivent mais prolifèrent (Figure 38.B). 

Etant capables de survivre dans des conditions dépourvues de sérum, nous avons émis l’hypothèse que 

les clones exprimant l’intégrine pourraient également être plus résistants aux thérapies. Ainsi, nous avons 

évalué la prolifération/survie des différents clones (analyse par test MTT), traités par 50 µM de TMZ sur un 

coating de fibronectine, en absence ou en présence de sérum. Les résultats préliminaires montrent que le 

TMZ (50µM) entraîne une diminution de la prolifération dans les 4 clones après 7 jours de traitement. Il 

semble que la sensibilité des clones C11 et B7 ne soit pas affectée par les conditions de culture. En revanche 

les clones D4 et E3 sont plus sensibles au TMZ lorsque le milieu contient du sérum (Figure 38.C).  

Les travaux précédents du laboratoire ont montré que l’inhibition de l’intégrine combinée avec une 

chimiothérapie était efficace pour provoquer l’apoptose des cellules (580). Nous avons donc traité les clones 

D4 et E3 avec un antagoniste de l’intégrine α5 (Fr248, 20µM), associé ou non au TMZ (50 µM). Les résultats 

montrent que le traitement par l’antagoniste seul entraîne une diminution de la prolifération des clones α5+ 

de 40 à 50% (clones D4 et E3 respectivement). Ce résultat est en accord avec l’hypothèse d’un rôle de 

l’intégrine α5 dans la prolifération de ces cellules lorsqu’elles sont cultivées sans sérum et sur fibronectine 

(Figure 38.B). Nous constatons que le double traitement induit une diminution de la prolifération des clones 

D4 et E3 plus importante comparé aux deux monothérapies. D’autres expériences sont cependant 

nécessaires pour confirmer ces observations (Figure 38.D). 

Pour résumer, l’activation de l’intégrine α5 par la fibronectine permet aux cellules de survivre et de 

proliférer dans des conditions de culture dépourvue de sérum. La sensibilité au TMZ des clones α5+ dépend 

des conditions de culture. Une association antagoniste d’intégrine/TMZ pourrait être plus efficace que les 

monothérapies. 
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Figure 38 - L’expression de l’intégrine α5 est associée à un gain de survie en condition de culture dépourvue de sérum dans un 

environnement riche en fibronectine. Analyse du nombre de cellules vivantes par dosage de la succinate déshydrogénase (MTT) des 

clones α5- (B7 et C11) et des clones α5+ (D4 et E3), en condition de survie sans sérum (SVF 0%) (A) sur un coating de polylysine 

(10µg/mL) (n=5) et (B) sur un coating de fibronectine (10µg/mL) (n=10). Les histogrammes (A) et (B) représentent l’augmentation de 

l’absorbance après 7 jours d’ensemencement rapporté à l’absorbance à l’ensemencement. (C) Traitement des clones B7, C11, D4 et 

E3 par du TMZ (50µM) à l’ensemencement des cellules en condition de survie normale (SVF 10%) et sans sérum (SVF 0%) (n=2). (D) 

Traitement des clones D4 et E3 (α5+) par un antagoniste de l’intégrine α5 (Fr248, 20µM) associé ou non au TMZ (50µM) (n=2). Les 

histogrammes (C) et (D) représentent l’augmentation de l’absorbance après 7 jours d’ensemencement par rapport à l’absorbance à 

l’ensemencement (d0) et normalisée par rapport aux cellules non traitées.  
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5. Évaluation de la plasticité des cellules exprimant l’intégrine α5 

Quelques études ont mis en évidence une dédifférenciation des cellules de GBM induite par des thérapies. 

Ce processus contribue à l’agressivité tumorale (231,300,347). L’intégrine α5 n’étant exprimée qu’après 

différenciation, nous avons évalué si l’inhibition de l’intégrine α5β1 par un antagoniste spécifique entrainait 

une dédifférenciation des cellules. Nous avons analysé l’expression de la GFAP et de Sox2 dans les clones D4 

et E3 (α5+) différenciés par 10% de sérum, traités par l’antagoniste spécifique de l’intégrine (Fr248, 20µM) 

pendant 7 jours. Nos résultats montrent que l’expression de la GFAP est similaire dans les clones D4 traités 

ou non par l’antagoniste. Des résultats similaires ont été obtenus avec le clone E3. En ce qui concerne le 

marqueur souche Sox2, son expression est stable dans le clone D4 traité et est diminuée dans le clone E3 

traité, comparée aux conditions sans traitement. Ainsi, l’inhibition de l’intégrine α5 n’entraîne pas de 

dédifférenciation des clones l’exprimant (Figure 39.A). 

Nos résultats précédents suggèrent que l’intégrine α5 est impliquée dans la prolifération des cellules 

lorsqu’elles sont cultivées sans sérum et sur fibronectine. Nous nous sommes demandé si l’absence de sérum 

pouvait induire une dédifférenciation, pouvant expliquer un gain de prolifération. La survie des cellules 

n’exprimant pas l’intégrine α5 étant faible en absence de sérum (Figure 38.B), nous avons évalué l’expression 

de la GFAP dans les différents clones cultivés pendant 7 jours dans du milieu contenant 2% de sérum, traités 

ou non par l’antagoniste de l’intégrine. Curieusement, les cellules α5+ des clones D4 et E3 perdent 

l’expression de la GFAP dans ces conditions de culture (comparaison Figure 39.A et B) suggérant un retour à 

l’état souche en absence ou en présence de l’antagoniste. Inversement, les cellules α5- expriment toujours 

la GFAP et l’antagoniste de l’intégrine n’a aucun effet sur cette expression comme attendu (Figure 39.B). 

Pour résumer, l’inhibition fonctionnelle de l’intégrine α5β1 n’entraîne pas une dédifférenciation des 

cellules, ce qui est important en terme de stratégie thérapeutique anti-intégrine. Nos résultats semblent 

également montrer que les cellules exprimant l’intégrine possèdent une plus grande capacité à passer d’un 

état différencié à un état souche comparées aux cellules ne l’exprimant pas. 

 

  



135 
 

 
Figure 39 - Les cellules exprimant l’intégrine α5 présentent une plus grande plasticité cellulaire. (A) Analyse par Western Blot 

de l’expression de l’intégrine α5, de la GFAP et de Sox2 dans les clones D4 et E3 (α5+) traités par un antagoniste de l’intégrine (Fr248, 
20µM) pendant 7 jours et cultivés dans un milieu supplémenté en sérum (SVF10%). L’histogramme représente la quantification de 
l’expression de la GFAP et de Sox2 rapportée sur l’expression de la GAPDH (n=3). (B) Analyse par Western Blot de l’expression de la 
GFAP dans la lignée NCH421k-mock (α5-) et dans les clones C11 (α5-), D4 (α5+) et E3 (α5+) traités ou non par un antagoniste de 
l’intégrine (Fr248, 20µM) pendant 7 jours et cultivés dans un milieu contenant 2% de sérum (SVF 2%) (n=2). 

  



136 
 

 

Le Tableau 6 recense les résultats de nos études in vitro qui suggèrent que l’expression de l’intégrine α5 

après différenciation de cellules souches est impliquée dans l’agressivité tumorale en matière de : 

Cellules α5+  Cellules α5- 

Prolifération en condition adhérente (comptage au bleu trypan) 

Lignées 5706 et NCH644 comparées aux lignées 3731 et NCH421k 

Migration (chimiotactisme de la fibronectine dans la chambre de boyden) 

Lignée NCH644 comparée à la lignée NCH421k 

Evasion cellulaire dépendante de la fibronectine 

Lignées 5706 et NCH644 comparées aux lignées 3731 et NCH421k 

Clone Z (NCH644) comparé au clone E (NCH644) 

Clones D4 et E3 (NCH421k) comparés aux clones C11 et B7 (NCH421k) 

Dédifférenciation totale (auto-renouvellement) 

Lignée NCH644 comparée à la lignée NCH421k 

Expansion d’une masse tumorale (modèle 3D) 

Clones D4 et E3 (NCH421k) comparés aux clones C11 et B7 (NCH421k) 

Survie en condition défavorable sur fibronectine 

Clones D4 et E3 (NCH421k) comparés aux clones C11 et B7 (NCH421k) 

Sensibilité au TMZ dépendante aux conditionx de culture (SVF 10% et 0%) 

Clones D4 et E3 (NCH421k) comparés aux clones C11 et B7 (NCH421k) 

Dédifférenciation dans un milieu de culture suplémenté par 2% de sérum 

Clones D4 et E3 (NCH421k) comparés aux clones C11 et B7 (NCH421k) 

Tableau 6 - Récapitulatif des résultats phénotypiques selon l’expression de l’intégrine α5. 
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IV. Évaluation de l’impact des CSGs sur la prise de tumeurs in vivo 

selon leur expression de l’intégrine α5 

Nous avons souhaité confirmer ces résultats in vitro dans un modèle d’étude in vivo.  

Nous avons réalisé des xénogreffes orthotopiques des lignées NCH421k et NCH644 polyclonales dans des 

souris Nude en injectant de façon stéréotaxique (dans le striatum) deux concentrations de cellules souches 

(20 et 50 x 104 cellules/2µL). Après coloration des coupes par hématoxyline/éosine, nous avons mis en 

évidence une tumorigénicité plus importante dans la lignée NCH644 par rapport à la lignée NCH421k (Figure 

40).  

