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Titre : HIF-1a, un acteur essentiel de la neurogenése et de la migration radio-induite des cellules souches de gliomes
Résumé :

La régulation de la neurogenése embryonnaire implique de nombreux facteurs intrinseques et extrinséques délivrés avec une sé-
quence temporelle stricte. Parmi ces facteurs, 1’oxygeéne joue un réle important dans la maintenance et la différenciation des cellules
souches neurales (CSN). Dans ce contexte, le facteur de transcription HIF-1a, un des principaux intervenants dans les réponses adapta-
tives aux variations d’oxygene, pourrait jouer un role majeur dans la neurogenése embryonnaire notamment au niveau des CSN.

Dans ce but, nous avons évalué les conséquences de la perte de HIF-1a sur la neurogenéese en développant un modéle de souris
transgénique Glast-YFP-CreERT2;HIF-10 foX/flox dans lequel HIF-lo est spécifiquement inhibé dans les cellules de la glie radiaire
GLAST", cellules faisant office de CSN chez l'embryon. Dans ce modele HIF-la. CKO, une altération importante et rapide de
I’angiogenése corticale associée a une diminution de 1’épaisseur du néocortex est observée. Ces changements ne sont pas corrélés a une
mort cellulaire corticale mais sont associé€s a une diminution significative du nombre de mitoses et de la prolifération cellul aire au niveau
des régions ventriculaire et sous-ventriculaire. Cette perte fonctionnelle de HIF-1o provoque également une diminution du nombre des
cellules Sox2" et Pax6™ et une augmentation des progéniteurs intermédiaires (Tbr2*). Ces données suggérent donc que HIF-1o dans les
CSN joue un réle essentiel sur la neurogenese embryonnaire.

Paralleélement, j’ai participé a I’identification d’acteurs moléculaires impliqués dans la migration/invasion radio-induite des cellules
souches de gliomes (CSG) précédemment mise en évidence au laboratoire. Nos résultats démontrent que la migration radio-induite des
CSG est dépendante de HIF-1a qui intervient en régulant positivement la protéine JMY qui, de par son activité de polymérisation des
filaments d’actine favorise la migration cellulaire. A I’instar des CSG, des expériences de vidéo-microscopie montrent que la migration
radio-induite observée dans les CSN est également dépendante de HIF-1a.

En conclusion, le développement d’un modele transgénique knockout conditionnel inductible Glast-YFP-CreERT2; HIF-1oflo¥/flox
nous a permis de caractériser I’importance de HIF-1a dans les CSN au cours de la neurogenése. Son utilisation devrait également nous
permettre d’identifier de nouveaux acteurs moléculaires dépendants de HIF-1o impliqués dans la migration radio-induite des CSN et des
CSG. De par leurs caractéristiques communes avec les CSG, 1’identification de ces nouveaux acteurs identifiés dans les CSN pourrait
représenter de nouvelles cibles thérapeutiques afin d’améliorer a plus long terme 1’efficacité des traitements des patients atteints de glio-
blastomes par 1’inhibition de mécanismes moléculaires stimulant la migration radio-induite des CSG au cours de la radiothérapie.

Mots Clefs : HIF-1o — Neurogenése embryonnaire — Mitose - Migration radio-induite — Cellules souches de gliomes — JMY — Radiation
sublétale

Title : HIF-1a, a key factor in the neurogenesis and radiation-induced migration of glioma stem cells
Abstract :

The regulation of embryonic neurogenesis involves many intrinsic and extrinsic factors delivered within a strict temporal sequence.
Among these factors, oxygen plays an important role in the maintenance and the differentiation of neural stem cells (NSCs) located in
hypoxic areas of the brain. In this context, the transcription factor HIF-1a, one of the main contributors in adaptive responses to oxygen
variations, could play a major role in embryonic neurogenesis.

We evaluated the consequences of the loss of HIF-la on neurogenesis by developing a model of transgenic mice Glast-YFP-
CreERT2; HIF-10f°Flex in which HIF-1a is specifically inhibited in the GLAST" radial glia cells, which play the role of neural stem cells
in the embryo. In this model, the loss of HIF-1a caused a significant and rapid alteration of cortical angiogenesis associated with a de-
crease in the neocortex thickness. These changes were not correlated with cortical cell death but to a decrease in the number of mitoses
and in cell proliferation in the ventricular and subventricular regions. HIF-1a inactivation caused a loss of Sox2 * and Pax6 * cells and an
increase in intermediate progenitors (Tbr2"). These data suggest that HIF-1a plays an essential role in embryonic neurogenesis.

At the same time, I participated in the identification of molecular actors involved in the radiation-induced migration of glioma stem
cells (GSCs) which was previously demonstrated in our laboratory. Our data show that the radiation-induced migration of the GSCs is
HIF-1a dependent and enhances JMY expression, a protein that has the ability to promote cell motility by enhancing the polymerization
of actin filaments. Like the GSCs, in vitro video-microscopy experiments demonstrate that sublethal irradiation induced an HIF-1a de-
pendent migration in NSCs. These in vitro results were confirmed in vivo in our transgenic model.

In conclusion, the development of the transgenic inducible conditional knockout model Glast-YFP-CreERT2; HIF-1af¥Flox allowed
us to characterize the role of HIF-1a in NSCs during embryonic neurogenesis. This model will allow us to identify new HIF-1a dependent
molecular actors involved in the radiation-induced migration of NSCs and GSCs. Due to their common characteristics with GSCs, the
identification of the newly identified molecules in NSCs could represent new therapeutic targets destinated to improve in the longer term
the efficacy of glioblastomas patients treatment. The inhibition of these new molecular mechanisms during radiotherapy may be effective
to prevent the radiation-induced migration of GSCs.

Keywords : HIF-1a — Embryonic neurogenesis — Mitosis — Radiation induced migration — Glioma stem cells — JMY — Sublethal radiation
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AVANT-PROPOS

L'homéostasie de l'oxygéne est une exigence indispensable des organismes cellulaires. Tous les
organismes cellulaires posseédent des mécanismes pour maintenir cette homéostasie qui est essentielle a
la survie (Semenza, 1999). HIF-1a, le marqueur universel de I’hypoxie, a été identifi¢ par sa régulation
de transcription du géne de I'érythropoiétine humaine en hypoxie. La découverte de ce facteur de
transcription a suscité depuis un grand intérét en raison de son réle critique retrouvé dans une multitude
de processus développementaux, physiologiques et physiopathologiques (Semenza, 2003 ; Wang et

Semenza, 1996).

Dans le but de mieux comprendre le réle de HIF-1a dans le développement du systéme nerveux
central, nous avons évalué les conséquences de sa déficience au cours de la neurogencse en
développant un modeéle de souris transgénique Glast-YFP-CreERT2 ; HIF-1a 11X (HIF-10 CKO)
dans lequel HIF-1a est spécifiquement inhibé de maniere inductible en présence de tamoxiféne dans les
cellules de la glie radiaire exprimant GLAST qui font office de cellules souches neurales (CSN). Nos
résultats qui reposent sur I’analyse des altérations morphologiques, de 1’angiogenése, de la prolifération
cellulaire, de la division mitotique et des sous-types des progéniteurs neuraux retrouvés dans les
différentes zones corticales mettent en évidence que la perte de HIF-1a au niveau des CSN entraine une
altération rapide des sous-populations cellulaires retrouvées au niveau des différentes couches
cellulaires du néocortex, suggérant que HIF-lo joue un rdle important dans la neurogencse

embryonnaire.

Au niveau physiopathologique, HIF-1a a été largement démontrée comme étant surexprimé dans
différents types de tumeurs, conséquence entre autre, de I’état hypoxique retrouvée fréquemment au
niveau des tumeurs solides (Semenza, 2001). Son accumulation est associée a un pronostic défavorable
ainsi qu’a une faible chance de survie (Bertout et coll., 2008 ; Keith et coll., 2011 ; Semenza, 2011),
plus particuliérement dans les glioblastomes (Yang et coll., 2012). Par ailleurs, plusieurs études ont
montré que HIF-la est impliqué dans les rechutes thérapeutiques, déclenchées notamment par des
mécanismes de radiorésistances des cellules souches de glioblastome. La migration radio-induite des
cellules de gliomes pourrait étre associée a ces mécanismes de radiorésistance (Fujiwara et coll., 2007 ;
Zhang et coll., 2013 ; Zhou et coll.,, 2013). Dans ce contexte, des expériences menées avant mon

arrivée au laboratoire avaient mis en évidence qu’une irradiation sublétale de 0.5 Gy provoquait une
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augmentation de la migration et de I’invasion des cellules souches de gliomes (CSG) aussi bien in vitro
qu’in vivo lors de greffes intracérébrales. Dans le but de limiter cette migration radio-induite pouvant
contribuer aux rechutes fréquemment observées chez les patients atteints de glioblastome, j’ai participé
a la mise en évidence d’une nouvelle voie dépendante de HIF-1a. La caractérisation de cette voie et la
recherche d’inhibiteurs spécifiques de cette voie pourrait contribuer a plus long terme a améliorer a

I’efficacité des traitements du gliome. Ces résultats sont actuellement soumis pour publication.

Ce manuscrit débute par une introduction bibliographique traitant du facteur de transcription HIF-
la, élément central de mon travail de these. J’ai ensuite développé un deuxiéme chapitre portant sur la
neurogenese embryonnaire, les cellules impliquées dans cette neurogenese et les facteurs influengant le
destin des progéniteurs neuraux. Ce deuxieme chapitre se termine par des données de la littérature
concernant le role de HIF-1a au cours de la neurogenese et plus spécifiquement au niveau des cellules
souches neurales. Enfin, une troisi¢me et derniere partie s’intéresse aux mécanismes impliqués dans la
migration radio-induite des cellules souches de glioblastome. A la suite a cette introduction, je présente
mes résultats concernant 1’implication de HIF-1a dans les cellules souches neurales au cours de la
neurogenese embryonnaire et des résultats sous forme d’un article s’intéressant au role de HIF-1a dans
la migration radio-induite des cellules souches de glioblastome. Pour chacune de ces recherches, des
discussions distinctes sont engagées et suivies d’une conclusion générale qui conclue ce travail de

these.
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I. Les facteurs induits par I’hypoxie (HIF-1)

Le développement complexe du systéme respiratoire et circulatoire constitue un moyen pour
I’organisme d'assurer un apport optimal d'oxygene a I'ensemble des organes ainsi qu'aux cellules les
constituants. Cependant, les nombreuses variations du niveau d'oxygeéne en conditions physiologiques
ou en réponse a des pathologies nécessitent des réponses cellulaires adaptées pour éviter des dommages
cellulaires qui pourraient étre létaux. On retrouve parmi les acteurs responsables de I’adaptation
cellulaire a ’oxygene, les facteurs regroupés au sein de la famille HIF qui joue un réle important dans

les mécanismes impliqués dans la réponse a I'hypoxie.

1. Historique

Au cours des derniéres décennies, de multiples travaux ont étudié les réponses physiologiques,
cellulaires et les voies moléculaires mises en place lors des variations d'oxygeéne pouvant se produire en
conditions physiologiques ou pathologiques. Le facteur de transcription HIF-1 (Hypoxia-inducible
factor-1) est un régulateur clé de la réponse cellulaire responsable de 1’induction de genes facilitant
I’adaptation et la survie des cellules et de 1’organisme entier de la normoxie (21% d’0O2) a I’hypoxie

(1% O2) (Wang 1995, Semenza 1998).

C’est en 1991 que Semenza et coll ont identifié pour la premiére fois I’implication de séquences
spécifiques d’ADN dans le promoteur du géne de 1’érythropoiétine (EPO), une hormone qui permet de
stimuler la prolifération des érythrocytes en condition hypoxique (Semenza et coll., 1991). Cette étude
montre qu’en réponse a I'hypoxie, 1’induction d’un facteur nucléaire était capable de réguler l'activité
transcriptionnelle du gene EPO via sa liaison a des séquences ADN agissant en Cis (5'-RCGTG-3 )
dénommées ¢léments de réponse a 'hypoxie (ERO) (ou Hypoxia Responsive Element : HRE) situées
dans la région adjacente 3' du géne EPO. La présence de ces séquences a ét¢ démontrée comme étant
essentielle pour l'activation transcriptionnelle du géne de I'EPO en réponse a 1'hypoxie. A la suite de
cette découverte, de multiples autres études ont pu démontrer dans des conditions d'hypoxie que
l'activation transcriptionnelle de nombreux geénes régulateurs était initiée par la liaison spécifique du
facteur de transcription HIF-1 aux séquences HRE (Semenza, 1998, Semenza, 1999, Ke et Costa,
2006). C'est respectivement en 1993 et 1995 que Wang et Semenza ont pu déterminer par purification
biochimique a partir de cellules hépatiques Hep3B cultivées en hypoxie et de cellules HeLa traitées par
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le chlorure de cobalt que HIF-1 était composé des sous-unité HIF-1a (120 kDa) et HIF-1p (91-94 kDa)
(Wang et coll, 1993 ; Wang et Semenza, 1995). Depuis, deux autres isoformes étroitement apparentés a
HIF-1a et a la méme famille HIF ont été décrits : HIF-2a et HIF-3a (Ema et coll., 1997 ; Li et coll,
1996). Les isoformes HIF-1a et HIF-2a sont structurellement proches et sont les mieux caractérisées
contrairement a I’isoforme HIF-3a qui subit une régulation complexe et produit un grand nombre de

variants d'épissage d'ARNm (Ravenna et coll., 2016).

