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LES GLIOMES 

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a défini le cancer comme « un terme 

générique appliqué à un grand nombre de maladies qui peuvent toucher n’importe quelle 

partie de l’organisme. Les autres termes employés sont ceux de tumeurs malignes et de 

néoplasmes.  L’une de ses caractéristiques est la prolifération rapide de cellules anormales qui 

peuvent essaimer dans d’autres organes, formant ce qu’on appelle des métastases».  Les 

cancers figurent parmi les principales causes de mortalité et de morbidité dans le monde, 

l’OMS estime qu’ils sont responsables de 13% de la mortalité mondiale, et le nombre de cas 

devrait augmenter de 70% dans les deux prochaines décennies principalement à cause du 

vieillissement et de l’augmentation de la population mondiale.  Il existe plus d’une centaine 

de types de cancer différents et parmi eux, toujours selon l’OMS, les tumeurs primaires du 

système nerveux central représentent environ 2% de l’ensemble des cancers, et sont 

représentées en majorité par les méningiomes et les gliomes. 

 

 

Figure 1. Statistiques des cancers du système nerveux central. (a) Mortalité des cancers du cerveau 

et du système nerveux central en France. (b) Mortalité mondiale par cancer. World Health 

Organization, Department of Information, Evidence and Research, mortality database. 

http://gco.iarc.fr/ 
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I. Généralités sur les gliomes 

Le cerveau est composé par deux grands groupes cellulaires principaux : les neurones et les 

cellules gliales. Les cellules gliales regroupent la macroglie, représentée par les astrocytes, 

oligodendrocytes et épendymocytes, et la microglie qui constitue le système immunitaire du 

cerveau. Les astrocytes sont des cellules ayant un rôle de nutrition, d’homéostasie du milieu 

extracellulaire et de recapture de molécules. Ils participent à la formation de la barrière 

hématoencéphalique et à la réparation du tissu cérébral après une lésion. La fonction 

principale des oligodendrocytes est la formation de la gaine de myéline autour de l’axone 

d’un neurone, mais ces cellules ont également un rôle métabolique. Les cellules épendymaires 

constituent la barrière qui tapisse les parois des ventricules.  

Les gliomes sont des tumeurs du système nerveux central. Elles constituent un ensemble 

hétérogène dont les cellules possèdent des caractéristiques de cellules gliales : principalement 

des caractéristiques astrocytaires, oligodendrocytaires, ou de cellules épendymaires. Les 

gliomes astrocytaires et oligodendrocytaires sont les tumeurs primaires cérébrales les plus 

communes. La plupart sont des tumeurs diffuses infiltrantes localisées au niveau des 

hémisphères cérébraux chez l’adulte. Les gliomes sont en général incurables en dépit de 

thérapies agressives mêlant la chirurgie, la radiothérapie et la chimiothérapie (Arko et al., 

2010). Ils sont traditionnellement subdivisés sur des critères histologiques, mais des critères 

moléculaires sont maintenant également utilisés.  

 

 

Figure 2. Gliome visualisé par IRM et anatomie du cerveau. (a) IRM cérébrale axial T1 après 

injection d’un produit de contraste, le gadolinium. Image extraite de http://www.artc.asso.fr, la tumeur 

est dans l’hémisphère gauche, zone temporale. (b) Anatomie du cerveau, coupe frontale.  

http://www.artc.asso.fr/
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II. Les classifications des gliomes 

1. La classification histologique de l’OMS 

La plupart des classifications actuelles des gliomes sont basées sur l’analyse de l’apparence 

histologique des tumeurs et réalisent un parallèle entre l’apparence histologique des cellules 

de la tumeur et les étapes de différenciation des cellules de la glie, en se basant sur la 

ressemblance histologique et les similitudes d’expression protéique entre types cellulaires. 

Les tumeurs de plus haut grade sont les tumeurs les moins différenciées. 

La classification de l’OMS, établie pour la première fois en 1979 par Zülch, est la première 

classification des tumeurs du système nerveux central, destinée à être une référence unique 

permettant d’adopter la démarche thérapeutique la plus adaptée selon le type de la tumeur 

(Kleihues, Burger et Scheithauer, 1993).  Il s’agit d’une classification basée sur des critères 

histologiques et l’identification du type cellulaire prédominant dans la tumeur. Elle est depuis 

sa création sans cesse améliorée afin de définir plus spécifiquement les sous-types tumoraux. 

Elle contient des caractéristiques concernant l’épidémiologie, les signes cliniques et les 

symptômes, l’imagerie tumorale, le pronostic et les facteurs prédictifs. Il s’agit de la 

classification de référence la plus couramment utilisée dans le monde, révisée successivement 

en 1993, 2000 et 2007 (Kleihues, Burger et Scheithauer, 1993; Kleihues et Sobin, 2000; Louis 

et al., 2007). Elle prend donc en compte le type histologique du gliome et son grade, un 

facteur clé qui permet de prédire le comportement d’une tumeur et influence le choix des 

thérapies et qui est évalué par des critères de malignité (densité cellulaire, atypies nucléaires, 

mitoses, prolifération microvasculaire et nécrose). En 2016, la classification OMS a été 

remaniée pour intégrer des données moléculaires (Louis et al., 2016). 

La classification OMS divise les gliomes en trois catégories histologiques, astrocytomes, 

oligodendrogliomes et gliomes mixtes. Chacune de ces catégories est divisée en quatre sous-

groupes, en fonction de la composante cellulaire prédominante et du grade de malignité. Le 

grade de malignité est défini par la présence d’atypies nucléaires, d’activité mitotique 

(déterminé par l’index de marquage Ki67), d’angiogenèse et de nécrose qui sont des critères 

d’anaplasie, c’est-à-dire d’évolution vers une perte de l’état différencié. Il est en lien avec la 

médiane de survie qui est plus faible pour les tumeurs de haut grade. Le grade I correspond à 

des lésions bénignes peu prolifératives, donc à croissance lente, et dont l’exérèse chirurgicale 

permet la guérison. Le grade II inclut des lésions qui peuvent progresser vers des grades plus 

élevés, avec une activité mitotique faible et une tendance à l’infiltration et à la récidive. Les 

tumeurs de grade III quant à elles sont des tumeurs malignes : elles présentent une grande 

activité mitotique, des anaplasies, et un caractère infiltrant important. Enfin, le grade le plus 

malin (grade IV) regroupe les tumeurs présentant des zones nécrotiques ainsi qu’une forte 

activité mitotique, associée à une évolution rapide de la maladie et à une angiogenèse 

importante (Louis et al., 2007).  La classification est résumée par le tableau 1. Cette 

classification reste imparfaite, car elle repose sur des critères parfois difficiles à évaluer 

pouvant laisser place à une certaine subjectivité.  
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Grade, tumeur Densité 

cellulaire 

Atypies 

nucléaires 

Activité 

mitotique 

Prolifération 

endothéliocapillaire 

Nécrose Médiane 

de survie 

Tumeurs Astrocytaires       

Astrocytome diffus de grade II : 

-Fibrillaires 

-Gémistocytiques 

-Protoplasmiques 

+ +/- - - - 6 à 8 ans 

Astrocytome anaplasique de 

grade III 

++ + ++ - - 2 à 3 ans 

Glioblastome de grade IV +++ +++ +++ + + < 1 an 

Tumeurs Oligodendrocytaires       

Oligodendrogliome de grade II + +/- + - - > 10 ans 

Oligodendrogliome de grade III +++ ++ ++ + +/- 2 à 3 ans 

Tumeurs Oligoastrocytaires       

Oligoastrocytome de grade II +/++ +/- + - - 6 ans 

Oligoastrocytome de grade III +++ ++ +++ + - 3ans 

Glioblastome à composante  

oligodendrogliale (GBMO) 

+++ +++ +++ + + < 1 an 

Tableau 1. Classification histopathologique des astrocytomes, oligodendrogliomes et 

oligoastrocytomes de l’adulte selon l’OMS 2007 (D’après Louis et al, 2007). 

 

2. Le glioblastome 

Le gliome de plus mauvais pronostic est le glioblastome (GBM),  ou gliome de grade IV. Il 

s’agit de la tumeur cérébrale la plus fréquente, qui peut survenir de novo (glioblastome 

primaire ou GBMI), ou résulter de l’évolution d’une tumeur de grade inférieur (glioblastome 

secondaire ou GBMII). Les GBMII se développent à partir d’un astrocytome diffus de bas 

grade ou d’un astrocytome anaplasique. Les GBM primaires représentent 90% des GBM. Ils 

se développent rapidement et sont considérés comme incurables, avec une médiane de survie 

de 15 mois après chirurgie et sous thérapie (Aldape et al., 2015). Histologiquement GBMI et 

GBMII sont semblables, mais ils diffèrent par leurs profils génétiques et épigénétiques. Ainsi, 

ils ne sont pas traités de la même manière. Le cas des GBM montre l’importance d’une 

caractérisation moléculaire précise par rapport à une simple identification histologique et 

radiologique. 
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3. Caractéristiques moléculaires des gliomes 

Les principales anomalies récurrentes caractéristiques des gliomes ont été décrites dans de 

nombreuses études d’analyses génétiques. Certaines de ces anomalies sont clairement 

impliquées dans la croissance tumorale et sont parfois spécifiques de sous-groupes de 

gliomes, ce qui a une répercussion sur leur évolution et leur sensibilité aux traitements. Ainsi, 

la découverte des altérations moléculaires présentes dans les gliomes a participé à 

l’amélioration de leur caractérisation. Ces changements génétiques retrouvés dans les gliomes 

peuvent être des gains chromosomiques, des pertes d’hétérozygotie ou des altérations 

épigénétiques comme l’hyperméthylation de promoteurs. Ce sont des mécanismes qui 

conduisent à la surexpression ou l’inhibition de gènes. Plusieurs groupes ont analysé des 

tumeurs issues de cohortes de patients et ont pu établir des classifications sur la base de 

signatures moléculaires et géniques. Ils ont ainsi identifié plusieurs marqueurs comme le 

statut de mutation du gène de l’isocrate déshydrogénase (statut IDH), la méthylation du 

promoteur de la O6-méthylguanine-DNA méthyl transférase (MGMT), la codélétion 1p/19q, 

et les mutations des gènes de p53 et du récepteur au facteur de croissance épidermique 

(EGFR). Les altérations génétiques et épigénétiques observées dans les gliomes commencent 

à être mieux identifiées, mais leurs conséquences fonctionnelles ne sont pas toujours claires. 

La plupart modifient l’expression génique des cellules de la tumeur et en affectent la 

signalisation. 

3.1 Altérations génétiques 

3.1.1 Mutations IDH ½ 

Les gènes IDH codent pour l’enzyme Isocitrate Déshydrogénase, qui catalyse la 

décarboxylation oxydative de l’isocitrate en α-cétoglutarate (αKG) en réduisant le NADP+ en 

NADPH (Figure 3). Le gène IDH1 code pour l’isoforme cytoplasmique, alors que le gène 

IDH2 code pour la forme mitochondriale de la protéine. Ces enzymes métaboliques font 

partie des mécanismes de protection contre le stress oxydatif (Ohgaki et Kleihues, 2013). Les 

mutations du gène IDH1 ont été identifiées pour la première fois en 2008 dans une cohorte de 

GBM, en majorité dans des GBMII (Parsons et al., 2008). Elles se situent au niveau du site 

catalytique de la protéine et entraînent un changement de fonction : l’enzyme n’exerce plus la 

décarboxylation oxydative mais devient capable de réduire l’αKG en 2-hydroxyglutarate (2-

HG). L’accumulation de 2-HG perturbe l’activité des enzymes dioxygénases αKG- 

dépendantes. La perte de fonction de ces enzymes est associée à l’augmentation du facteur de 

transcription HIF-1a et de ses cibles comme GLUT1, VEGF ou PGK1 (Dang et al., 2009; 

Zhao et al., 2009). De telles mutations sont fréquentes dans les gliomes diffus de grade II et 

III (70-90%) et les GBM secondaires (85%), mais sont rarement observées chez les patients 

atteints de GBM primaires (5%) (Nobusawa et al., 2009; Ceccarelli et al., 2016). Il s’agit 

donc probablement d’un évènement génétique précoce survenant dans les lésions de bas 

grade, mais qui n’intervient que marginalement dans les GBM primaires. Ces mutations IDH 

ne sont pas retrouvées dans les autres types de tumeurs cérébrales et semblent donc 

spécifiques des gliomes diffus (Bleeker et al., 2009).  Le statut IDH est un marqueur 
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pronostique pour les patients atteints de gliomes de grade II et III et de GBM (Sanson et al., 

2009; TCGA Network, 2015). Il est majoritairement associé à la signature proneurale 

(Verhaak et al., 2010) et à la présence d’une hyperméthylation des ilots CpG (Décrit en 3.2.1, 

(Noushmehr et al., 2010)).  

 

 

 

Figure 3. Fonctions des gènes  IDH. Illustration des fonctions des IDH non mutées (en vert) et des 

IDH mutées (sur fond noir). 2HG, D-2-hydroxyglutarate; αKG, α-cétoglutarate; IDH, isocitrate 

déshydrogénase; IDHm, mutant IDH. Adapté de Dang et al., (2015). 

 

3.1.2 Modifications chromosomiques 

i. La codélétion 1p/19q  

La perte d’hétérozygotie 1p/19q est présente dans 40% des gliomes et caractérise un sous-

ensemble de tumeurs oligodendrogliales de bon pronostic sensibles à la chimiothérapie et à la 

radiothérapie. Elle est le résultat d’une translocation centromérique déséquilibrée dont l’effet 

est la perte complète des bras court du chromosome 1 et long du chromosome 19 (Cairncross 

et al., 1998; Jenkins et al., 2006). Il existe une corrélation entre la présence d’une mutation 

IDH et la codélétion 1p/19q : tous les gliomes présentant la codélétion possèdent également 

une mutation IDH (Sanson et al., 2009). Dans 90% des cas on observe également une 

méthylation du promoteur de la MGMT dans ces tumeurs. Cette codélétion est observée dans 

80 à 90% des oligodendrogliomes de grade II et dans 50 à 70% des oligodendrogliomes de 

grade III (Reifenberger et al., 1994). Elle est mutuellement exclusive avec les mutations de 

p53 et l’amplification de l’EGFR. La perte partielle du chromosome 1 est associée à un 

phénotype astrocytaire et un mauvais pronostic. 
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Figure 4. La codélétion 1p/19q. La codélétion 

1p19q est le résultat d’une translocation centro-

mérique déséquilibrée 

 

 

ii. Perte d’hétérozygotie du chromosome 10, gain du 

chromosome 7 

La perte d’hétérozygotie du chromosome 10, sur lequel est localisé PTEN, et 

l’amplification du chromosome 7, sur lequel sont localisés PDGFRA et EGFR, sont les 

anomalies les plus fréquentes. Elles sont presque toujours associées avec des anomalies de 

l’expression de Telomerase reverse transcriptase (TERT), mais d’autres délétions et 

amplifications peuvent être observées, qui touchent des régions contenant des oncogènes ou 

des suppresseurs de tumeurs. 

3.1.3 Altérations des voies p53 et Rb 

p53 est un gène suppresseur de tumeur bien connu et très largement étudié dont l’activation 

en réponse aux signaux de stress et à l’altération de l’ADN mène à l’arrêt de la progression du 

cycle cellulaire en phase G1 ou G2/M, et/ou à l’initiation de l’apoptose. Ceci est réalisé à 

travers l’activation de la transcription de p21, qui inhibe la fonction des cyclines D, et 

d’autres protéines pro-apoptotiques. p53 est principalement contrôlée par le gène MDM2. Ce 

gène code pour une E3-ubiquitine ligase qui induit la dégradation de p53 par le protéasome et 

inhibe son activité transcriptionnelle en se liant à son domaine de transactivation. Cette ligase 

est elle-même régulée par CDKN2A (Van Meir et al., 2010; Hernández-Monge et al., 2016). 

Les complexes Cdk/Cycline, dont Cdk4/6-Cycline D, phosphorylent et ainsi inactivent la 

protéine retinoblastoma (Rb), ce qui permet la progression du cycle cellulaire. La protéine Rb 

empêche l’entrée en phase S par sa fonction inactivatrice sur le facteur de transcription E2F. 

Lorsque Rb est phosphorylée, E2F1 est libéré ce qui active la transcription de gènes impliqués 

dans la prolifération cellulaire. Les gènes P53 et RB peuvent être inactivés par mutation, ou 

délétion (Watanabe et al., 2001). La perte de leur fonction est un événement précoce 

participant à l’échappement à la mort cellulaire et favorisant l’instabilité génétique et donc la 

transformation cellulaire. Cette perte est donc observée dans les gliomes de bas grade, les 

astrocytomes anaplasiques et les GBM (Yin et al., 2009; Leiserson et al., 2013; TCGA 

Network, 2015). Les voies Rb et p53 peuvent être inactivées de manière indirecte par 

mutation d’autres gènes participant à ces voies de régulation. Des répresseurs comme CDK4 

ou MDM2 sont fréquemment amplifiés. L’amplification de CDK4, identifiée dans 15% des 

gliomes de haut grade, entraîne l’inactivation de Rb et donc les arrêts de la transition G1/S 
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(Yin et al., 2009; Leiserson et al., 2013; TCGA Network, 2015). Dans les gliomes il existe 

également fréquemment des mutations ou délétions de CDKN2A. Le locus de CDKN2A code 

pour les protéines Ink4A et Arf qui sont des activateurs de Rb et P53 respectivement (Aldape 

et al., 2015). Une faible expression de CDKN2A est associée à un plus mauvais pronostic (W. 

Liu et al., 2011).  

 

Figure 5 : Les voies p53 et Rb. Les activateurs du cycle, représentés sur fond rouge, sont amplifiés 

ou suractivés dans les gliomes, tandis que les déclencheurs d’apoptose et d’arrêt du cycle sont délétés 

ou inactivés (bleu). Adapté de Van Meir et al., (2010). 

 

3.2 Altérations épigénétiques 

Les mécanismes épigénétiques contrôlent l’expression des gènes sans modifier la séquence 

ADN, en régulant des facteurs permettant des modifications de la chromatine. La chromatine 

est composée de nucléosomes, eux même constitués de huit histones enroulés autour de 

l’ADN. Le plus souvent, les modifications de la chromatine sont le résultat de modifications 

des histones. Il peut s’agir de leur acétylation, méthylation, phosphorylation et ubiquitylation, 

qui sont réalisées par des enzymes (Yong et Tsankova, 2015). Le dérèglement de ces 

mécanismes épigénétiques contribue à la gliomagenèse en entraînant soit l’ouverture de la 

chromatine au niveau de promoteurs de proto oncogène ce qui favorise leur transcription, soit 

la condensation de la chromatine au niveau des promoteurs de gènes suppresseurs de tumeurs, 

ce qui les inhibe.  

3.2.1 Hyperméthylation de l’ADN 

Plusieurs études ont montré que les mutations des gènes IDH sont responsables du 

phénotype « CpG island methylator phenotype » (CIMP) qui définit un sous-groupe de 
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tumeurs avec une hyperméthylation de l’ADN (Glioma-CIMP-high) (Noushmehr et al., 

2010). Comme décrit précédemment (Partie I.1.1) l’accumulation de 2HG perturbe l’activité 

des enzymes dioxygénases αKG dépendantes. Parmi elle se trouvent les histones et ADN 

déméthylases, et leur inhibition entraine l’hyperméthylation des ilots  CpG. Le phénotype G-

CIMP-high est associé à un pronostic favorable, et à l’hyperméthylation de plusieurs loci, 

dont celui du promoteur de O
6
-méthyl-guanine-méthyltransférase (MGMT) (Noushmehr et 

al., 2010). Le phénotype G-CIMP-low est associé à l’activation de gènes impliqués dans la 

division et le cycle cellulaire (Ceccarelli et al., 2016) ; 

MGMT encode une enzyme de réparation nucléaire (alkyltransférase) qui enlève les O
6
-

alkylants liés aux guanines et permet ainsi de maintenir l’intégrité de l’ADN des cellules. 

L’expression de la MGMT est donc protectrice et favorise la survie cellulaire. Le promoteur 

MGMT peut être méthylé dans les gliomes, ce qui inhibe la transcription du gène et rend les 

cellules plus sensibles aux agents alkylants comme le Témolozomide (TMZ, Figure 6). La 

méthylation du promoteur de la MGMT est donc corrélée à une meilleure réponse à la 

chimiothérapie. L’inhibition de la MGMT augmente l’instabilité génomique en diminuant la 

capacité de réparation de l’ADN (Esteller et al., 2000; Stupp et al., 2009). 

 

 

Figure 6. Méthylation du promoteur MGMT et réponse au TMZ. Le TMZ est un agent alkylant 

utilisé en chimiothérapie. Il cause des lésions des bases nucléotidiques comme les O6-methylguanine 

(O
6
-meG) ou les N3-methyladénine. La MGMT restaure la guanine en éliminant l’O

6
-alkylguanine 

(O
6
-alG). L’hyperméthylation de son promoteur empêche sa transcription et donc la réparation de 

l’ADN. Adapté d'après Aldape et al., (2010). 
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3.2.2 Modifications des télomères 

Les télomères sont des séquences ADN non codantes hautement répétitives situées aux 

extrémités des chromosomes. Leur raccourcissement au cours des divisions cellulaires 

détermine le nombre de cycles pouvant être réalisés par la cellule. La maintenance des 

télomères est un des mécanismes par lesquels s’établit la prolifération incontrôlée des cellules 

cancéreuses. Dans les GBM, l’inactivation du gène Alpha thalassemia/Mental retardation 

Syndrome X-Linked (ATRX) est associée à un phénotype d’allongement des télomères par 

mécanisme alternatif de recombinaison. Une des fonctions d’ATRX est de réguler 

l’incorporation de l’histone H3.3 dans les nucléosomes au niveaux des télomères (Wong et 

al., 2010). Les mutations de ce gène entraînent le plus souvent son inactivation par la perte du 

domaine hélicase. Plusieurs mutations ont été identifiées en 2011 (Heaphy et al., 2011). Elles 

sont mutuellement exclusives de la délétion 1p/19q dans les gliomes mutés IDH, associées 

aux altérations de p53, et représentent un marqueur potentiel du lignage astrocytaire des 

gliomes. L’inactivation de ATRX est probablement un événement précoce dans la 

gliomagenèse permettant la maintenance des télomères (Jiao et al., 2012).  

Des mutations du promoteur TERT ont été observées dans 50% des gliomes d’une cohorte 

en 2013 (Killela et al., 2013). Les mutations de ATRX et TERT sont mutuellement exclusives 

(Killela et al., 2013; Eckel-Passow et al., 2015). Ce gène code pour la sous-unité catalytique 

de la télomérase qui régule la longueur des télomères. Ces mutations entraînent la 

surexpression de la sous unité. Cependant l’étude récente de Ceccarelli et collègues réalisée à 

partir de la base de données du TCGA suggère que les mutations du promoteur TERT 

n’entraînent pas un allongement des télomères et ne sont pas prédictives de la survie, 

contrairement à celles touchant ATRX (Ceccarelli et al., 2016). 

 

4. Classifications moléculaires 

Les anomalies génétiques récurrentes identifiées dans les gliomes ont permis la création de 

sous-types moléculaires, en permettant la distinction entre des types de tumeurs proches 

histologiquement. Le développement de thérapies personnalisées selon les caractéristiques de 

la tumeur a été utilisé avec succès pour plusieurs types de cancers, ce qui montre bien 

l’importance de ces caractérisations moléculaires. Les données génétiques, de 

transcriptomique et de protéomique ont permis à plusieurs équipes de réaliser des analyses de 

bioinformatique de manière à définir des sous-groupes moléculaires reliés ensuite à 

l’histologie, aux marqueurs biomoléculaires et à la survie des patients. Les différentes équipes 

se sont surtout intéressées aux gliomes les plus agressifs, les gliomes diffus, et en particulier 

les glioblastomes. L’analyse des anomalies génétiques observées dans les tumeurs de 

différents grades permet également de comprendre les mécanismes de la gliomagenèse, ce qui 

est indispensable pour la création de nouvelles thérapies ciblées. 

Tout d’abord, les travaux se sont concentrés sur les tumeurs de haut grade comme les 

GBM, et sur l’identification des caractéristiques moléculaires partagées par un groupe de 
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tumeur cliniquement défini par les classements histologiques existants. Puis en 2006, Phillips 

et collègues se sont intéressés à l’expression de nouveaux marqueurs potentiels associés au 

pronostic clinique et ils ont pu isoler des profils différents dans des gliomes diffus de grade III 

et IV (Phillips et al., 2006). 

4.1 Classification de Phillips - 2006 

Cette étude transcriptomique distingue trois sous-ensembles de GBM : les signatures 

proneurale (PN), proliférative (Prolif) et mésenchymateuse (Mes) définissent des populations 

de tumeurs qui diffèrent au niveau du grade, des caractéristiques histologiques de la tumeur et 

de l’âge du patient (Phillips et al., 2006). Cette classification est basée sur les profils 

d’expression de 35 gènes déterminés à partir de 76 échantillons de GBM et réalise un 

parallèle entre les gènes exprimés par la cellule tumorale et le profil d’expression d’un type 

cellulaire normal.  

Les gliomes proneuraux expriment fortement des gènes impliqués dans le développement 

du système  nerveux central, des marqueurs caractéristiques des neurones et des neuroblastes 

(OLIG2, DLL3, GABBR1, SNAP91, MAP2, NeuN, GFAP), et sont de meilleur pronostic. Ils 

surexpriment également des gènes de la voie Notch. Il s’agit de quasiment toutes les tumeurs 

de grade III, et de quelques tumeurs de grade IV. Leurs profils d’expression de gènes 

présentent des similitudes avec les profils d’expression des cerveaux adulte et fœtal. 

Les gliomes mésenchymateux sont majoritairement des tumeurs de grade IV de mauvais 

pronostic. Elles présentent un profil d’expression corrélé à celui des os, de la synovie, des 

muscles lisses, et des cellules endothéliales et dendritiques. Les tumeurs Mes surexpriment 

des marqueurs d’angiogenèse (CD44, VEGF), et présentent souvent une perte du 

chromosome 10 et un gain du chromosome 7, la perte de PTEN, des mutations de l’EGFR, et 

des modifications de la voie AKT. Leur profil d’expression se rapproche de celui d’astrocytes 

de cellules souches neurales et progénitrices en amplification transitoire TAP (Transit 

amplifying progenitor). 

Les gliomes prolifératifs sont également des tumeurs de grade IV de mauvais pronostic. 

Leur profil d’expression est similaire à celui de cellules hautement prolifératives comme les 

cellules Jurkat, à celui de cellules souches hématopoïétiques, et à celui de cellules souches 

neurales après traitement et retrait du BDNF. Elles présentent une surexpression de marqueurs 

de prolifération comme PCNA et TOP2A et un marquage Ki67 élevé. C’est un profil qui 

correspond aux cellules souches neurales. Il a été observé  dans ces tumeurs une perte du 

chromosome 10 et de PTEN, un gain du chromosome 7 et de l’EGFR, et une modification de 

la voie AKT. Un résumé de la classification est présenté tableau 2. Avec la récidive, les 

tumeurs dérivent et se rapprochent du phénotype mésenchymateux (Phillips et al., 2006). Le 

rapprochement entre ces sous-types de tumeur et les cellules neurales permet de réaliser un 

parallèle entre neurogenèse et gliomagenèse, les tumeurs les plus agressives étant les moins 

différenciées.  
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 Proneural Prolifératif Mésenchymateux 

Grade histologique 

OMS grade III ou 

IV, avec ou sans 

nécrose 

OMS grade IV avec 

nécrose 

OMS grade IV avec 

nécrose 

Morphologie 

cellulaire 

Astrocytique ou 

oligodendroglial 
Astrocytique Astrocytique 

Age du patient Jeune (~40 ans) Agé (~50 ans) Agé (~50 ans) 

Pronostic Survie plus longue Survie courte Survie courte 

Marqueurs 

histologiques 

Olig2, DLL3, 

BCAN 
PCNA, TOP2A 

CHI3L1/YKL40, 

CD44, VEGF 

Similarité 

tissulaire 

Cerveau adulte et 

fœtal 

Cellule souche 

hématopoïétique, 

lymphoblaste 

Os, cartilage, 

muscle lisse, 

endothélium, cellules 

dendritiques 

Processus 

biologique 
Neurogenèse Prolifération Angiogenèse 

Cellule cérébrale 

analogue 
Neuroblaste 

Cellule souche 

neurale/ TAP 

Cellule souche 

neurale 

Gain et perte de 

chromosome 
Aucun 

Gain du 7, perte du 

10 ou 10q 

Gain du 7, perte du 

10 

Locus PTEN PTEN intact Perte de PTEN Perte de PTEN 

Locus EGFR EGFR normal 
EGFR amplifié ou 

normal 

EGFR amplifié ou 

normal 

Signalisation Activation Notch Activation Akt Activation Akt 

Tableau 2. Principales caractéristiques des différents sous-types de gliomes de haut grade selon 

la classification établie par Philips (Phillips et al., 2006). 

 

4.2 Les classifications établies à partir des données du TCGA 

Les glioblastomes furent les premières tumeurs analysées par le TCGA (The Cancer 

Genome Atlas Research Network), et en 2010 Verhaak et collègues proposèrent une 

classification divisant les GBM en quatre groupes en se basant sur leurs profils d’expression : 

proneural, neural, classique et mésenchymateux. Les différents sous-types ont ensuite été 

reliés à des données génomiques et chromosomiques pour identifier les anomalies les plus 

souvent retrouvées. Certaines anomalies sont partagées par les tumeurs d’un même groupe 

(Verhaak et al., 2010). Chaque profil transcriptomique de sous-type moléculaire a ensuite été 

associé à celui d’un type cellulaire murin sur la base des profils définis par Cahoy et collègues 

: neurone, astrocyte, oligodendrocyte ou cellule astrogliale en culture (Cahoy et al., 2008). 

Les GBM du sous-type classique sont des tumeurs possédant une amplification du 

chromosome 7 et une perte du chromosome 10, associées à une altération de l’EGFR, en 

particulier l’amplification et/ou surexpression de l’EGFR (dont la mutation EGFRvIII qui 

rend le récepteur constitutivement actif). Des acteurs des voies Notch (Notch3, Jag, FLNG) et 

Sonic Hedgehog (SMO, GAS1, GLI2) y sont surexprimées, ainsi que le marqueur de cellule 
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souche NES. Le profil d’expression classique est associé aux gènes de la signature 

astrocytaire. 

Les GBM mésenchymateux sont caractérisés par la délétion de la région 17q11 contenant 

le gène NF1, et des mutations ou perte de PTEN (qui entraîne l’altération de la voie 

PI3K/AKT). Plusieurs gènes de la voie NFkB sont fortement exprimés. Ces GBM 

surexpriment des marqueurs mésenchymateux similaires à ceux identifiés dans l’étude de 

Phillips et coll. (2006) : YKL40, MET, CD44, MERTK.  Leur profil d’expression est associé à 

celui des cellules astrogliales en culture. La majorité des lignées de cellules immortalisées 

sont classées mésenchymateuses. 

Le sous-type proneural est défini par deux caractéristiques majeures, les altérations du 

PDGFRA (majoritairement des amplifications), et les mutations des gènes IDH1/2. Les 

mutations et la perte d’hétérozygotie de p53 sont aussi fréquentes. Ils expriment fortement des 

gènes de la différenciation oligodendrocytaire (PDGFRα, Nkx2.2, OLIG2) et plusieurs gènes 

du développement proneural (Dcx, DLL3, ASCL1 et TCF4, gènes SOX), en accord avec les 

travaux précédents de Phillips et coll. (2006). Ce sous-type peut être divisé en gliomes CIMP 

positifs ou négatifs en se basant sur les caractéristiques de méthylation de l’ADN qui sont 

directement liées au statut IDH. 

Les GBM de type neural sont caractérisés par l’expression de marqueurs neuronaux 

comme NEFL, GABRA1, SYT1 et SLC12A5, des gènes impliqués dans la projection axonale 

et la transmission synaptique. Le profil d’expression est similaire à celui du cerveau sain, avec 

une signature de gènes de la différenciation astrocytaire et oligodendrocytaire, et un 

enrichissement en gènes exprimés dans les neurones.  

Depuis cette classification sur les tumeurs de haut grade par le groupe de Verhaak, la 

caractérisation des cohortes a continué et s’est étendue aux gliomes de bas grade, pour 

finalement définir précisément les caractéristiques moléculaires les plus représentatives des 

sous-types. L’analyse de 293 oligodendrogliomes, astrocytomes et oligoastrocytomes de 

grade II et III a été réalisée et publiée en 2015 (TCGA Network, 2015). Cette étude prend en 

compte le nombre de copie ADN, le statut de méthylation de l’ADN, le profil 

transcriptomique ARN et microARN. Ces analyses multiples ont déterminé des sous types 

associés au pronostic, à l’histologie et aux altérations moléculaires. Trois sous-types 

différents sont caractérisés par des marqueurs moléculaires (décrits en 3) : Les tumeurs de bas 

grade IDH wt, avec une médiane de survie de 1.7 ans, les tumeurs de bas grade IDH muté à 

codélétion 1p/19q (IDH-m/1p19q) ayant une médiane de survie de 8 ans, et les autres tumeurs 

de bas grades IDH muté sans codélétion (IDH-m) avec une survie médiane de 6.3 ans. Le 

premier groupe IDH-wt présente des anomalies ressemblant à celles retrouvées dans les 

tumeurs de haut grade, les tumeurs IDH-m/1p19q présentent des mutations du promoteur 

TERT et des mutations dans les gènes FUBP1 (locus 1p) et CIC (locus 19q), et les IDH-m ne 

présentent pas de mutations de TERT, mais fréquemment des mutations ATRX et p53. Les 

GBM IDH-m sont hyperméthylés, et les IDH wt de bas grade sont hypométhylés (TCGA 

Network, 2015). 
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Tableau 3. Principales altérations génétiques observées dans les sous-types de GBM décrits par 

Verhaak. Mes, Mésenchymateux; EGFR, epidermal growth factor receptor; PTEN, phosphatase and 

tensin homolog; TNF, tumor necrosis factor; PDGFRA, platelet-derived growth factor receptor–A; 

IDH, isocitrate dehydrogenase; PI3K, phosphoinositol 3–kinase; HIF, hypoxia-inducible factor. 

D’après Van Meir et al., 2010. 

Pour finir, une étude globale sur les gliomes a été réalisée en prenant en compte des 

tumeurs de tout grade et toute classification histologique (Ceccarelli et al., 2016). Réalisée sur 

de très nombreux échantillons, il s’agit de la plus grande analyse effectuée à ce jour, 

comprenant 819 exomes, 932 méthylomes, 1084 profils ADN, et 1045 profils 

transcriptomiques. Les marqueurs moléculaires identifiés les plus pertinents sont le statut de 

mutation IDH1/2 et la présence de la codélétion 1p/19q. L’étude détermine sept sous-types 

principaux de gliomes, différents par leur statut de méthylation, les altérations somatiques et 

les caractéristiques  d’âge et de survie des patients (Ceccarelli et al., 2016). 

Dans le groupe de tumeurs IDH muté, un sous-groupe de mauvais pronostic est identifié 

(6%)  caractérisé par un phénotype déméthylé. Cette déméthylation est observée dans  50% 

des gliomes récurrents. Dans les IDH-wt, un sous-groupe est détecté possédant une 

méthylation de l’ADN et des caractéristiques ressemblant aux astrocytomes pylocytiques, qui 

sont des gliomes de grade I chez l’enfant. L’analyse montre qu’une prise en compte du grade, 
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de l’âge du patient et de la méthylation est la meilleure méthode prédictive pour déterminer le 

pronostic du patient. L’ensemble des résultats est présenté figure 7. 

L’analyse des voies de signalisation altérées dans les différents sous-types permet 

d’identifier les mécanismes sous-jacents à l’apparition et l’évolution des gliomes, et ouvre la 

voie à l’identification de cibles moléculaires pertinentes pour la thérapie ciblée. Ces 

différentes études ont finalement abouti à une révision de la classification de l’OMS qui 

incorpore les données moléculaires au diagnostic pathologique en 2016 (Louis et al., 2016). 

4.3 Changements apportés dans la classification OMS des gliomes adultes en 

2016  

Cette actualisation de la classification de l’OMS intègre pour la première fois des 

paramètres moléculaires tout en gardant des caractéristiques histologiques. Elle ajoute de 

nouveaux sous-groupes de tumeurs, et supprime certaines entités n’ayant pas d’intérêt 

diagnostique ou biologique. Les tumeurs pour lesquelles aucun diagnostic moléculaire n’est 

réalisable, ou pour lesquelles les informations moléculaires sont insuffisantes ou non 

déterminantes, sont désignées NOS (Not Overwise Specified). Cette désignation ne définit 

pas une catégorie mais un ensemble de tumeurs qui ne peut être classé dans un groupe bien 

caractérisé moléculairement. Une des modifications les plus notables de cette classification 

est le regroupement des gliomes astrocytiques et oligodrendrogliaux sur la base de leur statut 

IDH1/2. Dans cette nouvelle classification, les gliomes diffus comprennent les tumeurs 

astrocytiques de grade II et III, les oligodendrogliomes de grade II et III, les glioblastomes de 

grade IV, et certains gliomes diffus pédiatriques. Ne sont pas inclus les astrocytomes n’ayant 

pas de mutation IDH ou BRAF (astrocytomes pylocytiques, xanthastrocytomes 

pleiomorphiques), ou de mutations TSC1/2. Les astrocytomes diffus de grade II et 

astrocytomes anaplasiques de grade III sont chacun divisés en 3 catégories : IDH muté, IDH 

wt et NOS. La majorité des tumeurs de grade II et III entre dans la catégorie IDH muté (Louis 

et al., 2016). 

Les glioblastomes sont divisés en : (1) GBM IDH-wt (90% des cas), correspondant le 

plus souvent avec le diagnostic clinique de GBMI, possédant des amplifications de l’EGFR et 

une perte du chr10, (2) GBM IDH mutés (10%), correspondant en général aux GBMII, et (3) 

les GBM NOS, dans lesquels le diagnostic IDH n’a pu être réalisé. Deux types de GBM 

particuliers sont décrits : (1) les GBM à composante primaire neuronale,  qui comprennent 

généralement des astrocytomes diffus de tous grades dans lesquelles des nodules contiennent 

des cellules présentant une différenciation neuronales, et (2) les GBM/astrocytomes à petites 

cellules ou à cellules granulaires, caractérisés respectivement par la présence de petites 

cellules néoplasiques ressemblants à des cellules d’oligodendrogliomes, et par des cellules à 

phénotype granulaires à macrophagiques riches en lysosomes. 

Pour être qualifiées d’oligodendrogliomes les tumeurs doivent être mutées dans un gène 

IDH en combinaison avec la codélétion 1p/19q. En l’absence de la possibilité de tests 

génétiques, la tumeur peut être qualifiée histologiquement d’oligodendrogliome NOS. 
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Le diagnostic d’oligoastrocytome est réservé à des tumeurs NOS, la caractérisation 

génétique permettant dans la très grande majorité des cas de les classer en astrocytome ou 

oligodendrocytome. 

 

Figure 7. Vue d’ensemble des principaux sous-types de gliomes adultes. La taille des cercles est 

proportionnelle au pourcentage d’échantillons dans chaque groupe. La survie est représentée par des 

courbes de Kaplan-Meier, le nombre d’échantillons par grade, histologie et sous-types de LGG/HGG 

dans chaque groupe est représenté par des histogrammes. L’âge est représenté en densité (Ceccarelli et 

al., 2016).  
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Cette classification 2016 de l’OMS représente une avancée conceptuelle et pratique. Elle 

introduit le concept de la caractérisation moléculaire pour le diagnostic tumoral, ce qui devrait 

faciliter les études cliniques, expérimentales et épidémiologiques et par là être bénéfique pour 

les patients atteints de tumeurs cérébrales. Les entités définies sont plus objectives et plus 

précises, ce qui permet entre autre une meilleure adaptation thérapeutique. 