Ces études nous ont permis de déterminer le nombre de cellules à injecter et la durée d’implantation 

(20 000 cellules/2µL pendant 4 semaines). En effet, à la suite de cette expérience préliminaire, nous avons 

réalisé une seconde série d’expérience où nous avons injecté les lignées polyclonales NCH644 et NCH421k, 

les clones α5+ (D4 de la lignée NCH421k et Z de la lignée NCH644) et les clones α5- (C11 de la lignée NCH421k 

et E de la lignée NCH644), dans le striatum de la souris Nude, dont les résultats sont en cours d’exploitation. 

 

 

 

 

 

 

Figure 40 - L’injection de CSGs programmées à exprimer l’intégrine α5 forme des tumeurs volumineuses in vivo. Coupe de 
tumeurs formées 4 semaines après l’injection, dans le striatum de souris Nude, des lignées souches NCH644 (α5+) et NCH421k (α5-) 
(20 000 cellules/2µL). Coloration par un marquage Hématoxyline/éosine. 
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V. Discussion et perspectives  

1. Expression de l’intégrine α5β1 dans les cellules souches de GBM 

L’implication des intégrines dans différentes caractéristiques de la cellule tumorale (prolifération, 

résistance à l’apoptose, migration pour envahir le tissu sain…) est largement démontrée dans des 

expérimentations précliniques. Plusieurs études ont déjà montré le rôle de certaines intégrines dans les 

cellules souches de GBM (α6, α3, α7 ou β8...) (272,480,483,585) où celles-ci sont exprimées dans les cellules 

souches, sont impliquées dans l’auto-renouvellement et sont généralement régulées négativement lors de 

leur différenciation. Les sous-unités α6 et β8 sont exprimées par les CSGs présentes dans la niche 

périvasculaire, tandis que les cellules exprimant les sous-unités α3 et α7 sont localisées dans des foyers 

tumoraux infiltrants. 

Contrairement aux autres intégrines, l’intégrine α5 n’est pas exprimée dans les cellules souches mais 

plutôt après différenciation. En effet, nous avons mis en évidence dans une cohorte de 4 lignées de cellules 

souches de GBMs et dans une série de 23 clones issus de la lignée NCH644, que l’intégrine α5 n’est pas 

exprimée en condition souche. Son expression est induite après différenciation de manière hétérogène 

lorsque l’on compare des lignées polyclonales ou des clones issus d’une même lignée. Ces données ont été 

confirmées par une collaboration (collaboration Dr Lemarie, Toulouse) où sur 4 lignées de CSGs évaluées, 3 

expriment l’intégrine uniquement après différenciation. L’exemple de la sous-population de la lignée 3731 

(3731*) est surprenant puisque deux expériences de différenciation faites dans des conditions identiques à 

seulement une semaine d’intervalle donnent des résultats différents avec une expression ou non de 

l’intégrine. Ces résultats mettent en évidence une hétérogénéité inter- et intra-tumorale de l’expression 

protéique de l’intégrine α5.  

Même si l’expression de l’intégrine est dépendante d’un état de différenciation, elle ne peut être 

considérée comme un marqueur universel de différenciation des GBMs. Son expression n’est pas reliée 

directement à une différenciation astrocytaire car il n’y a pas de relation directe entre l’intégrine α5 et la 

GFAP. De plus, nos résultats montrent également que son expression peut être maintenue lors d’une 

dédifférenciation (exemple de la lignée NCH644). Enfin, l’expression de l’intégrine n’induit pas la 

différenciation (exemple de la lignée NCH421k transfectée).  

Toutes ces données montrent bien la complexité de la plasticité entre les cellules souches et les cellules 

différenciées pour l’expression d’une protéine donnée. L’étude de Guerrero et al., 2017 (480) a également 

fait ressortir la plasticité cellulaire des CSGs où une différenciation de court terme (2 passages) entraîne une 

diminution de l’expression de l’ARNm de l’intégrine β8, tandis qu’une différenciation à plus long terme 

(passage 4 et 5) induit son augmentation. 

2. Régulation de l’expression de l’intégrine α5 

Le problème de la régulation de l’expression de l’intégrine α5 se pose maintenant. Un premier élément de 

réponse concerne la relation entre le taux d’ARNm et l’expression protéique. Même si l’augmentation des 

ARNm de l’intégrine α5 n’est pas dépendante de son expression après différenciation des lignées, le taux 
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basal semble différent (comparaison des lignées NCH421k et NCH644 et de la lignée NCH644 souche et 

dédifférenciée). Nos données semblent suggérer que les cellules souches de GBM ayant un taux d’ARNm de 

l’intégrine α5 élevé sont programmées à exprimer l’intégrine après différenciation. Cependant, à l’issue de 

la transfection du gène de l’intégrine α5 dans la lignée NCH421k, nous avons constaté que le taux d’ARNm 

du gène de l’intégrine α5 est augmenté en condition basale dans la lignée NCH421k transfectée et dans le 

clone B7, mais ne semble pas suffisant pour induire l’expression protéique de l’intégrine après 

différenciation. Cette observation semble contredire notre hypothèse. Néanmoins en ce qui concerne la 

lignée polyclonale, nous pouvons penser qu’elle contient un faible nombre de cellules présentant une très 

grande augmentation du taux de l’ARNm de l’intégrine, de manière similaire aux clones D4 et E3 issus de 

cette lignée. Cependant et en raison de la difficulté à transfecter la lignée souche NCH421k, l’ensemble des 

cellules n’a pas intégré le gène de l’intégrine, entraînant ainsi un taux moyen d’ARNm de l’intégrine augmenté 

et l’absence d’expression protéique après différenciation. En lien avec cette réflexion, bien que le taux 

d’ARNm de l’intégrine α5 soit augmenté dans le clone B7 en condition basale, celui-ci reste faible comparé 

aux clones α5+ D4 et E3 et est probablement insuffisant pour induire l’expression de l’intégrine après 

différenciation en condition clonale. Ces données soulignent la difficulté à analyser et comparer les 

caractéristiques moléculaires au sein de clones et de lignées polyclonales.  

Des travaux en cours nous permettront de caractériser les réseaux de signalisation différentiellement 

exprimés entre les cellules souches capables ou non d’exprimer l’intégrine α5 après différenciation. En effet, 

le transcriptome des lignées NCH421k et NCH644 sur puces Affymetrix, avant et après différenciation, a été 

effectué et est en cours d’analyse. Il serait nécessaire de confirmer le rôle des intervenants moléculaires, 

identifiés par l’étude transcriptomique, par si-RNA spécifiques dans les cellules exprimant l’intégrine α5 et 

par transfection de plasmides codant pour les gènes adéquats dans les cellules ne l’exprimant pas. De plus, 

il serait également intéressant de caractériser, dans les deux modèles de la lignée 3731*, les facteurs de 

transcription et les voies de signalisation impliqués dans l’expression différentielle de l’intégrine α5 ; ceci afin 

de déterminer s’il est possible de différencier les CSGs programmées à exprimer l’intégrine. 

3. Rôle de la programmation de l’intégrine α5β1 dans l’agressivité tumorale 

Nous avons évalué l’implication de l’intégrine α5 dans l’agressivité des CSGs avant et après différenciation 

à partir de différents modèles (Tableau 6).  

a) Implication de l’intégrine α5β1 dans la prolifération 

Les résultats concernant la prolifération semblent être dépendants des modèles d’étude.  

Nous avons observé un gain de prolifération dans les cellules α5+ en condition polyclonale (entre 

différentes lignées) mais pas en condition clonale (lignée NCH644). En effet, nous avons observé une capacité 

de prolifération des clones NCH644 diminuée par rapport à la lignée polyclonale, suggérant une coopérativité 

inter-clonale. L’étude de Inda et al., 2010 (586) a également mis en évidence une coopération entre différents 

clones différenciés dans le GBM. Ainsi, nous pouvons émettre l’hypothèse que les différents clones de la 

lignée NCH644 contribuent à l’agressivité de la lignée polyclonale. Il serait intéressant de confirmer cette idée. 
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Pour cela, nous pourrions évaluer la prolifération du clone NCH644-Z (α5+) ensemencé dans du milieu de culture 

du clone NCH644-E (α5-), et inversement. Une autre possibilité serait d’ensemencer les deux clones 

simultanément, à des proportions différentes, et d’analyser à l’aide de nanoparticules fluorescentes leur capacité 

de prolifération respective. Une coopération entre cellules souches et cellules différenciées a également été 

démontrée. Il a en effet été mis en évidence récemment que l’injection simultanée de cellules différenciées 

et souches de GBM entraîne une tumeur plus volumineuse que l’injection de cellules souches seules (587). 

Ainsi, il aurait été intéressant d’évaluer l’interaction entre les deux populations cellulaires, afin de mimer au 

mieux la réalité clinique. Effectivement, la masse tumorale des GBM étant composée de 0,5 à 5% de CSGs, 

nous pourrions imaginer d’évaluer les différents phénotypes (prolifération, survie cellulaire, évasion 

cellulaire) avec un mélange des deux populations cellulaires dans différentes proportions. 

En ce qui concerne l’expression forcée de l’intégrine (lignée NCH421k), elle ne semble pas modifier la 

capacité de prolifération des clones l’exprimant en condition 2D. Néanmoins, à partir de sphères tumorales, 

les clones α5+ présentent une prolifération plus importante que les clones α5-. Ces résultats suggèrent 

l’implication de l’intégrine α5 dans la croissance au sein d’une masse tumorale. 