2. Structure et expression des facteurs induits par I’hypoxie (HIFs)

L’hétérodimere HIF-1 est composé d’une sous-unité régulatrice a (HIF-1, HIF-2 ou HIF-3)
dont ’expression est régulée par 'oxygéne, et d’une sous-unité 3 appelée HIF-13 ou ARNT (Aryl
Hydrocarbon Nuclear Receptor Translocator) régulée d’une maniere constitutive (Wang et coll., 1995,
Figure 1). Ces protéines appartiennent a la famille des facteurs de transcription a motif basique hélice-
boucle-hélice (bPHLH)-Per-ARNT-Sim (bHLH-PAS). Ils partagent la région bHLH conservée pour la
liaison a I'ADN, et deux domaines PAS pour la spécificité du gene cible et la dimérisation des sous-
unités HIF-1a et HIF-1B (Kimbro et Simons, 2006). Le domaine PAS (Per-ARNT-Sim) est un
homologue des deux protéines PER et SIM précédemment identifiées chez la drosophile (Nambu et
coll., 1991). Les protéines bHLH sont caractérisées par des domaines (b, HLH, PAS et TAD) qui
peuvent réguler leurs propres transcriptions ainsi que l'expression d'autres membres de la famille. Les
motifs bHLH-PAS sont essentiels pour permettre la formation d'hétérodimeres entre les sous-unités
HIF-1a et HIF-1B et pour la liaison a la séquence ADN HRE des génes cibles. Les domaines de base b
se sont avérés avoir des propriétés de liaison a I'ADN pour la liaison de I'HRE sur le gene, alors que le
motif HLH est nécessaire a la dimérisation avec d'autres protéines. Il est intéressant de noter que le
domaine PAS est le seul domaine conservé parmi tous les membres de cette famille de protéines (HIF-
la, ARNT, AhR et PAS) et qu'il ne se trouve pas dans les autres types de protéines (Masoud et Li,
2015).
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Figure 1: Les domaines structuraux des membres de la famille HIF. HIF-1a, HIF-2a, HIF-3a et HIF-1p. Les modifications
des résidus spécifiques sont mises en évidence au-dessus de chaque protéine, et les protéines qui effectuent ces
modifications sont montrées. Les barres colorées au-dessous de chaque protéine délimitent des régions d'interaction
particuliéres au sein des protéines HIF. BHLH, hélice-boucle-hélice, PAS, Per / ARNT / Sim domaine, ODD, Domaine de
dégradation dépendant de 1’Oxygeéne, NTAD, Domaine de transactivation N-terminal, NLS, Signal de Localisation
Nucléaire, CTAD, Domaine de Transactivation C-terminal, LZIP, Domaine glissiére a Leucine, PAC, Domaine C-terminal
associé a PAS (Kenneth et Rocha, 2008).

2.1. HIF-1a

Le gene Hif-1« est localisé dans la région 14q21-q24 et est composé de 15 exons. Il code pour
la sous-unité HIF-1a. comprenant 826 acides aminés. HIF-1a fait partie de la famille des bHLH-PAS
(basic helix-loop-helix-Per-ARNT-Sim) puisqu'elle possede dans sa partie amino-terminale un domaine
bHLH de 13 acides aminées qui permet a la fois la dimérisation et la fixation a 'ADN (Crews 1998,
Hoffman et coll., 1991 ; Wang et coll., 1995). Le domaine PAS situ¢ a la suite du domaine bHLH est
impliqué dans les interactions avec d'autres protéines. HIF-1a posséde également deux domaines de
transactivation (TAD) : un en position amino-terminale (N-TAD, position 531-575) et le second en C-
terminale (C-TAD, position 813-826) qui entoure un domaine inhibiteur de la transcription comprenant
un signal de localisation nucléaire (NLS) (Pugh et coll., 1997, Jiang et coll., 1997, Ruas et coll., 2002).
Ces deux domaines TAD sont responsables de l'activité transcriptionnelle de HIF-1a (Li et coll., 1996).

Ainsi, le domaine C-TAD (résidus 786-826) qui contient un site d'hydroxylation en position 803 au
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niveau d'un résidu asparagine (Asn) interagit avec des co-activateurs tels que CBP / p300 pour moduler
la transcription génique de HIF-1a en conditions d’hypoxie alors que le domaine N-TAD est nécessaire
a la stabilisation de HIF-la (Yamashita et coll., 2001). Le domaine ODD (Oxygen Degradation
Domain, résidus 390-575) situé entre le domaine PAS et le domaine N-TAD, (Huang et coll., 1998)
joue un réle important dans la stabilité¢ de la protéine par la présence de deux sites d'hydroxylation sur

des résidus de proline en positions 402 et 564 (Bruick et McKnight, 2001, Semenza, 2017).

Il est également important de noter la présence de deux séquences NLS (Nuclear Localisation
Sequences). La premiere est localisée dans le domaine bHLH. Sa répression par le domaine PAS
permet la rétention de la protéine HIF-1a. dans le cytoplasme. La seconde située en position 718 a 721
(RKRK) jouerait un role important dans la translocation de la protéine HIF-1o dans le noyau, en

conditions d’hypoxie (Kallio et coll., 1998).

2.2. HIF-1B

Le geéne Hif-1 est localisé en 1g21 et possede 22 exons. HIF-1f est également connu sous le
nom d'ARNT ou ARNT1 (Aryl Hydrocarbon Nuclear Receptor Translocator) car identifié¢ initialement
comme partenaire hétérodimérique du récepteur d'hydrocarbure d'aryle (AhR) (Hoffaman et coll., 1991,
Wang et coll., 1995). Appartenant a la famille bHLH-PAS, HIF-1 qui possede 789 acides aminés est
caractérisée par la présence d'un domaine PAS de 300 acides aminés immédiatement situé en position
carboxy-terminal du domaine bHLH permettant les interactions avec les facteurs HIF et les séquences
HRE au niveau de ' ADN (Hoffman et coll., 1991 ; Wang et coll., 1995). En revanche, et contrairement
aux autres membres de la famille HIF, HIF-1p3 ne possede pas de domaine ODD. Par conséquent, elle
est exprimée de maniére constitutive et n’est pas régulée par l'oxygéne. HIF-1[ représente la sous-unité

partenaire de tous les membres de la famille bHLH-PAS.

A noter qu’il existe une autre sous-unité 3 (ou ARNT2) qui possede 57% d’homologie avec

ARNT]1 et retrouvée uniquement dans le cerveau et le rein chez I’adulte (Maltepe et coll., 2000).
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2.3. HIF-2a

Le géne Hif-2« est localisé en région 2p21-pl6 et est constitué de 16 exons. Il code pour une
sous-unité¢ de 870 acides aminés. HIF-2a encore connue sous le nom de EPASI car identifiée comme
facteur de transcription dans des cellules endothéliales (Tian et coll., 1997) montre un degré notable de
similarit¢ de séquence d'acides aminés avec HIF-la (48% d’homologie). Ainsi, la présence des
domaines bHLH, PAS, ODDD, ainsi que les deux domaines NTAD et CTAD qui entourent un domaine
NLS sont communs a la protéine HIF-1. De méme, deux sites d'hydroxylation sur les prolines 405 et
531 sont localisés au niveau du domaine ODD. On notera la présence d"un site d'hydoxylation sur
l'asparagine 847 dans le domaine T-TAD. Malgré leur grande similarité de séquences, HIF-1a et HIF-
20 présentent une distribution tissulaire différente. Alors que HIF-1a. est associée a une expression
quasi ubiquitaire, HIF-2a est surtout exprimée dans les cellules endothéliales au cours du
développement embryonnaire. Dans les tissus adultes, son expression est majoritairement retrouvée
dans certains types cellulaires comme les cellules endothéliales, les pneumocytes de type II, les
cardiomyocytes, les fibroblastes rénaux, les cellules interstitielles du pancréas et du duodénum ainsi

que dans les hépatocytes (Tian et coll., 1997 ; Ema et coll., 1997 ; Rankin et coll., 2008).

2.4. HIF-3a

Le géne Hif-3« est situé dans la région 19913.32 et est composé de 19 exons. HIF-3a a été
initialement identifié¢e comme membre de la famille des protéines bHLH-PAS chez la souris (Gu et
coll., 1998). La présence d’ARN messagers de HIF-3a a été décrite dans de nombreux tissus comme le
thymus, les poumons, le cceur, les reins, le foie, les yeux et le cerveau (Gu et coll., 1998). Le locus
HIF-3a donne lieu a de nombreux variants d'épissage dont les isoformes protéiques, HIF-3a, NEPAS
(PAS néonatale et embryonnaire) et IPAS (inibitory domain PAS protein) (Makino et coll., 2002 ;
Maynard et coll.,, 2003; Yamashita et coll., 2008). Bien que la fonction de chaque variant dans la
régulation complexe des geénes inductibles par lI'hypoxie reste discutée (Ravenna et coll, 2016), le
variant IPAS est capable de former un hétérodimére avec HIF-loo contrecarrant ainsi I'action
transcriptionnel du complexe HIF-1o/HIF-13 (Ravenna et coll., 2016). Au niveau structurel, HIF-3a
représente une forte homologie avec HIF-1a et HIF-2a au niveau de l'extrémité N-terminale et un
faible degré de similarit¢é de séquence a l'extrémité carboxy-terminale (Gu et coll, 1998). Les

caractéristiques structurelles uniques de HIF-3a par rapport a HIF-la et HIF-2a comprennent la
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présence d'une unique proline hydroxylable dans le domaine ODD en position 490 et d'un domaine
glissiére a leucine (LZIP) en position carboxy-terminale impliqué dans les interactions protéine-
protéine. Alors qu'au stade embryonnaire et néonatal, les ARNm de HIF-3a sont rarement détectés
(Yamashita et coll.,, 2008), I’induction de I’expression de la protéine en conditions d’hypoxie est
retrouvée dans plusieurs organes comme le cortex cérébral, I'hippocampe, le poumon, le cceur et le rein
(Heidbreder et coll., 2003 ; Li et coll.,, 2006 ; Yoshida et coll., 2001). De la méme fagon que les
protéines HIF-1a et HIF-2a, HIF-3a est capable de se dimériser avec la sous-unité HIF-B, pour
reconnaitre le HRE sur le promoteur de genes cibles (Gu et coll., 1998). Il est a noter que les complexes
HIF-30/HIF-18 (HIF3) ou NEPAS/HIF-18 suppriment 'activation du geéne induite par I'hypoxie ainsi
que l'expression de HIF1 (HIF-la / HIF-18) ou HIF-2 (HIF-2a / HIF-18) (Hara et coll., 2001 ;
Yamashita et coll., 2008). Enfin, il a ét¢ montré que la liaison du complexe HIF-3 aux sites HRE dans
les régions promotrices, induit une activité transcriptionnelle beaucoup plus faible que celle des
complexes HIF-1 et HIF-2 du fait de l'absence du domaine C-TAD (Gu et coll., 1998 ; Hara et coll.,
2001 ; Yamashita et coll., 2008).

3. Les voies de régulation de HIF-1a

Le géne Hif-1a et la protéine HIF-1a étant continuellement transcrits, traduits et synthétisés, la
stabilité et I’activité transcriptionnelle de HIF-1a sont régulées en amont par de nombreux facteur de
croissance et de voies de signalisation en fonction ou non du niveau d'oxygeéne (Bruick et coll., 2001).
Toutefois dés 1998, il a été établi que les sous-unités HIF-o pouvaient étre régulées par le niveau
d'oxygéne indépendamment des mécanismes précédemment décrits (Huang et coll.,1998). En
conditions de normoxie la demi-vie de HIF-1a a été estimee de l'ordre de 5 minutes suggérant qu'a
expression constante, la régulation de HIF-1o repose principalement sur sa vitesse de dégradation
(Salceda et Caro, 1997). En conditions d’hypoxie, plusieurs voies ont été décrites depuis pour controler
sa stabilit¢ et son activité transcriptionnelle. On distingue d'une part, des voies de régulation
dépendantes du niveau d'oxygene impliquant ou non des modifications post-traductionnelles reposant
sur des réactions d'hydroxylation, d'acétylation, d’ubiquitination et de phosphorylation et d'autre part,
des voies de régulation indépendantes du niveau d'oxygene mettant en jeu divers acteurs et voies de

signalisation. Une liste non exhaustive de ces régulateurs est présentée dans le tableau 1.
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Une fois stabilisée, HIF-1a est transloquée dans le noyau. Cette étape est dépendante de la

région NLS située en position carboxy-terminale de HIF-1a.. Dans le noyau, HIF-1a a alors la capacité

de se dimériser avec HIF-18 (Eguchi et coll., 1997 ; Pollenz et coll., 1994). Cet hétérodimere se fixe

alors sur les ¢léments HRE des génes sensibles a I’hypoxie et induit la transactivation de ces derniers.