5. Hétérogénéités intra et inter-tumorale des gliomes 

L’hétérogénéité tumorale est une des raisons de la difficulté de prise en charge des patients 

atteints de gliome de haut grade. Elle existe entre tumeurs, où les différences de grade, 

d’altérations génétiques et d’expression déterminent le pronostic et la réponse thérapeutique, 

mais également à l’intérieur de la tumeur. L’hétérogénéité intra tumorale cellulaire et 

moléculaire a été démontrée par l’utilisation de techniques comme le séquençage sur cellule 

unique (Sottoriva et al., 2013; Patel et al., 2014; Meyer et al., 2015). Les cellules d’une même 

tumeur ne portent pas toutes les mêmes altérations génétiques, et n’ont pas toutes le même 

phénotype. Les mutations apparaissent successivement, dans des clones différents, et 

entraînent l’apparition de populations différentes. La présence de ces différentes populations 

cellulaires peut déterminer le succès ou l’échec d’un traitement (Patel et al., 2014).  

 

III. Altérations de voies de signalisation impliquées dans la prolifération et la 

différenciation cellulaire 

Les voies Notch, Hedgehog (HH) et Wnt (Wingless-type mouse mammary tumor virus 

integration site) sont les trois principales voies de signalisation impliquées dans la progression 

tumorale des GBM. Initialement, elles ont été décrites dans le cadre du développement 

embryonnaire. Les acteurs de ces voies sont des morphogènes de la phase précoce de 

l’embryogenèse participant au développement du système nerveux. Elles permettent le 

maintien du stock de cellules souches normales, en particulier au niveau cérébral. De plus, 

plusieurs études ont montré l’altération des voies liées aux récepteurs à activité tyrosine-

kinase et impliquées dans la modification de la chromatine et le contrôle du cycle cellulaire. 

En particulier, les travaux réalisés par le TCGA identifient trois voies majeures altérées dans 

les GBM : la réponse au stress par p53, le contrôle du cycle par Rb, et les voies des RTK 

(Ras-Raf-MEK-ERK, PI3K/AKT/mTOR) (Cancer Genome Atlas Research Network, 2008; 

Ceccarelli et al., 2016). 

1. Notch 

1.1 La signalisation Notch 

La signalisation Notch est une voie très conservée au cours de l’évolution. Elle régule le 

développement neural embryonnaire mais est également active dans le cerveau adulte où elle 

joue un rôle important dans des processus variés comme l’apoptose, la prolifération cellulaire, 

et la différenciation cellulaire. La signalisation Notch est initiée lorsqu’un ligand 

transmembranaire des familles Jagged (JAG) ou ligand delta-like (DLL) d’une cellule se lie 
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au récepteur transmembranaire NOTCH de la cellule adjacente, ceci entraîne la libération du 

domaine intracellulaire de NOTCH (NICD), clivé par des sécrétases. NICD transloque dans le 

noyau où il interagit avec des co-activateurs comme la protéine mastermind-like (MAML) 

pour transformer le répresseur transcriptionnel RBPJ/CBF1 en activateur (Figure 9). Celui-ci 

active la transcription de gènes cibles comme les gènes de la famille Hairy and Enhancer of 

Split (HES), qui sont des acteurs des différenciations gliale et neuronale. Les gènes cibles de 

la voie Notch incluent des facteurs de transcription comme NFkB, PPAR et c-Myc, et des 

régulateurs du cycle cellulaire comme la cycline D1 (Ables et al., 2011). La signalisation 

Notch peut également être active à travers des voies non canoniques indépendantes de CBP1 

(Sanalkumar, Dhanesh et James, 2010). L’activation de la voie Notch affecte la prolifération, 

la spécification et la différenciation des cellules souches et progénitrices. Le niveau de 

signalisation Notch régule la balance entre quiescence et prolifération. Dans le cerveau post-

natal, NOTCH2 favorise la prolifération et empêche la différenciation neuronale des cellules, 

favorise la survie et la différenciation astrocytaire (Borghese et al., 2010; Tchorz et al., 2012). 

Dans le cerveau adulte la voie Notch est essentielle pour le maintien d’un stock de cellules 

souches et progénitrices neurales et le déroulement de la neurogenèse (Hitoshi et al., 2002; 

Borghese et al., 2010; Imayoshi et al., 2010; Yang et al., 2011). L’activation de la voie Notch 

inhibe la différenciation terminale des oligodendrocytes, mais peut favoriser la différenciation 

astrocytaire ou gliale (Wang et al., 1998). NOTCH1 seul est capable d’inhiber la neurogenèse 

(Yang et al., 2011). La signalisation Notch favorise la différenciation gliale au dépend de la 

différenciation neuronale (Gaiano et Fishell, 2002). 

1.2 Notch dans les gliomes  

Il s’agit d’une des voies ciblées dans les thérapies moléculaires. Dans les gliomes, 

plusieurs protéines de la voie Notch peuvent être surexprimées. Les gliomes de haut grade 

sont enrichis en gènes de la signalisation Notch (Chen et al., 2010; Bozdag et al., 2014), et 

cette signalisation est activée dans les GBM classique (Verhaak et al., 2010) ou Mes (Phillips 

et al., 2006) de mauvais pronostic. L’expression de NOTCH1 est corrélée positivement avec 

la progression tumorale  (J. Li et al., 2011), et la surexpression des gènes cibles de NOTCH 

est liée à un mauvais pronostic. Dans les gliomes de bas grade, NOTCH1 est plus faiblement 

exprimé dans les tumeurs avec mutation IDH sans codélétion 1p19q, donc dans les tumeurs 

avec mutation de p53, qui sont de meilleur pronostic que les tumeurs non mutées (TCGA 

Network, 2015; Teodorczyk et Schmidt, 2015). Des mutations inactivatrices de NOTCH1 sont 

fréquentes dans les gliomes de bon pronostic IDH mutés arborant la codélétion 1p/19q 

(TCGA 2015). D’autres travaux ont identifié un rôle contraire pour la signalisation Notch : 

l’expression de NOTCH1 est plus élevée dans les tumeurs de bas grade que dans les GBM, 

avec peu ou pas de NOTCH1 nucléaire dans les GBM (Purow et al., 2005). Ce rôle 

contradictoire de la voie NOTCH est appuyé également par le fait que certains gènes de la 

voie Notch sont surexprimés dans les gliomes proneuraux, et que l’activation de la voie Notch 

est associée à un meilleur pronostic (Phillips et al., 2006; Teodorczyk et Schmidt, 2015). A 

l’inverse NOTCH2 est plus fortement exprimé dans les GBM par rapport aux 
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oligodendrogliomes, et la perte de ce gène dans les GBM et les oligodendrocytes a une valeur 

pronostique (Boulay et al., 2007; Sivasankaran et al., 2009). 

 

Figure 8. Vue d’ensemble de la signalisation Notch. La signalisation Notch est induite dans une 

cellule réceptrice par une cellule émettrice. (a) les ligands comme DLL1 sont activés et présentés à la 

membrane. (b) le récepteur NOTCH est présenté à la membrane sous forme d’hétérodimère. (c) Le 

ligand se lie à Notch. (d) Selon un modèle, le dimère peut être séparé par la force de l’endocytose de la 

cellule émettrice qui récupère le domaine extracellulaire de NOTCH (NECD). (e) NOTCH est clivé 

par des désintégrines et des protéines ADAM (metalloproteinase domain-containing protein), puis par 

la γ-sécrétase. (f) Après le clivage, NICD transloque dans le noyau. (g) Dans le noyau NICD 

déstabilise la liaison de RBPJ au complexe de répression, et forme un complexe stabilisé par les 

protéines MAML capable de recruter des co-activateurs. (h) La signalisation Notch peut se produire 

indépendamment de l’activation transcriptionnelle, à travers des interactions protéiques (d’après Ables 

et al., 2011). 
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Plusieurs groupes ont montré que les cellules souches tumorales expriment les gènes de la 

voie Notch, et que les cellules de gliomasphère obtenues à partir des tumeurs surexpriment 

plusieurs gènes de la voie Notch (J. Lee et al., 2006; Chen et al., 2010). L’inhibition de 

NOTCH1 par siRNA dans des cellules de gliome entraîne l’augmentation de la mort 

cellulaire, la diminution de la prolifération et l’arrêt du cycle cellulaire, ainsi que 

l’augmentation de l’expression de GFAP (Purow et al., 2005). La surexpression du domaine 

intracellulaire de Notch dans des cellules souches neurales est tumorigène (Zhang et al., 

2008) et l’acide rétinoïque induit les cellules de GBM à différencier en partie à travers 

l’inhibition de la voie Notch (Ying et al., 2011). De même, l’inhibition de la voie Notch par 

des inhibiteurs de la γ–sécrétase ou des shRNA dirigés contre NOTCH1 induit l’arrêt de la 

prolifération et la différenciation des cellules de gliome (Hu et al., 2011; Rampazzo et al., 

2013; Saito et al., 2014). A l’inverse la surexpression d‘une forme de NOTCH2 active 

constitutivement augmente la croissance tumorale et l‘utilisation d‘inhibiteurs de la γ-

sécrétase bloque le développement de la tumeur et allonge la survie des souris greffées, elle 

diminue la prolifération cellulaire et entraîne la différenciation des cellules. Elle entraîne 

également une augmentation de l‘apoptose des cellules tumorales associée à une diminution 

de la phosphorylation de AKT et STAT3 (Chen et al., 2010; Fan et al., 2010). Des ligands 

non canoniques de NOTCH comme Dlk1 sont également surexprimés dans les gliomes par 

rapport au cerveau sain (Teodorczyk et Schmidt, 2015), et la surexpression  de Dlk1, 

inhibiteur de Notch, dans des cellules de GBM entraîne l’augmentation de leur prolifération. 

Il a été montré que la signalisation Notch favorisait la résistance à la radiothérapie, 

probablement en favorisant la maintenance de cellules en quiescence dans la tumeur (Wang et 

al., 2010). Le rôle de la signalisation Notch dans les tumeurs cérébrales n’est pas clairement 

défini. Elle pourrait avoir différentes fonctions dépendantes de l’environnement cellulaire, 

mais dans les lignées de cellules de gliomes elle semble préférentiellement oncogène. 

2. Hedgehog 

2.1 La signalisation HedgeHog 

La voie Hedgehog (HH) est très conservée et joue un rôle clé dans la neurogenèse et le 

développement. Elle régule la prolifération et la différenciation cellulaire, et permet la 

maintenance des cellules souches et de la neurogenèse dans le cerveau adulte. Chez les 

mammifères, les protéines HH comprennent Sonic (SHH), Indian (IHH), et Desert (DHH) 

Hedgehog, qui sont sécrétées par la cellule grâce au transporteur membranaire Dispatched. La 

signalisation est activée par la liaison d’un ligand HH, principalement SHH, sur le récepteur 

transmembranaire patched 1 (PTCH1). PTCH1 forme un complexe inhibiteur avec un 

récepteur couplé aux protéines G, Smoothened (SMO). La liaison d’un ligand lève l’inhibition 

qu’exerce PTCH1 sur le récepteur SMO, qui s’internalise et active les protéines de la famille 

glioma-associated-oncogene (GLI). Ces protéines GLI entrent dans le noyau et activent 

(Gli1/2), ou répriment (Gli2/3), la transcription de gènes cibles de Shh, dont PTCH1 et des 

gènes impliqués dans la prolifération et la survie comme les Cyclines D. PTCH1 interagit 

également avec PTCH2, la protéine de surface Growt arrest specific (GAS) et d’autres 

molécules  fonctionnant comme co-récepteurs (Petrova et Joyner, 2014). Il existe également 
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une voie non canonique indépendante des protéines GLI. Il existe au moins deux voies non 

canoniques, fonctionnant à travers Smo, capable d’activer les petites GTPases, et Pitch1 

(Brennan et al., 2012).  

 

 

Figure 9. Vue d’ensemble de la signalisation Hedgehog. L’activation de la voie SHH (gauche) est 

initiée par la liaison d’un ligand à  PTCH. La liaison du ligand dé-réprime Smo, une protéine à sept 

domaines transmembranaires, ce qui active une cascade qui mène à la translocation de GLI dans le 

noyau en le séparant de SUFU (Fused and Suppressor of fused). Dans le noyau GLI active la 

transcription de gènes cibles. En l’absence du ligand, la signalisation est inactive (droite). Dans ce cas, 

PTCH inhibe Smo. Les GLI sont alors phosphorylées par un complexe et  ne peuvent pas entrer dans 

le noyau, notamment à cause de leur interaction avec SUFU. Les gènes cibles de SHH ne sont donc 

pas transcrits (Adapté de Fernandes-Silva et al., 2017). 

 

2.2 Hedgehog dans les gliomes  

La dérégulation de la voie HH est associée à l’initiation de la croissance tumorale. GLI a 

été originellement identifié dans un gliome en 1987 (Kinzler et al., 1987). Les cellules de 

gliome surexpriment PTCH1, ainsi que GLI qui peut également être amplifié dans les GBM 

(Dahmane et al., 2001; Clement et al., 2007).  GLI1 est un marqueur de mauvais pronostic. 

Cette voie est surexprimée dans les GBM classiques (Verhaak et al., 2010). Une isoforme 

tronquée de Gli1, Gli1t est liée à l’augmentation de la motilité et de l’invasion et n’est 

exprimée que dans les GBM (Lo et al., 2009). En 2015, une étude a confirmé l’activation de 

la voie HH dans une cohorte de GBM du TCGA (Chandra et al., 2015). In vitro, l’activation 

de la voie HH est nécessaire au maintien et à la prolifération de la population de cellules 

souches de cancer. Gli1 induit la prolifération cellulaire (Dahmane et al., 2001).  La voie HH 

est activée dans les cellules de gliomasphères issues de patients, et son inhibition notamment 

par des siRNA dirigés contre GLI ou des shRNA dirigés contre SMO, entraîne l’arrêt du cycle 
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cellulaire et l’induction de l’apoptose, ainsi qu’une diminution de l’auto-renouvellement in 

vitro (Chandra et al., 2015), et de la croissance tumorale in vivo (Clement et al., 2007; 

Takezaki et al., 2011). L’utilisation de la cyclopamine, un inhibiteur de SMO, inhibe la 

prolifération des cellules tumorales in vitro et réduit la croissance tumorale in vivo (Dahmane 

et al., 2001; Clement et al., 2007). 

3. Wnt 

3.1 La signalisation Wnt 

La signalisation Wnt régule un grand nombre de gènes impliqués dans des mécanismes 

comme la morphogenèse, la neurogenèse, la différenciation et la prolifération (Varela-Nallar 

et Inestrosa, 2013). La signalisation Wnt est activée par la liaison des ligands WNT aux 

récepteurs et co-récepteurs transmembranaires des familles Frizzled et LRP. En absence du 

ligand WNT, la β-caténine est phosphorylée par un complexe de dégradation qui comprend 

les protéines adaptatrices Axine et APC (Adenomatous polyposis coli), des kinase comme 

CK1α (Caséine kinase 1) et glycogene synthase kinase3 (GSK3β), et Dishevelled (Dvl). 

L’activation de la voie Wnt induit le recrutement de Dvl à la membrane ce qui entraîne la 

destruction du complexe de dégradation. La β-caténine peut donc entrer dans le noyau où elle 

forme un complexe avec les facteurs TCF/LEF (T-Cell factor/Lymphoid enhancer factor). Ce 

complexe active la transcription de gènes cibles tels que c-Myc et la cycline D1 en levant 

l’inhibition exercée par des répresseurs comme Groucho (Mohammed et al., 2016). Cette voie 

de signalisation régule l’auto-renouvellement et la différenciation des cellules souches et 

progénitrices neurales directement in vivo et in vitro (Kalani et al., 2008; Munji et al., 2011). 

L’expression d’une β-caténine constitutivement active augmente la prolifération alors que sa 

délétion diminue la prolifération et la migration des progéniteurs neuraux et augmente la 

différenciation neuronale (Woodhead et al., 2006; Wexler et al., 2009). Une autre voie Wnt 

est β-caténine indépendante et régule la polarité cellulaire et des processus de migration. Dans 

cette voie, la liaison du ligand WNT au récepteur permet le recrutement de Dvl et  Dvl-

associated activator of morphogenesis 1 (Daam1) qui initient une cascade qui active les 

RhoGTPases, ou entraînent un relargage de calcium activant la PKC ou la CamKII. Ces deux 

voies de signalisations, canonique et non canonique, sont déclenchées par deux domaines 

différents de Dvl (Varela-Nallar et Inestrosa, 2013). Les signalisations Wnt sont résumées 

figure 10. 
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Figure 10 : Vue d’ensemble de la signalisation Wnt. A gauche: Wnt est inactive en absence de 

ligand WNT. Dans ces conditions, la β-caténine est en complexe avec Dischevelled, AXIN, APC et 

GSK3β. La β-caténine est phosphorylée par GSK3 puis dégradée. Au milieu: L’activation de la voie 

canonique par WNT entraine l’entrée de la β-caténine dans le noyau, et la transcription de gène. Droite 

: Les voies non canoniques de Wnt sont la polarité cellulaire planaire (PCP) et la voie Ca
2+

 (d’après 

Lee et al., 2016). 

3.2 Wnt dans les gliomes  

Une activation aberrante de la voie Wnt a été observée dans plusieurs types de cancer y 

compris les gliomes. La progression et la formation des gliomes sont associées à l’activation 

de la voie Wnt : ainsi Dvl2 est surexprimé dans 70% des GBM (Pulvirenti et al., 2011; Schüle 

et al., 2012). Elle peut être activée par des mutations de plusieurs de ses protéines, que ce soit 

des régulateurs positifs (ligand Wnt, PLAGL2, FoxM1, récepteur Dvl) ou négatifs (Figure10). 

Les régulateurs négatifs peuvent notamment être inhibés par la méthylation de leurs 

promoteurs, ce qui est fréquent dans les gliomes (Foltz et al., 2009; Lee et al., 2016). Des 

travaux ont montré que ces facteurs étaient impliqués dans la régulation de la migration, de 

l’invasion, de l’auto-renouvellement et de la prolifération des cellules de gliome. L’activation 

de la voie Wnt favorise le caractère souche et la prolifération des cellules de gliome, et son 

inhibition favorise leur apoptose et leur différenciation (Zheng et al., 2010; Pulvirenti et al., 

2011). Le gène PLAG2, qui inhibe la différenciation des cellules de GBM et a été identifié 

comme proto-oncogène dans les gliomes, entraîne une augmentation de β-caténine dans le 

noyau et son inhibition par shRNA diminue la tumorigénicité des cellules in vivo (Zheng et 

al., 2010). FoxM1 est surexprimé dans les GBM récurrents et son expression est corrélée à la 

résistance au TMZ, il favorise l’état souche des cellules à travers la régulation positive de 

SOX2. Son inhibition sensibilise les cellules de GBM au TMZ (Zhang et al., 2012; Lee et al., 
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2015). Or FoxM1 est un facteur de transcription qui favorise la translocation et la stabilisation 

de la β-caténine dans le noyau (Zhang et al., 2011). L’inhibition de la β-caténine, de Dvl2  ou 

de Wnt2 par siRNA dans des cellules de GBM induit l’apoptose des cellules, une inhibition 

de la prolifération et un arrêt du cycle cellulaire en G1 ainsi qu’une diminution des niveaux 

d’expression de la cycline D1, PI3K et Akt, et un ralentissement de la progression tumorale in 

vivo (Pu et al., 2009; Pulvirenti et al., 2011; X. Liu et al., 2011). A l’inverse, une étude par 

Rampazzo et collègues a mis en évidence un effet pro-différenciation neuronale  de 

l’activation de la voie Wnt par Wnt3 lors de l’hypoxie  in vivo et in vitro (Rampazzo et al., 

2013). De plus, l’inhibition de la GSK3 donc l’activation de la voie Wnt bloque la migration 

et la prolifération, diminue les marqueurs souches tels que Sox2 et Nestin, et réduit la 

tumorigénicité des cellules de gliome (Kotliarova et al., 2008; Korur et al., 2009). Ces 

contradictions illustrent la complexité de cette voie dans la régulation de la différenciation des 

cellules. 

4. Voies de signalisation des récepteurs RTK 

4.1 Signalisation RTK 

Les récepteurs à activité tyrosine kinase sont des protéines transmembranaires impliquées 

dans la transduction du signal. Ils sont composés d’une partie extracellulaire permettant la 

fixation du ligand et la dimérisation, d’un domaine transmembranaire, et d’une partie 

intracellulaire comportant le domaine tyrosine kinase et des régions régulatrices. Ils peuvent 

être activés par une grande variété de ligands, et sont impliqués dans la régulation de 

processus cellulaires fondamentaux comme la prolifération, la régulation du cycle cellulaire, 

la différenciation, la survie cellulaire, la migration cellulaire et le métabolisme (Lemmon et 

Schlessinger, 2010). Les RTK d’intérêt dans les gliomes comprennent le récepteurs à l’EGF 

(EGFR), le récepteur c-met (HGF), le récepteur au PDGF (PDGFR), et le récepteur au VEGF 

(VEGFR) (Van Meir et al., 2010). Suite à leur activation, ces récepteurs recrutent des 

protéines à domaine SH2 ou PTB (phosphotyrosin-binding), qui peuvent être des kinase 

(comme Src) ou des adaptateurs (comme Grb2), ce qui entraîne l’activation d’un grand 

nombre de voies de signalisation, dont les plus connues sont les voies Ras/MAPK,  

PI3K/AKT, et PLCγ/PKC (Lemmon et Schlessinger, 2010). Ras (sarcome de rat) interagit 

avec la PI3K, Cdc42 et Raf. Raf stimule la voie des MAP kinase (mitogene-activated protein 

kinase) MAPKK et MEK par phosphorylation, ce qui conduit à l’activation des facteurs de 

transcriptions CREB (cAMP response element-binding), c-jun/c-fos et Myc. La voie de la 

PI3K (Phosphatidylinositol 3-kinase) conduit entre autre à l’activation des sérines/thréonines 

kinases PDK1 et AKT, à travers la production de PIP3 (phosphotidylinositol-3,4,5-

triphosphate). AKT inactive GSK3 et active mTor (cible de la rapamycine chez les 

mammifères). La stimulation de l’activité des facteurs de transcription CREB, c-Jun/c-Fos et 

Myc ainsi que de la kinase mTor conduit à une augmentation de la croissance, de la survie et 

de la migration cellulaire. Cependant la régulation de ces voies est très complexe, basée sur 

des boucles de régulation positives et négatives, ainsi que sur les gradients, la localisation et 

les durées d’activation des différents acteurs de ces voies (Lemmon et Schlessinger, 2010). 
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Figure 11. Brève vue d’ensemble de la signalisation par les RTK. 

 

4.2 La signalisation RTK dans les gliomes 

Dans les cancers, l’activation aberrante de la signalisation RTK est due à quatre 

mécanismes principaux : l’activation autocrine, les translocations chromosomiques, la 

surexpression des RTK ou les mutations gains de fonction. Parmi les altérations retrouvées 

dans les gliomes, celles touchant les récepteurs tyrosine-kinase (RTK) font partie des plus 

fréquentes. Les gènes PDGFR et EGFR sont amplifiés et/ou mutés dans les gliomes de bas 

grade IDH non mutés et les GBM, et de nombreuses mutations convergent vers l’activation 

des voies Ras-raf-MEK-ERK et PI3K/AKT/mTOR, ce qui met en évidence le rôle des voies 

de signalisation des récepteurs tyrosine-kinase dans la gliomagenèse (TCGA Network, 2015; 

Ceccarelli et al., 2016). Les mutations les plus fréquentes affectent le récepteur de l’EGF et 

conduisent à la synthèse d’un récepteur constitutivement actif (EGFRvIII) procurant une 

indépendance au facteur EGF (Libermann et al., 1985; J. C. Lee et al., 2006). Les altérations 

de l’EGFR sont fréquentes dans les GBM classiques ou Mes/Prolif (Phillips et al., 2006; 

Verhaak et al., 2010). La surexpression de PDGFR et du PDGF est observée dans des tumeurs 

de tous grades, et l’amplification du PDGFRA est associée au sous type proneural (Verhaak et 

al., 2010; TCGA Network, 2015). Les amplifications de MET sont moins fréquentes mais 

présentes. La dérégulation positive de ces voies inclut la présence de mutations activatrices 

dans les gènes codant pour les sous-unités de la PI3K, des mutations ou délétion du gène 

suppresseur de tumeur neurofibromine 1 (NF1) antagoniste de Ras/mTOR, des délétions ou 

mutations invalidant PTEN (phosphatase and tensine homologue) un régulateur négatif de la 

voie PI3K/AKT (Aldape et al., 2015). La perte de PTEN et les mutations de NF1 sont 
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associées aux GBM classiques et mésenchymateux, alors que les mutations des gènes de la 

PI3K sont observées dans les gliomes IDH mutés/codélétés 1p/19q et les GBM proneuraux de 

bon pronostic (Verhaak et al., 2010; TCGA Network, 2015). Les mutations inactivatrices de 

NF1 sont responsable de la neurofibromatose de type 1, un syndrome de prédisposition au 

cancer. Dans des modèles souris, la perte de NF1 dans les cellules gliales ou les cellules 

souches neurales, en concomitance avec celle de p53, entraîne l’apparition d’astrocytomes, 

qui peuvent progresser en GBM suite à la délétion de PTEN (Aldape et al., 2015). 

La surexpression de l’EGFR et la mutation de p53 sont mutuellement exclusives, la 

première étant fréquente dans les GBMI et la seconde dans les GBMII (Watanabe et al., 

1996). Dans les cellules de gliome, l’utilisation d’inhibiteurs de MEK1/2 et PI3K/mTOR 

induit la différenciation des cellules in vitro et inhibe leur tumorigénicité in vivo (Sunayama, 

Matsuda, et al., 2010; Sunayama, Sato, et al., 2010). De plus la suractivation de AKT et Ras 

dans des progéniteurs neuraux entraîne la formation de GBM chez la souris (Holland et al., 

2000). Jusqu’à présent les essais de thérapies ciblant les RTK n’ont pas été probants. Des 

mutations ou altérations activatrices peuvent exister dans plusieurs voies RTK simultanément, 

créant des sous-populations cellulaires distinctes, ce qui laisse penser que ne cibler qu’un seul 

type de récepteur pourrait dans certains cas être inefficace, au contraire d’un ciblage global 

des RTK (Snuderl et al., 2011; Szerlip et al., 2012; Aldape et al., 2015). 

 

 

Figure 12 : Altérations des voies RTK/RAS/PI3K dans les GBM. Les gènes les plus fréquemment 

amplifiés sont l’EGFR et le PDGFRα. Les gènes les plus souvent délétés dans cette voie sont les gènes 

PTEN, un suppresseur de tumeur inhibant la PI3K, et NF1 un régulateur négatif de Ras. Les gènes les 

plus souvent mutés sont PTEN, NF1, EGFR, PIK3R1 et PIK3CA. Adapté du TCGA 2008. 
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5. Multiples croisements entre les voies de signalisation 

De nombreuses intersections existent entre ces voies majeures impliquées dans la 

gliomagenèse, et de manière générale ces voies de signalisations interfèrent, se chevauchent et 

se complètent, par leur cibles ou leurs acteurs intermédiaires. Dans le contexte des cellules de 

gliome, il a été montré que la voie Notch interagit avec la signalisation RTK et Wnt 

principalement à travers AKT (Pu et al., 2009; Zhang et al., 2011; Lei et al., 2015; 

Teodorczyk et Schmidt, 2015). Il en est de même pour la signalisation Shh qui interagit avec 

les signalisations RTK, Wnt et Notch à travers le facteur de transcription GLI ou le ligand 

SHH (Paul et al., 2013 ; Morris et Huang, 2016). Des cellules résistantes à l’inhibition d’une 

voie deviennent apoptotiques face à une double inhibition (Cenciarelli et al., 2014). Il est 

connu que les signalisations Wnt/β-caténine et EGFR interagissent dans un contexte tumoral, 

Wnt peut favoriser l’activité de phosphorylation de mTOR (Paul et al., 2013), et la 

signalisation EGFR peut inhiber l’activité de la β-caténine. Dans les cellules souches neurales 

la suractivation de la voie SHH entraîne l’induction de la voie Notch et la prolifération, dans 

les cellules de gliomes elle augmente la phosphorylation de Akt (Ferent et al., 2014; Chang et 

al., 2015). Ces interactions complexifient la compréhension des dérégulations favorisant 

l’oncogenèse et des mécanismes de réponse cellulaire à un agent thérapeutique, et il devient 

évident qu’il est nécessaire de cibler des acteurs centraux et communs de ces voies de 

signalisation dans les thérapies. 

 

IV. Cellules souches initiatrices de gliome 

1. Les cellules initiatrices de gliome 

Au sein de la tumeur, toutes les cellules n’ont pas les mêmes propriétés. Seule une partie 

des cellules est capable de donner naissance à une tumeur. L’existence de cellules souches 

tumorales (cellules initiatrices de gliomes GIC) dans les tumeurs cérébrales et dans les 

gliomes en particulier a été montrée dans les années 2003-2004 (Ignatova et al., 2002; Singh 

et al., 2003, 2004; Galli et al., 2004). Différentes équipes ont utilisé les techniques de cultures 

utilisées pour isoler les cellules souches neurale sur les cellules provenant de tumeurs 

cérébrales. Ils ont ainsi pu isoler des cellules multipotentes capables de s’autorenouveler et de 

générer des tumeurs similaires à la tumeur d’origine une fois greffées chez l’animal (Ignatova 

et al., 2002; Singh et al., 2003, 2004; Galli et al., 2004). 

Ces cellules sont caractérisées par l’expression de gènes marqueurs de cellule souche 

comme Sox2, Musashi ou Nestine, mais aucun de ces marqueurs n’est spécifique des GIC. 

Initialement, le marqueur CD133 (une glycoprotéine de surface) était considéré comme 

caractéristique de ces cellules propagatrices de tumeurs, et était utilisé pour séparer les 

cellules tumorigènes des cellules non tumorigènes (Singh et al., 2004). Cependant des travaux 

ont depuis montré que des cellules en culture pouvait perdre ce marqueur, et que des cellules 

CD133- pouvaient également propager la tumeur (Joo et al., 2008; Wang et al., 2008). Une 
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tumeur contient donc plusieurs sous-populations de cellules en proportions variables, dont des 

cellules GIC et des cellules plus ou moins différenciées. 

Ces cellules souches tumorales seraient responsables de la résistance aux chimio- et 

radiothérapies et de la récurrence des tumeurs de haut grade (Bao et al., 2006; Chen et al., 

2012). Depuis leur identification, l’une des priorités dans le traitement des gliomes est 

d’éliminer ces cellules, d’où la nécessité d’une meilleure compréhension de leurs 

caractéristiques biologiques et moléculaires. L’une des difficultés rencontrée est 

l’hétérogénéité et la plasticité des GIC. Plusieurs groupes ont caractérisé des populations 

différentes au sein des GIC,  une diversité qui est reflétée dans les lignées cellulaires issues de 

tumeurs. La capacité d’une cellule de la tumeur à être tumorigène ne semble pas être une 

caractéristique stable déterminée par le profil génétique de la cellule. Le caractère « souche » 

d’une cellule pourrait être déterminé par son environnement, par exemple les cellules 

cancéreuses en contact avec les cellules endothéliales sont maintenue dans un état « souche » 

par les facteurs sécrétés  (Calabrese et al., 2007; de Almeida Sassi et al., 2012). Il a également 

été montré qu’une cellule pouvait changer de phénotype, et pouvait acquérir des propriétés de 

GIC en fonction de son état d’hypoxie par exemple (Wang et al., 2008; Seidel et al., 2010). 

Ainsi, le changement d’environnement occasionné par la chirurgie ou les traitements pourrait 

être capable de reprogrammer n’importe quelle cellule en cellule souche de cancer. Cette 

fonction de l’environnement cellulaire est supportée par le fait que, par exemple, les zones 

neurogéniques du cerveau adulte semblent être favorables à l’apparition de tumeurs (Figure 

13). Ce concept de GIC plastique remet en question l’utilisation de techniques ne ciblant que 

ces cellules.  

 

Figure 13. Zones de neurogenèse du cerveau humain adulte. Banque d’images MediVisual Inc. 
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2. Lignées de cellules de gliome 

L’existence de ces cellules souches de cancer permet de mettre en culture des cellules de 

tumeur et d’obtenir des lignées de cellules de gliome, majoritairement de GBM, qui peuvent 

proliférer sous forme de sphères en culture non adhérente sans sérum, en présence de FGF et 

EGF. Ces gliomasphères ressemblent aux neurosphères obtenues lorsque des cellules souches 

neurales sont mises en culture dans les mêmes conditions (Cusulin et al., 2015). 

 

V. Cellule d’origine des tumeurs gliales 

Même si l’hypothèse de l’existence d’une neurogenèse adulte chez l’humain existait depuis 

plusieurs années, c’est seulement en 1998 qu’en furent produites les premières preuves in 

vivo, avec l’analyse histologique de cerveaux après incorporation de BrdU (Eriksson et al., 

1998). Cette découverte de la présence de cellules souches a grandement influencé la 

recherche sur les tumeurs cérébrales, en ajoutant l’hypothèse de la cellule souche transformée 

à celle de la dédifférenciation d’une cellule mature comme cellule d’origine de la tumeur. 

Cette idée renforce le parallèle déjà réalisé entre neuro-oncogenèse et neurogenèse. Chez les 

mammifères adultes, la neurogenèse est restreinte à deux zones principales, la zone sous-

ventriculaire des ventricules latéraux (SVZ) et la zone sous-granulaire du gyrus denté de 

l’hippocampe (DG) (Figure 13). 

De manière intéressante, les gliomes de haut grade expriment des gènes associés à 

l’activation de voies de signalisation qui contrôlent le cycle cellulaire et la prolifération, alors 

que les gliomes de bas grades sont enrichis en gènes associés à la différenciation neuronale, 

ce qui confirme le lien étroit entre dérégulation de la neurogenèse et gliomagenèse (Phillips et 

al., 2006; Ceccarelli et al., 2016). 

La ressemblance entre cellule initiatrice de gliome et cellule souche neurale, et entre 

dérégulation de la gliomagenèse et neurogenèse, a donné naissance à plusieurs théories sur 

l’origine d’un gliome : la cellule d’origine pourrait être une cellule différenciée, un 

progéniteur glial ou une cellule souche neurale (CSN). Le type de gliome pourrait être lié à la 

cellule d’origine étant donné les similitudes de profil transcriptomique (Phillips et al., 2006; 

Verhaak et al., 2010). Trois hypothèses principales se dégagent : la dédifférenciation d’un 

astrocyte/oligodendrocyte/neurone, la transformation maligne d’une CSN, ou la 

transformation maligne d’une cellule progénitrice (Figure 14). Les CSN et les progéniteurs 

gliaux existent dans le cerveau adulte et continuent à générer des cellules, ce sont des cellules 

candidates idéales pour l’origine des gliomes. 
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Figure 14. Hypothèses sur la cellule d’origine d’un gliome. 

 

1. Cellule souche 

C’est depuis la mise en évidence de CSN chez l’adulte qu’existe cette théorie. La théorie 

des cellules souches comme origine clonale des GBM postule que des cellules souches 

acquièrent des altérations génétiques et épigénétiques qui leur confèrent les caractéristiques de 

la cellule tumorale. Ces mutations s’accompagneraient de changements conférant un avantage 

sélectif. Cette théorie est soutenue par le fait que les cellules souches neurales partagent des 

caractéristiques avec leurs homologues cancéreuses, comme l’activation de certaines voies de 

signalisation (cf partie III). L’utilisation de modèles souris a montré que des délétions des 

gènes TP53, NF1 et PTEN ciblées dans des cellules souches et progénitrices neuronales, 

entraînent la formation de tumeurs astrocytaires. De plus, ces délétions réalisées dans des 

zones non neurogéniques n’entraînent pas la formation de tumeur au contraire de celles 

réalisées dans des zones neurogéniques SVZ et DG (Alcantara Llaguno et al., 2009). Ceci est 

confirmé par une autre étude, démontrant que la délétion de PTEN et p53 dans des CSN 

adultes de la SVZ, et non dans des astrocytes, donnait naissance à des tumeurs (Jacques et al., 

2010). De même, Holland et collègues ont montré que la surexpression du PDGF dans des 

progéniteurs neuraux, ainsi que l’expression de AKT et Ras mutés dans des progéniteurs 

neuraux et non des astrocytes, entraine la formation de gliomes chez la souris (Holland et al., 

2000; Dai et al., 2001). 

2. Cellule progénitrice d’oligodendrocytes 

Les gliomes peuvent apparaître dans n’importe quelle partie du cerveau, ce qui suggère que 

leurs cellules d’origine ne sont pas restreintes à une zone cérébrale, et appuie la théorie selon 

laquelle les progéniteurs des oligodendrocytes (OPC) pourraient être les cellules d’origine des 

gliomes. Les OPC expriment les marqueurs Olig2, NG2 et PDGFRa, sont abondantes et 
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réparties dans tout le cerveau, et en culture ces cellules peuvent être reprogrammées pour 

devenir des pseudo-cellules souches. Il est  donc possible qu’une OPC subisse une 

dédifférenciation et soit à l’origine d’une gliomagenèse. Plusieurs études supportent cette 

hypothèse. La surexpression du PDGF dans des OPC induit leur différenciation et la 

formation de gliome (Assanah et al., 2006; Lindberg et al., 2009). Les OPC surexprimant le 

PDGF peuvent recruter des OPC non transduits en favorisant leur prolifération, ce qui suggère 

un effet paracrine (Assanah et al., 2006). De même l’introduction des délétions PTEN et p53 

associées à l’expression du PDGF, ou les délétions de p53 et NF1 dans des OPC NG2+ donne 

naissance à des gliomes chez la souris, avec une étape de prolifération des OPC (Lei et al., 

2011; Galvao et al., 2014; Alcantara Llaguno et al., 2015). La surexpression d’un EGFR 

activé dans des cellules S100beta+ (spécifique des astrocytes et des OPC) donne des tumeurs, 

ce qui suggère également une cellule d’origine d’un profil OPC plutôt que CSN (Persson et 

al., 2010). En utilisant un système MADM (Mosaic Analysis with Double Markers), qui 

permet de suivre une cellule et sa descendance, Liu et collègues ont pu générer des 

astrocytomes en délétant p53 et NF1 spécifiquement dans des CSN, mais de manière 

intéressante, la population cellulaire responsable de la progression et de l’expansion tumorale 

est la population OPC, et non les CSN ou les cellules des autres lignages (Liu, Sage et Miller, 

2011). De plus, l’introduction de ces délétions directement dans les OPC et non les CSN 

entraîne la formation de tumeurs, et les cellules filles des OPC transformés sont capables de 

migrer dans la SVZ et le DG (Liu, Sage et Miller, 2011). Ces différents travaux suggèrent que 

les altérations génétiques pourraient survenir aussi bien dans les CSN que dans les OPC, mais 

que ce sont les OPC qui seraient les cellules affectées par ces altérations, deviendraient 

prolifératrices de manière incontrôlée, et seraient donc responsables de l’apparition et de 

l’expansion de la tumeur (Assanah et al., 2006; Wang et al., 2009; Liu, Sage et Miller, 2011; 

Galvao et al., 2014). 

3. Cellule mature différenciée 

Les premières théories sur l’origine des tumeurs gliales, avant la découverte de cellules 

souches neurales adultes, étaient basées sur l’aspect histologique des cellules de la tumeur. 