Les différents résultats concernant l’implication de l’intégrine α5 dans la prolifération mettent en évidence 

la complexité de l’étude d’une cible dans un seul modèle cellulaire et l’intérêt d’étudier une protéine donnée 

en corrélation avec l’hétérogénéité tumorale. L’étude des deux modèles cellulaires issus de la lignée 3731* 

permettrait de comprendre davantage l’implication de l’intégrine dans la prolifération. En effet, nous avons 

évalué son rôle à partir de différentes lignées (dont les résultats peuvent être influencés par les 

caractéristiques intrinsèques aux lignées) et à partir de clones, issus de la lignée NCH421k principalement 

(dont l’expression de l’intégrine α5 a été forcée). Les deux modèles issus de la lignée 3731* permettraient 

d’étudier les phénotypes observés en condition polyclonale, issus d’une même lignée de CSG et dont 

l’expression de l’intégrine α5 est naturelle. 

b) Implication de l’intégrine α5β1 dans la migration/évasion 

Au contraire de la prolifération, tous nos modèles démontrent le rôle de l’intégrine α5 dans l’évasion des 

cellules α5+ à partir d’un sphéroïde dans un microenvironnement de fibronectine. Nos résultats sont en 

accord avec nos travaux précédents où nous avons mis en évidence qu’en absence de fibronectine, les 

sphéroïdes formés par des cellules de GBMs exprimant l’intégrine (U87MG) restent cohésives. En revanche, 

leur dissémination est possible dans un microenvironnement riche en fibronectine (579).  

L’évaluation de la migration de nos différentes lignées et clones en présence d’une gamme de 

concentration de fibronectine permettrait de confirmer l’implication de l’interaction de l’intégrine α5 et de 

son substrat dans l’agressivité tumorale. En effet, nos expériences d’évasion cellulaire se sont basées sur une 

concentration de fibronectine de 15µg/mL. Dans ces conditions, nous n’avons pas montré que les cellules 

exprimant l’intégrine α5 migrent plus loin que les cellules α5-. Il est possible que dans ces conditions les 

cellules restent cohésives. Cependant, dans un microenvironnement plus riche en fibronectine, la distance 

de migration (à partir du sphéroïde) des cellules α5+ pourrait être augmentée. Dans cette même idée, il serait 

intéressant de mélanger les clones α5+/- (préalablement marqués) lors de la formation du sphéroïde et 
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d’évaluer la distance de migration des cellules selon la concentration de fibronectine et selon l’expression de 

l’intégrine α5.  

c) Implication de l’intégrine α5β1 dans la survie et la résistance à 

l’apoptose 

Nous avons montré l’implication de l’intégrine α5 dans la prolifération des cellules lorsqu’elles sont 

cultivées sans sérum et sur fibronectine. De manière étonnante, nous avons également constaté que la 

sensibilité au TMZ des clones α5+ est dépendante du milieu de culture. Cultivés sans sérum, les clones α5+ 

semblent moins sensibles au TMZ. Cette sensibilité plus faible pourrait être expliquée par un retour à un 

phénotype souche. En effet, nos données suggèrent que les cellules exprimant l’intégrine α5 présentent une 

plus forte plasticité cellulaire. Cette supposition est en accord avec nos résultats concernant la 

dédifférenciation de la lignée NCH644. En effet, nous avons mis en évidence un retour à un phénotype souche 

« total » de la lignée NCH644 (α5+) dédifférenciée, caractérisé par une capacité d’auto-renouvellement 

similaire à la lignée NCH644 souche. Au contraire, la lignée NCH421k (α5-) dédifférenciée semble présenter 

un auto-renouvellement plus limité comparée à la même lignée souche. Il serait important d’évaluer la 

résistance des cellules α5+ et α5- au TMZ en condition souche. Les cellules exprimant l’intégrine α5 ayant 

une plasticité plus importante, nous pouvons supposer qu’elles peuvent être responsables de la formation 

de récidives. 

Ainsi, nos différents résultats semblent indiquer que l’intégrine α5 modifie le comportement de cellules 

différenciées à partir de CSGs et qu’elle est impliquée dans l’agressivité tumorale. L’association de l’intégrine 

α5 avec l’agressivité tumorale est en accord avec la classification de Verhaak (2010), où l’expression du gène 

de l’intégrine est associée au sous-type le plus agressif. En effet l’analyse du TCGA a montré que le taux 

d’ARNm de l’intégrine α5 est augmenté dans le sous-type mésenchymal (Figure 41). Ces données confirment 

également nos travaux précédents où nous avons mis en évidence une corrélation entre un taux d’ARNm de 

l’intégrine α5 avec une faible survie de patients (452).  

d) Implication du microenvironnement dans l’agressivité des cellules 

exprimant l’intégrine α5 

Nos travaux suggèrent que la fibronectine a un rôle important dans l’agressivité des cellules α5+. L’analyse 

de la banque de données IVY montrent que la fibronectine est principalement localisée dans des zones 

nécrotiques et hypoxiques. De manière intéressante, l’étude de l’expression de l’intégrine α5 (ARNm) en 

fonction de la localisation de la biopsie de tumeurs de patients (182) montre également que son expression 

est élevée dans les zones péri-vasculaires et nécrotiques (collaboration Pr Mosser, Rennes) des niches 

potentielles de certaines CSGs (Figure 42.A). Ces résultats sont en accord avec ceux de la banque  
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Figure 41 - L’expression de l’intégrine α5 est augmentée dans les GBMs de sous-types mésenchymaux. Analyse du taux de 
l’ARNm de l’intégrine α5 selon la banque de données du TCGA (collaboration Pr Elati, Lille). 

 

Figure 42 - L’expression de l’intégrine α5 est hétérogène au sein du GBM et est augmentée dans la masse tumorale et dans les 
foyers nécrosés. Analyse du taux de l’ARNm de l’intégrine α5 (A) d’après les données de l’étude Aubry et al., 2015 (182) (collaboration 
Pr Mosser, Rennes) et  (B) d’après la banque de données IVY (collaboration Pr Elati, Lille).  

 



143 
 

de données IVY (collaboration Pr Elati, Lille) (Figure 42.B). Ces résultats mettent en évidence l’importance 

de l’interaction entre les cellules α5 et la fibronectine. Ces données soulèvent la question de savoir si les 

cellules souches de GBM programmées à exprimer l’intégrine α5 résident dans des niches composées de 

fibronectine, ou si un microenvironnement riche en fibronectine influence les CSGs à former une masse 

exprimant l’intégrine. De plus, il est intéressant de noter que les données de la littérature indiquent que le 

taux d’ARNm de la fibronectine est également surexprimé dans le GBM de sous-type mésenchymal (588) et 

que les foyers nécrotiques et hypoxiques sont composés de cellules mésenchymales (589–592). 

Ainsi, l’hétérogénéité ne semble pas être une conséquence d’altérations génétiques survenant de manière 

aléatoire, mais est dépendante de l’interaction entre les cellules tumorales et le microenvironnement. Les 

intégrines ayant un rôle essentiel dans ces interactions via la matrice extracellulaire, nous pouvons nous 

demander quel rôle a l’intégrine α5 dans l’adaptation des cellules tumorales à un microenvironnement 

nécrosé et potentiellement hypoxique. 

Nos résultats suggèrent que les cellules exprimant l’intégrine α5 peuvent s’adapter à des conditions 

hypoxiques. En effet, nous avons mis en évidence un gain de prolifération des clones de la lignée NCH421k 

exprimant l’intégrine α5 par rapport aux clones ne l’exprimant pas, uniquement lorsqu’ils se présentent au 

sein d’une masse tumorale. Des observations similaires ont été constatées dans le cancer du sein, où un gain 

de migration des cellules exprimant l’intégrine α5 dans un modèle 3D a été mis en évidence mais pas dans 

un modèle 2D (388). Une étude récente a montré que le cœur de sphéroïde est hypoxique, et que ce modèle 

d’étude (3D) permet d’identifier les cellules capables de proliférer dans des régions périnécrotiques ou 

hypoxiques (593). Il serait intéressant de confirmer l’hypoxie dans les sphéroïdes à l’aide d’un 

immunomarquage au moyen des marqueurs HIF1 ou HIF2 et d’évaluer la prolifération ou l’apoptose des 

cellules α5+/α5- au sein d’un sphéroïde. Nous pourrions également former des sphéroïdes composés d’un 

mélange de cellules α5+/α5- et analyser leur localisation respective au sein de la masse tumorale. Enfin, nous 

disposerons prochainement d’un incubateur 3 gaz, permettant de créer une atmosphère hypoxique. Nous 

étudierons l’expression de l’intégrine et les conséquences phénotypiques des cellules soumises à un 

environnement hypoxique. 

Pour résumer, l’ensemble des données de la littérature révèle que les cellules de sous-type mésenchymal 

et qui expriment l’intégrine sont localisées dans des foyers hypoxiques et nécrotiques, riches en fibronectine. 

Nos travaux renforcent cette idée et démontrent que dans ces conditions les cellules différenciées α5+ 

peuvent croître, former une masse tumorale et migrer.  

e) L’intégrine α5 comme cible thérapeutique 

Le Cilengitide, un antagoniste de l’intégrine αvβ3, a été le premier antagoniste d’intégrine à entrer en 

essais cliniques en cancérologie. Malheureusement, les résultats décevants des deux derniers essais cliniques 

de phase 2 et 3 dans le glioblastome ont interpellé la communauté scientifique du monde des intégrines. 