Régulateurs des HIFs Effets sur activité des HIFs
VHL | stabilité¢ de HIF-a
HSP90 1 stabilité¢ de HIF-a
PHD 1/2/3 | stabilité¢ de HIF-a
FIH1 | activité transcriptionnelle de HIF-1a.

2-Oxoglutarate

| stabilit¢ de HIF-1a comme un co-facteur de PHD

Ascorbate

| stabilit¢ de HIF-o comme un co-facteur de PHD

Fer (Fe2+)

| stabilité¢ de HIF-o comme un co-facteur de PHD

Hypoxie intermittente

1 stabilité de HIF-1o mais | stabilité de HIF-2a

ROS

1 stabilité¢ de HIF-a

PI3K/Akt 1 expression de HIF-1a

mTORCI1 1 traduction des mRNA de HIF-1a
p53 | expression de HIF-10/ARNT

Ras 1 activité transcriptionnelle de HIF-1a
NF-x B 1 transcription de HIF-1a

p44/42 MAPK 1 expression de HIF-1a

Tableau 1: Régulateurs de I’activité des HIFs (Adapté de Majmundar et coll., 2010)

3.1. La régulation par la voie dépendante de I’oxygéne

Trois grandes voies de régulation de HIF-1a dépendantes du niveau d'oxygéne ont été décrites.

La premiére voie implique une interaction entre HIF-lo et la protéine pVHL dépendante de

modifications post-traductionnelles (hydroxylation, acétylation, ubiquitination). La seconde voie se

situe au niveau des modifications post-traductionnelles d’HIF-1a. qui vont réguler lefficacité de

l'activité transcriptionnelle de HIF-la. Enfin, une régulation impliquant les espéces réactives

d’oxygene (ROS) sera également évoquée.
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Figure 2: La régulation de HIF-1a dépendante de 1’oxygéne (Wei et coll., 2018)

3.1.1. La voie pVHL- dépendante

Trés instable en normoxie, HIF-1a subit une hydroxylation permanente des prolines 402 et 564
dans le domaine ODD par des prolyl-4-hydroxylases au nombre de trois (PHD 1-3 ; Prolyl
Hydroxylase Domain containing) (Masson et Ratcliffe, 2003) (Figure2). L'activité dioxygénase de ces
PHD nécessite en plus de la présence d'oxygene des cofacteurs comme le fer, I'a-cétoglutarate et
l'ascorbate (Epstein et coll., 2001 ; Semenza, 2003). Le niveau des ARNm codant pour ces trois PHD
varie en fonction des tissus (Cioffi et coll., 2003, lieb, 2002, Masson et Ratcliffs 2003) et du niveau
d'oxygéne (Epstein et coll.,, 2001). L’isoforme PHD2 présente une plus grande spécificité pour
I'hydroxylation des prolines de HIF-1a (Huang et coll., 2002) alors que la PHD3 jouerait un rdle plus
important dans la régulation de HIF-2a. L’expression de la PHD2 est suffisante pour déstabiliser les
niveaux de HIF-la dans des conditions normoxiques et pour déclencher la translocation de HIF-1a
dans le noyau sous une forme active (Berra et coll., 2003). L'hydroxylation des prolines se fait par les
PHD situées dans le domaine ODD des HIFa et reconnues par la protéine von Hippel-Lindau (pVHL),
une protéine du complexe E3 ubiquitine ligase (Ivan et coll., 2001) qui permet I'ubiquitination de HIF-
la et qui favorise par conséquent sa dégradation par la voie du protéasome (Kamura et coll., 2000 ;
Maxwell et coll.,, 1999). Ainsi en normoxie, HIF-1o subit un processus permanent de dégradation
impliquant son hydroxylation par le PHD et son ubiquitination par la protéine pVHL (Kimbro et
Simons, 2006)
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En conditions d’hypoxie, I'hydroxylation des prolines au niveau de HIF-1a n'ayant plus lieu, la
pVHL n'est alors plus capable d'interagir avec HIF-1ow permettant ainsi l'accumulation, la stabilisation
et la translocation de HIF-1a. dans le noyau. Cette derniére étape est dépendante du domaine NLS situé
en position carboxy-terminal dans le domaine C-TAD (Ivan et coll., 2001 ; Jaakkola et coll., 2001 ;
Kallio et coll., 1999).

Bien que I'hydroxylation des prolines joue un role clé dans la reconnaissance de HIF-1a par la
pVHL en normoxie, des travaux ont rapporté que I’acétylation de la lysine 532 retrouvée au niveau de
'ODD de HIF-1a pouvait favoriser l'interaction avec la pVHL et par conséquent déstabiliser HIF-1a
(Jeong et coll., 2002, Figure 2). La protéine responsable de cette modification est l'acétyl-transférase
ARDI (Arrest Defective-1). Ainsi il a été démontré que la dégradation de HIF-1a est accrue lorsque
I'état acétylé est maintenu par la présence d'un inhibiteur global des déacetylases comme Il'acide
butyrique (Kim et coll., 2001). Au contraire, la stabilité de HIF-1a. est augmentée lorsque la lysing®*
est mutée en arginine (Tanimoto et coll., 2000) confirmant I'importance de 1’acétylation de la lysine?

dans la régulation de HIF-1a.

Enfin, limplication d'autres résidus comme la leu’®, la Tyr’®, la Ser®' et la Thr’?? a été
rapportée pour faciliter I’hydroxylation de Pro** (Ivan et coll., 2001 ; Jaakkola et coll., 2001 ; Sutter et
coll., 2000).

3.1.2. Régulation de l'activité transcriptionnelle par I’hydroxylase FIH

En plus du r6le de l'oxygene sur la stabilisation de HIF-1a (et de HIF-2a), une régulation
supplémentaire dépendante de I'oxygeéne mais indépendante de la pVHL existe (Masoud et coll., 2015).
L'activité transcriptionnelle compléte de HIF-1 nécessite les domaines N-TAD et C-TAD qui sont
connus pour interagir avec des coactivateurs transcriptionnels tels que CBP / p300 et améliorer la
transactivation des genes cibles de HIF-1. Plus précisément, des analyses du domaine de transactivation
T-TAD de HIF-1a complexé avec le domaine d'interaction de CBP ou p300 ont révélé que la présence
d'une asparagine en position 803 (et 847 pour HIF-2a) participait & la stabilisation de ce complexe sur
les sites HRE (A Dames et coll., 2002 ; Elkins et coll., 2003 ; Freedman et coll., 2002). Or il a été
démontré que cette asparagine pouvait étre hydroxylée par I'hydroxylase FIH (Factor Inhibiting HIF).

L'activité d'hydroxylation de FIH qui nécessite a la fois la présence d'oxygéne, de Fer II et de l'a-
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cétoglutarate (Dann et coll., 2002 ; Lee et coll., 2003 ; McNeill et coll., 2002) empéche le recrutement
des cofacteurs de transcription comme CBP et/ou de p300 supprimant ainsi l'activité transcriptionnelle
de HIF-1a sur ces genes cibles (Lando et coll., 2002 ; Masson et coll., 2001 ; Srinivas et coll., 1999).
De manicre intéressante, I’hydroxylase FIH a une constante de Michaelis (Km) plus faible pour
l'oxygene que les PHD, ce qui signifie qu'elle est capable de maintenir son activité¢ a des tensions
d'oxygene plus faibles suggérant que méme HIF-1a pourrait également étre déstabilisée en hypoxie.
Enfin, il semble que la FIH hydroxyle plus efficacement HIF-1a que HIF-2a (Koivunen et coll., 2004,
Bracken et coll., 2006).

3.1.3. Implication des ROS dans la régulation de HIF- 1a

La voie de signalisation ROS/HIF-1a a été largement décrite comme é€tant impliquée dans
diverses pathologies incluant le cancer, les maladies inflammatoires et 1’ischémie. Il est également bien
connu que la signalisation des ROS via HIF-1a est importante dans de nombreux processus cellulaires

et en particulier dans la prolifération cellulaire et 1’angiogenese (Movafagh et coll., 2015).

Les premicres études sur ce sujet avaient mis en évidence le role de la mitochondrie dans la
stabilisation de HIF-la. En effet, I’absence ou la diminution de I’ADN mitochondriale dans des
cellules cultivées en hypoxie ne permet plus I’accumulation de HIF-1a (Bell et coll., 2007 ; Chandel et
coll., 1998, 2000). Ainsi, la production des ROS comme 1’oxyde nitrique (NO), le superoxyde (SO) et
le peroxyde d'hydrogéne (H20,) via la chaine respiratoire de la mitochondrie joue un réle de régulateur

dans I’accumulation des facteurs de transcription de la famille HIF via 1’inhibition des PHD (Catrina,

2014, Schieber et Chandel, 2014, Chandel, 2010).

D’autres hypotheses plus récentes suggerent que les ROS pourraient intervenir dans la
stabilisation de la protéine HIF-1a, sa transactivation, sa transcription et sa traduction indépendamment
de I'oxygene en réponse a des hormones, des facteurs de croissance ou encore a des cytokines, en
empruntant les voies des PI3K/Akt et PI3K/ERK/MAPK (via p300 ou son induction par Racl) ou par
I’intermédiaire de microARNSs (Du et coll., 2011; Hielscher et Gerecht, 2014; Movafagh et coll., 2015;
Sang et coll., 2003).

En normoxie, les ROS sont capables d’induire une surexpression de HIF-1a dans de nombreux

types cellulaires en modulant les hydroxylases, les kinases ou les phosphatases (Movafagh et coll.,
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2015; Schieber et Chandel, 2014). La modulation des activités asparagine et proline hydroxylases par le
peroxyde d’hydrogeéne (H20:) a par exemple, un effet sur le recrutement des cofacteurs ainsi que sur la
dégradation protéasomique de HIF-1a. Ainsi, le shift du systéme redox vers un état réduit (en réponse a
I’hypoxie) ou oxydant (en réponse aux stimuli non-hypoxiques) pourrait limiter I’activation de HIF-1 et
étre bénéfique pour traiter ou prévenir les cas pathologiques associés a la surexpression de HIF-1a

(Kietzmann et Gorlach, 2005).

3.2. La régulation de HIF-1a indépendante de I'oxygene

En plus du role majeur des hydroxylases et des mécanismes dépendants de 1'oxygene impliqués
dans la régulation de l'activité de HIF-1q, il existe de nombreuses autres voies moléculaires pouvant

contribuer a la régulation de HIF-1a que ce soit en conditions de normoxie ou dhypoxie (Figure 3).

3.2.1. Les voies de signalisation des facteurs de croissance (PI 3-kinase et MAPK)

Plusieurs études ont mis en évidence que I’activation de la voie des PI3K (phosphatidyl
inositol-4,5-biphoshate-3-kinase)/ AKT/mTOR qui joue un rdle majeur dans la croissance, la
prolifération et la survie cellulaire est capable d'induire une augmentation de la traduction de la
protéine HIF-1a (Conrad et coll., 1999 ; Jiang et coll., 2001; Kline et coll., 2002). C’est I’activation
d’AKT par la PI3K qui permet a mTOR de perturber I'intégrité du facteur d’initiation de traduction
(dont la fonction normale est d’inhiber la traduction des ARNm dépendant de la coiffe) aboutissant a
I’augmentation de la traduction de HIF-1a. (Déry et coll., 2005). Parallelement, mTOR est capable de
phosphoryler la kinase p70 S6 (S6K) qui elle-méme entraine la phosphorylation de la protéine
ribosomale S6 permettant au final d'augmenter la traduction de HIF-la. L’activation de cette voie
PI3K/AKT/mTOR est par ailleurs controlée par le suppresseur de tumeur PTEN qui possede la capacité
de déphosphoryler la PI3K et ainsi de contrecarrer 1’augmentation de HIF-1a par cette voie (Gingras et
coll., 2001).

D’autres voies de signalisation impliquant les cascades de kinases RAS/RAF/MEK/ERK

permettent d’augmenter la vitesse de traduction des ARNm codant pour HIF-1a via la phosphorylation

du facteur eIF-4E (Gingras et coll., 2001). Enfin, ERK est aussi impliqué dans [’activation
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transcriptionnelle de HIF-1a en phosphorylant le coactivateur CBP/p300 augmentant ainsi la formation

du complexe HIF-1 a/p300 (Sang et coll., 2003).