Ces théories postulaient donc que les tumeurs provenaient d’astrocytes ou d’oligodendrocytes 

matures ayant subi un processus de dédifférenciation avec l’accumulation d’anomalies 

génomiques. De nombreux modèles animaux de gliomes utilisent un promoteur GFAP pour 

introduire des mutations oncogènes, or les astrocytes expriment aussi la GFAP, donc sont 

ciblés par les oncogènes et peuvent donner des tumeurs. De plus, comme mentionné dans le 

paragraphe précédent (cf V.2), l’introduction d’un EGFR activé dans des cellules S100beta+, 

dont font partie les astrocytes, entraîne la formation de tumeurs (Persson et al., 2010). La 

surexpression du PDGF dans des astrocytes GFAP+, ou celle d’un EGFR muté dans des 

astrocytes mutés Ink4a et Arf, capables de proliférer indéfiniment, entraine leur 

dédifférenciation et l’apparition de gliomes (Dai et al., 2001; Bachoo et al., 2002). De 

manière surprenante, la suppression de p53 et NF1 dans des neurones matures (exprimant la 

synapsine ou la CamK2) par injection d’un lentivirus shRNA entraîne la formation de 

tumeurs ressemblant à des GBM. De même, cibler des astrocytes matures avec un vecteur 
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permettant l’expression de RasV12 (forme constitutivement active de Ras) associée à la 

délétion de P53 induit la formation de tumeurs de type mésenchymal (Friedmann-Morvinski 

et al., 2012). La délétion de PTEN et p53 dans des SNC comme dans des astrocytes entraîne 

l’apparition de gliomes (Chow et al., 2011). Ces différentes études montrent que des cellules 

différenciées peuvent se dédifférencier ou se transdifférencier et être à l’origine de gliomes. 

L’ensemble de ces données suggère que différents types de tumeurs pourraient avoir pour 

origine différents types cellulaire associées à des mutations spécifiques, mais il a été 

également montré que la localisation de la tumeur pouvait influencer son type histologique 

indépendamment de la cellule d’origine. La diversité des possibilités reflète l’hétérogénéité 

cellulaires retrouvée dans les gliomes, de manière inter et intra-tumorale. Finalement c’est 

l’élucidation du contexte cellulaire dans lequel des cellules deviennent tumorigènes qui 

pourrait avoir un intérêt dans le traitement des gliomes. 

 

VI. Traiter les gliomes 

1. Les thérapies 

Les thérapies standard actuelles de radio- et chimiothérapies n’ont que peu d’effet sur les 

gliomes de haut grade, qui développent une résistance et deviennent récurrents. La dernière 

grande avancée dans le traitement des gliomes de haut grade est l’utilisation du TMZ associé 

à la radiothérapie (Stupp et al., 2005, 2009). Les nouvelles caractérisations moléculaires 

constituent une avancée réelle dans la compréhension des mécanismes moléculaires sous-

tendant la gliomagenèse, mais les études sur l’origine des gliomes et les voies de signalisation 

responsables des propriétés des GIC montrent que ces  mécanismes sont loin d’être compris. 

Le succès des thérapies moléculaires ciblées dans d’autres types de cancer a incité le 

développement de telles thérapies pour les gliomes de haut grade. Les différentes voies 

décrites dans un chapitre précédent, Wnt, Notch, Shh et RTK font déjà l’objet de recherche, 

voire d’essais cliniques, mais pour l’instant une réelle amélioration de la survie n’est pas 

encore obtenue et il est nécessaire de continuer la caractérisation des sous-types de GBM et 

d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques (Arko et al., 2010). Les GIC sont une cible 

privilégiée dans les thérapies contre les gliomes de haut grade en raison de leurs propriétés, et 

plusieurs stratégies peuvent être utilisées : cibler les voies impliquées dans l’auto-

renouvellement et la survie, induire leur différenciation et/ou les sensibiliser aux traitements.  

L’une des stratégies, la plus prometteuse et la moins toxique est l’induction de la 

différenciation des cellules. Contrairement aux thérapies ciblant les cellules proliférantes, qui 

ne peuvent atteindre les GIC, ce genre de thérapie touche aussi bien les GIC que les cellules 

proliférantes. La plupart du temps induire la différenciation peut aussi entraîner la mort 

cellulaire et l’arrêt du cycle. Les facteurs utilisés sont majoritairement des facteurs entraînant 

la différenciation des cellules souches normales. De nombreux agents thérapeutiques ont été 

étudiés, mais peu agissent sur la différenciation cellulaire. Il s’agit surtout de l’acide 
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rétinoïque (AR), des BMP (Bone morphogenetic proteins) et de drogues agissant 

épigénétiquement. 

2. Les thérapies moléculaires 

Les mécanismes moléculaires de l’action de l’AR sont mal connus. Dérivé actif de la 

vitamine A, il joue un rôle important de contrôle de la prolifération et de la différenciation 

cellulaires. Son mode d’action implique son transport vers le noyau et sa liaison à un 

récepteur nucléaire, où il agit ensuite sur la transcription de gènes cibles. L’AR induit 

l’expression des CDKI et donc la sortie du cycle cellulaire en phase G1 (Janesick, Wu et 

Blumberg, 2015). Au cours du développement, l’AR agit en opposition aux facteurs de 

croissance pour arrêter la prolifération des progéniteurs neuraux et stimuler la différenciation 

neuronale. Sur les cellules souches neurales, l’AR induit la différenciation neuronale, et 

inhibe la différenciation gliale après induction de la différenciation. L’AR est déjà utilisé dans 

le traitement de certains cancers. Sur les cellules de gliome, il a été montré in vitro qu’il 

entraînait la différenciation, avec l’augmentation de l’expression de marqueurs comme Tuj1 

et GFAP, l’augmentation de l’expression de p21, et l’arrêt du cycle en G1/G0, ainsi que la 

diminution de l’expression de la cycline D2 et de marqueurs souches comme Nestine et Sox2. 

Le traitement par l’AR, même transitoire, diminue la capacité des cellules à former des 

sphères et leur tumorigénicité in vivo, cependant, les résultats varient selon les études et les 

cellules traitées (Campos et al., 2010; Niu et al., 2010; Ying et al., 2011; Balasubramaniyan 

et al., 2015). Malheureusement, malgré des premiers essais encourageants, l’utilisation chez 

les patients est pour le moment décevante (Yung et al., 1996; See et al., 2004). Même si l’AR 

a été identifié comme agent de différenciation il y a plusieurs décennies, et que certains de ses 

dérivés sont utilisés dans le traitement de certains cancers, il n’a pas tenu ses promesses 

comme agent thérapeutique pour les gliomes. 

Les (BMP) forment une famille de facteurs de croissance morphogènes appartenant 

majoritairement à la famille des transforming growth factor-β (TGF-β). Leurs fonctions 

dépendent du tissu et du contexte. Les BMP existent sous forme de dimères qui sont clivés 

par des protéases pour être activés. Ils sont sécrétés et se fixent aux récepteurs 

transmembranaires des cellules cibles, principalement des récepteurs serine-thréonine kinase, 

et activent les voies MAPK, mais peuvent également agir sur les voies Notch et Wnt  (Singh 

et Morris, 2010). Dans les cellules neurales adultes, le BMP4 régule la différenciation neurale 

(Cole, Murray et Xiao, 2016). Sur les cellules souches neurales adultes, les BMP induisent 

une différenciation astrocytaire. De même sur les cellules de gliome, les BMP peuvent induire 

une différenciation majoritairement astrocytaire (Piccirillo et al., 2006). Le traitement par les 

BMP inhibe la prolifération, induit la différenciation avec l’augmentation de marqueurs 

neuronaux et gliaux, et réduit la capacité des cellules à s’autorenouveler. In vivo, le traitement 

transitoire des cellules par du BMP4 diminue leur croissance et leur prolifération, et les 

cellules issues de ces tumeurs n’engendrent pas de nouvelles tumeurs (Piccirillo et al., 2006; 

B. Liu et al., 2010). Dans des études récentes, des virus ou des cellules modifiées pour 

produire du BMP4 ont été utilisés avec succès (Duggal et al., 2013; Liu et al., 2016; 

Mangraviti et al., 2016). Un virus Vaccinia permettant l’expression du BMP4 entraîne la 
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différenciation des cellules de GBM in vivo et in vitro, permet la régression de la tumeur in 

vivo et une amélioration de la survie des souris injectées (Duggal et al., 2013). De même du 

BMP4 délivré par des cellules souches mésenchymateuses dérivées du tissu adipeux 

(hAMPSC) permet de diminuer la migration et la prolifération, et induit la différenciation de 

cellules de GBM in vitro et entraîne une amélioration de la survie in vivo (Liu et al., 2016; 

Mangraviti et al., 2016). Cependant, l’utilisation des BMP et de l’AR pourrait ne pas être 

idéale : les différenciations induites par l’AR et les BMP s’avèrent parfois réversibles, et sur 

certaines lignées les BMP entrainent l’apparition d’une prolifération accrue et augmentent la 

tumorigénicité (Lee et al., 2008; Niu et al., 2010; Balasubramaniyan et al., 2015; Carén et al., 

2015).  

 Sato et collègues se sont intéressés à des agents de différenciation comme le peroxyde 

d’hydrogène, et le Resveratrol. Le peroxyde d’hydrogène induit la différenciation des cellules 

de gliomes à travers l’augmentation des espèces réactives de l’oxygène (ROS) intracellulaires. 

Il diminue la capacité des cellules à former des sphères et l’expression de marqueurs souches, 

et induit l’expression de marqueurs comme Tuj1 ou GFAP. L’augmentation des ROS entraîne 

la diminution de l’expression de Bmi1, ce qui diminue l’auto-renouvellement cellulaire, et 

active Foxo3 à travers la voie p38/MAPK, ce qui entraine la différenciation (Sato et al., 

2014). Le Resveratrol est déjà utilisé dans les traitements anti-cancéreux. Il inhibe Nanog, ce 

qui entraîne la différenciation, la mort cellulaire et la perte de tumorigénicité in vitro et in 

vivo, avec une amélioration de la survie des animaux (A. Sato et al., 2013). Le N-

Acetyaspartate (NAA) et l’un des dérivés d’acide aminé les plus abondant dans le cerveau. 

C’est une source d’acétate métabolique pour la myélinisation et un précurseur du 

neurotransmetteur N-acétylaspartylglutamate (NAAG). Le NAA et le NAAG favorisent la 

croissance des cellules tumorales et inhibe leur différenciation gliale ainsi que celle des OPC. 

Ces deux métabolites sont diminués dans les tumeurs IDH muté (Long et al., 2013). 

3. Les thérapies géniques 

Des stratégies de reprogrammation cellulaire utilisent la surexpression de gènes impliqués 

dans la différenciation neuronale, ce qui semble une stratégie prometteuse. Rampazzo et 

collègues ont utilisé Wnt3 ou une surexpression de la β-caténine pour induire la 

différenciation neuronale des cellules. Ceci entraîne l’arrêt de la prolifération et une 

diminution de l’auto-renouvellement qui ne disparaissent pas après remise en culture pendant 

7 jours en présence de facteurs. La tumorigénicité in vivo est également diminuée (Rampazzo 

et al., 2013). La surexpression de plusieurs gènes de différenciation neuronale comme Ngn2, 

NeuroD1 ou Dcx inhibe l’auto-renouvellement et la tumorigénicité des cellules en favorisant 

la différenciation neuronale sur les cellules de lignées comme U87 et U251 aussi bien que sur 

celles de lignées primaires de GBM (Santra et al., 2010; Guichet et al., 2013; Su et al., 2014). 

La surexpression de la NGN2 induit l’apoptose et l’arrêt de la prolifération, et diminue la 

capacité des cellules à former des sphères. Elle induit l’expression de Dcx et NeuroD1 et 

diminue l’expression de la GFAP, Olig2, Shh, et Myc, en favorisant la différenciation 

neuronale par rapport à la différenciation astrocytaire. In vivo, les cellules Ngn+ ne sont pas 

tumorigènes. De plus la surexpression de Ngn2 dans des tumeurs préexistantes par vecteur 
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lentiviral induit une différenciation neuronale, la mort cellulaire des cellules, et améliore la 

survie des animaux (Guichet et al., 2013; Su et al., 2014). La surexpression de Dcx par 

vecteur lentiviral dans des tumeurs U87 établies chez le rat nude permet la diminution du 

volume tumoral (Santra et al., 2010). L’identification et la surexpression ou activation 

transcriptionnelle de gènes impliqués dans la différenciation neuronale semble donc être une 

voie prometteuse.  

Dans tous ces travaux, les effets des gènes et agents testés peuvent varier selon les cellules 

de gliome utilisées. Il s’agit donc, en plus de trouver des gènes et agents de différenciation 

efficaces, de déterminer sur quel type de tumeurs leur utilisation sera appropriée. Les 

thérapies moléculaires futures doivent donc cibler toutes les populations cellulaires, cellules 

plus ou moins différenciées comme cellules à caractère souche, et elles doivent de préférence 

cibler plusieurs voies de signalisation, soit en prenant pour cible plusieurs protéines, ou une 

protéine agissant sur plusieurs voies de signalisation. Les gliomes de haut grade étant 

particulièrement hétérogènes, il faut continuer à caractériser les différents sous-types pour 

créer des thérapies efficaces sur chaque type de gliome.  
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LES p21 ACTIVATED KINASES 

Les p21-activated kinases (PAK) font partie d’une famille de sérine/thréonine kinases très 

conservées chez tous les eucaryotes dont le génome a été séquencé à ce jour à l’exception des 

plantes, ce qui indique une fonction importante et une origine très ancienne de ces gènes 

(Hofmann, Shepelev et Chernoff, 2004). Elles ont été identifiées pour la première en fois en 

1994  dans le cerveau de rat, au cours d’un criblage de protéines interagissant directement 

avec les petites GTPases Rac1 et Cdc42 (Manser et al., 1994). Chez les mammifères il existe 

6 isoformes, possédant une importante identité de séquence, et divisées en deux sous-groupes 

en fonction de leur structure et de leurs mécanismes de régulation (Bokoch, 2003). 

Les PAK du groupe II ont été caractérisées plus tardivement que les PAK du groupe I. Ce 

groupe est principalement étudié pour son importance dans la biologie des cancers. Il 

comprend la kinase ubiquitaire PAK4, qui possède plusieurs variants, ainsi que les kinases 

PAK5 et PAK6. PAK5 est exprimé presque exclusivement dans le cerveau et le pancréas, et 

PAK6  dans le cerveau, les testicules, la prostate, les reins, et le placenta. Ces PAK ont des 

mécanismes de régulation et d’activation différents des autres PAK. Seules les PAK du 

groupe I seront traitées dans cette partie. 

 

I. Les PAK du groupe I 

Les isoformes PAK1, PAK2 et PAK3 constituent le groupe I de la famille des PAK. Ces 

protéines ont des structures et des modes de régulation similaires mais une expression et 

potentiellement des fonctions différentes, comme le montre les phénotypes différents obtenus 

pour les souris knock-out. Les souris KO PAK1 et PAK3 sont viables et fertiles mais 

présentent des défauts cognitifs et des dysfonctionnements synaptiques, différents selon la 

souris (Meng et al., 2005; Asrar et al., 2009). Le KO de PAK2 est létal au stade embryonnaire 

(Leung et Jia, 2016).  

1. Expression des PAK du groupe I 

La distribution de l’expression tissulaire des PAK du groupe I a été déterminée par de 

nombreuses techniques. PAK1, la mieux étudiée des isoformes des PAK du groupe I, est 

exprimée fortement dans le cerveau, le muscle et la rate. Elle est également présente dans le 

foie. La kinase PAK3 est exprimée principalement dans le cerveau, et en particulier dans les 

cellules neuronales (Arias-Romero et Chernoff, 2008; Kreis et al., 2008). Au contraire des 

deux autres isoformes, PAK2 est exprimée de manière ubiquitaire (Arias-Romero et Chernoff, 

2008). Au niveau cellulaire, ces kinases sont localisée aussi bien à la membrane plasmique ou 

nucléaire que dans le noyau ou les adhésions cellulaires (Lightcap et al., 2009; King, Nicholas 

et Wells, 2014). 
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2. Structure des PAK du groupe I 

Toutes les kinases PAK possèdent une structure organisée en deux régions, une région 

régulatrice en N-terminal et un domaine catalytique serine/thréonine kinase en C-terminal, 

très conservé chez toutes les isoformes, dans lequel se trouve un site d’autophosphorylation. 

Les PAK du groupe I sont caractérisées par leur région N-terminale très conservée entre 

PAK1-2 et 3. Elle contient un domaine de liaison aux p21 (p21-binding domain = PBD), dans 

lequel se trouve un motif CRIB (Cdc42 and Rac Interactive Binding), et un domaine auto-

inhibiteur (autoinhibitory domain = AID) se chevauchant (Figure 15). Le domaine PBD 

permet la liaison aux GTPases actives Cdc42 et Rac1, alors que le domaine AID permet le 

contrôle de l’activité basale des PAK du groupe I en inhibant le domaine kinase. Dans cette 

région N-terminale se trouve également plusieurs domaines riches en prolines qui permettent 

la liaison à des protéines possédant des domaines SH3. Deux domaines riches en prolines 

classiques,  permettent le recrutement des adaptateurs Nck et Grb2 (growth-factor-receptor-

bound protein 2) et la translocation à la membrane, et un domaine atypique impliqué dans le 

recrutement du facteur d’échange PIX (Pak-interacting exchange factor). Entre le domaine 

kinase et la partie N-terminale se trouve une région riche en résidus acides donc le rôle est 

pour le moment inconnu (Bokoch, 2003). 

 

 

Figure 15. Structures des PAK du groupe I. Les PAK possèdent un domaine kinase carboxy 

terminal et un domaine régulateur amino-terminal. Les régions principales sont indiquées pour chaque 

isoforme. Les exons  alternatifs de PAK3 (b,c) sont représentés en vert. Adapté de King et al,. (2014). 
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3. Régulation de l’activité des PAK du groupe I 

3.1 Activation des PAK 

Les PAK du groupe I et celles du groupe II ont des mécanismes de régulation différents, et 

dans cette partie nous ne nous intéresserons qu’aux PAK du groupe I. Les kinases PAK 

peuvent être cytosoliques ou membranaires. De manière générale, leur localisation à la 

membrane favorise leurs phosphorylations activatrices. Plusieurs processus ont été décrits 

pour leur activation et le maintien de leur état activé, le plus connus étant l’interaction avec 

les petites protéines G Rac et Cdc42. Des études de cristallisation réalisées sur la kinase 

PAK1 ont permis d’élaborer un mécanisme d’activation qui a été généralisé pour toutes les 

kinases du groupe I en raison de leur forte similarité structurale. Dans sa forme inactive, une 

kinase PAK est sous forme d’homodimère en conformation de trans-inhibition, dans laquelle 

le domaine AID d’une protéine se lie au domaine catalytique de l’autre protéine (Lei et al., 

2000; Parrini et al., 2002). La liaison avec Rac1 ou Cdc42 activées entraîne une série de 

changements conformationnels qui mènent à la séparation du dimère en déstabilisant la 

liaison entre le domaine AID et le domaine catalytique. L’arrêt des interactions trans-

inhibitrices permet l’autophosphorylation d’une thréonine de la boucle activatrice (423 pour 

PAK1, 421 pour PAK3) de la kinase et donc l’activation du domaine catalytique. La GTPase 

se dissocie ensuite des PAK qui demeurent activées. D’autres phosphorylations de résidus 

peuvent contribuer à l’activation ou au maintien de l’activité de la kinase (Bokoch, 2003). 

Nous verrons que la kinase PAK3 possède quelques spécificités au niveau des mécanismes 

d’activation.  

L’interaction avec Rac1 et Cdc42 n’est pas le seul mécanisme capable d’activer les kinases 

PAK. PAK1 peut également être activée par la liaison aux phosphatidyl sérine ou aux 

phosphatidyl inositol phosphates. De plus l’interaction avec des lipides comme la sphingosine 

est capable d’activer PAK en l’absence de RAC1 in vitro (Bokoch et al., 1998; Bokoch, 

2003). Une fois activées, les kinases PAK modifient leurs substrats par phosphorylation ou 

par leur activité d’échafaudage indépendante de l’activité kinase (Obermeier et al., 1998; 

Higuchi et al., 2008). 

3.2 Interaction avec les adaptateurs PIX/COOL, NCK et GRB 

Plusieurs mécanismes permettent la translocation des PAK à la membrane. Elle se produit 

par l’interaction avec les adaptateurs de la famille Nck et Grb2, ainsi qu’avec les facteurs 

d’échange de la famille PIX/COOL (PAK-interacting exchanger/Cloned out of a library) 

possédant des domaines SH3 (Lu et Mayer, 1999; Puto et al., 2003). Dans le cytoplasme, Nck 

interagit avec le premier domaine riche en prolines des PAK, et GRB2 interagit avec le 

deuxième domaine riche en prolines de PAK1. L’activation des récepteurs à activité tyrosine 

kinase entraîne le recrutement du complexe Nck/PAK à la membrane plasmique, ce qui active 

la kinase (Lu et al., 1997; Lu et Mayer, 1999). La liaison Nck-PAK est régulée par 

phosphorylation : il a été montré que suite à son activation, PAK1 s’autophosphoryle sur la 
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sérine 21 ce qui entraîne la dissociation du complexe (Zhao, Manser et Lim, 2000). Ce n’est 

pas le cas pour PAK3 (Thévenot et al., 2011) 

Une autre voie de recrutement à la membrane implique les facteurs PIX. La famille PIX 

contient deux membres chez les mammifères, αPIX et βPIX, ce dernier possédant plusieurs 

variants d’épissage. Les PIX interagissent avec Rac et Cdc42 sur lesquelles elles ont une 

activité GEF. Les GRK-interacting target (GIT) possèdent une activité GAP (GTPase 

activating protein) sur les GTPase de la famille Arf et peuvent lier la paxilline (Hoefen et 

Berk, 2006). Le complexe formé par GIT/PIX permet le recrutement de PAK au niveau des 

adhésions focales et induit son activation, d’une manière concomitante ou indépendante de sa 

liaison à Rac ou Cdc42. Le recrutement de PAK à la membrane plasmique par des adaptateurs 

est suffisant pour stimuler partiellement son activité kinase, en induisant un léger changement 

de conformation du dimère qui devient semi-ouvert (Lu et al., 1997; Bagrodia et al., 1998, 

1999; Manser et al., 1998). Sous forme de complexe PAK/GIT/PIX les PAK peuvent être 

activées par GIT1 (Loo et al., 2004). Ce même complexe peut recruter PAK1 au centrosome 

(Zhao et al., 2005).  

 

 

Figure 16 : Les voies de recrutement membranaire des PAK. Les kinases PAK sont activées par 

les GTPases ancrées à la membrane. Ce recrutement peut être réalisé via les adaptateurs Nck ou via le 

complexe GIT/PIX. 

3.3 Régulateurs de l’activité des PAK 

En plus des mécanismes d’autophosphorylation et de phosphorylation liés à la 

dimérisation, plusieurs partenaires protéiques permettent de moduler l’activité des PAK soit 

en régulant leur état de phosphorylation, soit en modulant leurs interactions protéiques. Une 

fois encore la majorité des travaux a été réalisée sur PAK1. Les phosphorylations des sérines, 

thréonines et tyrosine et les interactions protéiques sont résumées dans la figure 17. 
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Plusieurs sérines et thréonines nécessaires à l’activation de la kinase PAK peuvent être 

auto-phosphorylées mais également être les cibles d’autres kinases.  La PKA  et la sérine 

thréonine kinase LKB1 phosphorylent et inhibent l’activité de PAK1 in vivo et in vitro (Howe 

et Juliano, 2000, Deguchi et al., 2010). Dans les neurones, le complexe p35/Cdk5 s’associe à 

PAK1 et inhibe son activité, notamment en phosphorylant la Thr212 ce qui hyperphosphoryle 

la kinase et inhibe ses interactions. Cette même thréonine peut être ciblée par Cdk1 au cours 

du cycle cellulaire (Thiel et al., 2002, Banerjee et al., 2002). PAK peut être activée par la 3-

phosphoinositide-dependent kinase-1 (PDK1) in vivo. PDK1 phosphoryle PAK1 en présence 

de sphingosine et permet son activité, ces deux protéines pouvant interagir in vitro (King et 

al., 2000). L’interaction Nck/PAK1 peut être inhibée par phosphorylation par AKT, ce qui 

stimule l’activation de PAK1 par les GTPases (Zhou et al., 2003).  

Les tyrosines des PAK peuvent être les cibles de phosphorylations activatrices par des 

tyrosines kinases. ETK et JAK2 se lient à PAK1 et sont capables de stimuler son activité par 

phosphorylation des tyrosines (Rider et al., 2007). La co-expression des tyrosines kinases de 

la famille Src avec PAK2 augmente son activation par Rac1 ou Cdc42 (Bokoch, 2003). A 

l’inverse, in vivo la tyrosine kinase Abl s’associe à PAK2 et diminue son activité en 

phosphorylant plusieurs tyrosines sur la kinase (Roig et al., 2000).  

Plusieurs protéines régulent l’activité des PAK par interaction. La nischarine, une protéine 

cytoplasmique exprimée notamment dans les cellules neuronales, interagit avec le domaine C-

terminal de PAK1/2 et régule négativement leur phosphorylation, ce qui inhibe la croissance 

neuritique (Alahari, Reddig et Juliano, 2004; Y. Ding et al., 2015). Une autre protéine, human 

Gβ-like WD-repeat (hPIP1), se lie au domaine régulateur N-terminal de PAK1 ce qui 

empêche son activation par Rac/Cdc42 (Xia et al., 2001). 

 

Figure 17. PAK1 et ses régulateurs. Rac/Cdc42 se lient au PBD (Orange). Les sites de 

phosphorylation sont indiqués. Les interactions inhibitrices sont indiquées en rouge. hPIP1, Merlin, 

LKB1, CRIPAK et la nischarine font partie des inhibiteurs endogènes de PAK1. Cdc2 (=Cdk1) 

empêche l’interaction de PAK1 avec des partenaires. D'après Chiang & Jin (2014). 
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En plus de ces régulateurs, certains substrats de PAK sont capables de réguler son activité 

par leur liaison directe. Ces substrats peuvent avoir une activité inhibitrice, comme le produit 

du gène suppresseur de tumeur NF2, Merlin, qui interagit avec le domaine PBD de PAK1 ou 

activatrice comme la filamine A et la Cx43 (Kissil et al., 2002, Vadlamudi et al., 2002, 

Kameritsch et al., 2015).  L’interaction de la filamine A avec le domaine CRIB de PAK1 

stimule l’activité de la kinase (Vadlamudi et al., 2002). La connexine 43 (Cx43) est une 

protéine impliquée dans la formation des jonctions communicantes entre cellules. Elle se lie à 

PAK1 et l’active (Kameritsch et al., 2015). 

 

 

Tableau 4. Substrats phosphorylable par les kinases PAK du groupe I. Liste non exhaustive des 

protéines phosphorylables par les kinases PAK du groupe I. Ces substrats sont impliqués dans diverses 

voies de signalisation auxquelles participent les kinases PAK du groupe I. Adapté à partir de Ye et 

Field (2012). 

 

4. Effecteurs des PAK 

Les kinases PAK interagissent avec un grand nombre de partenaires protéiques. PAK1/2 et 

3 partagent 93% d’identité au niveau du domaine kinase, pour cette raison, il est 

communément admis que les PAK du groupe I partagent des substrats identiques. Cependant 

l’affinité pour leurs substrats n’a jamais été comparée entre les différentes isoformes. Il existe 

près de 50 substrats directs potentiels des kinases PAK du groupe I (Tableau 4) Parmi ces 

protéines se trouvent des régulateurs de la dynamique du cytosquelette d’actine et de la 

motilité, des signaux de mort et de survie cellulaire, des acteurs de la transcription génique et 
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de la transduction du signal par les cascades de MAPK, et des protéines de régulation du 

cycle cellulaire. Les substrats les plus étudiés des PAK du groupe I (majoritairement identifiés 

pour PAK1 et PAK2) sont les LIMK (LIM domain kinase), la myosin light-chain kinase 

(MLCK), BAD (Bcl-2/Bcl-XL-antagonist), Raf, MEK1 (mitogen-activated protein kinase 1), 

et Merlin (Bokoch, 2003). L’activité des PAK sur la majorité de ces substrats est décrite dans 

la partie 4.  

5. Fonctions biologiques des PAK du groupe I 

Comme le révèle leurs très nombreux substrats et régulateurs, les PAK possèdent des 

fonctions régulatrices dans un grand panel de fonctions biologiques, notamment à travers 

leurs rôles dans les voies Ras/Erk, PI3K/Akt et Wnt/β-caténine.  

5.1 Dynamique du cytosquelette 

Une fonction majeure des PAK est la régulation de la dynamique du cytosquelette, ce qui 

impacte la motilité, l’adhésion et donc les fonctions de la cellule. La régulation par les PAK 

de la dynamique du cytosquelette d’actine est leur fonction cellulaire la plus connue, mais 

elles peuvent également agir sur l’organisation des microtubules. Selon les études, la fonction 

de PAK peut être activatrice ou inhibitrice de la migration. Dans les cellules de mammifères, 

l’expression d’une kinase PAK constitutivement active induit des changements dans la 

morphologie cellulaire (formation de structures d’actine comme les lamellipodes et les 

filopodes), la perte des fibres de stress (des fibres constituées d’actine-myosine liant le 

cytosquelette aux adhésions focales) et la déstabilisation des complexes d’adhésion focale 

(complexes protéiques qui lient la matrice extracellulaire au cytosquelette d’actine à travers 

les récepteurs intégrines) (Sells et al., 1997; Bokoch, 2003; Nayal et al., 2006). Ces effets 

peuvent être dépendants ou indépendants de l’activité kinase. 

- Les PAK agissent sur la polymérisation de l’actine par la régulation de l’activité des 

LIMK, la phosphorylation de la MLCK, et celle de la filamine A. Les LIMK font partie d’une 

petite famille de protéines qui régule la polymérisation et dépolymérisation de l’actine. Leur 

activité est entre autre dépendante d’une activation par les kinases PAK. PAK1 phosphoryle 

le résidu thréonine 508 de la LIMK1 situé dans sa boucle activatrice, ce qui active la LIMK et 

conduit à la phosphorylation de la cofiline, ce qui stabilise les filaments d’actine (Edwards et 

al., 1999; Dan et al., 2001). La filamine A est une protéine de grande taille qui participe à 

l’organisation et la formation des réseaux d’actine. Elle lie le réseau d’actine et la membrane 

cellulaire, notamment par sa liaison aux intégrines, et participe à la transduction du signal et à 

l’endocytose. Sa phosphorylation par PAK1 est indispensable à la formation des repliements 

membranaires induits par PAK1 (Vadlamudi et al., 2002). La filamine A peut également 

activer PAK1 à travers sa fonction de plateforme au niveau de la membrane. Elle interagit 

avec Rac/Cdc42, GIT/PIX et le domaine CRIB de PAK1, ce qui active la kinase (Vadlamudi 

et al., 2002). Les myosines sont des moteurs moléculaires qui interagissent avec l’actine. 

Dans les cellules neurales, PAK1 et 2 peuvent phosphoryler la chaine légère de la myosine II 

(RMLC). PAK1 et PAK2 peuvent aussi phosphoryler sa kinase régulatrice, la MLCK, ce qui 
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entraîne son inhibition, donc la diminution de la phosphorylation de la MLC (Sanders et al., 

1999; Sells, Boyd et Chernoff, 1999). Ces deux fonctions pourraient expliquer la perte des 

fibres de stress et la déstabilisation des adhésions focales observées après surexpression de 

PAK. Les PAK peuvent aussi réguler la structure des adhésions focales à travers la 

phosphorylation de la paxilline et du complexe Arp2/3 (Hashimoto et al., 2001; Vadlamudi, 

Li, et al., 2004; Nayal et al., 2006). Le complexe Arp2/3 contrôle l’assemblage du 

cytosquelette d’actine : la phosphorylation d’une de ses sous-unités par PAK1 stimule la 

formation du complexe et favorise la migration cellulaire (Vadlamudi, Li, et al., 2004). 

- Après activation par Rac, PAK1 et 2 permettent l’augmentation de la production de GMP 

cyclique via une interaction directe activatrice avec la guanylyle cyclase transmembranaire ce 

qui augmente la migration cellulaire et la formation des lamellipodes (Guo et al., 2007).  

- Les PAK agissent sur les microtubules à travers leur action sur la stathmine, qui régule 

l’état de polymérisation des microtubules, et la phosphorylation de TCoB (tubuline cofacteur 

B) (Bokoch, 2003). PAK1 phosphoryle la stathmine ce qui l’inactive, or celle-ci inhibe la 

polymérisation de la tubuline. PAK1 colocalise et  phosphoryle TCoB au niveau du 

centrosome et des microtubules néoformés. La phosphorylation de TCoB par PAK1 permet 

de générer de nouveaux microtubules (Vadlamudi, Barnes, et al., 2005; King, Nicholas et 

Wells, 2014). L’activation de PAK favorise donc la stabilisation et la croissance des MT à 

l’avant de la cellule. 

 

 

Figure 18. Mécanismes de régulation du cytosquelette d’actine par PAK1 
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5.2 Progression du cycle cellulaire et mitose 

Les PAK sont des acteurs de la régulation de la progression du cycle cellulaire à plusieurs 

niveaux, notamment à travers la régulation des transitions entre phases du cycle, la régulation 

de la formation du fuseau mitotique et  de la morphologie cellulaire. Ainsi il a été montré que 

la phosphorylation de la Thréonine 212 inhibe l’interaction de PAK1 avec plusieurs 

partenaires protéiques impliqués dans les modifications morphologiques accompagnant la 

division cellulaire (Thiel et al., 2012). Cette thréonine peut être phosphorylée par la cycline-

dependent kinase 1 (Cdk1) au cours de la mitose ce qui aurait un effet inhibiteur sur sa liaison 

avec ses partenaires protéiques et donc sa signalisation (Banerjee et al., 2002, Cau et al., 

2000; Thiel et al., 2002). Les complexes Cdk/Cyclines contrôlent la progression du cycle 

cellulaire. Ces complexes permettent la phosphorylation de substrats de manière spécifique de 

chaque phase (Figure 19). 

 

 

Figure 19. Rappel des complexes Cdk/Cycline et des CdkI associés. R, point de restriction. Les 

cyclines dépendante kinases (Cdk) forment des complexes avec les cyclines, qui sont synthétisées de 

manière transitoire au cours du cycle cellulaire. PAK1 stimule la transcritpion des cyclines D et donc 

la transition G1/S 

 

Les PAK peuvent agir sur les partenaires des complexes Cdk/Cycline, principalement sur 

l’expression des cyclines D, ce qui impacte les transitions entre phases du cycle. L’équipe de 

Chernoff a montré que dans des fibroblastes de rat, l’expression d’un dominant négatif de 

PAK1 empêche la progression du cycle cellulaire durant la phase G1 en inhibant l’expression 

des cyclines D1 et D2, au contraire d’une forme de PAK1 activée (Balasenthil et al., 2004; 

Thullberg et al., 2007). De plus PAK1 favorise l’expression de la cycline D1 à travers son 

rôle de stabilisateur de la β-caténine. La première étude à montrer une interaction PAK/β-

caténine, et donc l’implication de PAK dans la voie Wnt, est celle de He et al., en 2008. 

PAK1 s’associe avec la β-caténine et la phosphoryle sur plusieurs sites, ce qui la stabilise et 

favorise sa translocation au noyau et son activité transcriptionnelle (He, Shulkes et Baldwin, 
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2008). Ceci entraîne l’augmentation de la transcription de MYC et de la cycline D1. Une 

autre voie pour activer le promoteur de la cycline D1 passe par l’activation de la voie 

JAK2/Stat, celle-ci incluant l’activation de PAK1 (Tao et al., 2011). PAK1 est donc un des 

régulateurs de la transition G1/S. Quelques données impliquent PAK1 dans la transition 

G2/M. Chez le Xénope, cette transition est contrôlée entre autre par XPAK1 (Faure et al., 

1999) et PAK1 peut participer à l’augmentation de l’expression de la cycline B1 à travers 

l’activation du facteur de transcription NfκB. 

La capacité des PAK à réguler la dynamique du cytosquelette en fait des acteurs 

indispensables au bon déroulement du cycle cellulaire. En effet la coordination de 

l’assemblage et du désassemblage des réseaux d’actine et de microtubules sont des 

événements critiques  durant le déroulement du cycle cellulaire, notamment à travers la 

formation du fuseau mitotique (Figure 20). En plus de ces fonctions, PAK1 participe à 

l’activation par phosphorylation de plusieurs kinases qui permettent le bon déroulement de la 

mitose. Il a été décrit que le complexe GIT/PIX, déjà décrit dans un chapitre précédent, est 

retrouvé au centrosome, où il interagit avec la tubuline (Zhao et al., 2005; Černohorská et al., 

2016). PAK1 une fois activée par GIT/PIX se dissocie du complexe et phosphoryle Aurora A 

et la polo like kinase 1 (PLK1) ce qui les active. Avec Aurora A, la PLK1 est l’une des 

kinases clés de la mise en place du fuseau mitotique et donc de la régulation de la division 

cellulaire, et Maroto et al. ont montré en 2008 que l’activité des PAK était nécessaire pour 

l’entrée en mitose en partie par leur régulation activatrice de PLK1 (Maroto et al., 2008). En 

plus de ces deux cibles, PAK1 (et non PAK2 ou PAK3) interagit avec et phosphoryle 

l’histone H3, ce qui permet la condensation des chromosomes et donc la progression vers la 

mitose (Li et al., 2002) (Figure 20).  

 

 

Figure 20. Substrats de PAK1 impliqués dans la régulation du cytosquelette au cours du cycle 

cellulaire. Une fois recruté au centrosome par GIT/PIX, PAK1 régule l'organisation du cytosquelette 

durant la mitose à plusieurs niveaux en phosphorylant ses cibles.   
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Les cascades de MAPK régulent de nombreux processus biologiques, comme 

l’embryogenèse, la prolifération, la différenciation, et l’apoptose. Elles sont initiées par 

l’activation d’un récepteur tyrosine-kinase (RTK) qui induit la phosphorylation successive des 

différents effecteurs (Higuchi et al., 2008) (cf. Gliomes II.4). Plusieurs travaux ont montré le 

rôle des PAK dans la modulation de la voie Ras-RAF-MERK-ERK dans laquelle Raf1 et 

MEK1 sont des substrats des PAK (Tang et al., 1997; Zhou et al., 2003; Beeser et al., 2005), 

et dans la voie PI3K/Akt/mTor. Un des premiers travaux décrivant l’activation de ERK par 

PAK1 est l’étude par Lu et al, (1999) qui montre que l’activation de PAK1 par son 

recrutement membranaire déclenche la stimulation de p38/JNK et ERK1. PAK1 peut 

phosphoryler MEK1 et Raf1 ce qui augmente l’affinité de MEK1 pour ERK et/ou Raf1, en 

réponse aux facteurs de croissance comme le PDGF (Park, Eblen et Catling, 2007). La 

phosphorylation de Raf1 par les PAK augmente son activité (King et al., 1998, 2001). Les 

PAK sont donc majoritairement des activateurs des voies MAPK. 

5.3 Apoptose et survie cellulaire 

La régulation de l’apoptose, la mort programmée de la cellule, est une balance entre les 

signaux de survie et les signaux de mort reçus par la cellule, ceux-ci pouvant être extérieurs 

ou internes à la cellule. Les voies de l’apoptose convergent toutes vers la signalisation en 

cascade des caspases. Plusieurs membres de la famille des PAK interviennent dans les voies 

de signalisation régulant la mort et la survie cellulaire comme les voies PI3K/Akt et Wnt/β-

caténine et exercent des fonctions pro ou anti-apoptotiques. L’activation pro-apoptotique de 

PAK2 a lieu dans une phase tardive de l’apoptose alors que l’activation précoce de PAK1 

permet la survie cellulaire. PAK1 exerce ses fonctions anti-apoptotique à travers des cibles 

comme Raf1, NFkB, ou DLC1. 