L’étude clinique du Cilengitide chez les patients atteints de GBM a depuis été arrêtée. Pourtant, il a été 

montré rétrospectivement qu’une expression élevée des intégrines αvβ3/αvβ5 dans les cellules tumorales 

est prédictive (en termes de survie globale et de survie sans progression) de l’efficacité du Cilengitide. 
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De manière intéressante, ce bénéfice clinique a été observé uniquement dans l’étude CORE, où les patients 

sélectionnés ne présentaient pas de méthylation du promoteur du gène de la MGMT (594). Cette étude 

démontre que l’échec du Cilengitide n’est pas dû à la cible, l’intégrine αvβ3. En revanche, elle remet en cause 

le biomarqueur de sélection des patients (statut de la MGMT). Ainsi, les intégrines n’ont pas encore dévoilé 

toutes leurs potentialités en tant que cibles thérapeutiques.  

En effet, une étude récente a mis en évidence l’efficacité du Cilengitide dans une sous-population cellulaire 

exprimant l’intégrine αvβ3 et le transporteur du glucose 3 (Glut3). De manière étonnante, cette 

surexpression simultanée ne suffit pas à prédire son efficacité. Seules les cellules addictives au glucose sont 

sensibles à l’inhibiteur de l’intégrine αvβ3. Testée in vivo à l’aide de xénogreffes de patients, cette 

stratification a confirmé l’efficacité du Cilengitide dans cette sous-population. Ainsi, il paraît évident que des 

connaissances de plus en plus précises sont nécessaires non seulement pour connaître au mieux la cible 

thérapeutique potentielle, mais aussi pour connaître les biomarqueurs de sélection permettant une 

stratification des patients dans les essais cliniques. De manière similaire, nos travaux précédents ont fait 

ressortir une protéine p53 sauvage comme un biomarqueur prédictif de l’efficacité d’une stratégie anti-

intégrine α5. 

Nos travaux s’intègrent parfaitement dans une meilleure compréhension des mécanismes de régulation 

de l’expression de l’intégrine et dans la recherche de biomarqueurs pronostiques. Ainsi, nous apportons une 

analyse plus approfondie de la biologie de l’intégrine α5β1 dans des modèles plus pertinents que sont les 

cellules souches de GBM. En effet, l’étude de Cosset et al., 2017 (549) a montré que la coexpression de 

l’intégrine αvβ3 et du Glut3 est présente dans toutes les lignées établies mais uniquement dans 1/3 des CSGs. 

Cette constatation confirme l’intérêt de l’étude des CSGs afin de refléter l’hétérogénéité tumorale.  

Ainsi, nos résultats ont confirmé notre hypothèse suggérant l’implication des CSGs dans l’expression 

hétérogène de l’intégrine α5β1 dans la masse tumorale, mais également son implication dans l’agressivité 

tumorale (dans des foyers tumoraux précis). La compréhension de la relation entre la programmation de 

l’intégrine α5 dans les CSGs et son expression après leur différenciation orientera la proposition de 

biomarqueurs susceptibles de guider la stratification de patients. Ceux-ci permettront également de 

proposer des cibles thérapeutiques pertinentes pour empêcher la formation d’un GBM plus agressif, car 

exprimant l’intégrine α5.  

La Figure 43 schématise l’ensemble des résultats obtenus. 

Ces résultats font l’objet d’une publication en cours de rédaction. 
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Figure 43 - Schéma bilan. La programmation de l’intégrine α5 dans certaines cellules souches induit la formation de cellules 
différenciées ayant une capacité de prolifération et de migration augmentée, une évasion cellulaire dépendante à la fibronectine et 
une résistance apoptose dans un envrionnement riche en fibronectine. La dédifférenciation de cellules exprimant intégrine α5 
entraîne la formation de cellules souches exprimant l’intégrine α5. 
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Re sultats Partie 2 : 
 

Impact de l’inte grine α5 dans les 
carcinomes du col ute rin. Exemple des 
cellules HeLa. 
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I. Introduction  

Au début de ce projet de thèse, je disposais de la lignée NCH421k mock et transfectée par le gène de 

l’intégrine α5 en condition souche (réalisée au sein du laboratoire). Mon objectif était d’analyser les 

caractéristiques moléculaires et phénotypiques de la lignée NCH421k et de la lignée transfectée. Cependant, 

plusieurs résultats étonnants ont suggéré que la lignée transfectée n’était peut-être pas issue de la lignée 

NCH421k. Nous avons fait authentifier ces lignées (Multiplexion, Allemagne) et les résultats ont montré qu’il 

s’agissait d’une contamination, dont l’origine reste inconnue, par des cellules HeLa.  

Nous avons décidé d’analyser les résultats que nous avions obtenus et de les compléter dans ce nouveau 

contexte de cellules HeLa issues de cancer du col de l’utérus métastatique. Quelques études ont montré que 

l’intégrine α5β1 est surexprimée dans les cancers du col de l’utérus. Une forte expression est associée à la 

formation de métastases de ganglions lymphatiques, de récurrences et à une résistance aux thérapies 

(493,595).  

Le cancer du col de l’utérus est l’une des tumeurs les plus fréquentes chez la femme (596). La survie à 5 

ans des patientes atteintes par un cancer utérin localisé est de 91,5%. Elle tombe à 16,5% en cas de 

métastases (597). Les cellules du cancer du col de l’utérus peuvent se propager par voie lymphatique, 

envahissant les ganglions lymphatiques pelviens ou para aortiques et par voie sanguine, entraînant la 

formation de métastases pulmonaires, hépatiques, osseuses ou cérébrales (598). Les métastases cérébrales 

sont rares, représentant 0,4 à 2,3% des métastases issues de cancer du col de l’utérus. La survie médiane des 

patientes atteintes de métastases est de 8 à 13 mois, et de 2,3 mois lorsqu’elles sont localisées au niveau 

cérébral (597,598). Bien qu’il n’y ait pas de protocole standard, le traitement de métastases cérébrales 

repose sur une radiothérapie totale du cerveau associée ou non à la chimiothérapie. Le Cisplatine et le 

Topotécan sont les principales molécules utilisées (597).  

Afin de déterminer l’implication de l’intégrine α5β1 dans l’agressivité des tumeurs du col de l’utérus, nous 

avons: 

1) Déterminé les caractéristiques moléculaires des cellules HeLa selon leur condition de culture  

2) Evalué leur prolifération et leur survie  

3) Evalué leur capacité à envahir et à migrer  

4) Etudié l’impact d’un antagoniste de l’intégrine α5 dans la prise de tumeur métastatique cérébrale. 
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II. Caractérisation moléculaire des cellules HeLa 

1. Analyse morphologique des cellules HeLa selon la condition de culture  

En 2012, Chen et al., 2012 ont analysé différentes méthodes permettant d’enrichir les cellules souches 

tumorales à partir d’une lignée tumorale établie de carcinomes de la langue et de carcinomes épidermoïdes 

de la cavité buccale. L’étude a montré que les conditions de culture dépourvues de sérum et enrichies en 

facteurs de croissance permettent d’isoler un nombre important de cellules souches (599). Quelques études 

ont montré l’enrichissement de cellules souches tumorales au sein de la lignée HeLa dans un milieu dépourvu 

de sérum (600,601).  

Nous avons travaillé avec les cellules HeLa en deux conditions de culture : dans un milieu de culture normal 

(présence de sérum 10%) et dans un milieu permettant l’enrichissement de cellules souches tumorales 

(absence de sérum et présence de facteur de croissance). Nous avons constaté que les cellules HeLa cultivées 

en condition standard prolifèrent de manière adhérente sous forme épithéliale. Au contraire, les cellules 

cultivées dans un milieu de culture dépourvu de sérum prolifèrent de manière semi adhérente. En effet, 

comme nous pouvons le voir sur la Figure 44.A, les cellules forment un tapis cellulaire adhérent de cellules 

rondes (photo du bas) et des agrégats en suspension (photo du haut). Cette morphologie pourrait refléter un 

phénotype peu différencié. L’immunomarquage de l’actine montre une organisation du cytosquelette 

différente selon les conditions de culture. Les cellules HeLa cultivées dans un milieu de culture supplémenté 

par du sérum sont bien étalées et présentent des prolongements cellulaires de type filopodes, démontrant 

l’adhérence des cellules. Au contraire, les cellules cultivées dans des conditions dépourvues de sérum 

présentent un cytosquelette d’actine cortical et des cellules non étalées sans filopodes (Figure 44.B). 

Ces données suggèrent que nous avons enrichi une population de cellules souches tumorales dans la lignée 

HeLa. 

2. Caractéristiques moléculaires des cellules HeLa selon la condition de 

culture  

Afin de confirmer le statut souche des cellules HeLa cultivées dans un milieu permettant leur 

enrichissement, nous avons évalué le taux d’ARNm de différents marqueurs souches. Les données de la 

littérature montrent que l’intégrine α6 et que les protéines oct4, sox2, CD44, CD133 ou ABCG2 sont les 

principaux marqueurs utilisés pour valider le statut souche de cellules du cancer du col de l’utérus (599–603). 

Nous avons évalué le taux d’ARNm des marqueurs souches Sox2, CD44 et de la sous-unité α6. De plus, selon 

l’étude de Huang et Rofstad., 2017 (603), les cellules souches tumorales de tumeur utérine sont impliquées 

dans la formation de métastases. C’est pourquoi, nous avons également analysé l’ARNm de Notch, une 

protéine impliquée dans le processus métastatique (599,604) (Figure 44.C). 