Des modifications par phosphorylation et déphosphorylation ont également été proposées
comme essentielles dans 1’activation de HIF-1 (Semenza et coll., 1998). Par exemple, les membres de
la famille des MAPK (mitogen-activated protein kinase) comme ERKI1 (p44 MAPK), ERK2 (p42
MAPK) ou encore p38 MAPK sont capables de phosphoryler HIF-1a aussi bien in vitro qu’in vivo
permettant d’induire ’augmentation de son activité transcriptionnelle de HIF-1 sur ses geénes cibles
(Minet et coll., 2001 ; Richard et coll., 1999 ; Sodhi et coll., 2000). Ces phosphorylations entrainent des
modifications importantes dans le profil de migration de la protéine confirmant bien que les MAPK
induisent des modifications post-traductionnelles au niveau de HIF-1a (Wang et coll., 1995). Cette
augmentation de l'activité transcriptionnelle de HIF-la est confirmée par le fait que HIF1IP se lie

préférentiellement a la forme phosphorylée de HIF-1a (Suzuki et coll., 2001).

3.2.2. La voie Mdm?2

Selon le type de cancer, la perte de la protéine suppresseur de tumeur p53 peut étre corrélée a
une augmentation de HIF-1a (Bae et coll., 2002). Une des explications possibles serait qu’en normoxie
la liaison de HIF-la a p53 par I’'intermédiaire de Mdm2 (mouse double minute 2 homologue)
faciliterait 1’ubiquitination et la dégradation par la protéasome de HIF-la. Au contraire, dans une
tumeur hypoxique, la perte ou la mutation dans p53 ne permettrait plus la dégradation de HIF-1a via

Mdm2 (Bae et coll., 2002 ; Ravi et coll., 2000).

Des études ultérieures ont cependant montré que HIF-1a était capable de se lier directement a
Mdm?2 dans les cellules déficientes pour p53 en condition d’hypoxie (Chen et coll., 2003 ; Nieminen et
coll,, 2005) ce qui contredit I’hypotheése que p53 constituerait un intermédiaire nécessaire pour la
dégradation de HIF-1a via Mdm2. Chen et coll, ont par ailleurs montré en conditions d’hypoxie que :
1- l'association entre Mdm2 et HIF-lo n'avait pas d'impact sur la stabilisation de p53 et 2- la
surexpression de Mdm2 augmentait le niveau protéique de HIF-1a ainsi que la transcription du VEGF
(Chen et coll., 2003). Ces résultats suggerent que Mdm?2 est capable de stimuler la stabilisation de HIF-
la en hypoxie et de permettre ’activation de génes cibles de HIF-1a conduisant ainsi a I’adaptation

cellulaire tumorale et a I’angiogenése.
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3.2.3. La voie Hsp90

En 1996 une étude avait mis en évidence que ’interaction HIF-1a avec HIF-1p qui nécessitait
les domaines bHLH-PAS était nécessaire a 1’attachement du facteur de transcription sur I’ADN et a son
activité fonctionnelle in vivo (Gradin et coll.,, 1996). Dans cette méme étude, les auteurs montrent
¢galement que la protéine chaperonne Hsp90 (Heat Shock Protein) était capable de se lier a HIF-1a
contrairement a HIF-1p et était nécessaire a son repliement (Gradin et coll., 1996). Peu de temps apres,
en 1999, Minet et coll. ont pu confirmer que HIF-la interagissait directement avec Hsp90 par
I’intermédiaire du domaine bHLH-PAS en normoxie mais dans une moindre mesure en hypoxie (Minet
et coll., 1999). Ces données montrent également qu’en condition hypoxique, Hsp90 est nécessaire pour
I’activation de HIF-1a sans toutefois €tre indispensable pour la translocation de HIF-1a dans le noyau
(Gradin et coll., 1996). Inversement en normoxie, une des hypothéses émises par les auteurs serait que
I’interaction de Hsp90 avec HIF-1a jouerait un role répresseur sur la forme active de HIF-1a. En 2002,
le traitement d’une lignée de carcinome rénale par un antagoniste de Hsp90, la geldanamycin, a montré
une stimulation de 1'ubiquitination et la dégradation de HIF-1a via le protéasome indépendamment de
I’oxygene et de la voie pVHL mettant ainsi en évidence I’existence d’une nouvelle voie de régulation
de la stabilité et la fonction de HIF-1a (Isaacs et coll., 2002). Par la suite, I’équipe de Semenza a pu
identifier que RACKI, le récepteur de la protéine kinase C activée était capable de rentrer en
compétition avec Hsp90 pour se lier a HIF-1a et favoriser la dégradation de HIF-lo de maniére

indépendante de ’oxygene (Liu et coll., 2007 ; Liu et Semenza, 2007).

3.2.4. La voie p53

Les données reliant p53 a HIF-1 présentent des intéréts thérapeutiques importants dans le
cancer mais ne peuvent étre développées ici de maniere exhaustive (Fels et Koumenis, 2005).
Briévement, il a été montré qu’en réponse a I’hypoxie que HIF-1a induisait I'accumulation de p53 qui
inhibait rétroactivement sa stabilisation. Ainsi, une faible expression de p53 atténue la transactivation
de HIF-1 en entrant en compétition avec p300 alors qu’une forte expression de p53 provoque la
dégradation et I’inactivation de HIF-1a. Ce systéme permet a p53 une fois activée dans des conditions
d'hypoxie ou d’anoxie sévere de controler négativement les réponses dépendantes de HIF-1a. (Ravi et
coll,, 2000 ; Schmid et coll., 2004). Cependant, des effets opposés de p53 ont également été rapportés

selon la nature de la sous-unité HIF-1. Ainsi en conditions d'hypoxie la liaison de HIF-1a a p53 peut
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¢galement entrainer la stabilisation de p53 et induire la mort cellulaire (An et coll., 1998 ; Moeller et
coll., 2005). En revanche, HIF-2a est capable de supprimer indirectement l'activité de p53, favorisant

alors la chimiorésistance et la radiorésistance des cellules cancéreuses (Shi et coll., 2012).
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Figure 3: Les différentes voies de régulation de HIF-1a. a, La voie des facteurs de croissance, b, Les voies liées au pVHL ;
¢, La voie FIH-1 ; d, La voie d'ubiquitination médiée par Mdm2-p53 et la voie de dégradation du protéasome ; e, Hsp90 lié
directement avec HIF-1a, induit des changements conformationnels dans sa structure pour s'adapter a HIF-1f et initier sa
transactivation. Ces voies régulent I'activité de HIF-1a en régulant la synthése de HIF-1a (a), la stabilité de HIF-1a (b, d, €)
ou la transactivation de HIF-1a (e, ¢) (Masoud et Li, 2015).

4. Génes cibles et fonction de HIF-1a en conditions physiologiques

Depuis la mise en évidence du role clé de I’interaction spécifique de 1’hétérodimere HIF-
1o/HIF-1p sur les séquences HRE localisées dans la région promotrice de ’EPO des cellules cultivées
en hypoxie (Semenza 1991, Wang et coll, 1993, Wang et Semenza, 1995), un nombre trés important de
geénes (supérieur a 100) a été rapporté comme étant régulés par HIF-1a (Figure 4) (Semenza 2017). La
caractéristique commune a I’ensemble de ces genes repose sur la présence dans leur région promotrice
des séquences HRE nécessaires a la liaison du facteur HIF-1o/HIF-1 (Semenza 1991, Mazure et coll.,
2004, Benizri et coll.,, 2008). Des analyses transcriptomiques a partir de cellules endothéliales
artérielles ont ainsi rapporté que plus de 2% de ’ensemble des génes de ces cellules sont régulés par
HIF-1a (Manalo et coll., 2005, Clottes 2005 ; Bertout et coll., 2008 ; Keith et coll., 2011).
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Les genes les plus nombreux et les mieux caractérisés sont impliqués dans la régulation de
I’apport et de I'utilisation de 1’oxygéne via les processus de reprogrammation métabolique et
d’angiogenese dans le but de coordonner de maniére la plus efficace possible au niveau cellulaire le
shift de la dépendance énergétique de la demande en oxygene vers la glycolyse. Ainsi la trés grande
majorité des geénes codant pour les enzymes glycolytiques sont régulés positivement par HIF-l1a
comme la LDHA (Lactate déhydrogénase), la PDK1 (Pyruvate Déshydrogénase Kinase) et la BNIP3
(Bcl-2/adenovirus E1B 19-kDa-interacting protein 3). Les génes cibles permettant I’augmentation de la
distribution de 1’apport en oxygene disponible sont par exemple ’EPO, le VEGF et ses récepteurs ainsi

que END1 et ANGPTI (Takeda et coll., 2004, Dengler et coll., 2014).

En dehors des voies précédemment mentionnées importantes pour le maintien de I’homeéostasie
de l'oxygene, les autres geénes cibles de HIF-la sont impliqués dans de nombreux processus
physiologiques comme I’autophagie, 1’apoptose, I’inflammation, I’immunité, le maintien du caractére
souche, la prolifération et ’autorenouvellement cellulaire, la survie cellulaire ou bien encore dans les

phénomenes métastatiques (Chi et coll., 2006, Mole et coll., 2009, Semenza, 2012, Semenza, 2017).

Target genes |

Angiogenesis & O, supply | |Stemness/Self-renewal Proliferation EMT

ADM GPI ADM PGM CD73 REDD1 D2 TGFA

ANGPT1 HMOX1 EDN1 OCT4 CTGF RORa4 SNAI VIM

ANGPT2 LEP EPO TERT ENG STK15 SNARZ ZEB1

ANP NOS2 GPI TGFa IGFBP3 TERT TCF3 ZEB2

BRCP NOS3 ID2 VEGF ImF TGFB3

CP NOX2 IGF2 MET WT1 Apoptosis

CXCL12 PDGFB NR4A1 BNIP3/3L

EDN1 PGF Other NDRG

EPO SERPINE1 ANKRD37 NOXA Redox Homeostasis
FECH TF GADD45A PP5 GPX3
FLK1 VEGF P4HA1 MCL1 (anti-apoptotic) HMOX1
FLT1 NPM (anti-apoptotic) SOD2

Figure 4: Exemples de génes régulés par HIF-1a et fonctionnant dans de nombreux aspects de la physiologie. Ces génes
jouent des roles dans I’angiogenése et oxygénation, le maintien du caractére souche et autorenouvellement, la prolifération
cellulaire, la transition épithéliale-mésenchymateuse, les processus apoptotiques et homéostasie redox (Adapté de Dengler
et coll., 2014).
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HIF-1oo joue des rbles multiples et parfois contradictoires dans divers processus
développementaux, physiologiques et physiopathologiques (Semenza, 2003 ; Wang et Semenza, 1996).
Par exemple, durant ’embryogenése, qui se déroule en grande partie a des concentrations d’oxygene
comprises entre 1 et 5 %, il est bien établi que 1’oxygeéne joue un rdéle morphogeéne par I’intermédiaire

de HIF-1a (Dunwoodie et coll., 2009).

Etant donné le nombre trés important de données issues de travaux ayant étudiés le role et/ou la
fonction de HIF-1a aussi bien in vitro qu’in vivo dans de multiple processus biologiques, il est difficile
d’étre exhaustive. C’est pourquoi, je présenterais seulement quelques exemples illustrant I’implication

de HIF-1a dans une fonction biologique donnée.

4.1. Role dans I’érythropoiése et le métabolisme ferrique

En condition d’hypoxie, les genes de 1’érythropoicse (EPO) et du métabolisme du fer ont été
décrits comme augmentés permettant de stimuler la formation des globules rouges afin d’assurer un
apport suffisant d’oxygene aux tissus (Semenza et coll.,, 1991). Comme déja évoqué, cette stimulation
s’effectue via I’accumulation de HIF1-a qui par la présence de séquences HRE au niveau des
promoteurs de ces genes leur permet d’étre transcrits. Parallelement, 1’hypoxie induit également une
surexpression des transporteurs de fer, les transferrines (Tf) qui augmentent le transport du fer (Fe")
aux cellules (Rolfs et coll., 1997), ainsi que la céruloplasmine, une ferroxidase oxydant le Fe?>" en Fe**
(Mukhopadhyay et coll., 2000). Au total, I’augmentation de ces geénes qui est dépendant de HIF-1a

permet une augmentation de 1’apport de fer vers les tissus érythroides (Rolfs et coll., 1997).

4.2. Role dans le métabolisme du glucose

En hypoxie, les cellules changent de voie métabolique du glucose en passant du cycle de 1’acide
tricarboxylique (dépendante de I’oxygene) vers la glycolyse indépendante de 1’oxygene (production de
2 ATP). Parce que cette voie indépendante de I’oxygene produit dix-neuf fois moins d’ATP que la voie
dépendant de l'oxygene a partir d’une molécule de glucose, les cellules hypoxiques doivent
parallélement augmenter leur capacité a absorber le glucose pour produire une quantité équivalente

d’ATP qu’en normoxie (Dang et Semenza, 1999). Dans ce but, HIF-1a induit la surexpression de toutes
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les enzymes glycolytiques ainsi que des transporteurs de glucose comme GLUT1 et GLUT3 (Chen et
coll, 2001 ; Wenger, 2002). Lu et coll., ont également décrit 1’existence d’une potentielle boucle de
rétroaction positive puisque les métabolites du glucose comme le lactate et le pyruvate sont capables
d’induire en normoxie I’accumulation de HIF-1a et de réguler I’expression de genes induits par
I’hypoxie (Lu et coll., 2002).