Après activation de la cascade de caspases, PAK2 est clivée en deux fragments sous 

l’action de la caspase 3, au niveau d’un résidu absent de PAK3 et inaccessible sur PAK1. Un 

des fragments libéré contient le domaine kinase qui devient constitutivement actif. Dans des 

lignées cellulaires, ce fragment C-ter induit des altérations de la morphologie cellulaire et 

nucléaire, ce qui déclenche l’apoptose, alors que l’expression d’un mutant dépourvu d’activité 

kinase a un effet anti-apoptotique. A l’inverse, PAK1 favorise la survie cellulaire par son 

action sur BAD. PAK1 phosphoryle BAD (Bcl2-antagonist of cell death/ BCL2 Associated 

Death Promoters), directement mais aussi indirectement en phosphorylant Raf1 qui à son tour 

phosphoryle BAD (Schürmann et al., 2000). En l’absence de signaux de survie, BAD n’est 

pas phosphorylée et forme un complexe inhibiteur avec Bcl2 (B-Cell Leukaemia-2), ce qui 

inhibe son activité anti-apoptotique. La phosphorylation de BAD entraîne sa dissociation de 

Bcl2, qui exerce alors sa fonction pro-survie (Schürmann et al., 2000). La protéine DLC1 

(Dynéine light chain 1) forme un dimère avec BimL (Bcl-2-interacting mediator of cell 

death). Ce dimère BimL/DLC1 inhibe Bcl2, or, PAK1 phosphoryle DLC1 et BimL, ce qui 

dissocie le dimère et l’empêche d’exercer sa fonction inhibitrice (Vadlamudi, Bagheri-

Yarmand, et al., 2004). PAK1 favorise aussi la survie par sa fonction dans la voie de 

signalisation Akt, dont l’une des cibles est BAD. Il a également été montré que les PAK sont 

nécessaires à l’activation du facteur de transcription NFkB. Ainsi une forme constitutivement 
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active de PAK1 stimule l’activité de NFkB, ce qui favorise la survie cellulaire (Frost et al., 

2000). De manière contradictoire avec son action inductrice de l’apoptose, PAK2 peut 

contribuer à la survie cellulaire en phosphorylant la caspase 7 ce qui inhibe son activité (King, 

Nicholas et Wells, 2014). 

 

5.4 Différenciation et physiologie neuronale 

Les voies de signalisation intervenant dans la différenciation et le développement 

impliquent entre autre la signalisation par les facteurs de croissance, les interactions 

intercellulaires,  et le contrôle du cycle cellulaire. La place des PAK dans la régulation de ces 

différents mécanismes en fait des acteurs potentiels de la différenciation. 

4.4.1 Développement du système nerveux 

La migration est un des mécanismes principaux du développement du cerveau. La 

migration cellulaire est un processus qui repose principalement sur la dynamique 

d’organisation du cytosquelette. Or, comme montré précédemment (cf. 4.1), les kinases PAK 

en sont des régulateurs à travers des substrats comme la LIMK, la myosine ou la guanylyle 

cyclase et l’expression d’une forme active ou inactive de PAK modifie la motilité cellulaire 

(Sells, Boyd et Chernoff, 1999). Les PAK peuvent également participer au développement du 

système nerveux en régulant la localisation d’autres protéines, comme chez le Xénope où X-

PAK1 contrôle la distribution d’une protéine impliquée dans la morphogenèse du tube neural 

(Wu et al., 2007).  

Le développement du cerveau nécessite une migration importante des cellules mais 

également la croissance et l’allongement des axones des neurones et la mise en place des 

branchements neuronaux (Figure 21). Les PAK ont un rôle dans certaines étapes de la 

formation du système nerveux, comme la migration neuronale ainsi que la croissance et le 

guidage des neurites et des axones (Kreis et Barnier, 2009). Les premières preuves de 

l’implication des PAK dans la mise en place des projections axonales ont été établies chez la 

drosophile. Dans ce modèle, l’interaction de DPAK (homologue des protéines PAK du groupe 

I de mammifères) avec son adaptateur Dreadlocks (DOCK, homologue de la famille NCK) est 

indispensable à la mise en place des projections axonales dans le système visuel de la 

drosophile (Hing et al., 1999). Depuis, l’utilisation de souris mutantes Dlx1/2 a permis de 

mettre en évidence le rôle de PAK3 dans l’arrêt de la migration d’interneurones au cours du 

développement (Cobos, Borello et Rubenstein, 2007). De plus, dans le cerveau embryonnaire 

de la souris, il a été montré que PAK1 activée est nécessaire à la migration, et la croissance de 

l’axone et des dendrites des neurones du cortex (Jacobs et al., 2007, Causeret et al., 2009). 

D’autres données valident ces fonctions, comme indiqué précédemment (I.3.3) PAK1 

interagit avec p35/Cdk5, or, la Cdk5 et son régulateur, p35 sont requis pour la mise en place 

correcte de la migration radiale, de la morphologie et des connexions des neurones post-

mitotiques. Ils sont localisés dans les cônes de croissance des neurones corticaux et régulent 

la croissance des neurites. L’interaction de p35/Cdk5 avec PAK1 qui entraîne 
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l’hyperphosphorylation de la kinase et affecte la migration neuronale et la pousse des neurites 

(Nikolic et al., 1998). Enfin, au cours du développement PAK1 et PAK3 colocalisent avec la 

protéine cell adhesion molecule Close Homologue of L1 (CHL1), une molécule d’adhésion 

neurale dont les mutations sont également responsables de DI. Ils agissent en synergie avec 

cette protéine au cours de la différenciation neuronale. L’électroporation du AID dans des 

neurones n’exprimant pas CHL1 induit des branchements anormaux des neurones du cortex 

(Demyanenko et al., 2010).  

 

Figure 21. Structure et organisation d’un neurone. Les principaux compartiments d’une cellule 

neuronale sont le corps cellulaire, l’axone, les dendrites, les terminaisons pré-synaptiques et les 

terminaisons post-synaptiques (épines dendritiques). 

 

4.4.2 Morphogenèse des épines dendritiques et plasticité synaptique 

La plasticité synaptique est une propriété d’adaptation des neurones. Elle repose sur 

plusieurs mécanismes, dont la morphogenèse dendritique, la formation de nouvelles synapses 

et la modification de la transmission synaptique notamment à travers les mécanismes de 

potentialisation et dépolarisation/ dépression à long terme (LTP et LTD respectivement). Les 

épines dendritiques sont des excroissances riches en actine qui reçoivent la majorité des 

connexions excitatrices dans les neurones. De nombreux travaux montrent que les PAK 

régulent la morphogenèse des épines dendritiques et sont impliquées dans les mécanismes de 

plasticité synaptique. Par exemple, l’inhibition de l’activité des PAK du groupe I par 

l’expression du domaine AID des PAK sous le contrôle du promoteur de la calcium-

calmodulin-dependent-kinase type II (CamkII), qui ne s’exprime que dans des neurones post-

mitotiques, entraîne des défauts de mémorisation chez la souris, une augmentation de la 

transmission synaptique et de la LTP, une diminution de la LTD, ainsi que des anomalies du 

nombre et de la morphologie des épines dendritiques des neurones corticaux (Hayashi et al., 

2004). Les PAK peuvent également réguler la plasticité synaptique à travers leur interaction 
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avec Rac. Rac1 joue un rôle important dans la régulation de la plasticité. Il a été montré dans 

les neurones d’hippocampe en culture (dans les conditions basales) que la protéine Rac est 

localement activée au niveau des épines dendritiques (Murakoshi, Wang et Yasuda, 2011). 

Les formes activées des protéines PAK sont enrichies dans les épines au niveau des densités 

post-synaptiques (Hayashi et al., 2004; Zhang et al., 2005). Une fois activée, Rac se lie à 

PAK1 et PAK3, qui modulent la formation des épines dendritiques (Zhang et al., 2005; Kreis 

et al., 2007). L’expression de mutants des protéines PAK montre que l’activité kinase de 

PAK1 tout comme celle de PAK3 est nécessaire à la formation des épines (Zhang et al., 

2005). Cette nécessité de l’activité kinase des PAK pour la régulation du nombre et de la 

morphologie des épines a également été montrée dans des neurones d’hippocampe (Boda et 

al., 2004; Zhang et al., 2005).  

4.4.3 Différenciation neuronale 

Plusieurs travaux ont attribué un rôle aux PAK dans la spécification et la différenciation 

cellulaire. PAK2 est essentiel pour la différenciation des mégacaryocytes in vitro et in vivo 

(Kosoff et al., 2015) et l’expression des PAK est augmentée pendant la différenciation induite 

par l’acide rétinoïque de cellules humaine HL-60 (Nisimoto et Ogawa, 2002). Les PAK sont 

impliquées dans la spécification et la différenciation cellulaire principalement via la voie 

Notch. Suite au clivage du récepteur transmembranaire NOTCH, le fragment intracellulaire 

(NICD) est transloqué dans le noyau, où il active la transcription de gènes en levant 

l’inhibition de co-répresseurs comme SHARP. PAK1 phosphoryle SHARP, ce qui augmente 

l’activité de répression génique de SHARP sur les cibles de la voie Notch. Cette activation de 

SHARP par PAK1 inhibe la neurogenèse (Vadlamudi, Manavathi, et al., 2005). Jacobs et coll. 

ont montré en 2007 chez la souris que PAK1 contrôlait la croissance et la spécification de 

l’axone des neurones d’hippocampe en cours de différenciation. L’activation asymétrique de 

PAK1 dans les neurones permet la polarisation de la cellule, et PAK1 activée est enrichie 

dans les axones. Les fonctions spécifiques de PAK3, l’isoforme le plus impliqué dans la 

différenciation neuronale, seront abordées plus précisément dans une partie consacrée.  

 

II. La p21-activated kinase 3   

PAK3, dont le gène est localisé sur le chromosome X, est la moins étudiée des kinases 

PAK du groupe I. Elle se distingue des autres kinases de ce groupe par son expression 

restreinte, son implication dans le retard mental non syndromique, et ses variants d’épissages.  

 

1. Expression, structure et régulation de PAK3 

PAK3 est exprimée dans les neurones, au niveau du corps cellulaire et des dendrites, en 

particulier dans les épines dendritiques, mais également dans les oligodendrocytes (Boda et 

al., 2004; Hayashi et al., 2004; Cahoy et al., 2008; Maglorius Renkilaraj et al., 2017). Elle 

possède des spécificités fonctionnelles : en 2007, mon équipe a montré que les affinités de 

PAK3 envers RAC et CDC42 n’étaient pas les mêmes, PAK3 se lie plus fortement avec 



INTRODUCTION - LES p21 ACTIVATED KINASES 

60 

 

CDC42 (Kreis et al., 2007). L’activité des PAK étant régulée par la dimérisation, l’affinité de 

PAK3 pour les différentes isoformes des PAK du groupe I a été quantifiée, et mon équipe a 

montré que PAK3a forme des homodimères avec une faible affinité, et préfère former des 

hétérodimères avec PAK1 (Combeau et al., 2012). In vivo et in vitro, PAK3 interagit 

majoritairement avec l’adaptateur Nck2 par rapport à Nck1, et n’interagit pas avec Grb2 

(Thévenot et al., 2011).  

Parmi les PAK du groupe I, la kinase PAK3 a la particularité de posséder des exons 

alternatifs dans la région codante. Ils sont situés entre les exons codants 2 et 3, au niveau des 

domaines PBD/AID juste après le domaine CRIB mais dans le domaine AID (Figure 22). Ces 

exons, appelés b et c, ont été mis en évidence successivement par mon équipe en 2003 et 2008 

et codent pour des inserts de 15 et 21 acides aminés respectivement (Rousseau et al., 2003; 

Kreis et al., 2008). Ils permettent la synthèse de quatre variants d’épissage nommés PAK3a, 

PAK3b, PAK3c et PAK3cb (appelé également PAK3d). Les différents exons sont apparus 

successivement au cours de l’évolution, l’exon b est présent chez les tétrapodes tandis que 

l’exon c n’existe que chez les mammifères (Kreis et al., 2008). Tous les variants sont 

exprimés dans le cerveau, à des niveaux différents (Figure 22), PAK3a et PAK3b sont les 

formes les plus abondantes, tandis que PAK3c est la forme la moins exprimée (Rousseau et 

al., 2003; Kreis et al., 2008).  

 

 

Figure 22. PAK3 et ses variants d’épissage. PAK3 code pour quatre variants d’épissage PAK3a ; 

PAK3b ; PAK3c et PAK3cb. (a) Représentation schématique de la protéine PAK3. Les inserts c et b 

se localisent dans la région d’interaction avec les GTPases et au début du domaine d’auto-inhibition, 

dans le domaine IS. (b) Structures des différents variants de PAK3. (c) Représentation de l’abondance 

relative de chaque protéine dans le cerveau de souris, selon leur poids moléculaire apparent. Les 

isoformes a et b sont les plus abondantes, et c est la moins exprimée (Kreis et al, 2008). 
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Mon équipe a initié la caractérisation de ces variants. Les exons étant situés dans le 

domaine régulateur, il était possible que l’insertion d’une séquence modifie les mécanismes 

de régulation de la kinase. Mon équipe a ainsi montré que les trois variants d’épissage sont 

constitutivement actifs in vitro et in vivo, leur domaine AID ne permettant pas leur inhibition : 

la présence de l’exon b au niveau du domaine AID l’empêche d’inhiber l’activité kinase, 

l’exon c aurait le même effet, étant localisé au même endroit (Rousseau et al., 2003). Il a 

également été montré que PAK3b n’était pas inhibé par la dimérisation avec PAK1, au 

contraire de PAK3a (Combeau et al., 2012). De plus, PAK3b, c et cb ont une affinité pour 

CDC42/Rac plus faible que PAK3a (Kreis et al., 2008). La présence des inserts, en particulier 

l’insert b, favorise l’interaction avec Nck. Les variants auraient donc un/des mécanisme/s de 

régulation différents de la forme PAK3a. Ces variants ont des propriétés biochimiques 

différentes et donc probablement des fonctions différentes. Dans les cellules, l’expression de 

ces variants conduit au collapse de la cellule, ce qui est similaire à ce que donne l’expression 

d’un variant constitutivement actif. 

2. PAK3  dans les pathologies neurologiques et mentales 

L’une des caractéristiques les plus importantes de PAK3 est l’implication de ses mutations 

dans la déficience intellectuelle (DI). La première mutation a été décrite en 1998, et depuis 

une dizaine d’autres ont été décrites (Figure 23). Ces mutations sont associées à des 

pathologies neurologiques diverses, allant de défauts cognitifs légers (Allen et al., 1998, 

première mutation décrite) à des défauts de développement cérébral comme de l’hypoplasie 

cérébelleuse ou la microcéphalie (Bienvenu et al., 2000; Gedeon et al., 2003; Peippo et al., 

2007; Rejeb et al., 2008; Magini et al., 2014). Ces mutations sont localisées à des endroits 

différents dans la séquence, elles modifient ou suppriment son activité kinase et affectent la 

morphologie et la densité des épines dendritiques (Figure 24 a) (Boda et al., 2004; Kreis et 

al., 2007). Les mutations nouvellement identifiées responsables d’anomalies morphologiques, 

suggèrent un rôle neuro-développemental de PAK3.  

De plus, l’expression de PAK3 est dérégulée dans plusieurs pathologies 

neurodégénératives et psychiatriques. L’analyse par qPCR de l’expression des PAK du 

groupe I dans le cerveau de patients atteints de dépression a montré une diminution de 

l’expression de PAK1 et PAK3, respectivement dans le cortex pré-frontal et l’hippocampe, 

ainsi qu’une désorganisation de leur co-expression (Fuchsova et al., 2016). PAK3 pourrait 

aussi être impliquée dans les déficits synaptiques observés chez certains patients atteints de 

schizophrénie. En effet certaines formes de GIT1 mutées exprimées par ces patients sont 

incapables d’activer PAK3 et la cascade de MAPK en aval (Kim et al., 2017). Dans le 

cerveau de patients atteints de la maladie d’Alzheimer (AD) et des modèles cellulaires et 

animaux d’AD, PAK1 et PAK3 sont sous-exprimés, or, ces deux PAK ont des fonctions dans 

la plasticité synaptique (cf I.4.4.2). De plus, PAK3 interagit avec le peptide précurseur de la 

protéine amyloïde (APP) en C-ter, et une forme dominante négative de PAK3 inhibe 

l’apoptose neuronale induite par APP (McPhie et al., 2003; Zhao et al., 2006). Le déficit de 

PAK3 pourrait être une des causes de l’augmentation de la mort neuronale et les déficits 

cognitifs observés chez ces patients AD. 
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Figure 23. Les mutations de PAK3 responsables de pathologies. 

 

3. Fonctions spécifiques de PAK3 

Dans le modèle invalidé pour PAK3, les souris présentent des défauts de plasticité 

synaptique, et des défauts de mémoire et d’apprentissage (Meng et al., 2005). Ces données,  

en corrélation avec les données cliniques sur les mutations de PAK3, suggèrent que cette 

kinase aurait des fonctions spécifiques propres, non compensées par les autres kinases du 

groupe I.  

3.1 Morphogenèse dendritique, synaptogenèse et plasticité synaptique 

Comme présenté précédemment (I.4.4.2) les kinases PAK neuronales jouent un  rôle 

crucial dans la formation des épines dendritiques, la genèse des synapses et la plasticité 

synaptique. Le fait que les mutations du gène conduisent à des DI dans un certain nombre de 

cas non syndromiques, suggère fortement que PAK3 possède des caractéristiques spécifiques 

auxquelles sont associées des fonctions spécifiques dans ces processus neuronaux, non 

compensées par les autres kinases de cette famille. PAK3 phosphorylée est très enrichie dans 

les densités post-synaptiques par rapport à PAK1, et l’induction d’une LTP chimique induit 

l’enrichissement de la protéine PAK3 phosphorylée dans les densités post-synaptiques  

(Hayashi et al., 2004) (Figure 24 b). De plus, la souris invalidée pour le gène PAK3 montre 

des défauts d’apprentissage et de LTP tardive, mais ne présente pas d’anomalies de 

morphologie des épines dendritiques (Meng et al., 2005).  

Les analyses dans d’autres modèles, sur tranche ou dans des neurones en culture nuancent 

ces données suggérant toutefois un rôle de PAK3 dans la spinogenèse et la synaptogenèse. 

Ainsi, par exemple, la surexpression d’une forme de PAK3 dépourvue d’activité kinase ou la 

diminution de l’expression de PAK3 perturbe la formation des épines. La perte d’expression 

de PAK3 par Si-RNA augmente le nombre d’épines immature et diminue le nombre d’épines 

normales suggérant un rôle de PAK3 dans la maturation des épines (Boda et al., 2004; Zhang 

et al., 2005; Dubos et al., 2012). Elle peut également affecter la croissance axonale (Dai et al., 

2014). Par ailleurs, l’inhibition de PAK3 bloque également la mise en place des branchements 
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synaptiques et permet la migration des neurones dans le cortex (Cobos, Borello et Rubenstein, 

2007; Dubos et al., 2012; Dai et al., 2014). Mon équipe a montré que l’expression d’une 

protéine PAK3 portant la mutation R67C, qui supprime l’activation de PAK3 par la voie 

Cdc42, diminue la densité des épines alors que celle de formes mutées de PAK3 supprimant 

l’activité kinase induisent des défauts de maturation des épines (Figure 24 a), suggérant que 

PAK3 est impliquée dans plusieurs étapes de la spinogenèse (Kreis et al., 2007). En accord 

avec cette hypothèse, mon équipe a montré que PAK3 interagit préférentiellement avec Ccd42 

plutôt que Rac1. Or Cdc42 est la GTPase qui contrôle la formation des filopodes, et ceux-ci 

sont une des premières étapes dans la formation des épines et interviennent également dans 

leur maintien (Kreis et al., 2007; Murakoshi, Wang et Yasuda, 2011). Une autre voie 

importante implique le complexe GIT/PIX/PAK3 qui permet l’activation de la kinase PAK3 

par les GTPases et en la recrutant à la membrane et au niveau des densités post-synaptiques 

(Zhang et al., 2005).  

En 2015, Hussain et collègues ont démontré dans des neurones de rats que PAK3 

phosphoryle GluA1, une sous unité des récepteurs AMPA, ce qui localise et maintient le 

récepteur à la membrane (Hussain et al., 2015). Ceci pourrait être un autre mécanisme par 

lequel PAK3 participe à la plasticité synaptique. 

 

Figure 24. PAK3 et la régulation de la morphogenèse dendritique. (a) Altérations des épines 

associées aux mutations de PAK3 dans des neurones pyramidauxv (Kreis et al., 2007). (b) Schéma 

illustrant le rôle de PAK3 dans la dynamique des épines dendritiques induite par l’activité synaptique. 

La stimulation de l’épine entraîne le recrutement de PAK3 dans la tête de l’épine, ou elle contribue à 

la régulation de la taille et stabilise l’épine. Simultanément, la quantité de PAK3 diminue des épines 

adjacentes, ce qui permet la formation de nouvelles épines. En cas de perte de fonction de PAK3, 

l’apparition d’épines n’est plus contrôlée.  
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3.2 Cycle cellulaire et différenciation 

Il a été montré que la kinase PAK3 est impliquée dans la sortie du cycle cellulaire et la 

différenciation des progéniteurs neuraux au cours de l’embryogenèse chez le Xénope 

(Souopgui, Sölter et Pieler, 2002). La réduction de l’expression de PAK3 par morpholinos 

dans les embryons de Xénope est corrélée à une hyperprolifération des cellules du tissu neural 

et à l’inhibition de la différenciation neuronale. Au contraire une forme constitutivement 

active de PAK3 induit la sortie du cycle cellulaire et une différenciation neuronale précoce. Il 

en est de même dans le pancréas de souris, où PAK3 est impliquée dans l’arrêt de la 

prolifération des précurseurs des cellules β (Piccand et al., 2014). 

Plusieurs données suggèrent que PAK3 agirait en aval des facteurs de transcription 

proneuraux. Chez le Xénope, les facteurs de transcription Neurog2, NeuroD1 et ebf3 peuvent 

induire une expression ectopique de PAK3, alors que la perte de PAK3 peut empêcher la 

capacité de ces facteurs à induire la neurogenèse (Souopgui, Sölter et Pieler, 2002). Toujours 

chez le Xénope, la maturine, exprimée fortement dans les neurones en cours de 

différenciation, agirait en synergie avec PAK3 pour favoriser la différenciation neuronale 

(Martinez-De Luna et al., 2013). Dlx1/2 inhibe l’expression de PAK3  dans les neurones, ce 

qui empêche l’augmentation du nombre de dendrites et d’épines dendritiques (Cobos, Borello 

et Rubenstein, 2007). Dans un autre système, au cours du développement embryonnaire du 

pancréas chez la souris, l’expression de PAK3 est stimulée par la neurogénine (Neurog3) 

(Piccand et al., 2014). 

De plus, des travaux très récents ont étudié l’impact de la perte de PAK3 sur la 

différenciation oligodendrogliale. Maglorius Renkilaraj et coll. ont ainsi montré que PAK3 

était fortement exprimée dans les précurseurs des oligodendrocytes (OPC) par rapport aux 

oligodendrocytes différenciés de rats et de souris, et a mis en évidence des défauts de 

myélinisation consécutifs à une différenciation oligodendrocytaire altérée chez la souris KO 

pour PAK3 (Maglorius Renkilaraj et al., 2017). L’ensemble de ces données obtenues dans 

différents modèles suggère que PAK3 pourrait posséder des fonctions dans le contrôle de la 

sortie du cycle cellulaire et la régulation de la différenciation, dans différents types cellulaires 

et en aval des facteurs de transcription proneuraux. 

 

III. Les PAK du groupe I et cancer  

Les PAK sont au centre de plusieurs voies de signalisation centrales dans l’oncogenèse. 

Elles ne sont pas fréquemment mutées mais la plupart des isoformes des PAK ont des effets 

oncogènes lorsqu’elles sont activées, par une surexpression ou par des mutations touchant 

leurs régulateurs, ce qui est fréquemment décrit dans diverses tumeurs humaines. En effet 

elles activent des processus cellulaires typiquement impliqués dans les cancers, comme 

l’acquisition de signaux de croissance autonomes, d’échappement à l’apoptose et 

l’augmentation de la capacité migration et d’invasion cellulaire (Radu et al., 2014). En 1997, 

le groupe de Chernoff et Field a produit la première preuve de l’implication de PAK1 dans la 
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transformation en cellule tumorale. Ils ont montré dans des fibroblastes de rat que l’inhibition 

de PAK1 par l’utilisation d’un dominant négatif dépourvu d’activité kinase empêchait la 

transformation médiée par Ras (Tang et al., 1997). Les PAK du groupe I comme celles du 

groupe II sont actuellement des cibles thérapeutiques dans le traitement du cancer, et l’étude 

de leur fonctionnement dans de nombreux types de tumeurs fait l’objet de très nombreux 

travaux.  

1. Défauts de régulation de l’expression des PAK dans les cancers 

Les PAK sont amplifiées, surexprimées ou sur-activées dans un très grand nombre de 

cancers humains (Tableau 6). PAK1 est surexprimée dans une grande variété de tumeurs, 

alors que la dérégulation de l’expression de PAK2 n’a été observée que dans les cancers du 

sein et du poumon. En ce qui concerne PAK3, et bien que quelques mutations dans ce gène ait 

été identifiées dans des cancers (Greenman et al., 2007), sa surexpression n’a été décrite que 

dans une étude et pour un seul type de tumeur, les tumeurs neuroendocrines à ACTH (R. Liu 

et al., 2010). Le mécanisme de surexpression des PAK le mieux décrit est l’amplification 

génique, mais la surexpression peut également être le résultat d’une augmentation du 

messager ou de la protéine, en absence d’une amplification génique. De plus, les PAK 

peuvent être sur-activées par la mutation de leurs régulateurs (King, Nicholas et Wells, 2014; 

Radu et al., 2014). L’activité des kinases PAK est influencée par leur localisation, or dans 

certains cancers cette localisation peut être perturbée : augmentation de PAK1 phosphorylée 

(PAK1p) dans le cytoplasme observée dans les glioblastomes, augmentation de PAK1p 

nucléaire dans les cancers du sein (Tableau 6). Ces augmentation de PAK1p sont corrélées 

négativement à la survie des patients et à la progression tumorale (Aoki et al., 2007; King, 

Nicholas et Wells, 2014). Des modifications de la phosphorylation de PAK1/2 ont également 

été trouvées, dans des tumeurs de cancer du sein et des reins par exemple (Tableau 6). Un 

résumé de l’expression des PAK du groupe I dans les cancers est présenté dans le tableau 

suivant. 

Isoforme Cancer Altération Référence Signes cliniques 

associés 

PAK1 Carcinome 

gastrique 

Exp Wu et al., 2013, 

Li et al., 2013,2015 

Invasion et métastase 

 Carcinome 

hépatique 

Exp 

Amp 

Ching et al., 2007, 

Xu et al., 2012 

Métastase, mauvais 

pronostic, infection 

HBV 

 Carcinome oral Amp Tu et al., 2011 Progression tumorale 

 Colorectal Exp Carter et al., 2004, 

Qing et al., 2012, 

Song et al., 2015 

Progressino maligne, 

mauvais pronostic 

 Endométrial Exp Lu et al., 2013 Progression et 

métastase 

 Œsophage Exp Gan et al., 2015 Métastase et mauvais 

pronostic 

 Gastrique Exp Li et al., 2012, 

Wang et al., 2015, 

Métastase et mauvais 

pronostic 

  Amp Qian et al., 2014 Croissance tumorale 
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 Glioblastome Act Aoki et al., 2007 Survie plus courte 

 Lymphome à 

cellules T 

Amp Mao et al., 2003  

 Mélanome Exp, Amp Ong et al 2013 Croissance tumorale 

 Ovaire Ampl Brown et al., 2008, 

 Schraml et al., 2003, 

Siu, Wong et al., 2010 

Tumeur de haut grade, 

mauvais pronostic 

  Exp, Act Davidson et al., 2008, 

Siu et al., 2010a,b 

 

 Pancréas Exp Jagadeeshan et al., 2015, 

Zhou et al., 2014 

Tumorigenèse et 

invasion 

 Peau Exp Chow et al., 2012, Grade avancé 

 Poumon Exp Ong et al., 2011 Survie et prolifération 

cellulaire 

 Prostate Exp Goc et al., 2013 Croissance tumorale et 

microinvasion 

 Rein Act, Exp 

 

O’Sullivan et al., 2007 Croissance tumorale et 

résistance au 5-

fluorouracil 

 Sein Exp 

 

Balasenthil et al., 2004, 

Holm et al., 2006; Bostner 

et al., 2010, Kok et al., 

2011,Ong et al., 2015 

Résistance au 

tamoxifène, mauvais 

pronostic 

  Act, Amp Bostner et al., 2007, 

Vadlamudi et al., 2000, 

Ong et al., 2015 

 

 Tête et cou Exp Park et al., 2015 Agressivité tumorale et 

mauvais pronostic 

 Vessie Am, 

Exp 

Ito et al., 2007, 

Huang et al., 2015 

Développement et 

progression tumorale 

 Voies urinaires Exp, Act Kamai et al., 2010 Invasion et métastase 

 Trophoblastie 

gestationnelle 

Exp, Act Siu et al., 2010 Phénotype aggressif, 

prolifération et 

invasion 

 Thyroïde Exp, Act McCarty et al., 2010 Migration et invasion 

PAK2 Foie Exp Sato et al., 2013 Migration cellulaire 

 Gastrique Exp Gao et al., 2014 Progression tumorale 

et pronostic mauvais 

 Ovaire Act Siu et al.,  2010a,b  

 Sein Exp Act Li et al., 2011,  

Vadlamudi et al., 2000, 

Stofega et al., 2004 

Résistance à la 

chimiothérapie 

PAK3 Neuroendocrine Exp Liu et al., 2010 Migration et invasion 

Tableau 5. Altérations des PAK du groupe I dans les cancers humains. Act, Suractivation ; 

Exp, Surexpression ; Amp, Amplification. Adapté à partir de Kumar et Li 2016. 

 

2. Les PAK du groupe I et la progression tumorale 

La transformation d’une cellule en cellule cancéreuse est un processus qui comprend 

généralement une accumulation progressive d’erreurs génétiques qui entraînent une 
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dérégulation des voies de signalisation et de l’expression d’oncogènes, ce qui a pour 

conséquence une modification des processus de migration, différenciation et de prolifération 

cellulaires. Depuis 1996 les PAK du groupe I, et en particulier PAK1 font l’objet de 

recherches intensives pour comprendre leurs dérégulations dans les cancers et leur intérêt en 

tant que cibles thérapeutiques. La transformation tumorale est associée à la dérégulation de 

plusieurs mécanismes fondamentaux entraînant l’acquisition de plusieurs propriétés 

fondamentales (Hanahan et Weinberg, 2011) : La prolifération indépendante des facteurs de 

croissance, l’échappement au contrôle de la croissance cellulaire, la résistance à la mort 

cellulaire, l’induction de l’angiogenèse, l’activation de la métastase et l’invasion, 

l’immortalité (Figure 25).  

 

 

Figure 25.  Caractéristiques fondamentales acquises par les cellules cancéreuses. (Hanahan et 

Weinberg, 2011) 

 

2.1 Altération de la prolifération cellulaire 

La signalisation PAK a un rôle critique lors de la progression du cycle cellulaire. De 

manière générale, les kinases PAK favorisent la progression du cycle cellulaire lorsqu’elles 

sont surexprimées et l’empêche lorsqu’elles sont inhibées ou délétées (cf I.4.2). Les 

surexpressions et sur-activations des PAK dans les cancers entraînent donc la dérégulation de 

la prolifération cellulaire, et cette dérégulation permet, entre autre, la croissance indépendante 

de l’ancrage et de la stimulation par des facteurs de croissance. Les mécanismes sous-jacents 
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connus sont liés à l’intervention des PAK dans les signalisations ERK, Akt et Wnt, et aux 

cibles des PAK comme Aurora A ou la PLK1, décrites dans un chapitre précédent (cf I.5.2). 

Une grande partie des études sur les fonctions des PAK dans les cancers ont été réalisées dans 

des cellules de cancer du sein.  

Des travaux ont mis en évidence que la croissance indépendante de l’ancrage de cellules 

épithéliale mammaire requière une kinase PAK1 activée pour stimuler les voies MAPK et 

MET. Cette croissance indépendante de l’ancrage peut être induite par l’expression d’une 

PAK1 constitutivement active dans les cellules, et entraîne des défauts de la mitose (Howe et 

Juliano, 2000; Vadlamudi et al., 2000). Dans les tumeurs portant des mutations de K-Ras ou 

B-Raf, PAK1 permet la prolifération cellulaire d’une manière indépendante, inconnue, des 

voies RAF/ERK/MEK ou PI3K/Akt (Tabusa, Brooks et Massey, 2013). Inversement, 

l’inhibition de PAK1 bloque la progression de la phase G1, en supprimant les activations de 

ERK et Akt par K-Ras, et l’expression d’une kinase PAK1 dépourvue d’activité kinase dans 

des fibroblastes permet d’empêcher la croissance indépendante de l’ancrage induite par Ras, 

ce qui montre bien la nécessité de l’activité kinase de PAK1 dans l’acquisition de cette 

propriété (Chow et al., 2012; Tang et al., 1997). PAK1/ et 2 agiraient principalement à travers 

les voies PI3K et JAK2/STAT5, mais aussi par la voie Wnt (Balasenthil et al., 2004; Tao et 

al., 2011). Ainsi,  dans des cellules de schwannome, PAK2 est vitale pour la prolifération et 

active la voie Wnt. Les premières études sur PAK1, réalisées notamment dans le laboratoire 

de Rakesh Kumar, se sont focalisées sur l’activation de PAK1 par ErbB2, un de ses 

régulateurs (Kumar et Li, 2016). L’amplification ou la surexpression d’ErbB2 peut induire la 

prolifération cellulaire via l’activation de PAK1, et cette activation mène à la prolifération  et 

la transformation cellulaire par les voies MAPK/ERK et Akt. In vivo l’inhibition de l’activité 

de PAK1 empêche cette transformation (Arias-Romero et al., 2010).  

Les neurofibromatoses (NF) sont causées par la perte de fonction des gènes suppresseurs 

de tumeur NF1 ou NF2. Ces maladies entraînent des tumeurs du système nerveux. Des 

données montrent les liens entre NF et PAK. Dans les NF, PAK1 favorise la croissance 

tumorale. Dans la neurofibromatose de type 2 (NF2), PAK1 et PAK2 sont suractivées. PAK1 

et PAK2 phosphorylent et inhibent Merlin (Kissil et al., 2002). Merlin permet l’inhibition de 

la croissance cellulaire en absence de signaux de croissance, et il existe une boucle de 

régulation négative de Merlin sur les PAK : Merlin s’associe aux PAK inactives et empêche 

leur activation. La phosphorylation de Merlin empêche également cette régulation (Ye et 

Field, 2012). 

2.2 PAK et résistance à la mort cellulaire 

L’inhibition de l’apoptose cellulaire est une étape indispensable de la tumorigenèse. Les 

PAK du groupe I peuvent y jouer un rôle à travers plusieurs substrats et voies de 

signalisations (cf I.4.3). Bcl-2 et Bcl-X sont des protéines proto-oncogènes. Comme décrit 

précédemment, BAD forme un complexe inhibiteur avec Bcl2 qui permet l’apoptose. PAK1 

protège les cellules de l’apoptose de plusieurs manières : Tout d’abord, PAK1 induit la 

phosphorylation de Raf1, ce qui stimule sa translocation à la membrane et la formation d’un 
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complexe Raf1/Bcl2 qui permet la phosphorylation de BAD et inhibe l’apoptose (Jin et al., 

2005; Ye et al., 2011; King, Nicholas et Wells, 2014). De plus, PAK1 favorise la survie 

cellulaire en phosphorylant DLC1 et BimL (Vadlamudi, Bagheri-Yarmand, et al., 2004). 

PAK1 est donc lié à de nombreuses protéines intervenant dans la voie Bcl2 qui peuvent 

favoriser la survie cellulaire. L’isoforme PAK2 quant à elle peut favoriser la survie via la 

phosphorylation de la caspase 7, ce qui inhibe son activité et réduit l’apoptose (X. Li et al., 

2011). PAK2 peut également inhiber sa propre activité apoptotique en empêchant son propre 

clivage. Dans des modèles de cancer du sein, PAK1 pourrait inhiber une autre caspase, la 

caspase 3, et la polymérase PARP (poly(ADP-ribose) polymerase) qui interviennent dans le 

déclenchement de la mort cellulaire par anoïkis. La diminution de l’activité de PAK1 initie le 

clivage de la caspase3 pendant l’anoïkis dans des cellules MCF10 (King, Nicholas et Wells, 

2014). PAK1 est aussi impliquée dans l’augmentation de la résistance à l’apoptose à travers 

l’activation de la voie NFkB (cf I.4.3). 

 

 

Figure 26. Implication des PAK dans les mécanismes de résistance à l’apoptose et 

d’indépendante aux signaux de croissances. Les flèches en pointillé indiquent que PAK est impliqué 

dans l’activation du substrat, mais que le mécanisme n’est pas connu.  ER, oestrogen receptor; H3, 

histone 3; NF-κB, nuclear factor-κB; RAN1, Ras-related nuclear protein 1. D’après Radu et al., 2104. 
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2.3 Invasion et métastase 

La migration et l’invasion cellulaires sont des propriétés clés dans les mécanismes 

métastatiques. Elles nécessitent le remodelage du cytosquelette, la disparition des adhésions 

cellulaires, et le relargage de protéines qui digèrent la matrice extracellulaire. Les PAK jouent 

un rôle important dans la régulation de ces mécanismes, auxquels participent des GEFs, des 

GAPs, et des GDI qui régulent l’activité des GTPases, et des protéines agissant directement 

sur l’actine (cf I.4.1) Etant donné les connaissances sur l’implication des PAK dans le 

remodelage du cytosquelette, la stimulation de la migration et de l’invasion par PAK1 a été 

étudiée de manière intensive, en particulier dans le contexte du cancer du sein. La disparition 

des adhésions cellulaire favorise l’invasion et la métastase. En réalisant des gains et des pertes 

de fonction, plusieurs équipes et en particulier celle de R. Kumar,  ont établi que l’inactivation 

de PAK par l’expression d’un dominant négatif dans des cellules diminuait leur capacité de 

migration et d’invasion, en favorisant entre autre la formation d’adhésions focales stables, à 

travers le complexe PIX/GIT1/paxilline. PAK1 peut également augmenter la motilité à travers 

la réduction des fibres de stress (cf I.4.1). La phopshorylation de SNAIL et CRKII par PAK1 

induit l’inhibition de l’expression de la cadhérine E (Elloul et al., 2010; Rettig et al., 2012). 

Ceci favorise la transition épithélio-mésenchymateuse des cellules. L’isoforme PAK2 est 

également impliquée dans la motilité des cellules tumorales. La diminution de l’expression de 

PAK2 par siRNA entraîne une augmentation de la taille des adhésions focales et une 

diminution de la migration cellulaire (M. Sato et al., 2013). PAK1 et PAK2 augmenteraient la 

migration et l’invasion cellulaire en partie à travers leur capacité à activer les voies Akt et Erk 

(Huynh et al., 2010).  

L’invasion tumorale nécessite également des changements dans la matrice extracellulaire. 

La destruction de la matrice est contrôlée en partie par le relargage de métalloprotéases 

(MMP). PAK1, 2, 4 et 5 régulent l’expression des MMP dans plusieurs types de cellules 

cancéreuses. L’augmentation des MMP serait due à l’activation de JNK par les PAK (Radu et 

al., 2014). Ceci est en accord avec le résultat de la suppression de l’expression de PAK1 dans 

des cellules de cancer de la prostate, qui est associée à une motilité et une sécrétion de MMP6 

réduite (Goc et al., 2013; Rider, Oladimeji et Diakonova, 2013). 

 

2.4 Angiogenèse et vascularisation 

L’angiogenèse et la vascularisation reposent pour la plus grande partie sur les mécanismes 

de migration des cellules endothéliales et des fibroblastes. Etant donné les fonctions des PAK 

dans ces mécanismes, il n’est pas surprenant qu’elles soient impliquées dans l’angiogenèse. 