 Nos résultats montrent une augmentation du nombre de transcrits des gènes des marqueurs souches (α6, 

CD44 et Sox2) dans les cellules HeLa semi-adhérentes comparé aux cellules adhérentes. Nous avons 

également mis en évidence une augmentation du taux d’ARNm du gène Notch.  
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Figure 44 - Les cellules souches tumorales sont enrichies après la culture des cellules HeLa dans du milieu dépourvu de sérum. 
(A) Image par contraste de phase des cellules HeLa cultivées dans un milieu avec (SVF) et sans sérum (« souche »). (B) 
Immunomarquage de l’actine des cellules HeLa cultivées dans un milieu avec (SVF) et sans sérum (« souche ») déposées sur polylysine 
(15µg/mL) pendant 48 heures. Barre d’échelle de 200 µm. (C) Rapport du nombre de transcrits des gènes de marqueurs souches (α6, 
CD44, sox2) et du gène Noch impliqué dans les métastases, dans les cellules HeLa cultivées dans des conditions sans sérum 
(« souche ») comparé à des conditions de culture avec sérum (SVF) (n>3). 
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3. Expression de l’intégrine α5 dans les cellules HeLa selon la condition de 

culture 

Selon les conditions de culture, nous avons constaté une augmentation de l’expression de l’intégrine α5 

lorsque les cellules HeLa sont cultivées dans le milieu dépourvu de sérum. Ces résultats ont été observés en 

analysant l’expression protéique par Western Blot et par microscopie confocale (Figure 45.A). Nous avons 

également mis en évidence une augmentation du taux de l’ARNm de l’intégrine α5, sans augmentation de 

l’intégrine β1, dans les cellules HeLa cultivées dans le milieu sans sérum (Figure 45.B).  

Ces données suggèrent que l’expression de l’intégrine α5 augmente dans une population enrichie en 

cellules souches au contraire de ce que nous avions observé dans les GBMs. Elles sont en accord avec l’étude 

de López et al., 2012 (600) qui a montré que l’ARNm du gène de l’intégrine α5 est également augmenté dans 

les conditions souches comparé aux cellules HeLa cultivées dans un milieu standard. 

 Pour résumer, nous avons obtenu une population enrichie en cellules souches tumorales issues de la lignée 

HeLa. Nous avons également constaté que l’expression de l’intégrine α5 est augmentée dans les cellules 

souches tumorales par rapport aux cellules plus différenciées.  
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Figure 45 - L’expression de l’intégrine α5 est augmentée dans les cellules HeLa cultivées dans un milieu dépourvu de sérum. (A) 
Analyse de l’expression protéique de l’intégrine α5β1 par Western Blot et par imagerie confocale, dans les cellules HeLa cultivées 
dans un milieu de culture sans (« souche ») et avec sérum (SVF). Barre d’échelle de 200 µm. (B) Analyse du taux d’ARNm du gène des 
sous-unités α5 et β1 selon les mêmes conditions de culture (n>3).  
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III. Caractéristiques phénotypiques des cellules HeLa en condition 

souche et en condition différenciée 

1. Prolifération  

Nous avons analysé la prolifération des cellules HeLa afin de déterminer leur capacité à former une masse 

tumorale. Nous avons évalué le taux de prolifération à 7 jours par comptage au bleu trypan des cellules HeLa 

dans les deux conditions de culture, sur un coating de fibronectine (10µg/mL) et sur plastique. Nos résultats 

montrent que les cellules HeLa « souches » et différenciées ont une capacité de prolifération similaire avec 

ou sans coating de fibronectine (Figure 46.A) 

L’implication de l’intégrine α5 a été évaluée en traitant les cellules par un antagoniste spécifique (Fr248 à 

20µM) lors de leur ensemencement. Nos résultats montrent que l’antagoniste n’a pas d’effet sur la 

prolifération lorsque les cellules sont ensemencées sur plastique. En revanche sur un coating de fibronectine 

(10µg/mL), la prolifération des cellules HeLa « souches » et différenciées est diminuée de 30% (Figure 46.B). 

Ces données démontrent l’implication de l’activation de l’intégrine α5 dans la prolifération des cellules HeLa 

quel que soit leur statut de différenciation. 

Nos différentes conditions de culture peuvent influencer les résultats obtenus. En effet, la culture des 

cellules HeLa « souches » est effectuée sans sérum, ce qui permet d’évaluer l’efficacité de l’antagoniste de 

l’intégrine. En revanche, la présence de sérum dans le milieu de culture des cellules différenciées peut 

empêcher les effets de l’antagoniste de l’intégrine. En fait, la fibronectine présente dans le sérum peut entrer 

en compétition avec l’inhibiteur pour la liaison à l’intégrine et empêcher son action pharmacologique. C’est 

pourquoi nous avons évalué l’influence de l’intégrine α5 dans la capacité de prolifération des cellules HeLa 

en délétant transitoirement son gène par si-RNA. Après une transfection de 24h, nous avons évalué la 

capacité de prolifération après 72h et 7 jours de culture. Les résultats obtenus montrent que l’extinction 

transitoire de l’intégrine entraîne une diminution significative de la prolifération à 72h et 7 jours des cellules 

HeLa « souches » et différenciées. Ceci confirme l’implication de l’intégrine dans la prolifération de cellules 

HeLa « souches » et différenciées (Figure 46.C). 

2. Survie 

Nous avons évalué la capacité des cellules HeLa différenciées à survivre en condition sans sérum, en 

présence ou non de fibronectine (10µg/mL) (test MTT). Nos résultats montrent que les cellules HeLa 

différenciées cultivées sans sérum ont une capacité de prolifération largement diminuée. De manière 

intéressante nous constatons que la fibronectine restaure leur prolifération au niveau de celle obtenue en 

présence de sérum (Figure 46.D). 

Pour résumer, nous avons mis en évidence l’implication de l’intégrine α5 dans la prolifération des cellules 

HeLa en condition « souche » et différenciée. Ces résultats suggèrent que l’activation de l’intégrine α5β1 par 

la fibronectine est suffisante pour une prolifération optimale. 
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Figure 46 - L’intégrine α5 est impliquée dans la prolifération des cellules HeLa en condition souche et la fibronectine influence 
la survie des cellules HeLa en condition différenciée. Analyse du taux de prolifération sur 7 jours ou/et 72 heures des cellules HeLa 
en condition « souche » et différenciée (SVF), par comptage au bleu trypan, sur un coating de fibronectine (10µg/mL) ou sur plastique 
(A) sans traitement (B) après traitement par un antagoniste de l’intégrine α5 (Fr248, 20µM) (C) après délétion transitoire du gène de 
l’intégrine α5 par si-RNA (transfection de 24h) sur plastique. A droite, confirmation par western blot de l’extinction transitoire du 
gène de l’intégrine après 48h de transfection dans la lignée HeLa « souche » et différenciée. (D) Analyse de la prolifération des cellules 
HeLa différenciées cultivées dans un milieu standard (SVF 10%) et dans un milieu dépourvu de sérum (SVF 0%). Les cellules ont été 
ensemencées sur un coating de fibronectine (10µg/mL) (FN+) ou sur plastique (FN-). L’expérience a été évaluée par le dosage de la 
succinate déshydrogénase (MTT) (n>3). 
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3. Evasion à partir d’un sphéroïde 

Afin de déterminer la capacité des cellules HeLa à envahir un nouvel environnement, nous avons évalué 

leur capacité d’évasion en condition souche et en condition différenciée. Nous avons formé des sphéroïdes 

pendant 48h que nous avons déposés sur un coating de fibronectine (10µg/mL).  

Nous avons constaté que les sphéroïdes formés par les cellules « souches » ne parviennent pas à former 

une masse compacte et se désagrègent au moment de leur dépôt. Au contraire, les cellules différenciées 

sont cohésives au sein du sphéroïde. De manière étonnante, nous observons une évasion différente dès les 

24 premières heures de migration selon le statut souche et différencié des cellules HeLa. En effet, en ce qui 

concerne les cellules différenciées, elles s’échappent de la sphère tumorale et migrent sur le coating de 

fibronectine. En revanche, nous avons constaté que les agrégats formés par les cellules « souches » HeLa se 

désintègrent. Les cellules souches isolées, après la désagrégation des « sphères », semblent proliférer sur le 

coating de fibronectine (Figure 47.A). 

Nous avions réalisé un test de dilution limite dans du collagène dans le premier but d’évaluer l’auto-

renouvellement des cellules HeLa « souches ». De manière étonnante, nous avons observé la formation de 

colonies composées de cellules dissociées, 7 jours après ensemencement. Les cellules isolées présentent une 

forme allongée, suggérant une capacité de migration et de dissémination importante (Figure 47.B).  

4. Migration 

Nous avons évalué le chimiotactisme médié par la fibronectine dans la migration des cellules HeLa, à l’aide 

d’un test en chambre de Boyden. Pour cela nous avons réalisé un coating de fibronectine (10µg/mL) sur la 

membrane de l’insert. Nous avons continué notre analyse en travaillant uniquement avec les cellules 

« souches » tumorales. Nos résultats montrent que peu de cellules migrent en condition basale (sans coating 

de fibronectine). En revanche, les cellules « souches » tumorales migrent par chimiotactisme en direction de 

la fibronectine (Figure 47.C) 

Afin de confirmer l’implication de l’intégrine α5 dans la migration, nous avons traité les cellules par 2 

antagonistes non peptidiques spécifiques de l’intégrine α5 (K34c et Fr248, 20µM) et un anticorps bloquant 

(IIA1, 10µg/mL). Les résultats montrent que l’inhibition de l’intégrine ne modifie pas la capacité de migration 

en condition basale. En revanche, elle influence de manière significative le chimiotactisme médié par la 

fibronectine (Figure 47.D). 