4.3. Role dans I’angiogenése

L’angiogeneése est un processus physiologique de croissance de vaisseaux sanguins qui
constitue une étape cruciale au cours du développement embryonnaire (et lors de la croissance
tumorale). L'angiogenese est stimulée par un grand nombre de genes de réponse a I’hypoxie (Levy et
coll., 1995 ; Bunn et Poyton, 1996 ; Giordano et Johnson, 2001 ; Semenza et coll., 2002, Forsythe et
coll., 1996). Parmi ces genes, le VEGF (Vascular endothelial cell growth factor) représente le mitogene
le plus important pour recruter et simuler la prolifération des cellules endothéliales au niveau des zones
hypoxiques (Conway et coll.,, 2001 ; Josko et coll., 2000 ; Neufeld et coll., 1999). Son action en
combinaison avec d'autres facteurs proangiogéniques régulés par HIF-low provoque une réponse
pléiotrope qui contribue a la formation de néo-vaisseaux aboutissant a une augmentation de la densité
vasculaire et par conséquent a une diminution de la distance de diffusion d’oxygene (Rey et Semenza,

2010).

Les autres génes régulés par HIF-1a et impliqués dans la régulation de l'angiogenése codent
pour l'oxyde nitrique synthétase (NOS2), I’héme oxygénase 1, D’endotheline 1 (ET1),
I’adrénomedulline (ADM) et le récepteur adrénergique aig (Eckhart et coll., 1997 ; Hu et coll., 1998 ;
Lee et coll., 1997 ; Melillo et coll., 1995 ; Nguyen et Claycomb, 1999). Enfin HIF-1a régule des génes
impliqués dans le métabolisme de la matrice et dans la maturation des vaisseaux comme les métallo-
protéases (MMPs), les récepteurs et les inhibiteurs de 1’activateur du plasminogéne (PAIs) et les prolyl
hydroxylases du collagéne (Ben-Yosef et coll., 2002 ; Kietzmann et coll.,, 1999 ; Takahashi et coll.,
2000, Takeda et coll., 2004).

Des données obtenues sur des cellules embryonnaires de souris (mESC) ont mis en évidence
que HIF-la pouvait jouer un rdle dans I’induction de la différenciation des ESC vers la lignée

vasculaire. Cette différenciation repose sur la suppression de I’expression du gene Oct4 via la liaison
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directe de HIF-1a sur trois des quatre HRE inversés (reverse HRE, rHRE) (Mazure et coll, 2002 ;
Narravula et Colgan, 2001) présents dans le promoteur de Oct4. De plus, la différenciation des ESC
vers la lignée vasculaire, qui est induite par I’hypoxie et associée a I’augmentation de VEGEF, est
inhibée lorsque le VEGF ou HIF-1a est bloqué. Cette étude confirme donc que HIF-1a joue un rdle
important dans 1’angiogenése et représente un axe essentiel dans I’induction de la différenciation de la
lignée vasculaire (Lee et coll., 2012). D’autres études utilisant des modeles d’ischémie confirment que
HIF-1a joue un réle clé dans la détermination du destin cellulaire des cellules souches embryonnaires.
En effet, la différenciation des ESC en cellules endothéliales en hypoxie implique 1’activation par HIF-
la du facteur de transcription Etv2 connu pour réguler la vasculogenése et I’angiogenése (Abedin et
coll., 2014 ; De Val et Black, 2009 ; Oikawa et Yamada, 2003 ; Shi et coll,, 2014). Enfin, il est
intéressant de noter que HIF-1a est impliqué a un autre niveau dans la spécification des cellules
endothéliales en cellules endothéliales artérielles par 1’activation de la voie Notch (Tsang et coll.,

2017).

4.4. Role dans I’hématopoiese et ’'immunité

Les cellules souches hématopoiétiques (CSH) sont maintenues dans un microenvironnement
hypoxique au niveau de la moelle osseuse et sont majoritairement en état de quiescence. Ainsi, les CSH
localisées dans ces niches hypoxiques stabilisent leur niveau intracellulaire de HIF-1a (Takubo et coll.,
2010). En revanche, les CSH de souris déficientes pour HIF-1la perdent leur état de quiescence et
entrent en cycle. Lorsque ces souris déficientes pour HIF-1aw subissent un stress (transplantation,
my¢lo-suppression, age), il a é&té montré que le nombre de CSH diminue dans ces souris déficientes par
rapport a des animaux témoins. Enfin, la stabilisation de HIF-1a provoquée par la perte de 1’ubiquitine
ligase E3 pour HIF-1a (VHL) induit une quiescence des CSH et de leurs progéniteurs tout en altérant
leurs capacités a étre transplantées (Takubo et coll., 2010). Ces données indiquent donc qu’in vivo, la
quiescence des CSH est contrdlée par la régulation précise des niveaux protéiques intracellulaires de

HIF-1o.

On notera qu’entre autre, HIF-1a a également des fonctions dans la mise en place des lignées
lymphocytaire B (Kojima et coll., 2002), dans la différenciation lymphocytaire T (Dang et coll., 2011)
et plus généralement dans 1'immunité (Zinkernagel et coll., 2007 ; Hellwig-Biirgel et coll., 2005).
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4.5. Role dans le développement neural

Outre I’absence de vascularisation céphalique observée chez les embryons déficients pour HIF-
la au jour 8.5 de gestation, ces animaux présentent des différences morphologiques importantes par
rapport aux animaux témoins (absence de fermeture du tube neural notamment). En particulier,
l'absence de HIF-1a provoque une réduction du nombre de somites et la formation anormale de plis
neuraux en degré élevé d’hypoxie (Ryan et coll,, 1998). Il est intéressant de noter que la délétion
homozygote de HIF-1p entraine également une mort in utero des embryons entre les jours 9,5-10,5 de
gestation. Ces embryons présentent des anomalies de fermeture du tube neural ainsi qu’une hypoplasie
du cerveau antérieur (Kozak et coll., 1997). Méme si par ces deux études, il apparait donc clairement
que HIF-1a et/ou HIF-1B sont impliqués dans le développement du systeme nerveux central, des
¢tudes ultérieures utilisant des modeles murins d’invalidation conditionnelle de HIF-1a dans les
cellules souches neurales (CSN) ont permis de préciser le role de HIF-1a dans le développement du
SNC (Tomita et coll., 2003, Wagenfiihr et coll., 2015, 2016, Lange et coll., 2016). Cette thématique

sera développée plus en détail dans le chapitre II.

4.6. Role dans la prolifération et survie cellulaire

L’hypoxie via I’accumulation de HIF-1a induit la sécrétion des facteurs de croissance comme
I’'IGF2 (Insulin Like Growth Factor-2) et le TGF-a (Transforming Growth Factor-a) qui une fois liés a
leur récepteur respectif activent différentes voies de transduction qui stimulent la prolifération
cellulaire, la survie cellulaire mais également I’expression de HIF-la (Feldser et coll, 1999 ;
Krishnamachary et coll., 2003). En particulier, on retrouve les voies des MAPK et des PI3K dé¢ja
décrites comme capables de stimuler la prolifération et la survie cellulaire (Kennedy et coll., 1997,
Seger et Krebs, 1995 ; Pages et coll.,, 1993). L’implication de ces voies est d’autant plus importante

qu’elles peuvent jouer un role déterminant dans la progression tumorale (Semenza, 2003).

4.7. Role dans les phénoménes apoptotiques

Bien que HIF-1a stimule la prolifération et la survie cellulaire comme précédemment décrit,

HIF-1a de par ses interactions avec p53 et les protéines associées a p53 (voir chapitre 1 3.2.4) joue
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¢galement paradoxalement un role dans I’activation des voies apoptotiques (Carmeliet et coll., 1998).
Ainsi, I’hypoxie stimule I’activation de la caspase 3 et de I’Apaf-1 via la caspase 9 et la sécrétion du
cytochrome ¢ dans différents types cellulaires (Brunelle et Chandel, 2002 ; McClintock et coll., 2002).
Au contraire, la protéine anti-apoptotique Bcl-2 est réprimée en hypoxie (Carmeliet et coll., 1998). Il a
¢galement été montré que les niveaux d’expression de HIF-la et HIF-1B sont significativement
corrélés avec la caspase-3, Fas et le Fas-ligand (Volm et Koomagi, 2000). p53 est également impliquée
dans la régulation de l'apoptose induite par I'hypoxie via I’induction de I’expression de geénes liés a

l'apoptose tels que Bax, Noxa, Puma et Perp (Carmeliet et coll., 1998; Schuler et Green, 2001).

4.8. Autres fonctions ciblées

Depuis que HIF-1 a été identifié comme un régulateur de la transcription induite par I'hypoxie
du gene de l'érythropoiétine humaine (EPO), beaucoup d’attention a été apportée a ce facteur de
transcription de par son role critique dans une multitude de processus développementaux,
physiologiques et physiopathologiques (Semenza, 2003 ; Wang et Semenza, 1996). En dehors des roles
déja évoqués précédemment, HIF-1a est aussi impliqué de nombreux autres processus physiologiques
comme par exemple, 1’adipogenése (Yun et coll, 2002), la myogenese (Yang et coll, 2017),
I’osteogenese (Wang et coll., 2007), la chondrogenése (Schipani et coll., 2001) et la cardiomyogenése
(Kudova et coll., 2016). Cette liste non exhaustive illustre I’importance et le role central que joue HIF-

Lo au cours du développement.

5. HIF-1a et cancer

5.1. HIF-1 dans les tissus tumoraux

Il existe de nombreuses preuves que les tumeurs solides rencontrent fréquemment un stress
hypoxique. Les cellules cancéreuses a prolifération rapide proliferent hors de leur réseau vasculaire,
limitant ainsi la diffusion de l'oxygene dans la tumeur. Le stress hypoxique peut également €tre causé
par des défauts de perfusion résultant d'une structure et d'une fonction anormale des vaisseaux
sanguins. Il n'est donc pas surprenant que les tumeurs solides présentent souvent des niveaux élevés de

HIF-1a (Bertout et coll., 2008 ; Majmundar et coll., 2010).
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De nombreuses analyses immunohistochimiques sur des biopsies provenant de patients atteints
de différents cancers ont permis d’établir que la surexpression d’HIF-1a était retrouvée presque
systématiquement au niveau des tumeurs de tous types confondus. Sa localisation intracellulaire est
majoritairement nucléaire (Tableau 2). Cette surexpression qui conduit souvent a une augmentation des
métastases constitue un mauvais pronostic et reste largement associée a un fort taux de mortalité
comme décrit dans le tableau 3. Par exemple, 1’association entre la surexpression de HIF-la et la
mortalité a été observée dans les cancers du sein, de 1’oropharynx, des ovaires, de I’endométre et du
cerveau (oligodendrogliome) (Birner et coll.,, 2001 ; Bertout et coll.,, 2008 ; Keith et coll., 2011 ;
Semenza, 2011). Cependant malgré ces associations entre la surexpression de HIF-1a et la mortalité, la
corrélation de ces deux phénomenes n’est pas toujours retrouvée. Par exemple, chez les patients atteints
d’un cancer cervical cette association entre 1’expression de HIF-1a et la progression de la tumeur n’est
observée que dans les stades précoces de la tumeur (Birner et coll., 2000). Dans les cancers de la téte et
du cou ainsi que dans les cancers du poumon non a petites cellules, CPNPC), la surexpression de HIF-
la semble étre associée a une diminution de la mortalité¢ (Beasley et coll., 2002 ; Volm et Koomigi,
2000). Cependant, la surexpression de HIF-1a n’est pas le seul facteur a prendre en compte pour
prédire la survie des patients. Par exemple une étude sur le cancer ovarien a mis en évidence que la
surexpression de HIF-1a est corrélée avec I'apoptose dans la plupart des tumeurs et que la combinaison
de l'apoptose et de la surexpression de HIF-1a est associée a une augmentation de la survie du patient.
Cependant, dans les cancers de l'ovaire qui surexpriment a la fois HIF-1a et une forme mutée de p53
(associ¢ a une demi-vie plus longue que p53), les niveaux d'apoptose étaient retrouvés faibles et étaient
associés a une diminution significative de la survie globale des patients (Birner et coll., 2001). Autre
exemple, dans le cas de patients atteints d’un cancer de I’cesophage, la surexpression a la fois de HIF-
la et de Bcel2 est associée a une mauvaise réponse a la thérapie (Koukourakis et coll., 2001). Ainsi, ces
quelques exemples mettent en évidence que la surexpression de HIF-1a reste dépendante du type de
cancer et que la présence ou I’absence d’altérations génétiques retrouvées dans les cellules tumorales

peuvent affecter 1I’équilibre entre les facteurs pro et anti- apoptotiques (Semenza et coll., 2003).