Rac1 et Cdc42 ont été associés avec la formation des vaisseaux sanguins, avec la prolifération 

et la migration des cellules vasculaires. Il n’a pas encore été démontré si ces effets sont dus à 

une voie de signalisation passant par PAK. Cependant les KO de PAK2 et PAK4 sont létaux 

au stade embryonnaire en raison de défauts de développement des organes, et la délétion de 

PAK2 au niveau endothélial est létale et entraîne des défauts de la formation des vaisseaux 

sanguins (Leung et Jia, 2016). Il n’y a pas de phénotype vasculaire, c'est-à-dire aucun défaut 

de la vascularisation, sur les modèles de KO PAK1 et PAK3, mais ces kinases sont peu 
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exprimées dans les cellules endothéliale où PAK2 est l’isoforme dominante (Radu et al., 

2014). Dans un autre modèle, Danio rerio (poisson-zèbre), les mutations inactivatrices de 

PAK2 entraînent l’apparition d’hémorragies cérébrales (Buchner et al., 2007). Dans les 

modèles de KO de Rac et Akt, la surexpression d’une forme constitutivement active de PAK1 

est suffisante pour rétablir la migration des fibroblastes et des cellules endothéliales (Maroto 

et al., 2008; Somanath et al., 2009). A l’inverse, l’inhibition de PAK1 réduit la motilité de ces 

cellules et l’angiogenèse (Kiosses et al., 1999, 2002). Les PAK sont également des 

régulatrices de la perméabilité de la barrière endothéliale. La régulation de l’activation de la 

VE-cadhérine par la voie Rac-PAK stabilise ou déstabilise les jonctions endothéliales. En 

2015, l’équipe de Chernoff a démontré que la délétion spécifique de PAK2 dans les cellules 

endothéliale était létale au stade embryonnaire chez la souris. PAK2 est indispensable à 

l’angiogenèse et la maintenance de la barrière endothéliale à travers une voie Bmk1/Erk5 

(Radu et al., 2015).  

 

Figure 27. Implication de la signalisation PAK dans l’angiogenèse et la modulation de la 

perméabilité vasculaire. Les PAK contrôlent des mécanismes cellulaires cruciaux pour 

l’angiogenèse, comme la prolifération, la survie, les adhésions et la survie des cellules endothéliales. 

Dans les cellules endothéliales, la phosphorylation de BAD et CRAF par PAK protège la cellule 

contre l’apoptose et la voie Rac-PAK-ERK régule la prolifération et la migration. Le contrôle de la 

perméabilité vasculaire est réalisé par la modulation de la contractilité et des adhésions cellule-cellule. 

La phosphorylation de la VE-cadhérine entraîne son internalisation et sa dégradation. bFGF, basic 

fibroblast growth factor; CDC42, cell division control protein 42; CDKs, cyclin-dependent kinases; 

FAK, focal adhesion kinase; GIT1, ARF GTPase-activating protein; NCK1, NCK adaptor protein 1; 

TNFα, tumour necrosis factor-α; VEGF, vascular endothelial growth factor. 



INTRODUCTION - LES p21 ACTIVATED KINASES 

72 

 

 

3. PAK et gliomes 

L’expression et les fonctions des PAK du groupe I dans les tumeurs cérébrales ont été peu 

étudiées, alors qu’il existe quelques données concernant les PAK du groupe II : Dans les 

gliomes, la surexpression de PAK4 est associée à un grade avancé de la tumeur, et favorise la 

métastase et la résistance à l’anoïkis et à la sénescence (Kesanakurti et al., 2012; Franovic et 

al., 2015), la surexpression de PAK5 favorise la croissance tumorale (Gu et al., 2015). La 

première et unique étude s’étant intéressée aux PAK du groupe I a été réalisée par Aoki et 

collègues en 2007. Cette étude réalisée sur 136 patients  atteints de glioblastome met en 

évidence une corrélation entre la présence d’une protéine PAK1p dans le cytoplasme des 

cellules tumorales et un mauvais pronostic. La suppression de l’expression de PAK1 par 

siRNA n’a pas d’effet sur la viabilité cellulaire mais diminue la capacité des cellules à envahir 

le tissu environnant (Aoki et al., 2007). Il n’existe aucune étude rapportant la mutation ou la 

surexpression/suractivation de PAK3 dans les gliomes. Récemment, une étude a suggéré 

l’implication de PAK1 dans le développement d’un glioblastome après un traitement par du 

Fingolimod, un agent pharmaceutique utilisé dans le traitement de prévention des récidives de 

la sclérose en plaque (Sharim et al., 2016).  

Si les PAK du groupe I n’ont été que peu étudiées en elles-mêmes dans les gliomes, les 

voies qu’elles régulent ou qui les régulent l’ont été. Il existe plusieurs preuves de 

l’implication de la voie PI3K/Akt dans la croissance tumorale des gliomes, de la dérégulation 

des voies ERK/MAPK et NFκB, et de celle de Rac1 (Voir Gliomes III). Rac1 favorise le 

maintien des cellules souches de cancer. En effet l’utilisation de siRNA dirigés contre Rac 

diminue l’auto-renouvellement des cellules, leur propriété invasive, et la formation de 

tumeurs après injection sous-cutanées chez la souris (Yoon et al., 2011). Dans une autre 

étude, la suppression de l’activité de Rac1 par l’utilisation d’un dominant négatif induit 

l’apoptose dans des lignées cellulaires de glioblastome et d’oligodendrogliome, et non celle 

de cellules astrocytaires normales (Senger et al., 2002). 

4. Inhiber les PAK du groupe I dans les cancers 

Le lien entre PAK et cancer a motivé la recherche et le développement d’inhibiteurs des 

kinases PAK. La difficulté principale dans le développement d’inhibiteurs de protéines 

kinases spécifiques est la forte conservation du domaine catalytique. Même si certains 

inhibiteurs de kinases, comme l’imatinib mesylate (Glivec®), sont des succès 

pharmaceutiques, la plupart ciblent un grand nombre de kinases différentes et entraînent des 

effets secondaires importants. Le développement d’inhibiteurs spécifiques d’isoforme est 

rendu très difficile par la forte similarité structurale entre les isoformes des PAK. Différents 

inhibiteurs ont été générés, en utilisant des stratégies différentes (Coleman et Kissil, 2012).  
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4.1 Les inhibiteurs compétitifs de l’ATP 

Ces inhibiteurs ciblent le site de liaison à l’ATP. Plusieurs composés ont été identifiés, 

mais ce type d’inhibiteur manque de spécificité et inhibe un trop grand nombre de kinases 

pour être utilisé en thérapie. Les plus connus des inhibiteurs pan-kinases ayant une forte 

activité sur PAK1 sont le CEP-1347, un dérivé de la staurosporine, et l’OSU-03012, dérivé du 

celecoxib (Coleman et Kissil, 2012). L’OSU-03012, un inhibiteur de PDK1, s’est révélé 

efficace pour diminuer la phosphorylation de PAK1. Parmi les inhibiteurs créés pour être 

spécifiques des PAK, un seul a été testé chez les patients. Le PF-3758309 de Pfizer, un 

inhibiteur réversible des PAK des groupes I et II, s’est révélé efficace pour diminuer la 

croissance de plusieurs types de cellules tumorales (Murray et al., 2010). Ce composé a été 

testé en phase clinique de type I, mais ce test n’a pas été mené à son terme à cause d’effets 

secondaires non désirés et d’un manque d’efficacité. Un autre inhibiteur, FL172, s’est révélé 

posséder une certaine spécificité envers les PAK du groupe I par rapport aux PAK du groupe 

II en raison de la taille imposante de son groupement métallique s’adaptant à la poche de 

liaison à l’ATP de PAK1 (Maksimoska et al., 2008). Cependant ce type de composé ne peut 

être utilisé in vivo en raison de sa toxicité. Le FRAX597, d’Afraxis, permet l’inhibition des 

PAK du groupe I in vitro, ce qui entraîne la diminution de la croissance tumorale d’un modèle 

de shwannome (Licciulli et al., 2013).  

4.2 Les inhibiteurs allostériques 

Les mécanismes de régulation de l’activité des PAK du groupe I permettent le 

développement d’inhibiteurs allostériques. Un inhibiteur allostérique régule l’activité d’une 

protéine en se liant à un site différent des sites catalytiques. Cette approche permet une plus 

grande spécificité des inhibiteurs et a été utilisée pour la création de l’IPA-3 par le Fox Chase 

Cancer. L’IPA-3 est spécifique des PAK du groupe I par rapport aux PAK du groupe II et a 

une action limitée sur les autres kinases, car cette petite molécule cible le mécanisme de 

régulation par l’AID (Deacon et al., 2008). L’IPA-3 empêche l’auto-phosphorylation de 

PAK1 déclenchée par la liaison d’une GTPase en se liant de manière covalente au domaine 

régulateur (Viaud et Peterson, 2009). Cependant, même si cet inhibiteur est utilisé in vitro 

avec succès, il est peu probable qu’il devienne un agent thérapeutique. Sa composition est peu 

propice à une utilisation chez les patients, en raison de son instabilité après délivrance par 

voie orale. Des dérivés de ce composé ont été récemment créés, mais il n’existe que peu de 

données sur l’inhibition spécifique des PAK chez l’humain à l’heure actuelle. 

4.3 Autres inhibiteurs 

D’autres types de molécules ont été générés pour inhiber les PAK du groupe I. Elles sont 

principalement utilisées pour l’étude des PAK in vitro en raison des difficultés de délivrance 

de la molécule chez les patients. Tout d’abord des peptides sont utilisés, comme le peptide 

inhibiteur AID, qui a malheureusement des effets secondaire indépendants des PAK, et le 

peptide TAT-PAK18, pouvant pénétrer la membrane cellulaire (Hashimoto et al., 2010). Une 
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autre approche est l’utilisation d’ARN interférents. Mais se pose toujours la question de la 

délivrance et de la stabilité de l’inhibition du gène. 

Même si les PAK sont maintenant clairement identifiées comme des cibles thérapeutiques 

intéressantes, leur inhibition reste problématique. En raison de leurs distributions et de leur 

spécificité de substrats, inhiber toutes les PAK peut donner lieu à de nombreux effets 

secondaires, comme cela a été observé pour le PF-3758309. Il est donc nécessaire de mettre 

au point des composés inhibant de manière spécifique les différents isoformes. Les inhibiteurs 

fonctionnant de manière allostériques semblent les plus prometteurs. 
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OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THESE 

Les p21-activated kinases (PAK) interviennent dans de nombreux processus biologiques 

allant de la régulation de la dynamique du cytosquelette et de la motilité à la tumorigenèse et 

la survie cellulaire. La plupart des fonctions biologiques des kinases PAK du groupe I ont été 

décryptées par l’utilisation du domaine auto inhibiteur de PAK1 et il existe peu d’études 

spécifiques des autres isoformes des PAK du groupe I et en particulier de PAK3. Dans le 

contexte de la physiopathologie des gliomes, les kinases PAK1 et PAK3 pourraient jouer des 

rôles différents. PAK1 est un oncogène souvent sur-activé et surexprimé dans différents types 

de cancers et est intimement lié à la progression tumorale et la résistance aux thérapies. En 

effet de nombreux substrats identifiés de PAK1 sont impliqués dans des voies de signalisation 

mitogènes, angiogeniques et métastatiques. Ces données et la place de PAK1 comme acteur 

centrale de voies de signalisation en font une cible très attractive pour les thérapies anti 

cancéreuses. A l’inverse, PAK3 est plutôt impliqué dans les mécanismes de différenciation et 

de sortie de cycle, et aucune étude n’a relié son amplification ou sur-activation avec la 

progression tumorale. 

Les kinases PAK possédant de fortes identités de séquences, il est généralement admis 

qu’elles possèdent des fonctions similaires et des substrats identiques. Toutefois, dans les 

gliomes, très peu d’études se sont concentrées sur les kinases PAK et plusieurs arguments 

nous permettent de proposer un rôle de PAK3 très différent de celui de PAK1 dans 

l’oncogenèse.  

Mon travail de thèse a donc consisté à explorer la possibilité que la kinase PAK3 inhibe la 

prolifération des cellules et ralentirait la croissance tumorale, en contrôlant la transition post-

mitotique des cellules immatures des gliomes. PAK3 possèderait dans ce cas certaines 

caractéristiques de gène suppresseur de tumeur, ce qui l’opposerait à l’oncogène PAK1. Mon 

objectif était d’amorcer l’étude des rôles respectifs des kinases PAK1 et PAK3 dans la 

physiopathologie des gliomes malins. 

Mon travail a consisté tout d’abord en l’étude de l’expression des PAK dans les gliomes 

humains. La seconde partie de mon travail a été réalisée sur des lignées de cellules de 

gliomes. J’ai d’abord caractérisé le phénotype de ces lignées, avant de m’intéresser aux 

variations de l’expression de PAK1 et PAK3 au cours de la différenciation des cellules de 

gliome in vitro. Enfin j’ai entamé l’étude du rôle de PAK3 par gain et perte de fonction en 

réalisant la suppression de son expression dans ces cellules. 
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RESULTATS 
 

I. Expression des PAK dans les gliomes 

1. Expression des PAK dans les tumeurs 

Nous avons débuté notre travail par l’observation des niveaux d’expression des gènes des 

p21-activated kinases du groupe I dans plusieurs types de tumeurs ainsi que dans du cerveau 

normal. Ces analyses ont été réalisées à l’aide du logiciel R2 (Genomic analysis and 

Visualization platform https://hgserver1.amc.nl/cgi-bin/r2/main.cgi) de la plateforme 

d’analyse de l’Academic Medical Center (AMC) sur les données mesurées par  puces 

Affymetrix issues de plusieurs études.  

Au contraire de PAK2, PAK1 et PAK3 sont plus fortement exprimés dans le cerveau sain 

que dans les tumeurs (Figure 28.a), ce qui est probablement dû à la différence de composition 

en cellules neuronales et gliales entre ces tissus, PAK1 et PAK3 étant peu exprimés dans les 

cellules astrocytaires (Cahoy et al., 2008; Kreis et Barnier, 2009). La base de données de 

RNAseq établie par Zhang et al., nous a permis de comparer l’expression de PAK1, PAK2 et 

PAK3 entre les types cellulaires du cerveau de souris (Figure 28.b) ; 2014, 

http://web.stanford.edu/group/barres_lab/brain_rnaseq.html). Comme décrit précédemment, 

PAK1 et PAK3 ne sont que peu ou pas exprimés dans les astrocytes et les cellules 

endothéliales, au contraire de PAK2. PAK3 a l’expression la plus restreinte. Il est 

principalement exprimé dans les neurones, puis dans les OPC et les oligodendrocytes néo-

formés. L’expression de PAK3 diminue donc au cours de la différenciation des 

oligodendrocytes.  PAK1 est exprimé de manière équivalente dans les différents types de 

tumeurs, et pour un même type de tumeur son expression varie peu entre individus. 

L’expression de PAK2 est assez homogène, il est surexprimé dans tous les types de tumeurs 

par rapport au cerveau normal. A l’inverse, PAK3 est plus fortement exprimé dans les tumeurs 

du système nerveux, les gliomes et les neuroblastomes, et pour chaque type de tumeur les 

valeurs sont très dispersées, la plus grande variabilité étant observée pour les gliomes (Figure 

28.a). Les gliomes sont des tumeurs très hétérogènes que ce soit au niveau inter comme intra-

tumoral. Sachant que PAK3 est préférentiellement exprimé dans les cellules neurales, la 

dispersion de ses données d’expression pourrait refléter les différences de composition 

cellulaires entre tumeurs. L’expression de PAK3 pourrait donc être un paramètre 

discriminant pour différencier des sous-types de gliomes. L’expression de certains gènes 

exprimés préférentiellement dans des types cellulaires particuliers a également été analysée 

(Figure 28.c). Il s’agit de gènes neuronaux (DCX, CAMK2) ainsi que des gènes exprimés par 

les cellules de type glial (S100β, GFAP, OLIG2), et le marqueur nestine (NES) de cellule 

souche neurale. Les gènes GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein), astrocytaire S100β (S100 

Calcium-Binding protein β) et oligodendrocytaire OLIG2 (oligodendrocyte transcription   

https://hgserver1.amc.nl/cgi-bin/r2/main.cgi
http://web.stanford.edu/group/barres_lab/brain_rnaseq.html
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Figure 28. Expression des PAK dans les tumeurs. (a) et (c) Box plots d’expression de gènes dans des 

tumeurs. Puces Affymetrix (sonde u133p2, représentation en log2). Academic Medical Center database (AMC). 

Données extraites des cohortes suivantes : cerveau normal (CN, Berchtold, n = 172) ; gliome (Gl, French, n = 

284) ; neuroblastome (Ne, Versteeg, n = 88) ; vessie (Ve, Riester, n = 93) ; côlon (Co, Sieber Smith, n = 355) ; 

poumon (Po, Expo, n = 114); sein (Se, Bos, n = 204; ovaire (Ov, Expo, n=256) ; rein (Re, Expo, n = 261). (b) 

Expression des gènes PAK analysée par RNAseq, données obtenues par Zhang et al., (2014), FPKM = 

Fragments Per Kilobase Million, à partir d'astrocytes (As), neurones (Ne), OPC, oligodendrocytes nouvellement 

formés (ON), oligodendrocytes myélinisants (OM), microglie (Mi), cellules endothéliales (En) 
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factor 2) sont exprimés dans les gliomes à des niveaux élevés, ce qui est dû à la composition 

cellulaire majoritairement gliale de ces tumeurs. Le gène NES est plus fortement exprimé dans 

les gliomes, alors que les gènes CAMKII ou CALB1 (Calbindine 1, non montrée) sont très peu 

exprimés dans tous les types de tumeurs. Il est intéressant de constater que, dans les gliomes, 

la dispersion des valeurs mesurées par individu pour le gène PAK3 est similaire à celle 

observée pour DCX (doublecortine) marqueur précoce neuronal. Ceci conforte l’hypothèse 

que le niveau d’expression de PAK3 pourrait être relié à l’état de différenciation neuronale 

des cellules de la tumeur.  

 

2. Expression des PAK et survie des patients 

Nous avons ensuite observé le lien entre le niveau d’expression d’une PAK dans la tumeur 

et la survie du patient (Figure 29). Ces analyses ont été réalisées à l’aide du logiciel R2 sur les 

données de la cohorte de gliomes French issues de l’étude de Gravendell et al., (Can. Res. 

2009). La cohorte de patients est divisée selon l’expression du gène étudié (forte expression 

en bleu, faible expression en rouge), de manière à créer deux groupes de patients ayant des 

survies le plus statistiquement différentes possible. La technique utilisée est celle du « scan », 

qui détermine la valeur d’expression de séparation des deux groupes (cut-off) en fonction de 

la p-value associée à cette valeur, déterminée par test du log-rank. La valeur de cutt-off 

choisie est celle associée à la meilleur p-value, et deux courbes de Kaplan Meier sont 

réalisées. Aucune valeur d’expression de PAK2 ne permet d’obtenir deux groupes de patients 

avec des survies significativement différentes (Figure 29). Ceci pourrait indique que PAK2 

n’a pas de fonction biologique particulière dans un type de gliome. Les deux courbes de 

survie obtenues sont significativement différentes pour PAK1 et PAK3, et l’on peut observer 

une relation entre l’expression du gène et la survie, négative pour PAK1 et positive pour 

PAK3 (Figure 29). Ces relations entre l’expression de PAK dans la tumeur et la survie sont 

observables également lorsque l’on s’intéresse à des sous-types de gliomes. Que le sous-

groupe de tumeurs soit défini par un critère histologique, comme le grade, ou un critère 

moléculaire (amplification de l’EGFR, codélétion 1p/19q), les relations entre survie et 

expression des gènes PAK1 et PAK3 dans la tumeur restent les mêmes : une forte expression 

de PAK1 est liée à un mauvais pronostic, alors qu’une forte expression de PAK3 est associée à 

une meilleure survie (Courbes non montrées). Cette constance du résultat selon le groupe de 

tumeurs sélectionné suggère que l’expression des PAK pourrait être un critère pronostic 

indépendant. Les relations opposées obtenues entre survie et expression supportent l’idée 

de deux rôles opposés de PAK1 et PAK3 dans la physiopathologie des gliomes. 

 

3. Expression de PAK3 et groupes moléculaires et histologiques 

L’analyse de l’expression de PAK1 et PAK3 par RT-qPCR dans une cohorte de 135 

gliomes de patients de la Pitié-Salpêtrière a été réalisée par Vincent Gleize à l’Institut de la 

Moelle et du Cerveau (Equipe Marc Sanson, ICM). Nous avons ainsi pu observer les 

différences d’expression des PAK dans les tumeurs groupées en fonction de critères 
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histologiques ou moléculaires. PAK1 et PAK3 sont plus faiblement exprimés dans les gliomes 

par rapport à du cerveau épileptique (Figure 30 b), en accord avec les résultats obtenus par 

puce (Figure 28 a). Dans la base de données French de l’AMC, l’expression de PAK1 ou 

PAK3 est liée au pronostic (Figure 29). Nous avons donc examiné la possibilité que les 

expressions de PAK1 et PAK3 soient associées à des sous-groupes ou des caractéristiques de 

plus ou moins bon pronostic dans la cohorte de l’ICM.  

 

 

Figure 29. Courbes de Kaplan-Meier représentant la survie globale des patients atteints de 

gliome en fonction de l'expression des PAK dans la tumeur. Données issues de l'AMC, cohorte 

Frensh, n=284). Les courbes sont réalisée à l'aide du logiciel R2 de l'AMC, le cutt-off est déterminé 

par la méthode scan qui choisit la valeur associée à la meilleure p-value. Test du logrank avec 

correction de bonferroni pour comparaisons multiples. 

 

3.1 Association avec des critères histologiques 

Nous avons d’abord analysé l’expression de PAK1 et PAK3 dans les tumeurs réparties en 

fonction de leur grade. Bien que les expressions de PAK1 et PAK3 soient légèrement 

augmentées dans les gliomes de grade II par rapport aux autres grades, la différence n’est pas 

significative (Figure 30 a). Le grade étant déterminé par la présence d’atypies nucléaires, de 

nécrose et de néo-vaisseaux (prolifération endothéliale), les mécanismes de mort cellulaire et 

d’angiogenèse ne dépendent peut-être pas de l’expression de PAK1 et PAK3 dans les gliomes. 

Dans cette même cohorte, les gliomes ont été répartis selon leur garde et leur type 

histologique (Figure 30 b). Ceci nous a permis de comprendre que la plus forte expression de 

PAK3 et  PAK1 observée dans les gliomes de grade II était due majoritairement aux 

oligodendrogliomes de grade II. Cependant, alors que l’expression de PAK1 est légèrement 

plus importante dans toutes les tumeurs de grade II par rapport aux tumeurs de grade III et IV, 

il n’en est pas de même pour PAK3. Dans cette cohorte, il existe une augmentation de 

l’expression de PAK3 dans les oligodendrogliomes, qu’ils soient de grade II ou III, par 

rapport aux autres types histologiques. Il est intéressant de noter que le niveau d’expression de 

PAK3 est aussi important dans les oligodendrogliomes de grade II et III que dans du cerveau 
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contrôle épileptique (Figure 30 b). Aucune différence n’est significative, ce qui est 

probablement dû au faible nombre de patients par groupe, mais ces résultats suggèrent une 

relation entre le phénotype oligodendrocytaire et l’expression de PAK3. 

 

 

Figure 30. Expression des PAK dans des gliomes répartis selon des critères histologiques. 
Expression de PAK1 et PAK3 analysée par qPCR dans des gliomes répartis selon le grade (a) ou selon 

le type histologique et le grade (b). n = 135, cohorte de l'ICM. Ct, cerveau épileptique ; A, 

astrocytome ; OA, oligoastrocytome ; O, oligodendrogliome ; GB, glioblastome ; GBO, glioblastome 

à composante oligodendrocytaire. 

 

3.2 Association avec des critères moléculaires 

Les gliomes sont maintenant caractérisés plus précisément par des critères moléculaires, la 

présence de certaines altérations ayant une valeur pronostique. Nous avons examiné la 

possibilité que l’expression de PAK1 ou PAK3 soit associée à certaines altérations dans les 

gliomes dans une cohorte de 259 gliomes de grade II et III de la Pitié Salpêtrière. Le statut de 

mutation du gène IDH (statut IDH) ainsi que la présence de la codélétion 1p/19q, deux 

altérations de bon pronostic, sont connues dans ces gliomes. Le meilleur pronostic est associé 

à la présence de la codélétion 1p/19q sachant que la plupart des gliomes 1p/19q sont IDH 

mutés. Alors que PAK1 est exprimé à des niveaux similaires dans les différents sous-types de 

gliomes, l’expression de PAK3 varie en fonction de la présence de la codélétion 1p/19q 

(Figure 31 a). Dans les gliomes de grade II et III, l’expression de PAK3 est plus importante 

dans les tumeurs possédant une codélétion 1p/19q. Cette surexpression est indépendante du 

statut IDH, car les gliomes non codélétés expriment PAK3 à des niveaux similaires qu’ils 

soient IDH muté ou non muté, en absence de codélétion (Figure 31 b). Les résultats obtenus 

dans cette cohorte soutiennent la corrélation entre l’expression de PAK3 et un meilleur 

pronostic dans les gliomes observée dans l’analyse des données de l’AMC.  
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Figure 31. Expression des PAK dans des gliomes répartis selon des critères moléculaires. 
Expression de PAK1 et PAK3 analysée par qPCR dans des gliomes en fonction de la présence de la 

codélétion 1p/19q et du grade (a), et en fonction de la présence d’une mutation IDH et/ou de la 

présence de la codélétion (b). n = 135, cohorte de l'ICM 

 

3.3 Confirmation des résultats dans une autre base de données 

L’association de l’expression de PAK3 avec la présence de certaines caractéristiques 

moléculaires et histologiques a été confirmée dans la base de données de l’AMC (Figure 32). 

Tout d’abord l’expression de PAK3 la plus importante est retrouvée dans les gliomes avec une 

composante oligodendrocytaire, alors que l’expression de PAK1 ne varie pas selon le type 

histologique de la tumeur. Ceci confirme le lien entre l’expression de PAK3 et une 

composante cellulaire oligodendrocytaire dans la tumeur. Ensuite, l’expression de PAK3 est 

plus importante dans les gliomes possédant la codélétion 1p/19q. A l’inverse, l’expression de 

PAK3 est plus faible dans les gliomes avec une amplification de l’EGFR. La codélétion 

1p/19q et l’amplification de l’EGFR étant mutuellement exclusives, l’expression de PAK3 

plus importante dans les gliomes EGFR wt pourrait être due aux gliomes 1p/19q contenus 

dans ce groupe. De manière inattendue, l’expression de PAK1 est plus faible dans les gliomes 

avec amplification de l’EGFR. Il est intéressant de noter que le gène PAK3 fait partie de la 

signature proneurale des gliomes de haut grade définie par Phillips et al. Dans cette étude 

réalisée en 2006, les gliomes proneuraux sont des gliomes de haut grade de meilleur pronostic 

que les gliomes des autres signatures moléculaires (Phillips et al., 2006). 
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Figure 32. Analyse de l’expression de PAK1 et PAK3 dans les gliomes de la cohorte French. 

Données issues de l'AMC, n=284).   L’expression de PAK1 et PAK3 est analysé dans les gliomes 

répartis en fonction de leur type histologique (a), ainsi qu’en fonction de la présence ou non 

d’altérations moléculaires (b). Ampl, amplification de l’EGFR ; wt, EGFR non muté ; CoD, présence 

de la codélétion 1p/19q ; Non CoD, pas de codélétion. Les grades sont indiqués en chiffres romains. 

 

II. Caractérisation des lignées cellulaires de GBM 

Ce travail de caractérisation de l’expression de PAK1 et PAK3 dans les gliomes nous ayant 

permis d’identifier un lien entre pronostic, sous-type de gliomes, et expression des PAK, nous 

avons ensuite réalisé une étude in vitro sur des lignées de cellules de GBM pour chercher à 

comprendre le rôle de PAK3 dans ces cellules.  

Au cours de ma thèse, j’ai étudié 3 lignées cellulaires de GBM isolées à partir de tumeurs 

humaines :   

- Les trois lignées présentent une perte de 10q 

- Les lignées 3731a et 3731b expriment la forme tronquée constitutivement active du 

récepteur à l’EGF (EGFRvIII), 3731b étant une lignée clonale dérivée de la lignée 

3731a. 

- La lignée 4371 possède une amplification de l’EGFR. 
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Ces trois lignées ont été générées par l’équipe du Pr.Sanson (ICM) à partir de 

glioblastomes de patients de l’hôpital de la Pitié-Salpêtrière. Ces cellules sont capables de 

générer une tumeur ressemblant histologiquement à un GBM après une greffe orthotopique 

dans des souris SCID. En présence de sérum, ces cellules sont capables d’exprimer les 

protéines Tuj1, O4 et GFAP. Elles possèdent donc les caractéristiques de cellules souches 

initiatrices de gliomes : multipotence, auto-renouvellement, et formation de tumeur chez 

l’animal. (S. Nwagby-Bikeye, thèse, (Bikeye et al., 2010)).  

 

1. Caractéristiques prolifératives des cellules en condition non adhérente 

Nous avons d’abord caractérisé ces lignées en culture non adhérente de gliomasphères. Les 

lignées de GBM sont établies à partir de tumeurs de patients en utilisant la technique de mise 

en culture des cellules souches neurales mise au point chez la souris (Galli et al., 2004; Singh 

et al., 2004). Les lignées de cellules de GBM dérivées de tumeurs et entretenues en culture 

non adhérente, en présence de facteurs de croissance, sont considérées comme un modèle plus 

adéquat que les lignées de cellules adhérentes entretenues en présence de sérum. Ces cellules 

conservent les caractéristiques génétiques et phénotypiques de la tumeur originelle et forment 

des tumeurs similaires à la tumeur originelle après greffe orthotopique chez la souris (J. Lee et 

al., 2006). Les cellules d’une sphère ne sont pas homogènes, leur environnement est différent 

selon qu’elles se trouvent au centre ou en contact direct avec le milieu de culture. Il existe 

donc des cellules plus ou moins différenciées et une certaines quantitié de mort cellulaire au 

cœur de la sphère, mais cela est également le cas dans une tumeur (Galli et al., 2004; J. Lee et 

al., 2006; Pollard et al., 2009).  

Tout d’abord nous nous sommes intéressés à la capacité des cellules à former des sphères. 

Dans une culture non adhérente, seule une partie des cellules à la capacité de s’auto-

renouveler. Cette capacité a été évaluée par le calcul du pourcentage de cellules capables de 

donner naissance à une sphère après dissociation et ensemencement à faible densité, ce qui 

permet d’estimer la proportion de cellules souches dans une culture. De manière surprenante, 

c’est la lignée de cellules 4371 qui possède le plus fort taux de cellules capables de former des 

sphères (~20%), et la lignée 3731a qui a le taux le plus faible (~10%) (Figure 33 a). Ces 

valeurs sont dans l’ordre de grandeur des résultats obtenus par Cusulin et collègues sur de 

nombreuses autres lignées, pour lesquelles les taux de cellules capables de reformer des 

sphères varient entre 7.8% et 22.3% (Cusulin et al., 2015).  

La capacité de prolifération est distincte de la capacité d’auto-renouvellement, une cellule 

quiescente est capable de donner des sphères mais prolifère peu. Nous avons estimé la vitesse 

de prolifération de nos cellules par plusieurs techniques. D’abord nous avons réalisé une 

courbe de prolifération pour chaque lignée. Les cellules sont dissociées, ensemencées en 

flacons puis comptées après 1, 4 et 7 jours de culture. Les cellules 3731a et 3731b possèdent 

des taux de prolifération similaires, alors que celui des cellules 4371 est plus faible (Figure 33 

b). Pour compléter cette analyse, les cellules ont été ensemencées à 2.10
5
 cellules/ml dans du 

DMEM/F12 et la taille des sphères obtenues mesurée 5 et 7 jours après ensemencement. Les 
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lignées 3731a et b forment des sphères de tailles similaires, plus grandes que celles formées 

par les cellules de la lignée 4371. Cependant, alors que les sphères formées par la lignée 

3731b sont de tailles plutôt homogènes, ne variant que peu selon l’expérience, la grosseur des 

sphères 3731a varie beaucoup, notamment à cause de leur tendance à s’agréger à partir d’une 

certaine taille, entraînant la formation de sphères particulièrement grosses sans forcément 

qu’il y ait un lien avec la prolifération cellulaire (Figure 33 c et d). Cette tendance à s’agréger 

est un problème rencontré fréquemment qui peut impacter certaines expériences reposant sur 

une prolifération clonale (Singec et al., 2006). Une des hypothèses permettant d’expliquer le 

fait que les cellules 4371 sont capables de former plus de sphères, mais plus petites, serait que 

cette lignée compte beaucoup de cellules type ‘progénitrices’, encore capable de réaliser un 

nombre de cycle limité, et peu de cellules capable de proliférer indéfiniment, au contraire des 

cellules 3731a et b.  

Les cylines et CDKI ont une expression variable selon les phases du cycle cellulaire, les 

cyclines D permettent l’entrée en phase S, et une expression forte de p27 indique un arrêt du 

cycle. Nous avons analysé l’expression de la cycline D1 (CcnD1) et de p27 par qPCR (Figure 

33 e). Les cellules 4371 expriment p27 de manière plus importante que les cellules 3731a et b, 

ce qui pourrait indiquer un nombre de cellules non prolifératives plus important, en accord 

avec l’index prolifératif (Figure 33 b). Il est également intéressant de noter que les cellules 

4371 sont plus difficiles à dissocier que les cellules 3731a ou b, ce qui pourrait indiquer un 

potentiel migratoire, et donc métastatique, moindre. A l’inverse, les cellules 3731a sont très 

mobiles. 

Ces premiers résultats permettent déjà de distinguer deux profils différents parmi ces 

lignées cellulaires de GBM : Les lignées 3731 sont hautement prolifératives et forment des 

sphères plus grosses, au contraire de la lignée 4371 qui prolifère moins, mais dont le taux de 

cellules capables de former des sphères est plus important. Ces deux types de lignées 

correspondent aux deux groupes décrits par Cusuline et collègues. Cette étude décrit deux 

groupes de phénotypes différents parmi les lignées cellulaires de gliomes, respectivement 

nommés PL (Progenitor-like) et SL (Stem-like). Les lignées de type SL sont des lignées 

moins prolifératives, moins tumorigènes une fois greffées chez l’animal, et leur profil 

d’expression de gènes correspond à celui trouvé dans les tumeurs proneurales de la 

classification de Verhaak. A l’inverse les cellules PL sont fortement prolifératives, ont un taux 

de cellules capables de former des sphères plus important, sont très tumorigènes, et leur profil 

d’expression de gènes se rapproche de celui des tumeurs de type Mes. Les cellules 3731a et 

3731b ont donc un phénotype PL, au contraire des cellules 4371 qui sont de phénotype SL. 

L’expression de PAK1 et PAK3 a été analysée dans les lignées de GBM par qPCR. Ce sont 

les cellules 4371, de phénotype SL, qui expriment le plus PAK3. L’expression de PAK1 

ne semble pas liée à un phénotype de lignée particulier (Figure 33 f). 
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Figure 33. Caractéristiques prolifératives des gliomasphères. (a) Taux de cellules formant une 

sphère après dissociation et mise en culture à faible densité. (b)Taux de prolifération des cellules mises 

en culture en milieu non adhérent après dissociation. (c,d) Diamètre des sphères obtenues 5 et 7 jours 

après dissociation et mise en culture (c), images représentatives des sphères obtenues à 5 et 7 jours (d). 

(e,f) Analyse qPCR de l'expression des gènes NES, Cycline D1, p27 et des gènes PAK dans les sphères 

de cellules par rapport à du cerveau fœtal embryonnaire, n=3. 

 

2. Expression de gènes souches et de différenciation dans les sphères 

Pour continuer la caractérisation de ces lignées, l’expression de différents gènes marqueurs 

du caractère souche ou différencié a été analysée par qPCR et visualisée par 

immunofluorescence (Figure 34). Les trois lignées expriment des gènes marqueurs ‘souche’ 

tels que SOX2 et NES à des niveaux identiques. Ces cellules n’expriment que peu ou pas 

CD133.  
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Figure 34. Les cellules de sphères de GBM expriment des gènes marqueurs de cellules souches, 

ainsi que des gènes de cellules différenciées. (a) Analyse de l'expression de NES, Sox2, Dcx, GFAP 

et Olig2 par immunofluorescence. Le noyau des cellules est visualisé par marquage DAPI (Bleu). (b) 

Analyse qPCR de l'expression de gènes marqueurs de types cellulaires par rapport à du cerveau fœtal 

embryonnaire, n=3. 

 

Les cellules expriment des marqueurs  de cellules plus différenciées, que ce soit du lignage 

oligodendrocytaire (Olig2, PDGFRa), astrocytaire (GFAP), ou neuronal (Dcx, bTub), à des 

niveaux différents selon la lignée (Figure 34 b). Les cellules 4371 se distinguent par leur forte 

expression des marqueurs de différenciation Dcx et GFAP, ainsi que PDGFRa. Ce phénotype 

de cellules différenciées est également observable à travers les différences de morphologies 

observées entre les cellules 3731a, b et 4371. En monocouche, les cellules 4371 présentent de 

longs prolongements fins alors que les cellules 3731a et 3731b n’en ont pas. Par 

immunofluorescence, on peut voir que la plupart des cellules d’une sphère expriment NES et 

SOX2, alors que seules quelques cellules expriment Dcx ou GFAP, excepté parmi les cellules 

de 4371 (Figure 34 a). Encore une fois les lignées 4371 et 3731a/b possèdent des 

caractéristiques distinctes. La lignée 4371, qui exprime le plus fortement PAK3 (Figure 33 
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f) est plus différenciée que les lignées 3731a et b, que ce soit dans le lignage 

oligodendroglial ou neuronal. 

Ces résultats nous indiquent une différence claire entre les lignées 3731a/b, fortement 

prolifératives et peu différenciées, et les cellules 4371 qui prolifèrent plus lentement et sont 

plus différenciées. PAK3 pourrait donc dans les lignées de gliomasphère être impliqué 

dans des mécanismes anti-prolifératifs et de différenciation. Il est à noter que 

l’expression du gène PAK1 n’apparaît pas être liée à un phénotype plus prolifératif. 

 

3. Analyse de l’expression de gènes marqueurs de profils transcriptomiques 

Ces caractérisations révélant des différences entre les trois lignées, et sachant que PAK3 est 

un gène participant à la signature proneurale dans les classification moléculaires des gliomes 

de haut grade, nous avons ensuite mesuré par qPCR l’expression d’un certain nombre de 

gènes caractéristiques des profils transcriptomiques de GBM (Verhaak et al., 2010). Des 

cellules de chaque lignée ont été récupérées sous forme de sphère pour permettre l’analyse, et 

un échantillon d’ADNc humain de cerveau fœtal est utilisé comme référence. Les cellules 

3731a et b ont des profils d’expression relativement similaires, et surexpriment l’EGFR et 

RunX2, des gènes appartenant aux profils Classique et Mesenchymateux, par rapport aux 

cellules 4371. A l’inverse, les cellules 4371 expriment plus fortement des gènes des profils 

Neural et Proneural : SGK3, Ascl1, Nkx2.2, Dcx, ainsi que PAK3 (Figure 35 a). Pour mieux 

visualiser les différences d’expression de gènes entre lignées, les médianes et écarts à la 

médiane des expressions de chaque gène ont été calculées. Les écarts ont ensuite été 

représentés sous forme de Heatmap, et les gènes organisés en fonction de leur appartenance à 

un des profils transcriptomiques suivants : Mesenchymateux (Mes), Classique (CL), 

Proneural (PL), et Neural (NL) (Figure 35 b). Bien que l’on ne puisse pas retrouver 

exactement parmi les lignées cellulaires établies à partir de tumeurs les sous-types identifiées 

dans les tumeurs, le profil transcriptomique d’une lignée peut être rapproché d’un sous type 

tumoral comme cela a été démontré (Balasubramaniyan et al., 2015; Cusulin et al., 2015). 