Pour résumer, nous avons mis en évidence l’implication de l’intégrine α5 dans la migration des cellules 

« souches » HeLa en direction d’un environnement riche en fibronectine. Nous avons également constaté 

que les cellules « souches » tumorales ont une plus grande capacité à se disséminer dans un environnement 

riche en fibronectine que les cellules différenciées. 
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Figure 47 - Les cellules souches de HeLa présentent une forte capacité à migrer et à envahir un environnement riche en 
fibronectine. (A) Image par contraste de phase (x4) de l’évasion cellulaire sur 24 heures (D1) des cellules « souches » et différenciées 
sur fibronectine (FN, 15µg/mL). Barre d’échelle 400 µm. (B) Image par contraste de phase de colonies de cellules « souches » HeLa, 
sur collagène, après 7 jours d’ensemencement. (C) Quantification du nombre de cellules ayant migré à travers l’insert (comptage 
automatique des noyaux colorés au DAPI à l’aide du logiciel d’analyse d’images ImageJ) des cellules « souches » tumorales avec ou 
sans coating de fibronectine (10 µg/mL). (D) Rapport du nombre de cellules traitées par 3 antagonistes de l’intégrine α5 (Fr248 et 
K34c à 20µM et IIA1 10µg/mL) ayant migré comparées aux cellules non traitées, avec ou sans coating de fibronectine. 
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5) Implication de l’intégrine α5 dans la formation de métastases 

cérébrales 

Les cellules souches tumorales seraient impliquées dans la formation de métastases (605,606), 

notamment issues de cancer du col de l’utérus (607,608). L’incidence des métastases cérébrales augmente 

dans la population, grâce à l’amélioration de la prise en charge des patients atteints de tumeurs primaires. 

Le rôle de l’intégrine α5 dans les métastases est largement démontré dans le cancer du sein (500,609,610) 

d’ostéosarcome (611), gastrique (612), rénal (498), du poumon (613), mélanome (492), ovarien (614). Nous 

avons donc évalué la capacité des cellules « souches » de cellules HeLa à former des tumeurs au niveau 

cérébral, mimant ainsi des métastases cérébrales, et l’implication de l’intégrine α5. 

Une quantité de 10 000 cellules (dans 2µL) a été injectée dans le striatum de souris Nude (collaboration 

Dr Guénot, Strasbourg). Afin de déterminer l’implication de l’intégrine α5, nous avons traité les cellules 

« souches » HeLa par un antagoniste de l’intégrine α5 (Fr248 20µM) avant leur injection. Quatre semaines 

après implantation, nous avons constaté une masse tumorale macroscopique, extra-crânienne et parfois 

hémorragique, sur les souris ayant reçu les cellules HeLa « souches ». Par ailleurs, parmi ces 4 souris, 2 

d’entre elles ont dû être sacrifiées 2 jours avant la fin de l’expérience, ce qui démontre le caractère agressif 

de la tumeur formée. Aucun signe clinique n’a été mis en évidence chez les souris ayant reçu les cellules HeLa 

« souches » préalablement traitées par un antagoniste de l’intégrine (Figure 48.A).  

En ce qui concerne l’étude microscopique, nous avons réalisé une coloration Hématoxyline/Eosine des 

coupes de tumeur et nous avons analysé par immunohistochimie l’expression de l’intégrine α5 (Ab IIaI). Nos 

résultats montrent que les cellules « souches » HeLa forment une tumeur volumineuse, malgré une faible 

quantité de cellules implantée, en faveur d’un statut souche des cellules. Les tumeurs formées expriment 

fortement l’intégrine α5. Aucune détection de son expression n’est observée lorsque les cellules ont été 

traitées par un antagoniste de l’intégrine α5. Afin de vérifier la prise de la tumeur, nous avons effectué un 

immunomarquage avec un anticorps reconnaissant de manière spécifique les cellules humaines (Ab 

Stem121). Nous observons la présence d’une petite tumeur, ce qui confirme l’efficacité de l’injection des 

cellules (Figure 48.B). 

Ainsi, compte tenu qu’aucun marquage de l’intégrine α5 n’a été détecté lorsque les cellules HeLa 

« souches » ont été traitées par un antagoniste de l’intégrine α5 avant injection, nous pouvons émettre 

l’hypothèse que l’inhibition de l’intégrine α5 empêche l’implantation tumorale. Afin de valider cette 

supposition, nous avons évalué l’impact de l’antagoniste de l’intégrine α5 sur l’adhérence des cellules HeLa 

« souches ». Nous avons effectué un test d’adhérence sur fibronectine avec des cellules préalablement 

traitées par un antagoniste de l’intégrine (Fr248 µM) pendant une heure. Nos résultats confirment que 

l’inhibition de l’intégrine α5 empêche les cellules HeLa « souches » d’adhérer sur un substrat de fibronectine 

(Figure 48.C).  
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Figure 48 - L’intégrine α5 est impliquée dans l’adhérence et la formation d’une tumeur cérébrale volumineuse. (A) Photos de 
souris Nude, 4 semaines après avoir reçu en intracérébrale 10 000 cellules « souches » HeLa. (B) Coupe de cerveau, 4 semaines après 
injection en intracérébrale de cellules « souches » HeLa contrôles (Ctrl) ou préalablement traitées par un antagoniste de l’intégrine 
α5 avant implantation (à 50µM la veille de l’expérimentation et 50µM lors de l’injection). L’évaluation de la prise en masse tumorale 
a été réalisée par coloration Hématoxyline/éosine et par immunomarquage de protéine humaine (Ab Stem121). L’implication de 
l’intégrine α5 a été analysée par son immunomarquage (Ab IIaI). (C) Quantification par absorbance des cellules ayant adhéré à un 
substrat matriciel selon la concentration de fibronectine, préalablement traitées par un antagoniste de l’intégrine α5 (Fr248 20 µM). 

 

 



158 
 

Pour résumer, nous avons mis en évidence l’implication de l’intégrine α5 dans la formation d’une tumeur 

cérébrale. Son inhibition empêche les cellules HeLa « souches » d’adhérer et de former une masse tumorale 

volumineuse.  

 

6) Discussion 

1. Isolement de cellules « souches » à partir de cellules HeLa 

Nous avons isolé des cellules souches issues de la lignée HeLa à l’aide d’un milieu dépourvu de sérum et 

enrichi en facteurs de croissance. L’étude de Chen et al., 2012 (599) a montré que l’utilisation de milieux sans 

sérum entraîne l’enrichissement de cellules souches tumorales en 10 à 15 jours. Dans ces conditions, les 

cellules souches tumorales forment des agrégats. En revanche, une deuxième méthode propose de travailler 

dans un système de culture rendant impossible l’adhésion. Ce type d’enrichissement est plus efficace et 

rapide (5 à 7 jours) et permet d’obtenir des cellules souches tumorales sous forme de sphères (599–601). 

Dans nos conditions de culture, les cellules souches issues de la lignée HeLa se présentent également sous 

forme d’agrégats semi-adhérents. Ainsi, bien que nous n’observions pas de sphères, une caractéristique de 

cellules souches tumorales, ces données suggèrent que les cellules HeLa, maintenues dans un milieu 

dépourvu de sérum, présentent un phénotype peu différencié.  

L’augmentation des ARNm de marqueurs souches dans ces cellules est en faveur de cette hypothèse. Il 

serait nécessaire de confirmer ces données au niveau protéique. Il serait également intéressant d’évaluer 

l’expression de marqueurs de différenciation (tel que la cytokératine) afin d’estimer son expression dans les 

HeLa différenciées et son absence d’expression dans les HeLa « souches ».  

2. Implication de l’intégrine α5β1 dans l’agressivité des cellules HeLa  

 La surexpression de l’intégrine α5 dans les cellules de cancer utérin est démontrée dans deux études 

(493,595). En accord avec ces données, nos travaux mettent en évidence une expression de l’intégrine α5β1 

dans les cellules HeLa différenciées et « souches ». L’étude de López et al., 2012 (600) a montré une 

augmentation de l’ARNm de l’intégrine α5 dans les cellules souches issues de cellules HeLa comparé aux 

cellules non souches. Nous avons confirmé l’augmentation de l’ARNm de l’intégrine α5 et nous avons mis en 

évidence une augmentation de son expression protéique dans les cellules HeLa « souches » comparé aux 

cellules HeLa différenciées. 

L’implication de l’intégrine α5 dans la migration et l’adhésion de cellules métastatiques a été mise en 

évidence dans plusieurs modèles tumoraux dont le cancer du sein (500,609,610,615), du rein (498), du 

poumon (613), des ovaires (428), les ostéosarcomes (611) et les mélanomes (492). A notre connaissance, 

notre étude est la première à démontrer le rôle de l’intégrine dans la migration et l’adhésion de cellules 

métastatiques issues de carcinomes utérins.  

 Nous avons également montré une augmentation du taux d’ARNm de Notch dans les cellules « souches » 

HeLa comparées aux cellules différenciées. L’étude de Zhang et al., 2018 (616) a montré, dans les cellules de 
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carcinomes épidermoïdes oraux, que Notch régule l’EMT, un processus particulièrement impliqué dans la 

dissémination cellulaire, conduisant à la formation de métastases, et dans la plasticité entre des cellules 

différenciées et des cellules souches tumorales. Il est intéressant de noter que les données de la littérature 

démontrent que l’intégrine α5 régule la migration cellulaire via l’EMT (464,613,617,618). Ainsi, il serait 

intéressant de confirmer l’implication de l’intégrine dans l’EMT des cellules HeLa « souches » et différenciées 

en étudiant d’autres marqueurs (Snail, vimentine et Zeb1).  