Parmi les tumeurs cérébrales, le glioblastome multiforme (GBM), également connu sous le nom
d’« astrocytome de grade 4 », est la tumeur primitive du cerveau la plus fréquente et la plus invasive
(voir chapitre III). Les régions hypoxiques fréquemment retrouvées dans le GBM favorisent le
phénotype malin des cellules cancéreuses qui le constituent (Rong et coll., 2006, Hsieh et coll 2011).

Dans les GBM, I’expression de HIF-1a est fortement corrélée au grade tumoral (Zagzag et coll., 2000).
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Sa surexpression a ¢té mise en cause dans la physiopathologie de la maladie (Yang et coll., 2012). De
manicre intéressante, Zagzag et coll. ont pu déterminer que HIF-1a est localisée dans les cellules
tumorales infiltrantes du GBM (Zagzag et coll., 2000).

De par ses génes cibles, HIF-lo agit comme un activateur de l’invasion tumorale, de la
progression tumorale, de I’angiogenése, de la résistance aux traitements et du maintien du phénotype de
cellules souches cancéreuses (Bao et coll,, 2012 ; Merighi et coll., 2006 ; Zagzag et coll., 20006).
L’augmentation des niveaux de HIF-1a dans le GBM primaire est aussi liée a la perte de fonction de
PTEN et au gain de fonction du récepteur a ’EGF (Epidermal Growth Factor) (Zhong et coll., 2000 ;

Zundel et coll., 2000). Au contraire, les gliomes de bas grade expriment des niveaux inférieurs de HIF-

la a ceux retrouvés dans les gliomes de haut grade.

Type de Cancer

Localisation de I’expression de HIF-1a

Cancer de la vessie

Nucléaire, cytoplasmique (Trés faible)

Cancer de sein

Principalement dans le noyau des métastases et dans tous les
compartiments cellulaires

Cancer cervical

Exclusivement nucléaire

Cancer du colon

Nucléaire

Cancer colorectal

Restreinte au cytoplasme et au noyau des cellules métastatiques

Cancer endométrial

Péri-nécrotique

Carcinome cellulaire squameux de
I’cesophage

Faible dans le cytoplasme et forte dans le noyau des cellules
tumorales

Cancer stromale gastro-intestinal

Nucléaire

Cancer du téte et du cou

Zones péri-nécrotique séverement hypoxiques

Cancer laryngeal

Nucléaire et cytoplasmique mixée

Cancer de foie

Noyau des cellules cancéreuses a coté des sites de nécrose

Cancer des poumons

Cytoplasmique en normoxie et nucléaire en hypoxie

Cancer de I’ovaire

Nucléaire

Cancer de I’ovaire

Cytoplasmique

Cancer rénal

Nucléaire dans les cellules tumorales

Gliome Noyau des cellules cancéreuses autour des sites de nécrose
M¢lanome Cytoplasmique et nucléaire
Oligodendrogliomes Cellules tumorales

Tableau 2: Localisation cellulaire de la surexpression de HIF-1a dans des cancers humains déterminée par IHC a partir de
Biopsies tumorales des patients (Soni et coll., 2017).
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Localisation de la tumeur Localisation de Effet sur la survie du patient
I’expression de HIF-1a

Cancer cervical, stade précoce Exclusivement nucléaire 1 mortalité

Cancer cervicale, Radiothérapie N.D. 1 mortalité

téte cou (carcinome ¢épidermoide)|N.D. | mortalité

apres chirurgie

Endométre Péri-nécrotique 1 mortalité

Oligodendrogliomes Cellules tumorales 1 mortalité

Oropharyngeé N.D. Tmortalité et résistance aux
radiations

Ovaire Nucléaire 1 mortalité (avec p53 mutée)

(Esophage, stades précoces N.D. 1T mortalit¢ et résistance a la
thérapie (avec Bcl2)

Poumon (non petite cellules) N.D. | mortalité

Sein Nucléaire dans les | T mortalité

métastases
Tumeur gastro-intestinal Nucléaire 1 mortalité

Tableau 3: Association de la surexpression de HIF-1a estimée par une analyse immunohistochimique sur des biopsies de
différents types de tumeur avec la survie des patients (Adapté de Semenza 2003 et de Soni et coll., 2017).

L’implication de HIF-1a dans la pathologie cancéreuse joue un réle majeur dans la progression
tumorale. Il est d’autant plus important quand son expression est généralement corrélée avec le grade
de la tumeur comme c’est le cas notamment dans les gliomes. L impact de HIF-1a dans le glioblastome

sera décrit par la suite dans le chapitre III.

5.2. Les aspects de la progression tumorale régulés par HIF-1a

Les fonctions de HIF-1a dans la biologie du cancer sont multiples. Il contribue a la progression
tumorale et au développement du cancer. Parmi les nombreuses fonctions de HIF-la impliquant
I’activation d’une multitude de genes regroupés dans la Figure 5, certaines se révelent avoir une
importance de tout premier ordre au regard de la progression tumorale. Parmi celles-ci, nous
retrouvons : la transition épithéliale mésenchymateuse (TEM) incluant l'invasion et la formation de

métastases, I’angiogenese tumorale, la survie et la prolifération tumorale et le métabolisme tumoral.
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ALD-A, C [69]

APC [109]
Beclin-1; BCL-2 [73] Bax, Bak [95]
BNIP3 [72] CyclinD1; p21; p27[92]
c-mye[70] Histone demethylases [8]

COX4 [71] Hsp90[101]

_ ) IGF-2; EPO; TGF-a; TERT [97]
ENOalpha; PGK1 [69]

LKBI [102]
HK-1, 2; GLUT-1, 3; LDH-A [69, 70] TUMOR PROLIFERATION
TUMOR METABOLISM HIF-1 AND SURVIVAL
e PARPI [41

PDK-1 [68, 70] PI3K; MAPK [35,36]

PTEN [99]
PKM? [65, 66, 77]
TUMOR ANGIOGENESIS P53 [96,98,100]
p53[74] - MMPs: TIMP-
P4Hs; MMPs; TIMP-1 [78] VEGF [o1]

uPAR; ANGPT; NOS; PDGF-B [78]
miRNAs [80, 81] VEGF [78,91]

TUMOR INVASION AND METASTASIS

E-cadherin [82] MMP; LOX [84] Sirt 1[40, 41]
VEGF; ANGPT-L4; L1CAM [85,91]

TCF3; ZFHX1A; ZFHX1B [83]

Figure 5: Les génes régulés par HIF-1 ayant un impact dans la tumorigenése. Les génes cibles de HIF-1a présentés ici sont
impliqués dans des processus tels que le métabolisme cellulaire, la prolifération et la survie, I'angiogenése, l'invasion et la
métastase des cellules tumorales (Soni et coll., 2017).

5.2.1 La transition épithéliale mésenchymateuse (TEM) et la métastase tumorale

La transition ¢épithéliale mésenchymateuse (TEM) est une caractéristique des cellules
cancéreuses invasives pouvant aussi €tre associée a la perte des contacts intercellulaires. Dans ce cas de
figure, la cellule acquiert un aspect mésenchymateux et une augmentation de sa motilité. De
nombreuses études ont mis en évidence 1’implication de HIF-1 dans I’expression des régulateurs de la
TEM aboutissant a terme a la formation de métastases tumorales (Zhang et coll.,, 2014 ;

Krishnamachary et coll., 2006). Par exemple, ’expression de HIF-la dans le cancer augmente
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I’invasion et induit la perte de I’E-cadhérine (Zhang et coll.,, 2014). Le niveau de cadhérine est
indirectement régulé par HIF-1la qui lorsque cette derniére s’accumule au niveau nucléaire active la
transcription de geénes qui répriment 1’expression des E-cadhérines (Krishnamachary et coll., 2006).
Parallelement, HIF-1a active 1’expression d’autres protéines comme TCF3, ZFHX1A, ZFHXIB, et
TWIST impliquées dans la formation d’un cytosquelette rigide et dans I’adhésion intercellulaire (Yang
et coll., 2008, Krishnamachary et coll., 2006). HIF-1a régule aussi la transcription des génes comme la
lysyl-oxidase (Lox) et les métallo-protéases (MMP) nécessaires a la dégradation de la matrice
extracellulaire ce qui entraine son remodelage régulant ainsi I’invasion et la métastase tumorale (Wong
et coll., 2011). HIF-la régule également le VEGF qui est impliqué a la fois dans I’induction de
I’intravasion correspondant au passage des cellules cancéreuses dans les vaisseaux sanguins ainsi que
dans I’activation de genes codant pour des molécules d’adhésion cellulaire comme L1CAM impliquées
dans I’extravasion (passage des cellules cancéreuses de la circulation sanguine vers un tissu ou les

cellules vont proliférer) (Zhang et coll., 2012).

5.2.2. L’angiogenése tumorale

Comme la TEM, I’angiogenése joue un rdle important dans la progression tumorale (Rey et
coll., 2010). Le lien crucial entre I’hypoxie et I’angiogenese a été la découverte que I'hypoxie était
capable d’induire I’expression du facteur de croissance VEGF (Morfoisse et coll., 2014). Dans le
cancer pancréatique, l’activation de HIF-la induit la sécrétion de VEGF contribuant ainsi a la
formation des vaisseaux sanguins (Azoitei et coll., 2016). Le role de la régulation transcriptionnelle du
VEGF par HIF-10/HRE dans les cellules tumorales est démontré par de nombreuses études (Masoud et
Li, 2015). Par exemple, il a été montré a partir de tumeurs de cellules souches embryonnaires que le
niveau de VEGF produit était identique entre les tumeurs VEGF™" et les tumeurs HRE”, confirmant
que HIF-1a régule la transcription de VEGF (Tsuzuki et coll., 2000). En conditions pathologiques
(ischémie, diabete) le flux sanguin est régulé par la modulation de la tonalité vasculaire via I’induction
de genes HIF-1a dépendants codant pour les régulateurs de croissance angiogéniques. Ceci inclus le
récepteur activateur du plasminogéne de type urokinase (uPAR) qui module le métabolisme de la
matrice, des angiopoiétines 1 et 2 (Angiopoietine 1 et 2) et les génes régulant la tonalité vasculaire
comme NOS/ VEGF et PDGF-B (Bosch-Marce et coll., 2007 ; Mace et coll., 2007 ; Liu et coll., 2008).
D’autres facteurs comme les prolyl-4-hydroxylases, les métallo-protéases de la matrice (MMP) et les

inhibiteurs des MMP (TIMP-1) sont régulés par HIF-1a et jouent un role dans I’angiogenése tumorale

45



(Rey et coll., 2010). In vivo, Lee et coll ont montré que la délétion de HIF-1a inhibe la vascularisation
tumorale (Lee et coll., 2009). Dans les tissus non cancéreux, l'insuffisance de PHD2 (qui entraine la
dégradation de HIF-1a), rétablit le systéme vasculaire assurant une meilleure oxygénation et une

réduction des métastases (Mazzone et coll., 2009).

5.2.3. La survie et la prolifération cellulaire et I’apoptose

L’accélération de la prolifération et la diminution de la mort cellulaire causée par 1’expression
des facteurs de survie et de croissance cellulaire sont également des facteurs majeurs a prendre en
compte dans la tumorigenese. Le VEGF, déja décrit précédemment comme un régulateur important de
I’angiogenése tumorale, est aussi impliqué dans la prolifération cancéreuse (Barak et coll., 2011). HIF-
la est aussi bien capable de bloquer la mort cellulaire et de stimuler la prolifération cancéreuse ou au
contraire, d’induire I’apoptose via la régulation du cycle cellulaire (cyclin D1, p21 et p27 ; Kumar et
coll., 2015). L’induction de 1’apoptose par HIF-1a dépend de la concentration d’oxygene. Ainsi alors
que des concentrations de 1 a 3% ne provoquent pas d’apoptose, celle-ci est induite lorsque les
concentrations d'oxygéne descendent en dessous de 0.5% (Santore et coll., 2002). L'apoptose induite
par une hypoxie sévere implique l'activation de p53 par HIF-la qui provoque I’expression des
protéines BAK et BAX, stimulant ainsi la cascade pro-apopotique entrainant le relargage du

cytochrome C (Li et coll., 2015).