Dans notre cas, nous pouvons établir que la lignée 4371, dont les cellules sont moins 

prolifératives, plus différenciées et expriment PAK3 à un plus haut niveau, présentent un 

profil PN/NL en opposition avec les cellules 3731a et b que l’on peut qualifier de 

Mes/CL.  
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4. Caractérisation de la tumorigénicité des lignées GBM in vivo 

Afin de savoir si ces différences phénotypiques observées in vitro entre les lignées sont 

traduites par des variabilités dans la tumorigénicité, nous avons réalisé des xenogreffes chez 

la souris. Les sphères sont dissociées et les cellules injectées en sous cutané dans le flanc de 

souris nudes (1.10
6
 cellules par souris). La croissance tumorale est suivie par mesure du 

volume de la tumeur. Les cellules U87, une lignée de cellules de GBM qui prolifère en 

présence de sérum et dont la croissance tumorale est très rapide, est utilisée comme contrôle 

d’expérimentation. Le volume tumoral est estimé par la formule L*0.523*l² (L = Longueur, l 

= Largeur), approximation de calcul du volume d’un ovoïde, et la vitesse de croissance de la 

tumeur a été estimée entre les volumes tumoraux 25 mm
3
 et 1.5 cm

3
. Les tumeurs issues de 

cellules U87 sont celles dont la croissance est la plus rapide et les tumeurs issues des cellules 

3731a ont une croissance plus rapide que les tumeurs issues des cellules 3731b (Figure 36 a). 

La médiane de survie des souris injectées avec les cellules de GBM 3731a et b est de 19 

semaines, alors qu’aucune tumeur n’est détectée chez les souris injectées avec les cellules de 

GBM 4371 après 30 semaines (Figure 36 b). Ces résultats sont en accord avec le fait que dans 

les échantillons de tumeurs des cohortes de patients, l’expression de PAK3 est associée aux 

marqueurs de bon pronostic et à une meilleure survie.  

 

 

Figure 35. Les lignées de GBM appartiennent à des profils transcriptomiques différents. (a) 

Analyse qPCR de l'expression de gènes représentatifs des signatures moléculaires établies par Verhaak 

et al., (2010), n=3. (b) Représentation sous forme de Heatmap des différences d'expression de gène. 

Les gènes sont organisés en fonction de leur appartenance aux signatures moléculaires suivante: MES 

(Mesenchymateuse); CL (Classique), PN (Proneurale), NL (Neurale). 
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Nous disposons donc de trois lignées de GBM possédant des caractéristiques opposées : 

- 3731 a et b, pouvant être catégorisées comme Progenitor-like et Mes/CL. Ces cellules 

ont une prolifération et une tumorigénicité importante, et sont peu différenciées en 

culture de gliomasphères. 

- 4371, pouvant être catégorisée comme Stem-Cell like et PN/NL. Ces cellules sont 

moins prolifératives, non tumorigènes en greffe hétérotopique, et sont plus 

différenciées en culture de gliomasphères. 

 

Dans ces lignées, l’expression de PAK3 est plus importante dans les cellules 4371. Ces 

données confirment l’hypothèse qu’une expression plus élevée de PAK3 serait de bon 

pronostic, et sont en accord avec une fonction possible de PAK3 dans les mécanismes de 

sortie du cycle cellulaire et d’induction de la différenciation. 

 

 

Figure 36. Tumorigénicité des cellules de GBM in vivo. Les cellules de 4371 ne sont pas 

tumorigène. (a) Représentation de la croissance tumorale mesurée entre 25mm3 et 1500mm3 (n = 9 

pour chaque lignée). (b) Survie des souris après injection de cellules de GBM en hétérotopique 

représentées sous forme de courbes de Kaplan-Meier (n>9 pour chaque lignée). 

 

III. Etude des variations d’expression de PAK1 et PAK3 au cours de la 

différenciation des cellules de GBM 

1. Différenciation des cellules de GBM induite par le retrait des facteurs et l’ajout 

de sérum 

L’expression de PAK3 dans nos cellules étant associée à un phénotype plus différencié et 

moins prolifératif, nous avons d’étudié les variations de cette expression au cours de la 

différenciation des cellules de GBM, afin de déterminer si l’expression de PAK3 est associée 

à un état différencié des cellules. La culture en sphère est largement utilisée pour établir et 

entretenir les lignées de GBM, mais il a été montré que ce type de culture avait certaines 

limites. Certaines équipes préfèrent utiliser des cultures en monocouche sur laminine. Pollard 
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et Coll. ont démontré que l’utilisation de laminine permettait d’établir des lignées de cellule à 

partir de tumeur de patients de manière plus efficace que la technique des neurosphères 

(Pollard et al., 2009). Ils ont également montré que sur laminine la différenciation et 

l’apoptose était moindre que dans les cultures en sphère. Une étude a comparé la culture en 

sphère et la culture en monocouche sur laminine de lignées de GBM établies par la technique 

des neurosphères (Rahman et al., 2015). Ils n’ont pu établir de différence de taux de 

prolifération, de capacité d’auto-renouvellement, d’expression de gènes (NES, Ki67), de 

différenciation, d’apoptose et de tumorigénicité chez l’animal entre les deux conditions de 

culture. Il est à noter que la taille des sphères au moment de l’analyse est importante, de trop 

grosses sphères entrainant la présence d’apoptose et de différenciation dans la culture, ce qui 

pourrait être la cause des différences observées dans d’autres études (Pollard et al., 2009). 

Dans le cadre de mon travail, la condition de culture en monocouche m’a permis d’obtenir des 

cellules au phénotype plus homogène et moins différencié que la condition de culture en 

sphère non adhérente : dans les cellules de la lignée 3731a, le nombre de cellules Dcx+ est 

bien moindre en condition monocouche par rapport à la condition de culture en sphère (Figure 

34 a vs 38 a).  

 

1.1 Analyse de la prolifération 

Le retrait des facteurs et l’ajout de sérum est une technique classique d’induction de la 

différenciation des cellules de GBM (Campos et al., 2010). Il s’agit de la première technique 

que nous avons utilisée pour obtenir la différenciation des cellules. Nous avons cultivé les 

cellules de GBM en condition prolifératives en monocouche en présence d’EGF et FGF. 72h 

après mise en culture en monocouche, le milieu est changé pour du milieu sans facteur de 

croissance contenant 0,5% de sérum (SVF). Le phénotype des cellules est analysé à trois 

temps différents : après trois jours de culture en condition de prolifération (t0) et après 3 et 8 

jours de retrait des facteurs (respectivement t3 et t8).  

La différenciation cellulaire est caractérisée par la sortie du cycle et l’expression de 

marqueurs de lignage. Tout d’abord nous avons analysé la prolifération cellulaire par 

immunofluorescence en réalisant un marquage Ki67, un marqueur des cellules prolifératives 

exprimé au cours de toutes les phases du cycle à l’exception de la phase G0. 3 jours et 8 jours 

après le retrait des facteurs, le marquage Ki67 est diminué dans toutes les lignées. Toutefois si 

la proportion de cellules Ki67+ diminue à 10% pour les cellules 3731a et 4371, les cellules 

3731b restent très prolifératives (Figure 37 a et b). Ce marquage confirme également qu’en 

présence de facteurs de croissance, les cellules 3731b sont les plus prolifératives (90%), et les 

cellules 4371 les moins prolifératives (60%) (Figure 37 a et b). Nous avons également 

examiné l’expression de la cycline D1 (CcnD1) et de la CdkI p27. Les CdkI inhibent 

différents complexes cycline/Cdk durant la progression du cycle cellulaire (cf partie PAK 

I.4.2). L’expression de p27 augmente, ou a une tendance à augmenter, après le retrait des 

facteurs pour les trois lignées. Ceci serait cohérent avec une inhibition de la progression du 

cycle cellulaire. L’expression de Cycline D1 ne varie pas dans les différentes conditions pour 

les cellules 4371 et 3731b, et augmente dans le cas des cellules 3731a. Ceci pourrait indiquer 
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un arrêt en phase G1 avec accumulation de cycline, et/ou l’impossibilité de rentrer en phase S. 

L’allongement de la phase G1 peut être un signe de d’entrée en différenciation neuronale pour 

une cellule neurale (Salomoni et Calegari, 2010). Nous avons donc réalisé une analyse des 

phases du cycle cellulaire par cytométrie en flux après incorporation de iodure de propidium 

(PI). Elle a été réalisée sur des cellules en condition proliférative en présence de facteurs, et 

des cellules 3 jours et 8 jours après le retrait des facteurs. Cette technique ne permet pas de 

distinguer entre les phases G0 et G1, au contraire du marquage Ki67, mais permet de 

différencier les phases G1/G0 des phases S et M. Nous n’avons pas obtenus les mêmes 

résultats pour les trois lignées (Figure 37 d et e). 

- Les résultats de cytométrie obtenus pour les cellules 3731a montrent une petite 

diminution du taux de cellules en phase G0/G1 (10%), et ces cellules se répartissent 

entre les phases S et G2. 

- Il y a une diminution du taux de cellules en phase M pour les cellules 3731b, qui sont 

retrouvées en phases G0/G1 et S. Ceci qui pourrait indiquer un allongement des 

phases G0/G1 et S, ou un blocage  en phase S. 

- Les résultats obtenus pour les cellules 4371 sont les plus clairs. Il y a une 

augmentation du taux de cellules 4371 en phase G0/G1, provenant majoritairement 

d’une baisse des cellules en phase S, ce qui correspond à une diminution des cellules 

en phase proliférative, et possiblement à l’allongement de la phase G1 ou 

l’augmentation de cellules en G0.  

(Une différence de résultat entre cytométrie et analyse de la prolifération a déjà pu être 

observée, (Prudnikova et al., 2015)).  Ces résultats n’ont été obtenus qu’une seule fois et sont 

à reproduire. Ils ne permettent pour le moment pas de conclure sur les changements de 

longueur de phase. Pour obtenir une meilleure résolution sur les phases du cycle, il est 

possible d’utiliser de l’acridine orange, ou d’utiliser des marquages complémentaires comme 

le BrdU ou le Ki67, en plus du PI. 
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Figure 37. La prolifération des cellules de GBM diminue en présence de SVF 3 jours et 8 jours 

après le retrait des facteurs. La prolifération est analysée en condition proliférative en présence de 

facteurs (t0), trois jours après le retrait des facteurs (t3) et huit jours après le retrait des facteurs (t8). 

(a) Marquage des cellules Ki67+ en immunofluorescence, (b) quantification du marquage Ki67. (c) 

Analyse de l'expression de la Cycline D1 et de P27 par qPCR. (d) Analyse de la proportion de cellules 

dans les différentes phases du cycle par cytométrie en flux. (e) Exemple d'image obtenue après mesure 

de la quantité d'ADN en cytométrie en flux, pic de cellules en G0/G1 (quantité d'ADN 2n) en bleu, pic 

de cellules en phase M en vert (quantité d'ADN 4n), les cellules en phase M sont entre les pics, en 

rouge. 

 

1.2 Analyse de la différenciation 

La variation de l’expression de gènes marqueurs de cellules différenciées a été utilisée 

pour évaluer l’état de différenciation des cellules. Dcx et GFAP ont été choisis pour évaluer 

l’état de différenciation vers les lignages neuronal et glial. Tout d’abord, nous avons observé 

Dcx et GFAP par immunofluorescence. A t0, en présence de facteurs, un plus grand nombre 

de cellules expriment GFAP et Dcx parmi les cellules 4371 comparé aux lignées 3731a et b. 

Certaines cellules sont donc Sox2+, NES+ et expriment la GFAP ou Dcx, ce qui pourrait 

correspondre à des cellules progénitrices (Figure 34 a et 38 a). Après le retrait des facteurs, le 

nombre de cellules Dcx+ et GFAP+ augmente. Cette augmentation est plus ou moins 

importante selon la lignée. Il est intéressant de noter que dans les cellules, il n’y a pas, ou très 

peu, de co-expression des marqueurs Dcx et GFAP. L’apparition de l’expression de GFAP et 

Dcx a été confirmée par qPCR et western blot. Nous avons ainsi pu confirmer le phénotype 

plus différencié des cellules 4371, même en condition proliférative en monocouche, où les 

cellules 4371 expriment Dcx et GFAP fortement par rapport aux cellules 3731a et b.  
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Figure 38. Augmentation de l’expression de Dcx et GFAP après le retrait des facteurs de 

croissance. Analyse de l'expression de marqueurs de différenciation. (a) Images 

représentatives de l'expression de DCX et GFAP visualisées par immunofluorescence. 

Analyse de l'expression de Dcx et GFAP par western blot (b) et qPCR (c), n=4.  

 

Après le retrait des facteurs, les expressions de Dcx et GFAP augmentent fortement dans 

les cellules de la lignée 3731a, et plus faiblement dans les cellules de la lignée 3731b. Le cas 

des cellules 4371 est différent, ces deux marqueurs sont plus fortement exprimés à t0, et leur 

expression n’augmente pas à t3 et t8 (Figure 38 a et b). Nous avons également quantifié les 

messagers des gènes Olig2, marqueur de différenciation oligodendrocytaire, et β3-tubuline, 
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marqueur de cellule différenciation neuronale, ce qui permet de déceler une augmentation 

significative d’Olig2 dans les cellules 4371 (Figure 39). Les trois lignées de cellules de GBM 

présentent donc une réponse différente à l’induction de la différenciation par le SVF : les 

lignées PL expriment faiblement les marqueurs de différenciation, sont fortement 

prolifératives. En réponse au retrait des facteurs de croissance, ces lignées arrêtent de 

proliférer et commencent à se différencier. La lignée la plus mésenchymateuse, 3731b, reste 

assez proliférative et différencie peu. La lignée 4371 est plus fortement différenciée en 

condition proliférative. Après le retrait des facteurs, sa prolifération diminue drastiquement, et 

le marqueur de différenciation oligodendrogliale augmente. Cette hétérogénéité de réponse à 

la différenciation parmi les cellules de glioblastomes a déjà été observée (Balasubramaniyan 

et al., 2015; Carén et al., 2015). 

 

 

Figure 39. Analyse de l'expression des gènes marqueurs de différenciation β3tubuline et OLIG2. 
Analyse de l'expression de β3tubuline et Olig2 par qPCR, relativement à du cerveau fœtal humain. 

L’expression est analysé en présence de facteurs (t0) et 3 (t3) et 8 (t8) jours après le retrait des 

facteurs, n=4. 

 

1.3 Analyse des variations d’expression de PAK1 et PAK3 au cours de la 

différenciation induite par le retrait des facteurs en présence de SVF 

L’expression de PAK1 et PAK3 a été suivie par analyses qPCR et western blot, dans les 

cellules en condition proliférative et après le retrait des facteurs (Figure 40). Cette analyse 

révèle une relative stabilité de l’expression de PAK1, qui augmente légèrement pour un seul 

type de cellules, 3731a (Figure 40 b). Nous avons pu établir grâce aux résultats déjà obtenus 

que nos trois lignées de cellules de GBM avaient des profils différents : deux lignées PL, 

fortement prolifératives et tumorigènes, et une lignée SL proneurale non tumorigène en 

hétérotopique. Leurs réponses au retrait des facteurs de croissances et à l’ajout de sérum sont 

également différentes : Les cellules 3731a sont très sensibles au retrait des facteurs, alors que 

les cellules 3731b et 4371 le sont moins, probablement pour des raisons différentes. Les 

cellules 4371 sont déjà assez différenciées et les conditions n’entraînent pas de différenciation 
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supplémentaire, alors que les cellules 3731b continuent à proliférer fortement après le retrait 

des facteurs et l’ajout de sérum.  

 

  3731a 3731b 4371 

Sphère 
Profil Mes Mes PN 

Tumorigénicité ++ ++ - 

EGF + FGF 
Prolif +++ +++ ++ 

Diff +/- - ++ 

0,5% SVF 
Prolif + ++ +/- 

Diff ++ + +++ 

Tableau 6. Tableau récapitulatif des caractéristiques des lignées de cellules de GBM 

 

L’expression de PAK3 dans ces trois lignées varie en accord avec leur réponse au retrait 

des facteurs : L’expression de PAK3 augmente fortement pour 3731a, les cellules qui 

répondent le plus au retrait des facteurs, c’est-à-dire celles pour lesquelles la prolifération 

diminue et l’augmentation de l’expression de Dcx et de GFAP est la plus visible après le 

retrait des facteurs. A l’inverse, PAK3 augmente faiblement à t3 et t8 dans les cellules 3731b, 

or ces cellules continuent à proliférer fortement après le retrait des facteurs, et l’augmentation 

de Dcx et GFAP y est beaucoup plus faible (Figure 38). Enfin, PAK3 est déjà assez fortement 

exprimé dans les cellules 4371 (son niveau d’expression en condition proliférative est égal ou 

supérieur au niveau d’expression mesuré dans les cellules 3731a en condition différenciée) et 

il en est de même pour tous les marqueurs de différenciation étudiés. Ces cellules étant déjà 

différenciées, il est possible que les conditions choisies, le retrait des facteurs et l’ajout de 

sérum, ne soit pas suffisant pour induire une différenciation accrue. Par contre, le retrait des 

facteurs induit un arrêt de la prolifération, ce qui pourrait indiquer que c’est surtout l’état de 

différenciation qui a un lien avec l’expression de PAK3. 

Ces résultats sont en accord avec l’hypothèse d’un rôle de PAK3 au cours de la 

différenciation. De plus l’arrêt de la prolifération n’étant pas accompagnée d’une diminution 

de l’expression de PAK1, PAK1 pourrait ne pas avoir de fonctions dans le contrôle de la 

prolifération dans ces lignées de cellules de GBM 

 



RESULTATS 

99 

 

 

Figure 40. Analyse des variations de l’expression de PAK1 et PAK3 avant et après le retrait des 

facteurs de croissance. Analyse de l’expression de PAK3 dans les lignées de GBM par (a) 

Western blot (gauche), quantification du western blot (droite), et (b) analyse qPCR de 

l’expression de PAK1 et PAK3. Condition proliférative (t0), 3 jours après le retrait des 

facteurs (t3) et 8 jours après le retrait des facteurs (t8), n=4. 

 

2. Différenciation des cellules de GBM induite par l’AR et le BMP4 

La première partie de ce travail in vitro a donc démontré que l’expression de PAK3 

augmentait au cours de la différenciation, supportant l’idée d’un rôle de cette protéine dans 

l’induction et le maintien de la différenciation, et/ou la sortie du cycle cellulaire. L’ajout de 

sérum est une technique classique pour induire la différenciation des cellules, cependant, 

plusieurs équipes ont montré que le retrait des facteurs seuls ou l’utilisation de sérum ne 

permettait d’obtenir qu’une différenciation transitoire (Balasubramaniyan et al., 2015; Carén 

et al., 2015). Cette différenciation est non terminale et réversible une fois les cellules remises 

en présence de facteur de croissance. Elle ne permet pas toujours la diminution de 

l’expression des marqueurs ‘souche’ tels que la nestine. De plus l’exposition à long terme au 

sérum entraine la dérive des cellules vers un phénotype plus mésenchymateux 

(Balasubramaniyan et al., 2015). Cette observation est également étayée par le fait que les 

lignées de cellules de GBM établies depuis longtemps, fortement proliférantes et tumorigènes, 

peuvent être entretenues en sérum (U87, U251…). Afin d’explorer plus avant le lien entre les 

PAK et la différenciation, nous avons utilisé deux inducteurs de différenciation, l’acide 

rétinoïque (AR) et le bone morphogenetic protein 4 (BMP4), tous deux mentionnés pour 

comme capables d’entraîner une différenciation terminales des cellules (Piccirillo et al., 2006; 

Ying et al., 2011).  

 

Dans les cellules neurales adultes, le BMP4 régule la différenciation neurale. Sur les 

cellules souches neurales, l’AR induit la différenciation neuronale, et inhibe la différenciation 

gliale après induction de la différenciation. Nous avons utilisé l’AR et le BMP4 en absence de 

facteurs pour orienter la différenciation de nos cellules, et observer leur effet sur l’expression 

des PAK. Les cellules sont ensemencées sur laminine en présence de EGF/FGF pendant trois 

jours (condition PM), avant le changement du milieu pour du milieu sans facteurs de 

croissance, sans ou avec agent de différenciation. Le BMP4 est utilisé à 10ng/mL et l’AR à 
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10µM dans du DMSO et les conditions AR et BMP4 sont comparées avec leurs contrôles, 

DMSO et 0%, respectivement. 

2.1 Analyse de la prolifération par marquage Ki67 

Nous avons d’abord analysé la prolifération cellulaire par marquage Ki67 pour déterminer 

si l’ajout de BMP4 ou AR améliore la diminution de la prolifération induite par le retrait des 

facteurs seul. Comme montré précédemment, en milieu PM les cellules 3731b sont les plus 

prolifératives, et les cellules 4371 les moins prolifératives. Après les retrait des facteurs et 

l’ajout ou non d’AR et de BMP4, la prolifération chute en moyenne à 20-30% pour la lignée 

3731a, 30-40% pour la lignée 3731b et 10-20% pour la lignée 4371 (Figure 3.2.2 a et b). La 

baisse de prolifération après le retrait des facteurs est plus importante en absence de sérum 

qu’en présence de sérum, pour la lignée 4371 et en particulier, de manière flagrante, pour la 

lignée 3731b (Figure 37 b vs 41 a). Au temps t3 et t8, les taux de prolifération observés sont 

similaires entre toutes les conditions. L’ajout de BMP4 ou d’acide rétinoïque n’entraine donc 

pas de diminution de prolifération supplémentaire par rapport au retrait de facteurs de 

croissance seul. 

2.2 Analyse de la différenciation induite par l’AR et le BMP4 

Afin d’explorer la relation entre l’expression de PAK1 et PAK3 et la différenciation des 

cellules, nous avons analysé l’expression des gènes marqueurs Dcx et GFAP en parallèle avec 

l’expression de PAK1 et PAK3, dans les différentes conditions de différenciation. Nous 

pouvons analyser les résultats obtenus lignée par lignée :  

- Sur les cellules de la lignée 3731a, l’AR entraîne une augmentation de la 

différenciation neuronale par rapport à la condition DMSO, comme le montre 

l’augmentation de l’expression de Dcx. Cette différenciation pourrait se faire au 

détriment de la différenciation gliale étant donné la légère diminution de l’expression 

de GFAP dans cette condition (Figure 42 a). De manière opposée, l’augmentation de 

l’expression de GFAP montre que le BMP4 entraîne en majorité une différenciation 

gliale des cellules par rapport au retrait des facteurs de croissance seul. 

- Sur les cellules de la lignée 3731b, l’AR n’a pas d’effet visible sur l’expression des 

marqueurs Dcx et GFAP par rapport à la condition DMSO (Figure 42 b). Par contre le 

BMP4 favorise la différenciation gliale des cellules (x90 par rapport à la condition 

0%). 

- Sur les cellules 4371, l’expression de Dcx est augmentée par l’AR ainsi que par le 

BMP4 par rapport aux conditions DMSO et 0% respectivement. L’expression de la 

GFAP ne varie pas (Figure 42 c). 
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Figure 41. Prolifération des cellules de GBM en condition AR et BMP4. Analyse de la 

prolifération cellulaire par marquage Ki67. (a) Quantification des marquages Ki67 (Rouge) n=3. (b) 

Images représentatives des marquages sKi67 visualisés par immunofluorescence 
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Figure 42. Analyse de l'expression des gènes PAK, ainsi que des gènes marqueurs de 

différenciation DCX et GFAP, après induction de la différenciation par l’AR et le BMP4. 
Analyse de l'expression de Dcx, GFAP, PAK1 et PAK3 par qPCR, relativement à la condition t0. 

L’expression est mesurée en présence de facteurs (t0) et 3 (t3) et 8 (t8) jours après le retrait des 

facteurs, n=4. 
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Pour aller plus loin, nous nous sommes également intéressés aux variations d’expression 

d’autres marqueurs, spécifiques des OPC (PDGFRa), des oligodendrocytes (Olig2) et des 

neurones matures (β3-tubuline). De manière frappante, dans les cellules 4371, l’expression de 

la β3-tubuline est augmentée en présence d’AR et de BMP4 par rapport aux conditions 

contrôles, et l’expression du PDGFRa est augmentée dans la condition BMP4 par rapport à la 

condition 0%, et diminuée en présence d’AR par rapport à la condition DMSO.  

L’AR pourrait donc favoriser la différenciation neuronale au détriment de la 

différenciation oligodendrogliale. Ces résultats s’avèrent intéressants lorsque l’on considère le 

profil des lignées : le BMP4 entraîne la différenciation gliale des cellules des deux lignées 

Mes/PL, et  la différenciation des cellules 4371 de type PN/SL vers un lignage neuronal et 

oligodendroglial. Les cellules de la lignée PN/SL peuvent atteindre des stades plus matures de 

différenciation. L’AR favorise la différenciation neuronale des cellules pour tous les types de 

lignées, mais une des lignées Mes/PL est résistante. 

 

 

Figure 43. Analyse de l'expression de gènes marqueurs de différenciation astrocytaire, 

oligodendrogliale et neuronale  après induction de la différenciation par l’AR et le BMP4. 
Analyse de l'expression de β3Tubuline, Olig2, PDGFRa, NG2 et S100β par qPCR, relativement à la 

condition t0. L’expression est mesurée en présence de facteurs (t0) et 3 (t3) et 8 (t8) jours après le 

retrait des facteurs n=4.  
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2.3 Effet de la différenciation gliale ou neuronale sur l’expression de PAK1 

et PAK3 

Grâce à l’utilisation de différentes conditions de cultures, nous avons donc réussi à obtenir 

des variations de la différenciation majoritaire observée après le retrait des facteurs. Nous 

avons analysé l’expression de PAK1 et PAK3 par qPCR au cours de ces différenciations. Dans 

toutes les lignées de cellules de GBM, le BMP4 n’induit pas de variations de l’expression de 

PAK1 par rapport au retrait de facteurs de croissance seul, alors que l’AR augmente son 

expression dès trois jours, de manière significative (3731a, x5 ; 3731b, x3 ; 4371, x20 ; figure 

42). L’expression de PAK3 n’est que légèrement augmentée par le BMP4 dans les cellules 

4371, par contre l’AR induit son augmentation par rapport au contrôle DMSO dans les 

cellules 3731a et les cellules 4371. Les variations de l’expression de PAK3 ne semblent pas 

associées à l’ajout de l’AR ou du BMP4 en particulier. Dans les cellules 3731 a, l’expression 

de PAK3 est augmentée en présence d’AR, mais ce n’est pas le cas pour la lignée 3731b.  

L’expression de PAK3 semble plutôt corrélée à l’augmentation de l’expression de 

marqueurs précis. Dans les cellules 3731a, l’expression de PAK3 est augmentée dans la 

condition AR par rapport à la condition DMSO, or dans cette condition, l’expression de Dcx 

est augmentée et non celle de GFAP ou des autres marqueurs analysés. Dans les cellules 

3731b, aucune condition de culture n’induit l’augmentation de l’expression de PAK3 par 

rapport au contrôle, or, l’expression de la GFAP est fortement augmentée en présence de 

BMP4. Pour finir l’expression de PAK3 augmente légèrement en présence de BMP4 et 

fortement en présence d’AR par rapport à leurs contrôles respectifs dans les cellules 4371. 

Pour cette lignée, dans ces conditions, l’expression des deux marqueurs neuronaux analysés, 

Dcx et β3-tubuline, augmente, alors qu’il n’y a pas de variations d’expression de la GFAP. Il 

existe également des variations d’expression du PDGFRa.  

Ces données indiquent que l’augmentation de l’expression de PAK3 est corrélée à 

l’augmentation de la différenciation neuronale et n’est pas corrélée à l’augmentation de la 

différenciation gliale, dans les trois lignées. Elles suggèrent également que l’expression de 

PAK3 pourrait être corrélée négativement à la différenciation oligodendrocytaire : 

l’augmentation la plus importante de l’expression de PAK3 est observée dans la condition AR 

des cellules 4371, en association avec la diminution de l’expression de PDGFRa et Olig2. Ces 

données montrent également que contrairement à celle de PAK3, l’expression de PAK1 n’est 

pas associée à l’expression de marqueurs en particulier, mais est induite par l’ajout d’acide 

rétinoïque, et ce quelle que soit la lignée considérée. Nous avons donc mis en évidence une 

possible régulation de l’expression de PAK1 par l’acide rétinoïque, de manière directe ou 

indirecte. Concernant l’expression de PAK3, plusieurs hypothèses sont à considérer : 1) 

l’expression de PAK3 est secondaire à l’engagement d’une cellule dans la voie neuronale, 2) 

le niveau d’expression de PAK3 détermine la capacité d’une cellule à s’engager dans la voie 

neuronale, 3) PAK3 est un effecteur des gènes proneuraux. Dans le deuxième cas, le niveau 

plus élevé de l’expression de PAK3 est ce qui permet à la lignée 4371 d’être plus sensible à la 

différenciation neuronale, alors que l’absence de son expression empêche les cellules 3731b 

de s’engager vers le lignage neuronal. La manipulation de l’expression de PAK3 pourrait 
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alors faire varier la sensibilité des cellules envers les agents de différenciation et l’engagement 

dans un lignage particulier.  

 

IV. Inhibition de l’expression de PAK3 par shRNA dans les cellules de gliome 

1. Sélection des shRNA 

Une première approche pour été d’inhiber l’expression de la protéine grâce à des shRNA 

(short airpin RNA). Le premier test a été effectué dans des cellules COS co-transfectées avec 

des plasmides permettant l’expression de PAK1 ou PAK3 humain, et un plasmide permettant 

l‘expression d’un sh (Figure 44 a). Nous avons ainsi pu tester l’efficacité et la spécificité des 

sh. Nous avons ensuite testé les virus GFP et shRNA dans les cellules de GBM (Figure 44b,c 

et 45). 

 

Figure 44. Inhibition de l’expression de PAK1 et de PAK3 dans des cellules COS et efficacité de 

l’infection des cellules de GBM par les lentivirus. (a) Deux plasmides Sh-RNA spécifiques de 

PAK1 (Sh1 et Sh2) et trois plasmides Sh-RNA spécifiques de PAK3 (Sh3, Sh4, Sh5) ont été co-

transfectés dans des cellules COS, en présence du plasmide d’expression pcDNA3-HA-PAK1, ou du 

plasmide pcDNA3-HA-PAK3. L’analyse par western blot a permis de vérifier la diminution 

d’expression et la spécificité de chaque plasmide Sh-RNA vis-à-vis de sa cible. (b,c) Le vecteur 

permettant l’expression de la GFP a été utilisé pour estimer l’efficacité de l’infection sur les cellules 

de GBM. Les cellules sont fixées 72h après infection, sans sélection (a) Expression de la GFP 

visualisée par immunofluorescence. (b) Quantification des cellules GFP+. 

 

Nous avons généré des cellules exprimant de manière stable des sh dirigés contre PAK3, 

dans l’objectif d’étudier la conséquence de l’inhibition de PAK3 sur les capacités de 

prolifération et de différenciation des cellules, ainsi que sur leur tumorigénicité. Les cellules 

ont été infectées par des vecteur lentiviraux permettant l’expression d’une résistance, ce qui 

permet l’expression des shRNA en continu ainsi que la sélection des cellules infectées. Un 
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shRNA scramble (non spécifique) est utilisé comme contrôle. L’infection peut être réalisée 

sur des cellules de sphères dissociées puis remise en culture en conditions non-adhérentes ou 

sur des cellules cultivée en monocouche. Avant l’établissement d’une pression de sélection, 

60 à 70% des cellules sont infectées 75h après l’infection (Figure 44 c). Deux séquences de sh 

ont été sélectionnées sur la base de leur efficacité, les sh 03A et 04A. Le sh02A est écarté en 

raison de la forte mortalité des cellules exprimant ce sh (Figure 45 a). 

 

Figure 45. Extinction de l’expression de PAK3 par les shRNA en condition proliférative. (a) 

Analyse de l’extinction de l’expression de PAK3 par western blot dans les cellules 3731a cultivée en 

sphère. (b) Analyse qPCR de l’expression de PAK3 dans les cellules des lignées 3731a et 4371 en 

conditions prolifératives, n=3. 5 sh différents ont été testés sur 3731a. GFP, vecteur permettant 

d’exprimer la GFP à la place d’un sh ; Ctrl, cellules exprimant le vecteur contrôle ; Non infecté, 

cellules 3731a cultivées en sphères, non infectées. 

 

2. Analyse de l’effet de l’expression des sh dirigés contre PAK3 sur les propriétés 

des cellules cultivées en sphère 

Nous avons tout d’abord exploré l’effet de l’infection des cellules 4371 et 3731a par les 

vecteurs viraux permettant l’expression des sh03A, sh04A et shCtrl sur deux propriétés des 

cellules : la capacité à s’auto-renouveler, et vitesse de croissance. La capacité à s’auto-

renouveler a été évaluée par un test de formation de sphère. Les cellules sont ensemencées à 

raison de 1000 cellules par puit et le nombre de sphères formées est compté après 10 jours de 

cultures en présence de facteurs de croissance. Une caractéristique visible pour les cellules 

4371 est la différence de taille entre les sphères obtenues pour les cellules exprimant les 

shPAK3 et les sphères exprimant le sh contrôle (Figure 46 a). Les cellules 4371 exprimant le 

shCtrl forment moins de sphères, que les cellules exprimant le sh03A (14.5% vs 6% pour les 

sh03A et Ctrl respectivement (Figure 46 b). Les sphères de taille plus importante obtenues 

pour les cellules exprimant les sh pourraient indiquer que ces cellules réalisent un plus grand 

nombre de cycle et/ou que leur cycle est plus court. Les résultats obtenus pour les cellules 

3731a ne nous permettent pas de conclure en raison de la variabilité des résultats obtenus, 

notamment pour les cellules infectées par le vecteur contrôle. Il semble exister une tendance à 

l’augmentation du  nombre de sphères. Pour évaluer la prolifération cellulaire, les cellules ont 

été ensemencées  à faible densité et la taille des sphères est mesurée à plusieurs temps 

différents (Figure 46 c). Les cellules 3731a infectées prolifèrent mal à faible densité, la 
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mortalité étant assez élevée. L’analyse de la taille des sphères 4371 au cours du temps suggère 

que la prolifération des cellules exprimant les sh dirigés contre PAK3 est plus importante que 

celle des cellules exprimant le shCtrl. Les résultats obtenus pour les cellules 4371 sont plus 

clairs que ceux obtenus pour les cellules 3731a, ce qui pourrait venir du niveau d’expression 

initial faible de PAK3 dans ces cellules. Néanmoins, les cellules exprimant les sh03A et 

sh04A semblent former plus de sphères et proliférer légèrement plus que les cellules 

exprimant le shCtrl. 

 

Figure 46. Effet de l’inhibition de l’expression de PAK3 sur les propriétés d’auto-renouvellement 

et de prolifération des cellules de GBM en culture en sphère. (a) Images représentatives des 

sphères obtenues après 10 jours de culture en présence de facteurs pour les cellules 4371. (b) 

Pourcentage de sphères obtenues après ensemencement de 1000 cellules par puit, n=3. (c) Suivi du 

diamètre des sphères pendant 8 jours de culture (min 100 sphères mesurées par point), n=3. Les 

cellules sont infectées avec des lentivirus permettant l’expression de shPAK3 (03A, 04A) ou d’un sh 

contrôle (Ctrl). 

 

3. Efficacité de l’extinction de l’expression des gènes PAK1 et PAK3 par les sh 

RNA dans les cellules cultivées en monocouche 

L’analyse de l’effet de l’extinction de l’expression de PAK3 par shRNA a été réalisée en 

condition proliférative en présence de facteurs, et au cours de la différenciation, après retrait 

des facteurs et ajout de sérum (SVF) pendant 72h. L’utilisation des cellules 4371 et 3731a 

permet d’observer les effets de cette extinction dans des cellules exprimant fortement PAK3 
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(4371) et dans des cellules peu différenciées, capables d’exprimer des marqueurs de différents 

lignages et présentant de fortes variations d’expression de PAK3 au cours de la différenciation 

(3731b).  

Dans les cellules 3731a, les sh dirigés contre PAK3 diminuent l’expression de PAK3 par 

rapport au vecteur contrôle en moyenne respectivement de 95% (03A) et 59% (04A)  en 

condition proliférative (PM) et  de 70% (03A) et 40% (04A) en condition différenciée (D) 

(Figure 47). La différence d’efficacité entre 04a et 03A permet d’obtenir deux conditions avec 

des niveaux d’extinction différents et d’observer s’il existe un ‘effet dose’ de l’extinction de 

PAK3. Sur les cellules 4371, plus différenciées et exprimant plus fortement PAK3, l’effet des 

sh est léger à inexistant selon les expériences. En condition PM, l’expression de PAK3 a pu 

être diminuée de 70% (03A) et 45% (04A) en moyenne. En condition de différenciation, en 

absence de facteurs, les sh n’ont pas d’effet par rapport au contrôle ce qui pourrait indiquer un 

effet de saturation du mécanisme d’inhibition par les sh lorsque l’expression du gène est 

importante. Il est à noter que même si l’expression de PAK3 est diminuée par rapport au 

contrôle, il existe toujours une augmentation de cette expression après le retrait des facteurs 

(Figure 47).  Il n’est donc pas possible de détecter un effet de l’absence de l’augmentation 

de PAK3 dans les cellules après retrait de facteurs.  

En test sur des cellules transfectées par un vecteur permettant l’expression de PAK1, les 

shPAK3 n’éteignent pas son expression, analysée par western blot (Figure 44 a). Dans les 

cellules de GBM, l’effet des shPAK3 sur l’expression de PAK1 est analysé par qPCR. Dans 

les cellules de la lignée 3731a, l’expression de PAK1 est diminuée dans une condition, dans 

les cellules infectées par le sh03A en présence de facteurs. Ces résultats ne permettent pas de 

conclure si la diminution de l’expression de PAK3 par les shRNA entraîne des variations de 

l’expression de PAK1, que ce soit par un effet direct ou indirect. 

 

Figure 47. Inhibition de l’expression du gène PAK3 dans les cellules de GBM infectées par des 

lentivirus permettant l’expression de shRNA. Expression analysée par qPCR des gènes PAK1 et 

PAK3 dans les cellules de gliomes. Les cellules sont cultivées en monocouche en présence de facteur 

(PM) ainsi qu'en condition de différenciation, 72h après le retrait des facteurs et en présence de sérum 

(D). Les cellules expriment soit un sh dirigé contre PAK3 (03A, 04A), soit un sh scramble (Ctrl), n=3. 
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4. Effet de l’inhibition de l’expression de PAK3 par shRNA dans les cellules de 

GBM 3731a 

4.1 Analyse de l’effet de l’inhibition de l’expression de PAK3 sur la 

prolifération et la différenciation des cellules 3731a 

Les analyses suivantes ont été réalisées sur les cellules 3731a, sur lesquelles il existe un 

effet inhibiteur des shRNA sur l’expression de PAK3. Tout d’abord, nous nous sommes 

intéressés à l’effet de l’inhibition de PAK3 sur la prolifération et le cycle cellulaire. Nous 

avons mesuré les variations d’expression des gènes P27, P53, CcnD1 et CcnD2. En présence 

de facteurs, les cellules 3731a exprimant les sh dirigés contre PAK3 expriment moins P27 que 

les cellules exprimant le vecteur contrôle, alors que cycline D1 (CcnD1) présente une 

tendance à la sur-expression. Ces résultats sont retrouvés en condition de différenciation sans 

facteurs de croissance. Nous avons également réalisé un marquage Ki67+ pour analyser la 

prolifération des cellules. Aucune différence de prolifération n’est détectable en condition PM 

entre les cellules exprimant le sh contrôle et les cellules exprimant les sh dirigés contre PAK3. 

Par contre, en condition différenciée (après le retrait des facteurs et en présence de sérum) les 

cellules exprimant le sh 03A prolifèrent plus que les cellules exprimant le sh contrôle. 

L’inhibition de l’expression de PAK3 entraîne donc une augmentation de la prolifération. 

 

Figure 48. Effet de l‘inhibition de l’expression du gène PAK3 sur la prolifération des cellules de 

GBM. (a) Quantification de marquages Ki67. (b) Expression des gènes cycline D1 (CcnD1) et p27 

analysée par qPCR dans les cellules de gliomes. Les cellules sont cultivées en monocouche en 

présence de facteur (PM) ainsi qu'en condition de différenciation, 72h après le retrait des facteurs et en 

présence de sérum (D). Les cellules expriment soit un sh dirigé contre PAK3 (03A, 04A), soit un sh 

scramble (Ctrl), n=3. 