Enfin, nous avons également montré que l’activation de l’intégrine α5 par la fibronectine est impliquée 

dans la prolifération des cellules HeLa « souches » et différenciées. L’inhibition de l’intégrine permettrait 

d’inhiber la prolifération des cellules « souches », impliquées dans la formation de récidives et de métastases, 

et des cellules HeLa différenciées. Ces dernières composant la masse tumorale de la tumeur primaire ou 

secondaire, l’inhibition de l’intégrine pourrait être intéressante dans le traitement de carcinome utérin.  

Ainsi, notre étude a démontré pour la première fois l’implication de l’intégrine α5β1 dans la formation de 

métastases au niveau cérébral de cellules de carcinome utérin. Afin de confirmer ces résultats in vitro, nous 

avons injecté les cellules HeLa « souches » dans le striatum de souris Nude. Dans le but d’évaluer l’implication 

de l’intégrine α5 dans l’agressivité tumorale, nous avons traité des cellules HeLa « souches » par un 

antagoniste de l’intégrine α5. Ne connaissant pas le passage de l’antagoniste de l’intégrine à travers la BHE, 

nous avons traité les cellules la veille et au moment de l’implantation. Nos travaux démontrent que l’intégrine 

α5 est une cible thérapeutique pertinente empêchant potentiellement les cellules métastatiques de 

carcinomes d’adhérer dans un nouveau foyer, dans notre cas cérébral.  

 

Pour conclure, l’intégrine α5β1 semble être une cible thérapeutique potentielle pour les carcinomes 

utérins. Aucune donnée récente à ce sujet n’est disponible. L’implication de l’intégrine dans la formation de 

métastases cérébrales est également suggérée par nos travaux. Nous pouvons émettre l’hypothèse qu’une 

thérapie combinant un inhibiteur de l’intégrine associée à une thérapie standard permettrait d’éradiquer la 

tumeur primaire, composée de cellules différenciées exprimant l’intégrine, et ses métastases, issues de la 

dissémination de cellules souches tumorales exprimant également l’intégrine. 

 L’analyse d’une seule lignée ne nous permet pas de généraliser ces résultats pour le moment. Néanmoins, 

et compte tenu des nombreuses études mettant en évidence l’implication de l’intégrine α5 dans l’agressivité 

et la progression tumorale, aboutissant à la formation de métastases, il serait intéressant de poursuivre cette 

étude dans d’autres modèles tumoraux et d’autres foyers métastatiques. Ces résultats sont en faveur du 

potentiel oncogénique de l’intégrine α5β1. 

Ces résultats font l’objet d’une publication en cours de rédaction. 
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Re sultats Partie 3: 
 

Au cours de ma thèse, j’ai également participé à des travaux de l’équipe qui ont abouti à deux publications 

et à une revue dans des journaux à comité de lecture.  

I. Article 1 

Renner, G., Noulet, F., Mercier, M.-C., Choulier, L., Etienne-Selloum, N., Gies, J-P., Lehmann., M., Lelong-

Rebel., I, Martin, S., and Dontenwill, M. (2016). Expression/activation of α5β1 integrin is linked to the β-

catenin signaling pathway to drive migration in glioma cells. Oncotarget, 7, 62194-62207. 

 
L’invasion est une caractéristique importante du glioblastome et est responsable en partie de l’échec 

thérapeutique. Les cellules tumorales invasives sont responsables de la formation d’une récurrence localisée 

à la marge de la résection chirurgicale. La dérégulation de la voie de la β-caténine participe à la progression 

tumorale et à l’invasion des gliomes. Les travaux antérieurs du laboratoire ont montré que l’intégrine α5β1 

est impliquée dans la résistance à l’apoptose et dans la migration de cellules de GBM (453,578). Cette étude 

explore le lien entre l’expression ou l’activation de l’intégrine α5β1 et l’activité transcriptionnelle de la β-

caténine dans des lignées tumorales de glioblastomes.  

A partir de plusieurs lignées tumorales de GBM, l’étude a mis en évidence une corrélation entre le taux 

d’expression de l’intégrine α5 et la stabilisation de la forme active de la β-caténine dans des conditions de 

culture n’impliquant pas l’activation de l’intégrine (sans sérum). L’activation de l’intégrine α5 par la 

fibronectine induit l’activation de la β-caténine, sa translocation dans le noyau dans lequel elle régule la 

transcription de ses gènes cibles (c-myc, cyclin D1, axine). L’analyse des mécanismes moléculaires impliqués 

dans cette relation démontre que la protéine AKT participe à l’activation de la β-caténine. L’étude s’est 

ensuite intéressée aux conséquences phénotypiques induites par la voie α5β1/AKT/β-caténine. L’utilisation 

d’antagoniste de l’intégrine α5β1 et d’inhibiteurs de la protéine AKT et de la β-caténine a mis en évidence 

une migration dépendante de la voie α5β1/AKT/β-caténine initiée par l’activation de l’intégrine par la 

fibronectine. Les résultats ont montré la régulation de la transition épithélio-mésenchymateuse (Snail, 

Vimentine et Zeb1) par la voie α5β1/AKT/β-caténine. Cette étude a également montré que l’activation de 

l’intégrine α5β1 pouvait induire deux voies de signalisation différentes : soit la voie AKT/β-caténine impliquée 

dans la migration, soit la voie AKT/PEA15 pour la résistance à l’apoptose. 

Ainsi, ces données caractérisent les mécanismes moléculaires responsables de la migration des cellules 

exprimant l’intégrine α5β1, impliquant la β-caténine. L’inhibition de l’intégrine α5β1 apparaît comme une 

stratégie intéressante pour inhiber l’invasion du parenchyme sain. De manière similaire à mes travaux de 

thèse, cette étude met en évidence l’importance de la fibronectine dans la migration des cellules de 

glioblastome exprimant l’intégrine α5. À l’issue de cette étude, se pose la question de caractériser 

l’implication de la β-caténine dans nos différents modèles en lien avec l’hétérogénéité tumorale. Ces données 
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nous permettraient d’apporter une meilleure compréhension des voies moléculaires responsables de la 

migration des cellules des différentes lignées et clones exprimant l’intégrine. 
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II. Article 2 

Blandin, A.-F., Noulet, F., Renner, G., Mercier, M.-C., Choulier, L., Vauchelles, R., Ronde, P., Carreiras, F., 

Etienne-Selloum, N., Vereb, G., Lelong-Rebel, I., Martin, S., Dontenwill, M. and Lehmann, M. (2016). Glioma 

cell dispersion is driven by α5 integrin-mediated cell matrix and cell-cell interactions. Cancer Lett. 376, 328-

338.  

Comme nous l’avons montré, l’interaction de l’intégrine α5β1 et de la fibronectine participe à l’invasion 

des cellules de glioblastomes. Pourtant les données de la littérature apportent des hypothèses 

contradictoires. En accord avec nos travaux, certaines études montrent l’implication de l’intégrine et de la 

fibronectine dans la dissémination cellulaire, tandis que d’autres démontrent que le couple 

α5β1/fibronectine régule la cohésion cellulaire. Cette étude permet de clarifier cette action opposée de 

l’intégrine α5 en s’intéressant à l’évasion cellulaire à partir d’un sphéroïde. 

Les résultats ont mis en évidence l’implication de l’intégrine α5 dans la formation de sphéroïdes à partir 

de lignées cellulaires établies (U87MG, U373MG….) et dans les interactions entre cellules. Dans un 

environnement pauvre en fibronectine, les cellules présentes dans la sphère tumorale restent cohésives. En 

revanche, dans un microenvironnement riche en fibronectine, l’intégrine α5 induit la dispersion cellulaire à 

partir du sphéroïde. Ainsi, la concentration en fibronectine dans l’environnement tumoral régule les 

interactions entre les cellules ou les interactions avec l’ECM. Afin d’apporter une meilleure compréhension 

du rôle de l’intégrine α5β1 dans la cohésion cellulaire ou la dissémination cellulaire, la distribution de 

l’intégrine et de la fibronectine au sein de sphéroïdes a été analysée par imagerie confocale. Dans les 

sphéroïdes, l’immunomarquage de l’intégrine et de la fibronectine présente un aspect fibrillaire. Lorsque les 

cellules s’évadent de la sphère, les fibrilles de fibronectine disparaissent et l’expression de l’intégrine se 

redistribue au niveau des sites d’adhésion à la matrice, entraînant progressivement la formation de contacts 

focaux. Ceux-ci présentent un marquage de la sous-unité α5 et de la protéine FAK active. 

Ces travaux soulèvent la complexité du rôle de l’intégrine α5 et de la fibronectine dans le GBM. En accord 

avec cette étude, mes travaux de thèse ont mis en évidence la dépendance des cellules dérivées de patients 

exprimant l’intégrine à migrer dans un environnement riche en fibronectine. Mes résultats suggèrent 

également que les cellules exprimant l’intégrine α5 participent à la croissance de la sphère tumorale. 

L’ensemble de ces données suggère un rôle bivalent de l’intégrine α5 où elle régule la migration cellulaire en 

présence de fibronectine et l’expansion tumorale dans un microenvironnement pauvre en fibronectine. 

L’analyse de banques de données montrent que les foyers hypoxiques et nécrotiques sont riches en 

fibronectine et en cellules présentant un taux d’ARNm de l’intégrine α5 élevé. Plusieurs études montrent 

également une corrélation entre la présence de nécrose et une faible survie. A partir de l’ensemble de ces 

données, nous pouvons émettre l’hypothèse que l’intégrine α5 exprimée par les cellules tumorales localisées 

dans des foyers nécrotiques riches en fibronectine induit la migration cellulaire, participe à la formation de 

la récurrence et entraîne une faible survie. Ainsi l’inhibition de l’intégrine α5 est une stratégie pertinente 

pour limiter l’invasion du parenchyme sain et la formation de certaines formes de récurrences. 
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III. Article 3 

Mercier, MC., Dontenwill, M. and Choulier, L. (2017). Selection of Nucleic Acid Aptamers Targeting Tumor 

Cell-Surface Protein Biomarkers. Cancers. 9, 69. 