Il existe également une régulation réciproque positive entre HIF-1a et 1'Insulin-like Growth
Factor 2 (IGF-2) aboutissant a I’augmentation de la prolifération et de la survie cellulaire. L'insuline et
les facteurs de croissance IGF-1, et IGF-2 induisent I'expression de HIF-1a nécessaire pour l'expression
des geénes codant pour IGF-2, IGFBP-2 et IGFBP-3. Ce mécanisme impliquant la surexpression de
HIF-1a dans les cellules tumorales contribue a une boucle de facteurs de croissance autocrine ayant des
effets sur la survie et la prolifération cellulaire (Feldser et coll., 1999). D’autres facteurs de croissance
ont été décrits comme étant régulés par HIF-1o dans plusieurs types de cancers : le TGFa dans le
carcinome rénal (Gunaratnam et coll., 2003), le VEGF dans le cancer colorectal, gastrique et
pancréatique (Forsythe et coll., 1996 ; Dallas et coll., 2007) et ’endothéline (EDN1) dans le cancer de
sein, le cancer ovarien et le cancer de prostate (Wulfing et coll., 2003 ; Grimshaw et coll., 2007). Enfin,
d'autres facteurs comme c-Myc et la survivine ont été corrélés avec I’expression de HIF-1a et associés

a la prolifération et a la survie cellulaire dans le cancer du poumon (Takasaki et coll., 2016).
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5.3. Les stratégies thérapeutiques anti-cancéreuses impliquant HIF-1a

Il existe une fréquence remarquable d'altérations génétiques communes dans les cellules
cancéreuses qui sont associées a une augmentation de I'expression de HIF-1a. De plus, I’expression de
HIF-1a favorise l'activation de nombreuses voies de signalisation qui sont elles-mémes impliquées
dans la tumorigenése. Enfin, les altérations génétiques en association avec 1’hypoxie tumorale sont
¢galement responsables de I'augmentation de I’expression des génes activés par HIF-1a dans différents

cancers (Semenza et coll., 2002).

Dans le but de produire des thérapies anticancéreuses efficaces contre HIF-1a, son inhibition
doit étre réalisée a différents niveaux de régulation (Semenza et coll., 2012). Actuellement, un nombre
croissant de composés chimiques capables d'inhiber la prolifération cellulaire in vivo dans des modeles
de xénogrefte ont été¢ mis en évidence (Figure 6). Ces effets déléteres sur la croissance tumorale sont a
mettre en relation avec l'inhibition de l'activité de HIF-1a dans une grande variété de mécanismes
moléculaires comprenant :

- I’inhibition de son expression (1I’aminoflavone AFP-464 ; Terzuoli et coll., 2010),

- I'inhibition de sa syntheése (inhibiteurs mTOR, rapamycines, glycosides ou la 2-methoxyestradiol qui
ciblent les microtubules ; Carbonaro et coll., 2011 ; Zhang et coll., 2008),

- l'augmentation de sa dégradation (inhibiteurs de HSP9O0 et les anti-oxydants ; Gao et coll., 2007 ; Liu
et coll., 2007),

- la diminution de son hétérodimérisation avec HIF-1p (Acriflavine qui se lie au domaine PAS-B de
HIF-1a et HIF-2a et qui bloque I’interaction avec HIF-1f ; Lee et coll., 2009b),

- 'inhibition de sa liaison a I’ADN (Doxorubicin ; Lee et coll., 2009a),

- et enfin la diminution de son activité transcriptionnelle via le domaine carboxy-terminal agissant avec

le co-activateur p300 (inhibiteur du protéasome comme le Bortezomib ; Molineaux, 2012).
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Figure 6: Mécanisme d'action moléculaire des médicaments qui inhibent HIF-1. Les étapes requises pour la transactivation
des génes cibles par HIF-1 sont montrées dans les ovales colorés et les molécules pharmacologiques qui inhibent chaque
étape sont indiquées en dessous. Abréviations HDAC, Histone Déacetylase, AF, aminoflavone, MSC, Se-
méthylsélénocystéine (d'aprés Semenza, 2012).

Un rapport récent (Ban et coll., 2016) classe les inhibiteurs de HIF en deux principaux types :
les régulateurs directs et indirects de HIF-1a. Les régulateurs directs de HIF-1a inhibent l'interaction
entre HIF-1a et p300 sans affecter les niveaux protéiques de HIF-la. Les régulateurs indirects
suppriment l'activité transcriptionnelle de HIF-1 induite par 'hypoxie en réduisant le taux de protéine
en inhibant sa traduction (tels que le PX-478, le 2-méthoxyestradiol, I’inhibiteur de mTOR,
I'everolimus, les inhibiteurs de PI3K la Wortmanin et le LY294002) ou par sa déstabilisation (les
dérivés de LW6, de sulfonamide et de geldanamycine) (Masoud et Li, 2015). D’une maniére
intéressante, certains composés comme YC-1 inhibe la voie HIF a la fois directement (Li et coll., 2008)

et indirectement (Chun et coll., 2001).

Plusieurs molécules pharmacologiques font 1’objet d’essais pré-cliniques et cliniques ou sont
déja appliquées dans des protocoles thérapeutiques contre le cancer et d’autres pathologies toutefois,
peu de données existent a I’heure actuelle concernant les effets secondaires induits par ces composés.
Ainsi, d'autres études précliniques et cliniques devront étre menées pour cibler au mieux les voies de
signalisation les plus appropriées pour obtenir une inhibition efficace de HIF et prévenir des effets

secondaires.
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I1. Développement du cortex embryonnaire et neurogenese

Le développement des organismes pluricellulaires implique des processus fondamentaux
complexes finement régulés. Ces régulations sont d'autant plus nécessaires lorsqu'elles organisent les
premicres phases du développement pour constituer les tissus primitifs (ectoderme, endoderme et
mésoderme) qui prendront une part importante dans le développement harmonieux du cerveau. La
formation des tissus fonctionnels nécessite la présence des cellules multipotentes capables de se diviser
pour générer a la fois des cellules souches progénitrices qui maintiendront le stock de cellules souches
et d'autre part des cellules destinées a se différencier en de nombreux types cellulaires. Ainsi, les
cellules souches dont découlent l'ensemble des cellules sont la pour assurer un apport cellulaire

nécessaire au développement mais aussi pour le maintien de I’intégrité de chaque organe a I'age adulte.

Nous nous intéresserons dans ce chapitre plus particulierement aux mécanismes impliqués dans

la neurogenese et le développement du cortex embryonnaire.

1. Le cortex cérébral

1.1. Origine du cortex cérébral

Le développement du systéme nerveux s’initie sous la forme d’une plaque neurale qui
s’invagine pour former la gouttiére neurale qui en se repliant sur elle-méme donne naissance au tube
neural composé de cellules neuroépithéliales (Gammill et Bronner-Fraser 2003). Dés que la formation
du tube neural est achevée, des constrictions apparaissent et délimitent trois vésicules cérébrales
primaires qui se modifient ensuite pour former les cing vésicules cérébrales secondaires : le
myélencéphale, le métencéphale, le mésencéphale, le diencéphale et le télencéphale qui formera le

cortex cérébral (Figure 7, Ishikawa et coll., 2012).
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Figure 7: Les différentes parties du systéme nerveux central : spécification régionale du cerveau en développement. La
cavité formée par la fermeture du tube neural forme le systéme ventriculaire. La partie antérieure du tube neural est formée
de trois puis de cinq vésicules qui vont générer les structures du systéme nerveux central.

1.2. Structure du cortex cérébral

Le cortex est divisé en six couches horizontales (L1-L6 qui contiennent chacune des cellules
bien définies (Jones, 1994), (Figure 8). Au début de sa formation, le cortex est constitué de cellules
sub-piales connues sous le nom de pré-plaque. Ensuite, les cellules qui formeront la couche corticale la
plus profonde (la couche VI) migrent vers la pré-plaque, ou elles penétrent et divisent le cortex en deux
couches : une zone marginale supérieure et une sous-plaque inférieure (Marin-Padilla et coll., 1978).
Une stratification des neurones corticaux se met en place de maniére a ce que les neurones les plus
anciens de la pré-plaque, se trouvent dans la couche I (dérivée de la zone marginale) et les plus récents

dans la couche VI (cellules dérivées de la sous-plaque (Gilmore et Herrup, 1997)) (Figure 8).

Dans le cortex en développement, deux zones de prolifération cellulaire sont décrites : la zone
ventriculaire (ZV) formée des cellules souches neurales en intense prolifération et la zone sous-
ventriculaire formée des cellules issues de la ZV. Les neurones formés dans la ZV et la ZSV vont
ensuite migrer dans la zone intermédiaire (ZI) puis rejoindre la plaque corticale (PC). Au cours de leur
migration vers la PC, les cellules suivent des voies de différenciation (neurogenese et gliogenese) et de

migrations multiples (Guillemot et coll., 2005). Il est important de noter que les paramétres pouvant
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influencer les cellules neuroépithéliales retrouvées dans la zone ventriculaire néocorticale pourront

affecter le comportement des progéniteurs neuronaux (Gotz et Huttner, 2005).
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Figure 8: Structure du cortex cérébral murin en développement. Les différentes couches apparaissent progressivement avec
la progression de la neurogenése. PP : Pré-plaque, ZV : Zone ventriculaire, ZSV : Zone sous-ventriculaire, PC : Plaque
Corticale, ZM : Zone « Mantle » (adapté de Woodworth et coll., 2012).

2. La neurogenese

La neurogenese est ’ensemble des processus physiologiques qui conduisent a partir de cellules
souches nerveuses a la formation des trois principaux types cellulaires du cerveau : les neurones, les
oligodendrocytes et les astrocytes (Alvarez-Buylla et coll., 2001 ; McKay et coll., 1997). Elle s'opére
via une différenciation des cellules souches en progéniteurs, capables de s’autorenouveler pour
accroitre le nombre de progeéniteurs. Ces progeéniteurs dotés d'un potentiel de différenciation réduit par
rapport aux cellules souches, vont subir des cycles d’amplification, puis des cycles de productions des
différents types cellulaires directement ou via la génération de progéniteurs intermédiaires (Farkas et
Huttner 2008).

Chez la souris, la neurogenése commence a E9-E10 jours embryonnaires lorsque les cellules
neuroépithéliales acquieérent des caractéristiques associées aux cellules de la glie radiaire (GR)
(Kriegstein et Alvarez-Buylla, 2009). A E10,5 jours de développement, les neurones corticaux

néoformés vont former la plaque sous-corticale localisée dans la surface superficielle du cortex.
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Figure 9: Neurogenése embryonnaire chez la souris. Au début du développement, les cellules neuroépithéliales se divisent
symétriquement pour augmenter leur nombre a la surface neuroépithéliale. Certaines d’entre elles donnent naissance a des
neurones précoces. Les cellules de la glie radiaire générent des neurones : (a) directement par une division asymétrique ; (b)
indirectement par la production des CPI (Cellules Progéniteurs Intermédiaires) neurogéniques et une série d’amplification ;
(c) indirectement aussi par la production des CPI neurogéniques mais avec deux séries de division et plus d’amplification
pour augmenter la taille du cortex. Ces progéniteurs intermédiaires générent aussi les oligodendrocytes. (d) La formation
des astrocytes s’effectue par le détachement des cellules de la glie radiaire du coté apicale. (¢) Une partie des cellules de la
glie radiaire restent attachées pour maintenir le caractére souche aprés la naissance et permettre si nécessaire de reformer
des neurones et des oligodendrocytes PC, Plaque Corticale ; ZI, Zone Intermédiaire ; ZM, Zone Marginale ; nCPI, Cellules
Progéniteurs Intermédiaires neurogéniques ; GR, Glie Radiaire ; ZSV, Zone Sous-Ventriculaire ; ZV, Zone Ventriculaire
(Kriegstein et Alvarez-Buylla, 2009).

A E11,5, les neurones initialement présents dans la plaque sous-corticale (pre-plate, PP) migrent
pour former la plaque corticale. Les neurones formés entre E11,5 et E14,5 sont destinés aux couches
profondes du néocortex alors que ceux qui sont produits plus tard entre E14,5 et E17,5 migrent au-dela
des neurones précoces pour atteindre les couches superficielles de la plaque corticale (Uzquiano et
coll., 2018) assurant ainsi une neurogenese dite ‘’inside-out”. Une partie des cellules filles produites
par les progéniteurs neuraux se transforme en progéniteurs intermédiaires qui migrent loin de la zone
ventriculaire et exécutent des divisons symétriques dans la zone sous-ventriculaire contribuant a la
formation des neurones des couches superficielles. Vers E17,5, la gliogenése prend place et assure la

formation des astrocytes et des oligodendrocytes (Urban et Guillemot, 2014). Au total, le
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développement cortical embryonnaire implique tout un ensemble de processus cellulaires mis en place
par une grande variété de sous-populations cellulaires. La Figure 9 récapitule la cinétique d’apparition

des différents types cellulaires impliqués dans la neurogenése embryonnaire.

Outre la neurogenése embryonnaire, il existe également une neurogenése dans le cerveau adulte
qui, méme si elle reste limitée en comparaison a la neurogenése embryonnaire, est importante pour
générer des neurones ou oligodendrocytes fonctionnels. Cette neurogenése retrouvée dans le cerveau
adulte des mammiferes s’effectue principalement dans la zone sous-ventriculaire des ventricules
latéraux et dans la zone sous-granulaire du gyrus denté de ’hippocampe (Alvarez-Buylla et Garci-
Verdugo 2002, Gross et coll., 2000). 11 a été estimé en 2013, qu’environ 700 nouveaux neurones sont

renouvelés par jour chez I’homme au niveau de 1’hippocampe (Spalding et coll, 2013).