 

L’expression de gènes marqueurs de différents lignages a ensuite été analysée dans les 

cellules infectées par les différents lentivirus. Sur les cellules 3731a aucun effet dû aux 

shPAK3 n’est détectable en condition PM. Bien que le sh03A diminue l’expression de Dcx, le 
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sh04A n’a pas le même effet, ce qui pourrait signifier que la baisse d’expression générée par 

le sh04A n’est pas assez importante pour que l’on observe un effet par rapport au contrôle. 

Par contre, après le retrait des facteurs les cellules exprimant les sh dirigés contre PAK3 

expriment plus fortement la GFAP que les cellules infectées par le vecteur contrôle. Cette 

augmentation semble en lien avec l’efficacité d’inhibition de la transcription de PAK3 par le 

sh : les cellules infectées par le sh03A expriment plus la GFAP que les cellules infectées par 

le sh04a. L’expression des autres marqueurs de lignage ne semble pas être affectée par 

l’inhibition de PAK3, que ce soit en présence ou en absence de facteurs. 

 

Figure 49. Effet de l‘inhibition de l’expression du gène PAK3 sur la différenciation des cellules 

de GBM. Analyse de la différenciation des cellules de gliomes après infection par les vecteurs 

lentiviraux. Les cellules sont cultivées en monocouche en présence de facteur (PM) ainsi qu'en 

condition de différenciation, après le retrait des facteurs en présence de sérum (D). Analyse qPCR de 

l'expression de gènes marqueurs de cellules différenciées. Les cellules ont été infectées avec des 

vecteurs lentiviraux permettant l'expression de sh dirigés contre PAK3 (03A et 04A) ou d'un sh 

contrôle (Ctrl), n=3. 

 

4.2 Analyse de l’inhibition de PAK3 sur les propriétés d’invasion et de 

tumorigénicité des cellules 3731a in vitro 

Les cellules de la lignée 3731a sont facilement dissociables et forment un tapis homogène 

en monocouche, ce qui permet de réaliser des tests de dilution limite et de ‘scratch’, et donc 

de détecter les effets de l’inhibition de l’expression de PAK3 sur la migration cellulaire et la 

tumorigénicité. L’évaluation de la tumorigénicité des cellules a été réalisée par test de dilution 
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limite (Hu et Smyth, 2009). Ce type de test permet d’estimer la proportion de cellules souche 

dans une population cellulaire. Il a été utilisé lors des premières identifications de la présence 

de cellules initiatrices de cancer dans les tumeurs cérébrales (Singh et al., 2003). Le nombre 

de cellules nécessaire à la formation d’au moins une sphère est plus faible dans les cellules 

infectées par le sh PAK3 03A (~21 cellules) par rapport aux cellules contrôles (~35), ce qui 

indique une augmentation du nombre de cellules capables de s’auto-renouveler à faible 

densité in vitro (Figure 50 a).  

Une des fonctions principales des p21-activated kinase est le contrôle de la motilité 

cellulaire à travers la régulation du cytosquelette d’actine. Les cellules sont mises en culture 

en monocouche en présence de facteurs. Une fois le tapis cellulaire formé, le scratch est 

réalisé à l’aide de la pointe d’une pipette, et le tapis cellulaire est rincé avant d’être placé en 

milieu sans facteurs de croissance pour limiter la prolifération cellulaire. La migration des 

cellules est évaluée par mesure de l’aire de la rayure. Les cellules exprimant le shPAK03A 

migrent plus que les cellules exprimant le sh contrôle (Figure 50 c et d). Les résultats 

obtenus semblent montrer que la diminution de l’expression de PAK3 par les sh 

augmente la tumorigénicité et la motilité cellulaire. 

 

 

Figure 50. Effet de l’inhibition de l’expression de PAK3 par shRNA sur l’auto-renouvellement et 

la motilité des cellules de GBM. (a) Test de dilution limite réalisé sur les cellules 3731a. Le nombre 

de cellules nécessaires pour obtenir au moins une sphère est de 21 pour les cellules exprimant le sh, et 

41 pour les cellules exprimant le vecteur contrôle. (b) Taux de fermeture du scratch au cours du temps. 

(c) Images du tapis de cellules 1h et 20h après le scratch. (d) n=3. 

 

4.3 Analyse de l’inhibition de PAK3 sur la tumorigénicité et la croissance 

des cellules 3731a in vivo 

Suite aux résultats obtenus in vitro montrant un effet possible de l’inhibition de PAK3 par 

les sh, nous avons analysé la tumorigénicité et la prolifération des cellules infectées par le 

vecteur permettant l’expression du sh03A in vivo. Ce sh est celui qui diminue le plus 

fortement l’expression de PAK3, et a le plus d’effet sur les propriétés des cellules de GBM 

3731a in vitro. Nous avons réalisée des xenogreffes chez la souris. Les sphères sont dissociées 

et les cellules injectées en sous cutané dans le flanc de souris nudes (1.10
6
 cellules par souris). 
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La croissance tumorale est suivie par mesure du volume de la tumeur, en suivant le même 

protocole que celui décrit en II.4. Les tumeurs issues de cellules 3731a exprimant le sh 03A 

sont celles dont la croissance est la plus rapide par rapport aux cellules exprimant le shCtrl 

(Figure 51 a). La médiane de survie des souris injectées avec les cellules exprimant le sh03A 

est de 20 semaines, et celles des souris injectées avec les cellules exprimant le shCtrl est de 30 

semaines (Figure 51 b). La diminution de l’expression de PAK3 dans les cellules de 

gliome 3731a entraîne une augmentation de la vitesse de croissance tumorale in vivo. 

 

Figure 51. Effet de l’inhibition de l’expression de PAK3 par shRNA sur la tumorigénicité in vivo. 

(a) Suivit de la survie des souris injectées en sous cutané avec les cellules de GBM. (b) Suivit de la 

croissance tumorale par mesure externe au pied à coulisse Souris, n=10. Les souris de la cohorte sh 

03A n’ont été suivit que jusqu’à 30 semaines pour le moment. 
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

 

I. PAK3 à l’opposé de PAK1 et PAK2 dans les gliomes 

A l’exception d’une étude sur PAK1, les kinases PAK du groupe I n’ont pas été étudiées 

dans les gliomes. La première analyse que nous avons réalisée est l’observation de la survie 

des patients en fonction de l’expression de PAK1, PAK2 et PAK3. En accord avec son rôle 

d’oncogène dans d’autres cancers (Kumar et Li, 2016), une expression plus forte de PAK1 est 

associée à une survie plus faible des patients. Cependant, lorsque nous avons quantifié 

l’expression de PAK1 dans les gliomes en les regroupant selon leur grade, leur classification 

histologique, ou la présence de marqueurs moléculaires, nous n’avons pas identifié de groupe 

de tumeurs de plus mauvais pronostic exprimant plus fortement PAK1. Au contraire, son 

expression est légèrement plus élevée dans les tumeurs de plus bas grade, et est 

significativement plus élevée dans les tumeurs avec EGFR non amplifié, donc des tumeurs 

souvent de meilleur pronostic (Figure 32). In vitro, la différenciation et l’arrêt de la 

prolifération des cellules de gliomes ne sont pas accompagnées de la diminution de 

l’expression de PAK1. Nous avons réalisé les mêmes analyses pour PAK2 (Résultats non 

montrés). Au contraire des deux autres isoformes, PAK2 est surexprimé dans tous les types de 

gliomes, ce qui pourrait être expliqué par le fait que les tumeurs sont très vascularisées, et que 

son expression ubiquitaire est relativement forte dans les cellules endothéliales, alors que 

PAK1 et PAK3 ont des expressions plus restreintes et très faibles dans les cellules 

endothéliales. Nous n’avons pas pu déterminer de groupe de patients présentant des survies 

significativement différentes en fonction de l’expression de PAK2, et n’avons pas pu non plus 

pu associer une augmentation de son expression avec la présence d’un marqueur moléculaire 

(codélétion 1p/19q, mutation IDH, Amplification de l’EGFR). Ainsi, les oncogènes PAK1 et 

PAK2 ne semblent pas être liés à un mécanisme de progression tumorale particulier dans les 

gliomes, au contraire d’autres cancers. 

Les observations sont différentes pour PAK3. Tout d’abord, une expression plus forte de 

PAK3 est associée à une meilleure survie des patients atteints de gliome, ce qui l’oppose aux 

autres PAK. Au niveau histologique, dans les deux cohortes analysées, PAK3 est plus 

fortement exprimé dans les tumeurs avec une composante oligodendrocytaire. Après 

répartition des gliomes selon les marqueurs IDH, EGFR et 1p/19q, nous avons observé que 

PAK3 est systématiquement plus fortement exprimé dans le groupe de tumeurs de meilleur 

pronostic. Plus précisément, dans les deux cohortes, les gliomes présentant la codélétion 

1p/19q surexpriment PAK3 par rapport aux autres types de gliomes, or la codélétion 1p/19q 

caractérise un sous ensemble de gliomes à caractère oligodendroglial de bon pronostic, des 

tumeurs majoritairement proneurales, plus différenciées et moins invasives  (Reifenberger et 

al., 1994). La corrélation d’une plus forte expression de PAK3 avec un meilleur pronostic de 

survie des patients est donc due à l’association cette expression avec la présence de la 

codélétion 1p/19q et le phénotype oligodendroglial. Ces résultats sont en accord avec un rôle 

de suppresseur de tumeur de PAK3.  
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II. PAK3 et différenciation 

Nous avons vu que l’expression de PAK3 est plus importante dans les tumeurs 1p/19q. Ce 

sont des tumeurs de type majoritairement proneural, exprimant des gènes de la différenciation 

oligodendrocytaire, comme PDGFRa, Olig2 et NKX2.2, et des gènes de développement 

proneuraux, comme Dcx  et ASCL1 (Phillips et al., 2006; Verhaak et al., 2010). Ces tumeurs 

sont majoritairement composées de cellules oligodendrocytaires et neuronales plus 

différenciées par rapport aux autres gliomes. Au cours de ma thèse, j’ai montré que PAK3 

était plus fortement exprimé dans les cellules de la lignée la plus proneurale, dont les cellules 

sont plus différenciées et moins prolifératives. J’ai également montré que l’expression de 

PAK3 augmentait avec la différenciation des cellules, et plus particulièrement avec la 

différenciation neuronale. Ainsi l’expression de PAK3 augmente en concomitance avec les 

gènes Dcx ou β3-tubuline. Il existe  donc un lien clair entre PAK3 et différenciation, que ce 

soit dans les lignées de cellules de gliome ou dans les tumeurs. Cependant, dans les tumeurs 

comme dans les cellules de gliome, nous ne pouvons pas déterminer si l’expression plus 

élevée de PAK3 est la cause ou la conséquence de la présence de cellules plus différenciées. 

Pour répondre à cette question, nous avons entrepris de supprimer l’expression de PAK3 

grâce à des shRNA, afin de déterminer si celle-ci est nécessaire à la différenciation, et plus 

précisément à la différenciation neuronale et oligodendrocytaire. Nous avons réussi à inhiber 

l’expression de PAK3 dans les cellules de la lignée 3731a. Pour analyser les effets de cette 

inhibition sur la différenciation, ces cellules ont été placées en conditions de culture favorisant 

la différenciation des cellules. Nous avons observées que les cellules exprimant les shPAK3 

expriment moins les marqueurs oligodendrocytaires, et expriment plus la GFAP que les 

cellules exprimant le shContrôle. En plus de ces données, nous avons pu observer parmi nos 

différentes lignées de cellules que la lignée de cellule de gliome exprimant le moins PAK3 est 

réfractaire à la différenciation neuronale, mais est capable d’augmenter sa différenciation 

astrocytaire (expression de GFAP, Figure 49). A l’inverse, la lignée de cellule de gliome 

exprimant plus fortement PAK3 favorise l’augmentation de marqueurs neuronaux (Dcx, β3 

tubuline). Ceci pourrait indiquer que l’expression de PAK3 est nécessaire à l’induction et/ou 

au maintien de la différenciation neuronale et oligodendrogliale, et/ou qu’elle est nécessaire à 

l’inhibition de la différenciation astrocytaire. Il est important de noter que la GFAP est 

exprimée aussi bien par les astrocytes que par les progéniteurs. Nos résultats sont compatibles 

avec ceux d’études réalisées chez le Xénope et la souris : chez le Xénope, Souopgui et 

collègues ont décrit que XPAK3 était exprimé au cours de la neurogenèse embryonnaire de 

manière concomitante aux marqueurs de différenciation neuronale. Son expression est régulée 

positivement par les gènes proneuraux comme la neurogénine. L’activation de PAK3 entraîne 

l’arrêt du cycle et une différenciation neuronale prématurée et augmentée de manière dose-

dépendante. A l’inverse l’inhibition de l’expression de PAK3 par morpholino augmente la 

prolifération des progéniteurs et diminue la différenciation neuronale (Souopgui, Sölter et 

Pieler, 2002). Chez la souris, PAK3 est impliqué dans la différenciation neuronale et la 

différenciation oligodendrogliale (Cobos, Borello et Rubenstein, 2007; Dai et al., 2014; 

Maglorius Renkilaraj et al., 2017). Dans les cellules du pancréas, l’expression de PAK3 
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favorise la sortie du cycle cellulaire et la différenciation (Piccand et al., 2014). De manière 

intéressante l’expression de PAK3 est régulée positivement par la neurogénine 3 dans ce type 

cellulaire (Piccand et al., 2014). 

Nous pourrions proposer un modèle dans lequel, dans les cellules neurales, l’expression de 

PAK3 détermine la spécification/destin cellulaire. Une absence d’expression de PAK3 

favoriserait le destin astrocytaire, son expression transitoire le destin oligodendroglial, et son 

expression soutenue le destin neuronal. Afin de confirmer que l’expression de PAK3 est 

nécessaire à la différenciation, voire suffisante pour induire la différenciation, plusieurs 

approches sont en cours d’élaboration dans mon équipe pour surexprimer ou supprimer la 

protéine.  

 

 

Figure 52. Modèle hypothétique ‘Expression de PAK3 au cours de la différenciation neurale’ 

 

III. PAK3 et tumorigénicité 

Plusieurs arguments soutiennent l’hypothèse qu’au moins une des fonctions de PAK3 est 

défavorable à la tumorigenèse. Tout d’abord PAK3 est exprimé dans les tumeurs de meilleur 

pronostic. In vivo, la lignée de cellule de type plus proneural exprimant le plus PAK3 n’est 

pas tumorigène après greffe hétérotopique chez la souris nude. Ce rôle anti-tumoral pourrait 

être dû à des fonctions spécifiques de PAK3 entraînant la sortie du cycle cellulaire. Dans les 

lignées de cellules de gliome étudiées, l’expression de PAK3 est inversement corrélée avec la 

prolifération et la tumorigènicité. Les cellules dans lesquelles l’expression de PAK3 a été 

diminuée par shRNA sont plus prolifératives et tumorigènes in vivo et in vitro.  

Chez le Xénope, la sur-activation de PAK3 entraîne l’arrêt du cycle cellulaire, et 

inversement l’inhibition de son expression par morpholino entraîne l’augmentation de la 
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prolifération des progéniteurs (Souopgui, Sölter et Pieler, 2002). Chez la souris, l’inhibition 

de PAK3 entraîne également un délai de différenciation et de sortie du cycle des OPC 

(Maglorius Renkilaraj et al., 2017). PAK2 pourrait donc être l’une des kinases contrôlant la 

prolifération des OPC, or les OPC pourraient être la population de cellules responsable de 

l’apparition d’un gliome. 

IV. Mécanismes possibles qui permettraient un rôle spécifique de PAK3 

La kinase PAK3 possèderait donc des fonctions uniques non compensées par les autres 

isoformes ce qui est soutenu par le fait que les mutations de PAK3 chez l’homme sont 

responsables de retard mental. Ceci implique des fonctions de PAK3 non redondantes avec les 

autres isoformes au cours du développement. Plusieurs mécanismes pourraient permettre des 

fonctions spécifiques de PAK3 :  

1. PAK3 aurait des substrats spécifiques 

La plupart des substrats identifiés pour PAK1 n’ont pas été analysés pour les autres 

isoformes (Kumar et Li, 2016). A l’heure actuelle, il n’existe qu’un substrat identifié 

spécifique de PAK3, une sous-unité du récepteur au glutamate (Hussain et al., 2015). 

Cependant il pourrait exister d’autres substrats spécifiques. Une des hypothèses serait donc 

que PAK3 possède un ou plusieurs substrats propres impliqués dans la régulation du cycle 

cellulaire et/ou la différenciation neurale. 

2. Voies de régulations différentes 

Une autre hypothèse, complémentaire de celle des substrats spécifiques, est que PAK3 fait 

partie d’une voie de signalisation différente de celle des autres isoformes. Mon équipe a 

montré que les voies de signalisation diffèrent entre PAK1 et PAK3 sur plusieurs points. 

PAK3 est activée préférentiellement par Cdc42, et se lie préférentiellement aux adaptateurs 

Nck2/Grb4 (Kreis et al., 2007; Thévenot et al., 2011).  

L’association entre l’expression de PAK3 et la codélétion 1p/19q pourrait indiquer que des 

gènes régulateurs négatifs de PAK3 se situeraient dans les zones chromosomiques délétées. 

Dans ces tumeurs proneurales, il y a souvent des amplifications du PDGFR, des mutations 

inactivatrices de NOTCH1 et une activation de la voie PI3K (TCGA Network, 2015). Sachant 

que l’expression de PAK1 n’est pas différente entre les tumeurs codélétés ou non, ces voies de 

signalisations représentent un champ d’investigation pour trouver des régulateurs potentiels 

spécifiques de PAK3. Un autre mécanisme moléculaire pouvant donc être impliqué est la 

régulation de PAK3 par Notch. Chez le Xénope, l’expression du domaine intracellulaire de 

NOTCH diminue l’expression de XPAK3 à travers l’inhibition de la Ngn1. NOCTH1 est un 

régulateur négatif de PAK3 (dans le développement embryonnaire) (Souopgui, Sölter et 

Pieler, 2002). Il est possible que NOTCH1 régule négativement PAK3 également dans les 

cellules de gliomes, étant donné que les mutations inactivatrices de NOTCH sont fréquentes 

dans les tumeurs 1p19q qui surexpriment PAK3 (Verhaak et al., 2010; TCGA Network, 

2015). Dans ces gliomes, les mutations inactivatrices de FUBP1, CIC et NOTCH1 sont 



DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

119 

 

fréquentes. Etant donné que le lien Notch/PAK3 existe, il est possible que CIC et FUBP1 

soient également des régulateurs négatifs de PAK3 : 

- CIC est un répresseur transcriptionnel impliqué dans la transduction du signal RTK. 

En absence du signal, CIC réprime la transcription de gènes en se liant à leur 

promoteur. Les dysfonctionnements de CIC sont liés à des maladies 

neurodégénératives, CIC est donc probablement impliqué dans le développement 

neuronal et dans la régulation du cycle cellulaire. Cependant, dans les gliomes 

l’inactivation de CIC est de mauvais pronostic (Gleize et al., 2015). Nous avons 

analysé l’expression de PAK3 en fonction des mutations de CIC, et n’avons pas 

observé de différence. CIC ne semble donc pas impliqué directement dans la 

régulation de l’expression de PAK3. 

- FUBP1 est un régulateur transcriptionnel de c-Myc qui favorise la prolifération, la 

résistance à l’apoptose et la migration. Il peut également se lier à l’ARN. Il s’agit d’un 

proto-oncogène surexprimé dans de très nombreux cancers. Dans les gliomes, 

l’expression de FUBP1 est de mauvais pronostic, et in vitro, elle favorise la croissance 

tumorale et la migration, en corrélation avec une inhibition de la différenciation (Z. 

Ding et al., 2015; Hong et al., 2016). FUBP1 entraîne la surexpression de la stathmine 

dans les cancers. Ces fonctions sont opposées aux fonctions potentielles de PAK3. C-

Myc et la stathmine sont des cibles de PAK1, donc potentielles de PAK3. Les 

mutations inactivatrices de FUBP1 sont associées à la différenciation 

oligodendrogliale (Baumgarten et al., 2014). Ces données seraient en accord avec un 

rôle de régulateur négatif indirect ou direct de FUBP1 sur PAK3.  

 

3. Localisations différentes 

PAK1, PAK2 et PAK3 ne sont pas exprimés de la même manière dans les types cellulaires. 

La localisation de PAK3 par rapport à celle de PAK1 pourrait également jouer sur les voies de 

signalisations qui l’active et celles qu’elle active. En effet PAK3 pourrait se retrouver en 

contact ou non avec des partenaires différent selon où elle se trouve dans la cellule. Or, dans 

les cellules, PAK1, PAK2 et PAK3 ont des localisations différentes une fois activés.  

Contrairement à PAK3 et PAK2, PAK1 possède plusieurs signaux de localisation nucléaire 

(NLS), ce qui suggère que PAK1 aurait des substrats et activités dans le noyau que n’auraient 

pas les autres isoformes. 

4. Les hétérodimères PAK1/PAK3 

PAK3 pourrait agir sur la prolifération en inhibant PAK1. Les PAK forment des 

homodimères inhibiteurs (Lei et al., 2000; Parrini et al., 2002), mais nous avons montré que 

PAK3 préfère former des hétérodimères avec PAK1 plutôt que des homodimères, ce qui 

inhibe l’activité de PAK1 (Dubos et al., 2012) L’augmentation de PAK3 pourrait donc mener 

à l’inhibition de l’activité de PAK1.  
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5. Régulation de l’activité de PAK3 et variants d’épissage 

Notre équipe a identifié et caractérisé les variants d’épissage de PAK3. Les variants 

d’épissages sont capables de former des complexes inhibiteurs avec PAK1, mais les variants 

ont des activités biochimiques différentes de celles de PAK3a PAK1 et PAK2. Entre autre, 

leur activité kinase est constitutive (Kreis et al., 2008). Les variants pourraient posséder des 

voies de signalisations qui leur sont propre, et leur quantité pourrait alors être un système de 

régulation de la signalisation. La possibilité que les différents variants d’épissages aient des 

fonctions non redondantes est étayée par le fait qu’ils sont conservés au cours de l’évolution. 

V. Implication thérapeutiques et perspectives 

L’hypothèse que les cellules d’origine des tumeurs seraient des cellules souches neurales 

ou des cellules post-mitotique dé-différenciées, et la similarité entre les voies de signalisations 

impliquées dans la prolifération et la différenciation des GIC et le développement du système 

nerveux a incité les équipes à élaborer de nouvelles stratégies thérapeutiques spécifiques et 

ciblées. Ces stratégies utilisent les voies de régulation impliquées dans la prolifération et la 

différenciation des cellules souches neurales (Stiles et Rowitch, 2008). L’utilisation d’agents 

permettant la différenciation, comme l’AR ou les BMP, paraissait prometteuse, mais la 

réponse à ces agents semble très variable selon la tumeur. L’utilisation de gènes permettant 

l’activation de voies pro-apoptotiques ou pro-différenciation pourrait être une thérapie 

prometteuse. Les p21-activated kinases sont des protéines clés au cœur de nombreuses voies 

de signalisation oncogéniques. Ce sont déjà des cibles intéressantes pour plusieurs cancers et 

notamment le cancer du sein, dans lesquels elles régulent des mécanismes de prolifération et 

de survie. 

1. Hétérogénéité de la réponse à la différenciation des cellules de GBM 

Durant mes travaux de thèse j’ai caractérisé trois lignées de cellules de glioblastome 

différentes, tant au niveau de leur état souche que de leur prolifération et de leur 

différenciation. Cette caractérisation a été réalisée à l’aide de tests fonctionnels et d’analyses 

d’expressions de gènes. Ces lignées de cellules peuvent être classées en deux groupes, 

proneural et mésenchymateux, correspondant respectivement à un phénotype différencié peu 

prolifératif et tumorigène, et à un phénotype peu différencié, fortement prolifératif et 

tumorigène. Comme d’autres équipes, j’ai observé une variété de réponse des lignées de 

cellules à l’induction de la différenciation. De plus, parmi les trois lignées de cellules de GBM 

étudiées, deux proviennent de la même tumeur initiale, pourtant, leurs caractéristiques sont 

différentes, ainsi que leur réponse à l’induction de la différenciation : les cellules de la lignée 

3731a sont sensibles à l’AR et au BMP4, et capables de se différencier dans les lignages 

gliaux et neuronaux, tandis que les cellules 3731b sont insensibles à l’AR et ne se 

différencient que peu ou pas dans le lignage neuronal. Ces données reflètent la dérive vers le 

phénotype mésenchymateux observée pour les tumeurs récurrentes. Elles mettent aussi en 

évidence une difficulté possible dans le traitement des gliomes : si un traitement précis, ou le 
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changement d’environnement causé par un traitement, sélectionne une population cellulaire, 

celle-ci pourra ne plus répondre, ou répondre différemment aux traitements.  

2. L’acide rétinoïque et PAK 

Nous avons montré que l’expression de PAK1 est augmentée par l’AR, dans toutes nos 

lignées de cellules, ce qui n’est pas le cas pour celle de PAK3, et que PAK1 et PAK3 

pourraient avoir des fonctions opposées. En fonction du contexte cellulaire et de la balance 

PAK1/PAK2, les voies de signalisations activées par l’AR  pourraient être différentes. L’AR 

active plusieurs types de récepteurs dont les récepteurs nucléaires à l’acide rétinoïques (RAR) 

et les peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR). Les effets de l’AR sur les gliomes et 

les lignées de cellules de gliomes sont variables selon les études. Certains travaux ont 

démontré un effet bénéfique de l’AR et d’autres n’ont pas décelé d’effet, ou un effet négatif 

(Schug et al., 2007; Campos et al., 2010; Niu et al., 2010; Xia et al., 2015). Il a même été 

montré que l’AR pouvait entraîner la transcription de gènes pro-cancéreux dans les cellules de 

GBM (Schug et al., 2008; Janesick, Wu et Blumberg, 2015).  

Initialement, les rôles opposés de l’AR semblaient être dus à l’activation de deux voies 

différentes. Une voie médiée par CRABPII, qui délivre l’AR aux RAR et entraîne la 

différenciation, l’arrêt du cycle et l’apoptose, et une autre voie médiée par FABP5 qui délivre 

l’AR aux PPAR et favorise la prolifération et la survie (Campos et al., 2011). Schug et 

collègues ont montré que l’activation de PPAR par l’AR induit l’expression de gènes 

impliqués dans le maintien de la survie cellulaire (Schug et al., 2007, 2008; Janesick, Wu et 

Blumberg, 2015). Or la répartition de l’AR entre les RAR et les PPAR peut être régulée par 

les protéines de liaison aux lipides CRABPII et FABP5. Le ratio CRABP/FABP5 pouvait 

ainsi déterminer la fonction de l’AR, selon l’activation principale obtenue entre RAR et 

PPAR. Les résultats obtenus par la suite ont contredit cette hypothèse (Campos et al., 2015; 

Xia et al., 2015). Il existe donc au moins une autre voie de signalisation contrôlant la réponse 

d’une cellule à l’AR, et PAK1, voir le ratio PAK1/PAK3, pourrait en être un élément 

déterminant.  

L’AR active des récepteurs nucléaires, qui activent des co-répresseurs-et co activateurs 

pour réguler la transcription de gènes. L’AR réprime le complexe AP1 à travers une voie non 

identifiée (Benkoussa et al., 2002). Or il a été montré que AP1 était potentiellement un 

régulateur positif de l’expression de PAK3 dans des fibroblastes (Holderness Parker et al., 

2013). Nous n’avons pas détecté d’inhibition de l’expression de PAK3 dans nos cellules 

cultivées en présence d’acide rétinoïque, mais il est possible que l’inhibition de AP1 par l’AR 

entraine la diminution partielle de l’expression de PAK3 et donc l’augmentation du ratio 

PAK1/PAK3. Eventuellement, cette signalisation pourrait mener à une augmentation de la 

prolifération et de la survie liée à PAK1. Ces résultats sont à prendre avec précaution étant 

donné que la régulation AP1/PAK3 a été mise en évidence dans des fibroblastes de rat et non 

dans un contexte cérébral. L’AR induit de la mort cellulaire dans les cellules de GBM. 

L’augmentation de PAK1, impliquée dans les mécanismes de survie cellulaire, pourrait être 

une réponse de lutte de la cellule pour lutter contre l’apoptose.  
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De manière très intéressante, une hypothèse serait que l’AR ait des effets différents sur les 

cellules souches et les cellules progénitrices et en cours de différenciation. Sur une minorité 

de cellules au sein de la tumeur, les cellules initiatrices de gliome, l’AR favorise la 

prolifération et la survie (Niu et al., 2010). Or, nos données montrent que l’expression de 

PAK3 augmente au cours de la différenciation des cellules, et que les cellules exprimant peu 

PAK3 ne différencient pas en réponse à la présence d’AR en culture in vitro. La présence de 

PAK3 pourrait donc favoriser la réponse des cellules à l’AR. Surexprimer PAK3 dans les 

cellules de gliomes pourrait permettre de les sensibiliser à l’AR. 

3. PAK3 et différenciation neuronale 

Au vu des résultats obtenus par nous et par d’autres, PAK3 serait impliqué 

préférentiellement dans la différenciation neuronale et oligodendrogliale. Or, ces deux voies 

de différenciation pourraient être à privilégier par rapport à la différenciation astrocytaire dans 

le traitement des cellules de gliomes. Les BMP, et en particulier le BMP4, entrainent une 

différenciation principalement gliale des cellules, et ont été initialement envisagés comme 

agents thérapeutiques pour les gliomes. Il a été montré que le BMP4 permet la différenciation 

et l’arrêt de la prolifération in vivo et in vitro, et diminue la tumorigénicité des cellules 

(Piccirillo et al., 2006). Cependant, dans une étude réalisée  par Carèn et collègues en  2015, 

parmi plusieurs lignées de cellules de GBM établies à partir de patients, seules certaines 

répondent aux BMP par la différenciation. Cette différenciation est majoritairement 

astrocytaire et n’est pas terminale. En effet les cellules recommencent à proliférer une fois 

remises en présence de facteurs, et restent capables de donner des tumeurs une fois injectées 

dans le cerveau de souris. Dans le cerveau normal, les astrocytes et les oligodendrocytes 

restent capables de retourner dans le cycle et de proliférer sous certaines conditions. Reste la 

possibilité que le lignage neuronal soit moins sujet à la prolifération. Dans ce contexte, 

l’utilisation d’un gène comme PAK3 qui entraine majoritairement la différenciation dans le 

lignage neuronal pourrait être intéressante. 

Nos résultats suggèrent que les thérapies par différenciation pourraient être développées en 

fonction du niveau d’expression de gènes comme PAK3, qui pourraient être prédictifs de la 

réponse d’une tumeur à une thérapie. Les thérapies par différenciation forcées sont déjà 

considérées pour les GBM (Guichet et al., 2013; Balasubramaniyan et al., 2015). PAK3 

pourrait être une cible utile pour les tumeurs peu différenciées, car l’expression de ce gène est 

régulée positivement par les gènes proneuraux comme les neurogénines (Souopgui, Sölter et 

Pieler, 2002; Piccand et al., 2014). Un autre aspect impacté par la présence de fonctions 

opposées de PAK3 et PAK1 est l’utilisation des inhibiteurs des PAK. Pour le moment aucun 

inhibiteur spécifique d’isoforme n’existe (Crawford, Hoeflich et Rudolph, 2012). Ces 

inhibiteurs non spécifiques pourraient donc avoir des effets non désirés en inhibant PAK3, un 

gène probablement suppresseur de tumeurs, sur deux aspects : en altérant ses fonctions dans la 

prolifération et la différenciation des cellules de gliomes, et en l’empêchant de réguler 

l’activité de PAK1.  
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VI. CONCLUSION 

En conclusion, mes travaux mettent en évidence pour la première fois l’importance d’un 

gène codant pour une kinase de la famille des p21-Activated Kinases dans la physiopathologie 

des gliomes de haut grade. Nous montrons que l’expression élevée de ce gène est associée à 

certaines caractéristiques cliniques, et des marqueurs cellulaires in vitro : elle est corrélée à 

une meilleure survie des patients, une sous-classe de tumeurs co-délétées 1p/19q, des 

caractéristiques histologiques oligodendrocytaires dans les tumeurs, et à une signature 

neurale/proneurale dans les lignées cellulaires issues de tumeur. L’augmentation de son 

expression accompagne la diminution de la prolifération cellulaire et une différenciation de 

type neuronale dans ces lignées. Dans une lignée de cellules de GBM dans laquelle nous 

avons réussi à diminuer l’expression de PAK3, nous observons une augmentation de la 

tumorigénicité et de la croissance tumorale associée à une diminution des traits neuronaux au 

profit de ceux astrocytaires. L’ensemble de ces données, ajoutées aux données 

bibliographiques sur son rôle dans les différenciations neuronale et oligodendrocytaire, 

suggère fortement que ce gène joue un rôle inhibiteur de la croissance tumorale dans la 

physiopathologie des gliomes de haut grade. Il pourrait constituer de ce fait une nouvelle cible 

thérapeutique pour ces cancers, et remettre en question l’utilisation d’inhibiteurs non 

spécifiques des PAK. Mes travaux apportent les premiers éléments montrant que ce gène n’est 

pas un oncogène comme les autres membres des kinases PAK, mais plutôt un gène 

suppresseur de tumeur. 
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Abstract 

The three p21-activated kinases of group I (PAK) play a key role in cell division and movement and 
two of them, PAK1 and PAK2 are oncogenes involved in cell transformation and tumor growth. PAK1 
and PAK3 are highly expressed in brain and control neuronal and oligodendroglial differentiation 
whereas PAK3 participates to the proneural developmental pathway. The roles of these two kinases in 
brain tumor pathophysiology are unknown. High grade gliomas are the most frequent adult brain 
tumor with bad prognosis. Recent advances in molecular characterization of gliomas have contributed 
to a better understanding, and have identified several sets of genes whose high expression is correlated 
with clinical outcomes, genetic characteristics and histology. However the role of genes of the 
proneural signature, such as PAK3, in the biology of these tumors is still poorly understood and may 
concern control of cell cycle, survival and apoptosis, and/or neural specification and differentiation. 
We report here that PAK3 expression is positively correlated to a longer survival in gliomas and is 
high in 1p/19q oligodendrogliomas. In glioblastoma cell lines, PAK3 is highly expressed in a glioma 
cell line with a stem-like signature that does not induce tumor after xenograft. Its increasing 
expression upon a set of differentiation paradigms is correlated with those of neural markers in a 
glioma stem-like cell line and with those of neuronal markers in a progenitor-like cell line. Altogether, 
our results show that PAK3 has opposite functions than the PAK1 oncogene in high grade gliomas, 
suggesting tumor suppressor functions, and that PAK3 may be a therapeutic target to induce glioma 
cell post-mitotic differentiation. 
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Introduction  
Three PAKs of group I form a small family of kinases that are the main effectors of the Rac and 

Cdc42 GTPases which play a crucial role in cell movement and proliferation (Bokoch, 2003; Kumar & 
Li, 2016). The two neuronal PAK1 and PAK3 kinase play an important role in neuronal signaling and 
synaptic plasticity (Kreis & Barnier, 2009). PAK1 is involved in neuronal polarity whereas PAK3 is 
involved in the developmental proneural pathway, regulating cell cycle exit of neuroblast precursors 
during primary neurogenesis (Souopgui et al., 2002) and is involved in neurite outgrowth and neuronal 
differentiation during telencephalon ontogenesis (Cobos et al., 2007, Dai et al., 2014). PAK1 is an 
oncogene, whose overexpression and activation play a key role in several cancers such as breast, 
colon, and some other cancers (Radu et al., 2014; Kumar & Li, 2016). In contrast, the functions of 
PAK3 in cancer are poorly documented, while it belongs to the group of the genes of the proneural 
signature in glioblastomas (Verhaak et al., 2010). However, the roles of PAK1 and PAK3 in glioma 
pathophysiology are unknown.  

Gliomas account for 80% of malignant brain tumors, and raised many problems and challenges 
to biologists and clinicians, due to their heterogeneous cell composition and the presence of cells with 
neural stem cell properties (Westphal & Lamszus, 2011, Bayin et al., 2014). The cancer stem-like cells 
form a quiescent pool of cells resistant to anti-mitotic treatments and thought to be responsible for 
tumor recurrence after resection (Chen et al., 2012). The new WHO classification of gliomas 
integrates histological and molecular biomarkers and identifies clinically relevant subtypes of gliomas 
with prognostic and/or predictive value linked to chromosomic, genetic, transcriptomic and epigenetic 
hallmarks (Phillips et al., 2006; Gravendeel et al., 2009, Louis et al., 2016; Verhaak et al., 2016). Thus 
the proneural subtypes characterized by high expression of proneural development genes is observed 
in different glioma grades, mainly associated with IDH mutations in glioblastomas  and with 1p/19q 
codeletion in oligodendrogliomas (Philipps et al., 2006; Parsons et al., 2008; Ducray et al., 2008; 
Verhaak et al., 2010; TCGA et al., 2015). Whereas patients having tumors with proneural signature 
may have a longer survival than other tumor subtypes, aggressive therapies fail to improve live span. 
The roles of genes associated with the proneural signature in the biology of these tumors are still 
poorly understood. They may control transitions between quiescent and activated states for the cancer 
stem cells, cell cycle exit, cell fate decision, and differentiation for the proliferative undifferentiated 
cells, by regulating a complex set of transcription factors, signaling pathways and epigenetic 
regulations. One promising therapeutic strategy in high grade glioma treatment to inhibit tumor growth 
or recurrence is the induction of glioma cell cycle exit and differentiation. Several approaches have 
been described using cytokines or overexpression of transcription factors, using the developmental 
schema of neural differentiation as a paradigm (Piccirillo et al. 2006; Hide et al., 2009; Guichet et al., 
2013). Molecular actors of this cellular switch between mitotic and post-mitotic states are relatively 
unknown but may constitute potential therapeutic targets.  

Thus we explored the hypothesis that PAK3 may be involved in the inhibition of brain tumor 
growth by inducing glioma cell differentiation. For this, we analyzed PAK3 expression and correlation 
with patient survival in cancer databases and in characterized patient cohorts according to histological 
and molecular subtypes. We observed that PAK3 has a higher expression in oligodendrogliomas 
carrying 1p/19q codeletion and that its expression is positively correlated with a longer survival of 
patients, in contrast to that of the PAK1 gene. In GBM cell lines, PAK3 expression is higher in a non-
tumorigenic cell line displaying a stem cell like/proneural signature than in a tumorigenic cell line 
with a progenitor/mesenchymal/classical phenotype. Thanks to the adherent culture model, we 
induced GBM cell differentiation by protocols favoring either neuronal or glial phenotypes. 
Interestingly, we observed that increased PAK3 expression is correlated to cell cycle exit and 
immature neuronal differentiation. Together, these data strongly suggest that PAK3 plays an inhibitory 
role in brain tumor growth and may be a potential target for glioma therapy.  
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Results  

PAK3 is highly expressed in gliomas and is associated with longer patient survival. 
We first examined the expression level of PAK genes in a database from The Cancer Genome 

Atlas (TCGA) databases (Figure 1a,b) (Gravendeel et al., 2009). Both PAK1 and PAK3 genes are 
relatively highly expressed in normal brain compared to other non-neuronal tissues, as previously 
reported (Arias-Romero & Chernoff, 2008). Whereas PAK1 is almost equally expressed in all tumor 
types, high PAK3 expression is found mostly in nervous system tumors, glioma and neuroblastoma, 
and is much more heterogeneous in gliomas compared to any other tumor. While GFAP, OLIG2, 
S100β and DCX are highly expressed in gliomas compared to other tumors, two neuronal markers 
CamKII and Calbindin were weakly expressed in all tumor types, reflecting the glial and immature 
neuronal cellular phenotypes of gliomas (Supplementary Figure S1).  

We then investigated the correlation between the PAK expression levels and patient survival, 
and found PAK1 expression associated with shorter survival whereas PAK3 expression was associated 
with a longer survival (Figure 1c,d). Similar data were obtained from the AMC-TGCA (data not 
shown). PAK1 and PAK3 were not correlated each other (r= x, p=y) supporting independent roles for 
each gene in cancer progression (data not shown). Altogether, these data suggests opposite roles for 
PAK1 and PAK3 in glioma, and the hypothesis that PAK3 may inhibit glioma tumor growth. 