L’équipe vise à rechercher de nouveaux ligands de l’intégrine α5β1 en explorant les aptamères. Les travaux 

du Dr Laurence Choulier ont permis de développer un aptamère ciblant de manière spécifique l’intégrine 

α5β1. Au cours de ma thèse, j’ai participé à la rédaction d’une revue faisant le point sur la sélection 

d’aptamères et leur utilisation diagnostique et thérapeutique en oncologie.  

Les aptamères sont des acides nucléiques de types ARN ou ADN, capables de lier des cibles avec une 

grande affinité et sélectivité. Ils sont sélectionnés par un criblage nommé « SELEX » (selective evolution of 

ligands by exponential enrichment). Cette technique repose sur l’intéraction d’une banque de molécules 

(ARN ou ADN) avec une cible cellulaire (cell-SELEX) ou une protéine (protein-SELEX). Cette étude s’intéresse 

à l’utilisation d’aptamères en cancérologie dans un but diagnostic ou thérapeutique. 

Plusieurs aptamères ont été sélectionnés (ciblant l’EGFRvIII, HER-2, les intégrines α6β4 et αv…) afin de 

détecter certaines protéines sur des tissus biologiques ou de bloquer leurs effets. En ce qui concerne 

l’utilisation clinique, 11 aptamères sont testés en étude clinique, dont 3 dans le traitement de la 

dégénérescence maculaire liée à l’âge, 4 dans la coagulation, 2 dans l’inflammation et 2 en cancérologie. Le 

NOX-A12 est un antagoniste de l’axe CXCL12/SDF-1 perturbant l’interaction des cellules tumorales avec le 

microenvironnement. Il est évalué en étude clinique de phase II, en combinaison au Rituximab et à la 

Bendamustine chez les patients atteints de leucémie lymphocytaire chronique (NCT01486797) et en 

association au Bortezomib et à la Dexamethasone dans le myélome multiple (NCT01521533). Le deuxième 

aptamère est l’AS1411. Celui-ci cible la nucléoline, une protéine surexprimée dans de nombreux cancers qui 

interagit avec des protéines oncogènes (BCL-2, Rb, p53). L’AS1411 est testé en phase II en monothérapie chez 

les patients atteints de cancers rénaux métastatiques (NCT00740441) et associé à la cytarabine chez les 

patients atteints de leucémie myéloïde aigüe récurrente (NCT00512083). 

L’étude de l’hétérogénéité du GBM repose sur l’identification de biomarqueurs moléculaires, permettant 

de proposer des traitements de plus en plus personnalisés et répondant davantage à la composition et à 

l’évolution du GBM. Comme il a été décrit dans l’introduction de ce manuscrit, le développement de ligands 

spécifiques de l’intégrine α5β1 s’est intensifié ces dernières années (568,577). Néanmoins, ils restent peu 

nombreux. La sélection d’aptamères est une stratégie complémentaire à celle permettant de caractériser 

des inhibiteurs peptidiques non peptidiques ou des anticorps ciblant l’intégrine α5β1. Un aptamère 

spécifique de l’intégrine α5β1 est actuellement disponible dans le laboratoire dont l’utilisation permet de 

détecter les cellules ou les tissus exprimant l’intégrine. 
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Conclusion ge ne rale 
  

L’hétérogénité du GBM contribue à l’agressivité du GBM, à l’échec thérapeutique et à une faible survie. 

Plusieurs modèles pouvant expliquer l’origine de l’hétérogénéité ont été décrits. En ce qui concerne 

l’intégrine α5, nous avons mis en évidence que l’hétérogénéité de son expression peut être la conséquence 

de l’existence de différentes cellules souches de glioblastomes.  

Nos résultats démontrent que l’intégrine α5 est rarement exprimée dans les cellules souches mais est 

exprimée dans certaines cellules différenciées, où son expression est associée à un caractère plus agressif. 

Cette expression protéique semble être régulée au sein de cellules souches au niveau transcriptomique. Les 

études actuelles démontrent l’expression des intégrines α6, α7, α3 et β8 dans les CSGs et leur rôle dans la 

régulation des CSGs seulement. Au contraire de l’intégrine α5, l’expression de ces intégrines est diminuée au 

cours de la différenciation. Les CSGs représentant une faible proportion au sein de la masse tumorale, nous 

pouvons nous demander la pertinence de cibler les intégrines exprimées uniquement dans les CSGs. En effet, 

l’analyse du taux d’ARNm de l’intégrine α6 ne montre pas de corrélation avec la survie des patients (553). En 

revanche, cette association est retrouvée avec l’intégrine α5. Ainsi, étant exprimée par une plus grande 

population cellulaire et étant associée à un phénotype plus agressif, l’intégrine α5 apparaît comme une cible 

intéressante. 

Le Cilengitide est le premier antagoniste anti-intégrine à entrer en essais cliniques de phase III. Son échec 

a remis en cause l’intérêt des intégrines dans le traitement de patients atteints de GBM. L’hétérogénéité 

tumorale représente un frein pour un ensemble de thérapies ciblées dont le Cilengitide. Nos travaux 

apportent une meilleure compréhension de l’origine de l’expression hétérogène de l’intégrine α5β1. Les 

connaissances apportées par ce travail permettent de mieux comprendre la relation entre CSGs, l’expression 

tumorale de l’intégrine α5β1 et un phénotype plus agressif et ouvrent de nouvelles perspectives. 

Au vu de nos résultats, le rôle de l’intégrine α5 dans la migration des cellules de GBM différenciées est 

indéniable, confirmant les travaux précédents du laboratoire (464,578,579). Les données de la littérature 

démontrent que l’intégrine α5β1 semble être impliquée dans la migration de cellules issues de différents 

cancers. Nous avons notamment mis en évidence la migration de cellules issues de carcinomes utérins et la 

formation de métastases médiées par l’intégrine α5β1. Bien que l’intégrine α5β1 soit impliquée dans 

l’évasion des deux types de tumeurs, sa régulation entre statut souche et différencié est opposée. En effet, 

l’expression de l’intégrine α5 est augmentée après différenciation dans le GBM et inversement, et semble 

plus élevée dans les cellules souches de carcinome utérin. Ces données reflètent la nécessité d’étudier une 

cible dans chaque contexte tumoral. 

La relation entre les cellules souches et les cellules différenciées, l’expression hétérogène de l’intégrine et 

son implication dans l’agressivité tumorale sont largement étayées d’un point de vue préclinique dans ce 

travail. Les connaissances acquises au cours de cette étude permettent de mieux comprendre l’origine de 
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foyers ou de tumeurs plus agressifs, démontrant l’intérêt de l’intégrine α5β1 comme cible thérapeutique 

dans le GBM et d’autres tumeurs solides. 
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Marie-Cécile MERCIER 
Les cellules initiatrices de tumeurs à l’origine de 

l’hétérogénéité d’expression de l’intégrine α5β1 dans 
les glioblastomes 

Résumé 

Le glioblastome (GBM) est la tumeur cérébrale la plus agressive. L’échec thérapeutique s’explique 

par son caractère hétérogène. Nous étudions l’intégrine α5β1, le récepteur de la fibronectine, dont les 

travaux du laboratoire ont montré l'implication dans l’agressivité du GBM. Il a été observé que 

l’expression de l’intégrine α5 est hétérogène entre patients et au sein d’une même tumeur. Nous avons 

émis l’hypothèse que cette hétérogénéité peut être expliquée par l’existence de différentes cellules 

souches de GBM (CSGs). Nos travaux montrent que certaines CSGs expriment l’intégrine après 

différentiation, démontrant une hétérogénéité intertumorale. Une expression hétérogène a également 

été mise en évidence au sein d’une même lignée, indiquant une hétérogénéité intratumorale. Nos 

résultats démontrent que les CSGs programmées à exprimer l’intégrine forment des cellules 

différenciées agressives. Nos données montrent que l’intégrine α5 est impliquée dans l’expansion 

tumorale mais aussi dans la survie et la migration en présence de fibronectine. Ce travail permet de 

mieux comprendre l’origine de foyers plus agressifs et souligne l’intérêt de l’intégrine α5β1 comme 

cible thérapeutique pour une sous-population de patients. 
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Résumé en anglais 

Glioblastoma (GBM) is the most aggressive primary brain tumor. Treatment failure is explained by 

inter and intratumoral heterogeneity. Our previous results showed that the α5β1 integrin, the 

fibronectin receptor, is implicated in GBM aggressiveness. We observed that its expression was 

heterogeneous between patients' tumors but also between different areas in a given tumor. We 

hypothesized that this heterogeneity may be linked to different glioma stem cells (GSC). We 

confirmed that α5 expression is induced after differentiation in about half of the cell lines supporting 

the notion of inter-tumoral heterogeneity. We also observed with single cell-derived clone analysis 

that intra-tumoral GICs heterogeneity exists. We noticed that when GICs are programmed to express 

α5 integrin, differentiated cells become more aggressive. Our data support that differentiated cells 

expressing the integrin have an increased capacity of proliferation and acquire a fibronectin-

dependent motility and a resistance phenotype. This work provides a better understanding of the 

origin of more aggressive foci and highlights the interest of α5β1 integrin as a therapeutic target for 

a subpopulation of patients. 
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