High expression of PAK3 is associated with 1p/19q co-deleted glioma subtypes and longer 
survival  

In order to investigate precisely the expression level of the PAK genes in glioma subtypes, we 
analyzed PAK1 and PAK3 mRNA expression by quantitative RT-PCR in 135 tumor samples from 
glioma patients, from the Pitié-Salpêtrière Hospital’s cohort, according to grade (Supplementary 
Figure S2) and histological classification (Figure 2a,b). Tumors were compared to Epileptic brain 
biopsies as references. Both PAK1 and PAK3 were less expressed in gliomas than in control brains, in 
agreement with their lower expression in glial cells compared to neurons (Kreis et al., 2008). PAK1 
and PAK3 expressions were not associated with grading (Supplementary Figure S2). PAK1 expression 
was independent from glioma subtype, while PAK3 expression was associated with grade II/III 
oligodendrogliomas. Since oligodendrogliomas are often associated with some genomic hallmarks 
such as the 1p/19q codeletion and IDH mutationswe therefore examined a possible relationship 
between 1p19q codeletion which is the hallmark of oligodendroglioma (Ducray et al., 2008) and PAK 
expressions, in 259 grade II/III glioma samples by quantitative RT-PCR assay. In II and III glioma 
grades, PAK1 was equally expressed in noncodeleted and codeleted gliomas, whereas PAK3 displays a 
higher expression in codeleted gliomas (Figure 2c, d). None were associated with IDH mutation per se 
(Figure 2e, f). The prognostic impact of both PAK3 and PAK1 was found in each molecular subgroup, 
ie IDHwt, IDHmut, IDHmut/codeleted (Supplementary Figure S3). As an example, the median 
survivals in 1p/19 codeleted patients with high or low PAK3 expression level were 74 months and 24 
months, respectively.  

High PAK3 expression is correlated with low proliferating GBM spheroids  
A more in depth analysis was performed with GBM cell lines established from patient tumors. 

These cell lines can be established from high grade gliomas and represent valuable models for basic 
research and drug discovery (Lee et al., 2006; Pollard et al., 2009, Cusulin et al., 2015, Binder et al., 
2016). They display transcriptomic patterns similar to that of the original tumor (Lee et al., 2006; 
Pollard et al., 2009; Hong et al., 2012; Cusulin et al., 2015). These stem and progenitor transcriptomic 
signatures match those of neural/proneural and classical/mesenchymal glioblastoma subtypes, 
respectively (Verhaak et al., 2010; Cusulin et al., 2015). These cells recapitulate hallmarks of the 



Magne et al.                                                                                                      PAK3 in pathophysiology of High grade gliomas 
_________________________________________________________________________________________________________________ 

5 
 

original tumor when injected intracranially, self-renew in vitro in suspension cultures or in monolayer 
cultures, in EGF/FGF containing medium, and may be induced to differentiate by growth factor 
withdrawal or by activation of differentiating pathways. Two cell lines derived from the same initial 
3731 tumor acquired small phenotypic differences along the culture passages: 3731a and 3731b, and a 
third cell line, named 4371, has been previously described (Lamour et al., 2015). A common genetic 
feature of the three cell lines is the EGFR amplification (data not shown). However, the two 3731 cell 
lines express also the mutated EGFRvIII form (Bikeye et al., 2010). The three GBM cell lines grew as 
spheroids in EGF-FGF defined medium, here named proliferative medium (PM) (Figure 3a). The level 
of PAK1 and PAK3 expression differs in these cell lines, as measured by qPCR on suspension PM-
cultured cells (Figure 3b). PAK1 was weakly expressed in the GBM3731a compared to others, and 
PAK3 expression was significantly higher in GBM4371 than in the two other cell lines. We then 
examined whether PAK3 expression could be linked with phenotypic GBM cell traits, by analyzing 
stemness, proliferative ability, differentiation status and molecular signature of the three GBM cell 
lines. Self-renewal capacity was assessed by calculating the percentage of cells forming new spheres at 
low density after dissociation (Figure 3c). As shown, GBM4371 presents a high percentage of sphere 
forming cells (22%) compared to the two other cell lines GBM3731a (10%) and GBM3731b (16%). 
However, similar expression levels of Nestin (NES) and SOX2 were detected in these cell lines (Figure 
3f). These results were confirmed by immunofluorescence analysis, showing that most of the cells in 
spheres of the three cell lines are NES positive and a large proportion are SOX2 positive 
(Supplementary Figure S4). 

Cell growth was investigated in two ways: by counting the number of living cells in sphere 
cultures, at day 4 and 7 after dissociation (Figure 3d), and by measuring the diameter of each sphere 
formed after 7 days (Figure 3e). As shown, while GBM3731a and GBM3731b form larger spheres and 
exhibit the highest proliferation rate with a 16-17 fold amplification on day 7, the GBM4371 has an 
average sphere size smaller and the lowest growth rate of 12 fold. Accordingly, the expression of the 
cyclin D1 (CCND1) was lower in this slow proliferative cell line GBM4371 than in the GBM3731 cell 
lines, and conversely, the level of Cyclin kinase inhibitor p27-KIP1 (p27) was higher (Figure 3f).  

Another feature of GBM is the presence of differentiated cells engaged in the three neural 
commitments that was evaluated by measuring by qPCR the expression of differentiation markers: 
GFAP for astrocytes, OLIG2 and PDGFRα for the oligodendroglial lineage, and DCX, MAP2, and 
beta-III-tubulin (βTUB) for the neuronal lineage (Figure 3f). Thus, with respect to GFAP, DCX, and 
PDGFRα, it can be noted that the 4371 cell line expresses at a high level differentiation marker genes, 
in contrast to the two 3731 cell lines. Thus the 4371 cell line which expresses the highest level of 
PAK3 is also the most differentiated cell line. This was confirmed by immunolabelling and imaging of 
spheres (Supplementary Figure 4). This result also suggests that PAK3 expression is not associated 
with a unique neural lineage.  

Expression levels of genes representative of the four transcriptomic signatures, were analyzed 
by qPCR (Figure 3f,g). According to their common origin, the two 3731 cell lines have similar 
expression patterns and expressed relatively high levels of EFGR and RUNX2, and low level of 
neural/proneural genes, that allow us to classify them into the mesenchymal/classical subtype having a 
progenitor-like phenotype (Verhaak et al., 2010; Cusulin et al., 2015). Conversely, the 4371 cells 
expressed relatively high levels of ASCL1, DCX, NKX2.2 and SGK3, which are markers from the 
proneural and neural signatures, respectively, both associated with a stem-like phenotype.  

We extended our study to correlate the PAK3 expression level to tumor formation and tumor 
growth by engrafting 106 cells in the flank of Nude mice (Figure 3 h,i). For this experiment, in 
addition to the three GBM lines used so far, the well-defined U87 glioma cell line was used as control. 
All the mice injected with the U87 and 3731b cell lines developed tumors whereas 80% of mice 
injected with the 3731a cells developed tumors. However tumors grew faster for the U87 and the mice 
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died more rapidly compared to the two GBM3731 cell lines (Figure 3h,i). Interestingly, and in strong 
contrast, none of the mice injected with the GBM4371 cells developed tumor, even after 8 months. 
Altogether, these results show that a high level of PAK3 expression in GBM cell lines is associated 
with a low proliferation rate, a high differentiated phenotype, a stem-like phenotype with a 
transcriptomic pattern of neural/proneural signature, and the absence of tumorigenicity, and conversely 
a low PAK3 expression level is linked to a high proliferative index, a low differentiated status, a 
progenitor-like phenotype associated with a mesenchymal/classical transcriptomic signature, a high 
tumorigenicity and a rapid tumor growth.  
 
Correlation of increased PAK3 expression with cell cycle exit and cell differentiation upon 
growth factor withdrawal 

In order to explore the relationship between PAK3 expression and cell phenotype, and to more 
precisely analyze cell-cycle exit and differentiation, we used a previously described culture model, 
based on glioma cells grown in adherent monolayer conditions (Pollard 2009). Consistent with the 
expression pattern in spheres, the various cell lines display distinct basal PAK3 expression level in 
monolayer culture in PM culture conditions: this level is higher in 4371 than in the 3731a and 3731b 
GBM cells, as assessed by western blot and qPCR analysis (Figure 4a,b, t0). GBM cell differentiation 
was triggered by growth factor (EGF/FGF) withdrawal in the presence of 0.5% FCS, as described by 
Pollard and colleagues (Pollard et al., 2009) and was monitored by quantifying markers expression 
after 3 days (t3) and 8 days (t8), compared to PM conditions (t0). Growth factor withdrawal did not 
induce cell death in the three cell lines, as previously reported for GBM cell lines (Pollard et al., 2009) 
(data not shown). Interestingly, growth factor withdrawal induced a significant increase of PAK3 
expression in the two 3731 cell lines and a small increase for the 4371 cell line. In contrast, PAK1 
expression is moderately increased in the 3731a cell line and not in the two other cell lines (Figure 
4b). However PAK3 expression level is weakly increased in 4371 cells but is largely increased in the 
3731a cells after growth factor withdrawal, as quantified by qPCR and western blot analysis (Figure 
4a,b). Proportion of proliferative cells in PM conditions in monolayer cultures, measured by Ki67 
immunostaining, varies between the three GBM lines, from 90 % (3731b) to 60 % (4371) of Ki67-
positive cells, with a  similar rank to proliferation  observed in sphere cultures (Figure 4c). After 
growth factor withdrawal, the percent of Ki67-positive cells is largely reduced for the 3731a and 4371 
GBM cells, and in a lesser extent for the 3731b subclone (Figure 4c, right histogram). As previously 
reported, the GBM cell lines heterogeneously respond to growth factor withdrawal (Pollard et al., 
2009). There is no correlation between proliferation arrest and increase in PAK3 expression or in p27 
and CCND1 expressions, both significantly increased in two out of the three cell lines (Figure 4d). The 
differentiation phenotype of the three GBM cell lines was analyzed by immunological labeling. As 
shown figure 4e, DCX and GFAP staining are more pronounced in 4371 GBM cells in the presence of 
growth factors, compared to the 3731a/b cells. After growth factor withdrawal, proportions of DCX 
and GFAP-positive cells are increased for 3731a and 4371 cells, and to a lesser extent, for 3731b cells. 
These results were confirmed using qPCR (Figure 4f) and western blot (Figure 4g). Thus, growth 
factor withdrawal induces an increase of PAK3 expression associated with neuronal differentiation in 
the progenitor-like cell lines whereas it induces an abnormal neuroglial differentiation in the stem-like 
cell line.  

Retinoic acid-increased PAK3 expression is associated with neuronal differentiation  
Among therapeutic agents affecting cell differentiation, retinoic acid (RA) and bone 

morphogenetic proteins (BMP) are frequently used (Choschzick et al., 2014; Dougherty et al., 2012; 
Piccirillo et al., 2006). RA and BMP4 can induce neuronal and astroglial differentiation of various cell 
types including glioma cells (Ying et al., 2011, Piccirillo et al., 2006). To analyze their effects on PAK 
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expression, proliferation, and lineage differentiation, we compared BMP4-treated cells to cells 
cultured without growth factor, and RA-treated cells with DMSO-treated cells for RA. BMP4 or RA 
did not change cell proliferation as revealed by Ki67 staining (Figure 5a, and Supplementary Figure 
5). BMP4 promoted GFAP expression (twofold for the 3731a cells to 100 for the 3731b cells) 
suggesting an astroglial differentiation, but not PAK3 expression. However, BMP4 does not activate 
the transcription of some other glial markers such as OLIG2, PDGFRα, NG2, and S100β in these two 
cell lines (Supplementary Figure S5). BMP4 treatment has only small effects on the 4371 stem-like 
cell line, modifying no significantly the expressions of PAKs, GFAP, OLIG2, NG2, and S100β (Figure 
5b, and Supplementary Figure 6). However BMP4 treatment induces a significant increase of DCX 
and βIII-tubulin and PDGFRα expression, suggesting an atypical oligo-neuronal differentiation in 
these cells. In contrast, RA induces a neuronal differentiation as quantified by DCX expression, at least 
in the 3731a and 4173 cell lines. Moreover, RA slightly decreases oligodendroglial differentiation as 
shown by OLIG2 and PDGFRα expression in the 4371 cells (Supplementary Figure S6). Surprisingly, 
RA induced a strong increase of PAK1 expression in the three cell lines and a moderate or high 
increase of PAK3 expression in the 3731a and 4371 cell lines, respectively. Thus, BMP4 induced an 
astroglial differentiation mainly in the progenitor-like cell lines independently of PAK3 expression 
whereas RA induces a neuronal differentiation correlated with an increase of PAK3 expression, mostly 
in the stem-like 4371 cell line.  
 

DISCUSSION 

The initial goal of this study was to clarify the role of a gene that possesses several key 
hallmarks that may play a role in cancer stem cell proliferation and differentiation and in normal 
neural stem cell biology, as often highlighting parallel between developmental program of NSC and 
cancer stem cell pathophysiology, and which was previously associated with the proneural signature in 
the GBM. We report here that the level of expression of the PAK3 gene in tumors is positively 
correlated with better survival of the patients. The analysis of the databases of gliomas shows that this 
is also verified in the various subclasses of gliomas analyzed. Interestingly, the expression of PAK1 is 
inversely correlated with patient survival. The expression of PAK1 would favor the tumor growth of 
the gliomas, in accordance with its characterization as an oncogene (Kumar & Li, 2016). Indeed, 
PAK1 is hyper-activated and / or over-expressed in several tumor types such as breast cancer, rectum 
and other tumor types (Wang et al., 2006, Arias-Romero et al., 2013; Shrestha et al., 2012). More 
generally, PAK kinases and especially PAK1 are considered to play a pro-cancerous role in many 
cancers, by being over-expressed and over-activated in these tumors, and by activating directly or 
transcriptionally a lot of substrates involved in functions facilitating tumor progression (Kumar & Li, 
2016). Our results strongly suggest that PAK3 may inhibit tumor progression. Thus PAK3 has a 
similar role in tumor progression than during embryonic development since its inactivation by 
morpholinos causes glial cell proliferation (Souopgui et al., 2002). Thus PAK1 and PAK3 have 
opposite roles in cancer progression.  

Knowing that PAK1 is an oncogene, can it be deduced that PAK3 is a tumor suppressor gene? 
Tumor suppressor genes are genes whose loss-of-function mutations (deletion or point mutation) are 
responsible for tumor progression, in contrast to oncogenes whose activating mutations promote 
cancers. The analysis of the mutation databases shows some differences in mutation rates and 
variations in the number of gene copies between PAK1 and PAK3 in different types of cancer 
(CBioPortal) (Cerami et al., 2012) but does not allow to contrast them. However, PAK1 is mainly 
involved in cancers by functional activations that may be due to transcriptional or post-translational 
processes, mechanisms not detected by genomic analysis. The transcriptomic analyzes we carried out 



Magne et al.                                                                                                      PAK3 in pathophysiology of High grade gliomas 
_________________________________________________________________________________________________________________ 

8 
 

unequivocally highlight a strong correlation between PAK3 and patient survival, suggesting that PAK3 
can function as a tumor suppressor gene, and thus should be considered as such. 

Interestingly, high expression of PAK3 is associated with the 1p/19q co-deletion in 
oligodendrogliomas. This brings several remarks. One of the molecular mechanisms that can explain 
this association is the fact that NOTCH1 is often mutated in 1p/19q oligodendrogliomas and that 
NOTCH1 is one of the negative regulators of PAK3, at least during embryonic development (Appin & 
Brat, 2015, Souopgui et al., 2002). Secondly, very recent data show that PAK3 is one of the key genes 
for oligodendrocyte differentiation (Renkilaraj et al., 2017) and thus could play a role in the 
oligodendroglial differentiation of 1p/19q glioma cells.  

PAK3 has been shown to be one of the proneural signature genes in glioblastomas (Verhaak 
2010). We observed that the level of PAK3 expression in tumors is correlated with that of other genes 
identified in the proneural signature such as NKX2.2, DCX, ASCL1, OLIG2 and SOX2, confirming that 
the expression of genes of the proneural signature are of good prognosis for glioma, as it was shown 
for glioblastomas (Verhaak et al., 2010). In contrast, all genes of mesenchymal and classical signatures 
show a positive correlation between higher expression and lower survival. Analyzes of the Kaplan-
Meyer curves showed that the expression level of PAK3 is positively correlated with survival and 
suggest that the analysis of PAK3 expression could refine current histoprognostic classification of 
gliomas. 

In this study, we compared several cell lines from GBM, capable of forming spheres. The cell 
lines are opposed by many characteristics and in particular the level of expression of PAK3. The 3731a 
line which expresses the least PAK3, grows fast, possesses the classical/mesenchymal transcriptomic 
signature also characterized as a stem-cell phenotype, and form tumors after subcutaneous grafts of the 
cells. Following the withdrawal of growth factors or after treatment with RA, this line is oriented 
towards an immature neuronal differentiation associated with an increase in PAK3 expression, whereas 
BMP4 induces glial differentiation. The derived 3731b cell clone has more proliferative rate, and 
forms tumor more efficiently, having acquired more mesenchymal phenotype during cell culture 
passages. This cell line is very sensitive to an astroglial differentiation upon BMP4 treatment. 
Conversely, the other line (4371) relatively expresses a higher level of PAK3, grows more slowly, 
expresses more neuroglial differentiation markers, expresses a transcriptomic profile characteristic of 
the proneural subtype and does not form xenografted tumors. Moreover, the withdrawal of growth 
factors induces only a small increase in neuroglial differentiation whereas treatment with RA induces a 
strong increase in the expression of glial markers such as GFAP and of neuronal markers such as DCX 
as well as of PAK3 gene. These results are in agreement with the phenotypic characterization of GBM 
cells into two classes of stem cells and progenitor cells (Cusulin et al., 2015) and their pseudo-aberrant 
differentiations upon differentiating procedures (Balasubramaniyan et al., 2015). Nevertheless, 
increasing expression of PAK3 accompanies differentiation in all these cell lines. This strongly 
suggests that PAK3 is an effector of the neuronal and oligodendroglial differentiation of GBM cells as 
it does during embryonic development and during brain ontogenesis (Souopgui et al., 2002; Dai et al., 
2014 Renkilaraj et al., 2017). However, demonstration of this function in glioma cells remains to be 
done. 

The next question is how PAK3 could have opposite roles to those of PAK1 in the biology of 
gliomas. A first possibility would be that PAK3 has its own substrates. Currently, most identified 
substrates involved in cancer have been identified for PAK1 kinase but not validated for other kinases 
of group I (Kumar et al., 2006, Kumar & Li, 2016). In fact, no specific substrate of PAK3 is known, 
except for a subunit of the glutamate receptor (Hussain et al., 2015). One of the hypotheses would be 
that PAK3 possesses one or more substrates that are not phosphorylated by PAK1 and that are involved 
in the regulation of cell division or neuronal differentiation. Another hypothesis would be that PAK3 
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belongs to a signaling pathway that would be involved in such a negative regulation of tumor growth. 
We have previously shown that the PAK3 signaling differs from that of PAK1 at several points, PAK3 
being preferentially activated by the Rho GTPase Cdc42 and preferentially binding to the Nck2/Grb4 
adapter (Kreis et al., 2007, Thévenot et al. 2011). These pathways, however, have many functions in 
the differentiation and cancerization processes, but their roles in the biology of gliomas are still poorly 
understood. PAK3 could also act on cell proliferation by inhibiting PAK1. Indeed, the PAK kinases 
form dimers that allow their trans-inhibition (Lei et al., 2000; Parrini et al., 2002). However, we have 
previously shown that PAK3 prefers to form heterodimers with PAK1 rather than homodimers, 
leading to the inhibition of the activity of the PAK1 kinase (Combeau et al., 2012). Thus, a 
transcriptional increase of PAK3 in gliomas could lead to a decrease in PAK1 activity. 

One of the consequences of our results concerns therapeutic approaches. They stress the need to 
analyze in the different tumor types the expressions and activations of oncogenic PAK kinases such as 
PAK1 or PAK2, but also to analyze that of PAK3. Indeed, the use of non-selective inhibitors of 
oncogenic kinases could have deleterious effects by inhibiting a tumor suppressor gene. And to date, 
there are no specific inhibitors of oncogenic PAK that do not inhibit PAK3 (Crawford et al., 2012). 
However, our data suggest that differential therapies can be developed depending on the levels of 
PAK3 expression, tumors with low PAK3 levels may be the focus of a forced differentiation strategy, 
whereas therapeutic targets in those with high level of expression of PAK3 should be, on the contrary, 
proteins involved in cell proliferation. Differentiation strategies have already been considered for 
glioblastomas (Guichet et al., 2013, Balasubramaniyan et al., 2015). The increase in PAK3 expression 
may be a target in poorly differentiated tumors since the expression of this gene is positively regulated 
by neurogenin (Piccand et al., 2013). To conclude, our results strongly suggest that PAK3 may be 
considered as a tumor suppressor gene in high grade gliomas and probably in other neural tumors and 
may be also a new therapeutic target to force cells to differentiate in post-mitotic cells. 
 

Materials and methods 
GBM cell culture  

Primary sphere cultures were initially derived from patient tumors as described (Bikeye SN et al., 2010). 
Glioblastoma-derived spheres were cultured in DMEM/F12 medium supplemented with penicillin/streptomycin 
and B27 (Life Technologies), named basal medium (BM), supplemented with EGF (20 ng/ml; Peprotech) and 
FGF (20 ng/ml; Miltenyi), referred to as proliferation medium (PM). Spheres were dissociated using StemPro 
Accutase (Life technologies) when they reached a size of 100-200 µm. For cell growth analysis, dissociated cells 
were seeded at 5 x 104 cells/ml in triplicates, and on day 1, 4, and 7, lived cells from dissociated spheres were 
counted. Viability was tested by Trypan blue exclusion. For sphere size analysis, cells were seeded at 1.25 x 105 

cells/ml in triplicates. On day 7, micrographs were taken and the diameter of each sphere larger than 30 µm was 
measured using ImageJ software (https://imagej.nih.gov/ij/). For the sphere forming assay, 2 x 103 cells/ml were 
plated in triplicates and the number of spheres larger than 40 µm was determined after 7 days of culture using 
computer-assisted image analysis. For differentiation experiments, single-cell suspensions were plated on 
laminin substrate (10 µg/ml; Life technologies) in the PM, as described previously (Pollard 2009). Twenty-four 
hours later, the medium was replaced with BM containing 0.5% fetal calf serum. Bone Morphological Protein-4 
(BMP-4, 10 ng/ml, Peprotech) or all-trans-retinoic acid (RA, 10 µM, Sigma) was added to BM in order to 
induce differentiation.  
 
Quantitative real-time-PCR analysis 
Total RNA was isolated from cells using the TRIzol Reagent (Life Technologies) according to the 
manufacturer’s protocol RNA analysis was performed using the Bio-Rad’s Experion system, and cDNA was 
generated from 0.5 µg mRNA using the iScript Reverse Transcription Supermix (Biorad). Using the 
SsoAdvanced Universal SYBRGreen Supermix (Biorad), real-time PCR was performed on the CFX96 Touch 
Real-Time PCR Detection System (Biorad). Primers were designed by retrieving nucleotide sequences from 
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NCBI gene database and using the Primer3Plus program (http://www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi/). Gene-specific primers were synthesized by Eurofins Genomics and their 
sequences are listed in Supplementary Materials. Samples were amplified in triplicates and relative copy number 
was determined using the comparative ∆∆Ct method, with PPIA and GAPDH as normalization genes, and a 
human embryonic brain mRNA sample as exogenous reference (Clinisciences).  

 
Western blotting 

For Western blot analysis, protein samples (10 µg) were separated by 10% SDS-PAGE and transferred to 
PVDF membranes (Millipore), as previously described (Combeau et al., 2012). Immunoblot analyses were 
performed using antibodies described in Supplementary Materials. Immunodetection was performed using the 
Luminata Crescendo Western HRP substrate (Merck Millipore). Quantification of chemiluminescence signals 
was performed using the NIH ImageJ software. 
 
Immunocytochemistry 

GBM cells were PFA-fixed and immunolabeled for native proteins using antibodies described in 
Supplementary Materials. Images were acquired in a sequential mode, using suitable filter cubes on the Leica 
DMI6000 microscope controlled by the SimplePCI Software (Compix-Hamamatsu). 
 
Statistical analysis 

All experiments were performed in triplicates and repeated independently at least three times in each 
cellular and molecular assays. Whenever relevant, Kruskal-Wallis or Mann-Whitney Wilcoxon tests were 
performed using the R software. Differences were considered significant at values of *p<0.05; **p<0.01, and 
***p<0.001.  

Overall survival was defined as the time between histological diagnosis and death or the last follow-up. 
Patients who were still alive at the last follow-up were considered as a censored event in the analysis. Survival 
curves were obtained according to the Kaplan-Meier method and differences between curves were assessed 
using the log-rank test. For continuous variables, the groups were defined as > or <to the median value. Cox 
model was used to assess the effect of continuous variable on overall survival and to perform multivariate 
analysis. All the tests were performed with the R software using survival package. 
 
Animal experimentation  

All experiments were conducted under appropriate biological containment in accordance with European 
Communities Council Directive for animal care and experimentation (Directive 2010/63/UE), and were 
conducted following the guidelines of the animal facility in Orsay (France) approved by the Ethical Committee 
(France, CEEA 59) and the Direction of veterinary services (France, agreement D91-471-104). 1 x 106 
dissociated GBM cells were injected into the subcutaneous tissue of the left flank of 8-weeks-old Nude female 
mice. The tumor growth was monitored regularly and measured twice a week using a caliper as soon as tumors 
reach 25 mm3. 
 
Tumor database analysis 

Gene expression analyses from tumors were performed from the Academic Medical Center (AMC) 
database, using the R2: Genomics analysis and visualization platform (http://r2.amc.nl http://r2platform.com, 
http://hgserver1.amc.nl/cgi-bin/r2/main.cgi) and across different tumor datasets for each analyzed gene. The 
Kaplan-Meier survival curves of gliomas patients were derived from the following dataset: Tumor Glioma - 
French - 284 - MAS5.0 - u133p2, composed of 276 glioma samples of all histologies and 8 control samples 
(Gravendeed et al., 2009). Samples were sorted according to the expression of PAK and divided into two groups 
on the basis of a cutoff expression value giving the higher probability of confidence. 

  

http://r2platform.com/
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Figure legends 
 
Figure 1. PAKs expression and patient survival in gliomas. 
(a-b) PAK1 is expressed in all types of tumors whereas PAK3 is highly expressed in gliomas and 
neuroblastomas. Box plots show log2 gene expression in tumors by Affymetrix microarray (with 
u133p2 probes), Academic Medical Center database (AMC). The data are from the following cohorts: 
normal brain (NB, Berchtold, n = 172) ; glioma (Gl, French, n = 284) ; neuroblastoma (Ne, Versteeg, n 
= 88) ; bladder (Bl, Riester, n = 93) ; colon (Co, Sieber Smith, n = 355) ; lung (Lu, Expo, n = 114); 
breast (Br, Bos, n = 204); kidney (Ki, Expo, n = 261).  
(c-d) Contrary to PAK1, high PAK3 expression in gliomas is correlated with longer patient survival. 
Kaplan-Meier survival plot splitted according to PAK1 (c) or PAK3 (d) expression (blue line: high 
expression; red line: low expression), AMC French database. For PAK1, high expression n = 185, low 
expression n = 88, p = 2.1 e-07; for PAK3, high expression n = 186, low expression n = 87, p = 5.7e-10.  
 
Figure 2. Expression of PAK3 is high in grade II/III oligodendrogliomas, and in the 1p/19q codeleted 
gliomas. 
(a,b) PAK1 and PAK3 gene expression were analyzed by quantitative RT-PCR in gliomas. PAK1 and 
PAK3 mRNA expressions are presented as ∆∆Cq, related to the epileptic samples as control (Ct), in 
the various histological classes (A: astrocytoma; O: oligodendroglioma; OA: oligoastrocytoma; GB: 
glioblastoma; GBO: glioblastoma-oligodendroglioma) and according to the tumor grade; n = 135 
samples.  
(c,d) PAK1 and PAK3 mRNA expressions are presented according to 1p/19q co-deletion and to the 
grade.   
(e,f) PAK1 and PAK3 mRNA expressions are presented according to 1p/19q co-deletion and IDH 
mutations; n = 259 samples.  
 
Figure 3. PAK3 is highly expressed in a non-tumorigenic GBM cell line with a low proliferating rate 
and a proneural transcriptomic signature. 
Cellular and molecular description of three GBM cell lines growing in suspension.  
(a) Representative images showing GBM spheres grown for 7 days.  
(b) qPCR analysis of PAK genes, expressed relatively to human fetal brain. 
(c) Percentage of sphere-forming cells.  
(d) Growth rate of the three cell lines 
(e) Sphere diameter of the three GBM were analyzed.  
(f) qPCR analysis of representative genes of each signature, expressed relatively to human fetal brain.  
(g) Heatmap representation of expression differences between GBM cells relative to the mean. Genes 
are organized according to gene expression signatures: Mesenchymal (MES), Classical (CL), 
Proneural (PN) and Neural (NL). Data representative of three independent experiments, for 
experiments presented in Figures a to g.  
(h) Tumor growth of mice subcutaneously injected with the three GBM cell line. Mean curves by 
LOESS method, n>9.  
(i) Survival curves of injected mice. n= 10 for the 3731a cell line and n=9 for the three other cell lines. 
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Figure 4. Growth factor withdrawal increased PAK3 expression, cell cycle exit and cell 
differentiation.  
Cells were grown as monolayer in proliferative medium (PM) (t0) or without growth factor in 0.5% 
FCS for 3 (t3) or 8 (t8) days.  
(a) Western blot analysis of PAK3 protein on cell lysates and quantification of expression level 
normalized to actin and relative to 3731a cells. 
(b) qPCR analysis of PAK genes during the differentiation time course, expressed relatively to normal 
human fetal brain (4 independent experiments).  
(c) Representative images of Ki67 immunostaining of GBM cells (scale bar = 100 µm), and 
quantification of Ki67+ cells relative to DAPI staining (n=3). 
(d) qPCR analysis of cell cycle genes relative to normal human fetal brain (d). (4 independent 
experiments). 
(e) Expression of differentiation markers was assessed by immunostaining (scale bar = 100 µm)  
(f) Gene expression analyzed by qPCR (4 independent experiments). 
(g) Protein expression analyzed by western blot. 

Figure 5. Differentiation induced by retinoic acid and BMP4.  
(a) Cells were grown in monolayer culture in the presence of EGF + FGF (t0) or without growth 
factor, in the absence of serum (0%), with BMP4, DMSO or retinoic acid (RA) for 3 (t3) or 8 (t8) 
days. Cell proliferation was assessed by Ki67 immunostaining (n=3) 
(b) qPCR analysis of gene expression, expressed relative to t0 value of each cell line (n=3). 
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Supplemental Information 
Supplementary Material 

*Antibodies: 

Primary antibodies: 
  IF WB 
ACTIN sc-69879        Santa Cruz  1/1000 
DCX AB2253         Millipore 1/4000 1/4000 
GFAP Z0334            Dako 1/2000 1/2500 
Ki-67 Ab16667       Abcam 1/200  
NESTIN MAB5326     Millipore 1/200  
OLIG2 AB9610         Millipore 1/500  
PAK3 sc-1871          Santa Cruz  1/1000 
SOX2 sc-17320        Santa Cruz 1/200  

Secondary antibodies: 
Goat anti-mouse-Al488 A21121          MolProbe 1/1000  
Rabbit anti-goat-Al568 A11079          MolProbe 1/500  
Goat anti- rabbit-FITC F2765             MolProbe 1/1000  
Goat anti-guinea pig-Al488 A11073          MolProbe 1/500  
Goat anti-lapin-Al568 A11036          MolProbe 1/1000  
Anti-goat-HRP A5420            Sigma  1/10000 
Anti-guinea pig-HRP A5545            Sigma  1/5000 
Anti-lapin-HRP 75011             Biorad  1/10000 
Anti-mouse-HRP 1721011         Biorad  1/5000 
 

* qPCR primers : 

 Forward Reverse 

ACTIN AGAGCTACGAGCTGCCTGAC AGGAAGGAAGGCTGGAAGAG 

ASCL1 CCCAACTACTCCAACGACTTG TTGGTGAAGTCGAGAAGCTC 

CCND1 CGTGGCCTCTAAGATGAAGG AGCTTGTTCACCAGGAGCAG 

CDC42 TTGATACTGCAGGGCAAGAG CAGGCACCCACTTTTCTTTC 

DCX GCAGTCTCCCATCTCTACGC ATGGAATCACCAAGCGAGTC 

EGFR TAACAAGCTCACGCAGTTGG AAATTCCCAAGGACCACCTC 

GAPDH ATCCCATCACCATCTTCCAG AAATGAGCCCCAGCCTTCTC 

GFAP GCTTCCTGGAACAGCAAAAC CATCCTGGAGCTTCTGCCTCA 

MAP2 CCAATGGATTCCCATACAGG CTGCTACAGCCTCAGCAGTG 

NES TCCAGGAACGGAAAATCAAG GCCTCCTCATCCCCTACTTC 

NG2 CTGTCCTTCCCAGTGACCAT GGAGCCTGAACCACCTCATA 
NKX2.2 TCGCTGACCAACACAAAGAC TTCTCTTCCTCCGGACCTTC 

OCT4 GAAGGATGTGGTCCGAGTGT GTGAAGTGAGGGCTCCCATA 

OLIG2 TGCGTCTCAAGATCAACAGC CACCAGTCGCTTCATCTCCT 

P27 CCGGCTAACTCTGAGGACAC TGCAGGTCGCTTCCTTATTC 

PAK1 CAACTCCTGATGCCCTCTTC TTGAGGAGTGCTAGATCAGGAA 

PAK3 TGGTGGCTCTCTGACTGATG GAGTGCAGGAAATCCAAAGC 

PDGFRA GAAGCTGTCAACCTGCATGA CTTCCTTAGCACGGATCAGC 
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PPIA GGACCCAACACAAATGGTTC GGCCTCCACAATATTCATGC 

RHOG CCGTGTTCGACAATTACAGC ACGAAAACGTTGGTCTGAGG 

RND1 TCATTGGCTGCAAGACAGAC TTGCACAACCCTGCTCATAG 

RUNX2 CTTCACAAATCCTCCCCAAG ATGCGCCCTAAATCACTGAG 

SGK3 GGAAATCCTCATGCCAAACC GAAGAACCTTGCCAAAGCTG 

SOX2 AACCAGCGCATGGACAGTTA CGAGCTGGTCATGGAGTTGT 

SOX9 TTCTGAACGAGAGCGAGAAG GCGGCTGGTACTTGTAATCC 

S100beta ATTCTGGAAGGGAGGGAGAC CGTGGCAGGCAGTAGTAACC 

βTUB AGTGTGAAAACTGCGACTGC ATACTCCTCACGCACCTTGC 

 

Supplementary Figure Legends 

Supplementary Figure S1.  Gene expression in tumors analyzed by Affymetrix microarray, 
Academic Medical Center database (AMC). The data are from the following cohorts: normal brain 
(NB, Berchtold, n = 172) ; normal muscle (Mu, Skov, n = 29); glioma (Gl, French, n = 284) ; 
neuroblastoma (Ne, Versteeg, n = 88) ; bladder (Bl, Riester, n = 93) ; colon (Co, Sieber Smith, n = 
355) ; lung (Lu, Expo, n = 114) ; breast (Br, Bos, n = 204) ; kidney (Ki, Expo, n=261). The following 
genes were analyzed: GFAP, OLIG2, S100β, DCX, CAMKII, and Calbindin (CALB). 

Supplementary Figure S2. PAK1 and PAK3 gene expression were analyzed by quantitative RT-PCR 
from RNA purified from primary tumors of patient’s cohort Pitié-Salpêtrière Hospital. PAK1 (a) and 
PAK3 (b) mRNA expressions are presented as ∆∆Cq relative to the epileptic samples, and according 
to the tumor grade (n = 135). 

Supplementary Figure S3.  Kaplan-Meier survival plot splitted according to PAK1 (left panels) or 
PAK3 (right panels) expression, according to genomic criterias (blue line: high expression; red line: 
low expression). Glioma, AMC French database, n = 284. 

Supplementary Figure S4. Tumor cells within spheres expressed markers of stemness and 
markers of all the three neural lineages. Immunostaining of GBM spheres. Upper panels show 
staining for NESTIN and SOX2, lower panels show staining for DCX, GFAP, and OLIG2 (scale bar = 
50µm). 

Supplementary Figure S5. Cell cycle exit upon BMP4 and RA treatment. Cell cycle exit was 
analyzed by Ki67 immunolabeling, after 0 (t0), 3 days (t3) or 8 days (t8) of treatment with 0% SVF as 
control or BMP4; and with DMSO as control or RA. 

Supplementary Figure S6. Gene expression upon BMP4 and RA treatment. Gene expression 
measured by Q-PCR to analyze neural differentiation. 
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Titre : Caractérisation du rôle des p21-activated kinases dans la physiopathologie des gliomes 

Mots clés : p21-activated kinase, gliome, différenciation cellulaire 

Résumé : Les gliomes sont les tumeurs cérébrales les plus fréquentes chez l’adulte. Il s’agit d’un 

groupe de tumeurs hétérogène pouvant être classées dans différents sous-groupes selon des critères 

moléculaires et histopathologiques, donnant une indication sur leur agressivité. Les p21-activated 

kinase (PAK) sont des sérine-thréonine kinases effectrices des GTPases Rac et Cdc42 et font ainsi 

partie de nombreuses voies de signalisation. Elles régulent de nombreuses voies d’intérêt dans la 

biologie des cancers, comme les voies Mek/Erk, PI3K/Akt et Wnt/β-caténine. PAK1 est 

fréquemment surexprimé et/ou suractivé dans plusieurs cancers, notamment du sein, des ovaires de 

la prostate et du cerveau, alors que PAK3 induit la sortie du cycle cellulaire et la différenciation des 

cellules au cours de la neurogenèse dans plusieurs modèles animaux. Durant ma thèse, j’ai pu 

observer que l’expression de PAK3 est de bon pronostic pour les patients atteints de gliomes, et est 

plus élevée dans un sous types de tumeurs caractérisé par la codélétion 1p/19q. In vitro, l’expression 

de PAK3 est plus élevée dans une lignée de cellules de gliome de signature proneurale, non 

tumorigène après xenogreffe chez la souris. Au cours de la différenciation des cellules de gliome, 

l’augmentation de l’expression de PAK3 est associée avec des marqueurs de lignage neural et 

neuronal. L’inhibition de l’expression de PAK3 entraîne l’augmentation de la capacité d’auto-

renouvellement et de la tumorigénicité d’une lignée de cellules de gliome, et favorise la 

différenciation gliale des cellules.  

 

Title : p21-activated kinases characterization in glioma pathophysiology 

Keywords : p21-activated kinase, glioma, cell differentiation 

Abstract : Gliomas are the most common and lethal adult primary brain tumors. Their complex 

heterogeneity is evidenced by numerous genomic studies showing distinct molecular entities in 

glioma. P21-activated-kinases (PAK) are serine threonine kinases involved in multiple signal 

transduction pathways as downstream effectors of Rac and Cdc42. They regulate several key 

cancer-relevant pathways like cell division and movement. PAK1 and PAK3 are highly expressed in 

the brain; PAK1 is frequently overexpressed and/or over-activated in several human cancers 

whereas PAK3 is involved in neural differentiation and the developmental proneural pathway. The 

role of these two kinases in brain tumor pathophysiology is unknown. During my thesis, I have 

observed that PAK3 expression was associated with a longer survival for patients with glioma and 

was higher in 1p/19q gliomas. In vitro, PAK3 was highly expressed in a glioma cell line with a 

proneural signature that did not induce tumor after xenograft. Its increasing expression upon a set of 

differentiation paradigms was correlated with those of neural and/or neuronal markers in glioma cell 

lines. Inhibition of PAK3 expression increased cell renewal and tumorigenicity. It impaired cell 

differentiation, promoting the glial lineage. 

 