3. Les différents types de progéniteurs neuraux et les neurones post-
mitotiques

Deux types de progéniteurs agissent lors de la neurogenése et de la gliogenése : les progéniteurs
apicaux (PA) qui regroupent les cellules neuroépithéliales (NE) et les cellules de la glie radiaire apicale
(GRa), et les progéniteurs dit basaux qui rassemblent les cellules de la glie radiaire basales (GRb) et les

progéniteurs intermédiaires (PI) (Uzquiano et coll., 2018).

3.1. Les progéniteurs apicaux

3.1.1. Les cellules neuroépithéliales

Les cellules neuroépithéliales (NE) forment le tube neural au début de la neurogenese
(Guillemot, 2005) et sont localisées dans la ZV. Elles possédent une polarité apico-basale avec un
attachement a la fois au niveau basal et apical (c6té ventriculaire). Les noyaux de ces NE exécutent une
migration dite intercinétique qui consiste en un mouvement de va et vient dans la ZV en relation avec
le cycle cellulaire (Bertipaglia et coll., 2017 ; cf chapitre II 5.2). C‘est grace a ce cycle cellulaire
dynamique que le maintien d’un épithélium pseudo-stratifi¢ dans la zone ventriculaire est assuré (Gotz

et Huttner, 2005). Parallelement a cette migration nucléaire, les NE subissent dans la ZV des divisions
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symétriques prolifératives qui permettent a la fois leur amplification et ’amplification du pool des

progéniteurs neuraux (Farkas et Huttner, 2008).

La transition des NE de I’état prolifératif vers 1’état neurogénique s’effectue au début de la
neurogenése a E10-E12 (Go6tz et Huttner, 2005 ; Malatesta et coll., 2000 ; Matsuzaki et Shitamukai,
2015). Les NE se transforment progressivement en cellules de glie radiaire apicales (GRa) ayant une
orientation cellulaire prédominante de progéniteurs neuraux (Malatesta et coll., 2000 ; Noctor et coll.,
2004). La transition de la prolifération symétrique neuroépithéliale vers la prolifération asymétrique
neurogénique nécessite un contact basal des cellules de la GR avec les méninges ainsi que les voies de
signalisation de Dl’acide rétinoique (Kriegstein et Alvarez-Buylla 2009). Cette transition NE—GRa
s’accompagne de I’expression d’un transporteur du glutamate GLAST, considéré comme un marqueur
de la glie radiaire et des astrocytes (Shibata et coll., 1997 ; Hartfuss et coll., 2001 ; cf chapitre GLAST).
Au niveau cellulaire, les jonctions serrées présentes au niveau des NE sont remplacées par des
jonctions adhérentes dans les GRa (Aaku -Saraste et coll,,1997 ; Stoykova et coll.,1997). Cette
transition NE—GRa représente une étape importante pour la mise en place du pool de progéniteurs qui
assurera ensuite la production des neurones. Ainsi, la constitution de ce pool de progéniteurs est

déterminant pour la production neuronale finale et donc de la taille du cortex (Fernandez et coll., 2016).

3.1.2. Les cellules de la glie radiaire apicale

Comme les cellules NE, les cellules de la glie radiaire apicales (GRa) maintiennent une polarité
apico-basale, bordent le ventricule latéral et sont associées a une migration intercinétique nucléaire.
Leurs prolongements permettent aux neurones nouvellement formés de migrer vers la plaque corticale
(Rakic et coll., 2007). Elles expriment des marqueurs moléculaires dont certains spécifiques du lignage
glial comme la nestine (chapitre II 4.5), la vimentine, Pax6 (chapitre II 4.3) (Paired box 6 protein), la
GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) (Choi, 1988 ; Mori et coll., 2005) et GLAST (GLutamate
ASpartate Transporter, cf chapitre 11 4.4). Par comparaison avec les NE, les GRa se divisent aussi
symétriquement pour proliférer mais présentent un pouvoir prolifératif plus restreint (Figure 10a). Elles
apparaissent au début de la neurogenese a E12-E13 chez la souris et donnent naissance aux neurones de
maniére directe (Figure 10b) ou par I'intermédiaire des progéniteurs basaux (Figure 10c) (Gotz et
Barde, 2005). Elles sont considérées comme des cellules souches neurales car elles ont la capacité a la
fois de s’autorenouveler et/ou de se différencier. Les GRa sont localisées en position apicale. Elles

subissent des divisions plutdt verticales (ou symétrique) dans le télencéphale dorsal chez la souris alors
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que chez les primates, leur division est plutdt horizontale (ou asymétrique) afin de générer la glie
radiaire basale (GRD) et une zone neurogénique retrouvée spécifiquement chez les primates dénommée

oSVZ (outer SVZ ou SVZ externe, LaMonica et coll., 2013).

Comme précédemment évoqué, les GRb sont capables de s'autorenouveler en se divisant de
maniére symétrique pour constituer un stock important de progéniteurs. Ce type de division symétrique
est prédominant dans les stades précoces de développement cortical embryonnaire. Les GRb ont
¢galement la possibilit¢ de se diviser asymétriquement. Il existe deux modes de
divisions asymétriques : une division directe qui produit un neurone et une GR et une neurogencse
indirecte qui produit des progéniteurs intermédiaires basaux qui vont se diviser a leur tour de maniere
symétrique pour produire deux neurones (Haubensak et coll.,, 2004 ; Zhou et coll., 2012 ; Miyata et
coll., 2004 ; Noctor et coll., 2004). Ces neurones immatures migrent alors le long des fibres radiales
pour atteindre la plaque corticale (Noctor et coll., 2007). La capacité des fibres radiales de jouer le role
d'intermédiaire durant la différenciation des progéniteurs en neurones a été démontrée a la fois in vivo

et in vitro (Go6tz et Barde, 2005).

3.2. Les progéniteurs basaux

3.2.1. Les progéniteurs intermédiaires

Les progéniteurs intermédiaires (PI) sont des progéniteurs basaux qui sont produits par des
divisions asymétriques des cellules de la glie radiaire et qui migrent par la suite dans la ZSV (Noctor et
coll., 2004 ; Haubensak et coll., 2004 ; Miyata et coll., 2004). Ces progéniteurs qui ont perdu la polarité
apico-basale et qui ne présentent plus de migration intercinétique (Takahashi et coll., 1995), initient
l'expression du phénotype neuronal avant méme d’entrer en mitose (Attardo et coll., 2008). Ils forment
la zone sous-ventriculaire par la mise en place de mitoses dites apicales (Miyata et coll., 2004 ; Noctor
et coll., 2008). Leurs divisions exclusivement symétriques contribuent a la neurogenése (en produisant
deux nouveaux PI a partir d'un PI, figure 10c) ainsi qu'a la production de la majorité des projections

neuronales corticales (Haubensak et coll., 2004 ; Attardo et coll., 2008).
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3.2.2. Les cellules de la glie radiaire basale

Comme les PI, les cellules de la glie radiaire basale (GRb) sont produites au début de la
neurogenese a partir de la GRa (Ostrem et coll., 2017) et sont localisées au niveau basal de la zone
sous-ventriculaire. Alors qu'elles représentent chez la souris moins d’1% des progéniteurs corticaux,
elles sont retrouvées en plus grand nombre chez les especes gyrencéphaliques (Shitamukai et coll.,
2011 ; Wang et coll., 2011). Chez les primates, ces cellules produites par des divisions horizontales
semblent étre importantes pour le renouvellement et I’expansion des progéniteurs de la zone oSVZ.
Les GRb sont généralement attachées a la membrane basale mais ne présentent pas d'extension apicale
caractéristique des GRa (Fietz et coll., 2010 ; Hansen et coll., 2010 ; Reillo et coll., 2011 ; LaMonica et
coll., 2013 ; Martinez-Martinez et coll., 2016).

Comme les cellules GRa de la ZV, les cellules GRb de la ZSV se divisent de maniére
symétrique et asymétrique ce qui conduit d'une part a leur autorenouvellement et d’autre part a la
production de progéniteurs intermédiaires et de neurones permettant au final d'augmenter la production
neuronale (Hansen et coll., 2010, Wang et coll., 2011). Il a ainsi été suggéré que le repliement et la
taille du cortex dépendrait non seulement de I'abondance relative des cellules de la glie radiaire et des
progéniteurs intermédiaires, mais aussi de la prolifération équilibrée des cellules de la glie radiaire

basale (McKenna et coll., 2011).
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Figure 10: Les divisions observées dans le cortex embryonnaire au cours du développement. a, Les divisions progénitrices
symétriques des GRa dans la zone ventriculaire (ZV) augmentent la population fondatrice (glie radiale (R), verte). b, Les
divisions neurogéniques asymétriques dans la ZV permettent I’autorenouvellement les cellules de la glie radiaire et la
production des neurones (bleus) destinés aux différentes couches de la plaque corticale (PC), résultant ainsi en un réseau dit
radial ou en colonnes de neurones. c, L'illustration de gauche montre des divisions neurogéniques symétriques des
progéniteurs intermédiaires (jaune) dans la zone sous-ventriculaire (ZSV) résultant de I'amplification de PI identique et du
méme age (illustré par des nombres dans les cellules). L'illustration de droite montre que des divisions progénitrices
symétriques supplémentaires a partir de PI peuvent avoir lieu dans la ZSV avant que des divisions neurogéniques terminales
amplifient encore le nombre de neurones corticaux générés pour une couche corticale donnée, sans nécessiter la présence de
plus de cellules gliales radiales dans la ZV. Les cellules numérotées de 1 a 4 représentent la progéniture neuronale produite
par quatre divisions de cellules gliales radiales séquentielles (Kriegstein et coll., 2006).
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3.3. Les neurones post-mitotiques

La production des neurones se fait par deux maniéres différentes : directement a partir de la
division asymétrique des cellules de la glie radiaire ou indirectement a partir de la division symétrique

des progéniteurs intermédiaires (Haubensak et coll., 2004).

Une fois générés, les neurones néoformés vont devoir migrer vers leur place définitive au sein
du cortex. Deux grands modes de migration neuronale sont décrits : la migration radiale (locomotion)

et la migration tangentielle (Figure 11).

La migration radiale est effectuée par les neurones produits dans la ZV qui migrent le long des
fibres de la glie radiaire pour arriver a leur destination finale (Hatten et coll., 1999). Les cellules qui
empruntent cette voie de migration donnent principalement des neurones glutamatergiques pyramidaux
excitateurs. Les mécanismes de migration des neurones corticaux semblent différer dans la phase
précoce de la neurogenese. En effet, entre les jours embryonnaires E12 et E13, les neurones néoformés
dans la zone ventriculaire présentent une extension (ou processus) cellulaire attachée a la surface piale
du cerveau (basale). Son raccourcissement progressif permet a 1'ensemble de la cellule de migrer vers
la surface piale, indépendamment de la glie radiale. Ce mécanisme de migration cellulaire qui est

appelé translocation somale permet de former la pré-plaque corticale (Gupta et coll., 2002).

Le deuxiéme mode de migration repose sur une migration dite tangentielle. Cette migration
tangentielle est principalement utilisée par les interneurones produits dans les ganglions de la base, qui
migrent tangentiellement pour intégrer le cortex. En effet, il a été démontré que la grande majorité des
interneurones GABAergiques trouvée dans le cortex cérébral de la souris sont générés dans les
ganglions de la base (Lavdas et coll.,, 1999, Anderson et coll.,, 1997). Ces interneurones naissent des
E11 dans I'éminence ganglionnaire médiale (EGM) et migrent vers le télencéphale dorsal. En revanche,
chez les humains et les primates, les interneurones sont principalement générés dans le cortex tandis
qu’une petite fraction est produite dans le sous-pallium (Letinic et coll., 2002). Il faut noter qu'une fois
arrivés dans le cortex, ces interneurones ont la capacité d'adopter une migration radiale pour atteindre

leur localisation terminale au niveau des couches corticales.
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Figure 11: Origines distinctes des neurones excitateurs et des interneurones inhibiteurs dans le néocortex de souris en
développement. Les neurones excitateurs sont générés dans la zone proliférative du télencéphale dorsal puis migrent
radialement vers la plaque corticale (fleches rouges). En revanche, les interneurones inhibiteurs sont produits dans la zone
proliférative du télencéphale ventral et migrent tangentiellement pour atteindre le néocortex suivant deux voies principales
(fleches en pointillés bleus). Les régions colorées indiquent les zones prolifératives retrouvées au niveau du cerveau
embryonnaire et exprimant différents facteurs de transcription qui sont essentiels pour la neurogenése. AEP : zone
entopédonculaire antérieure ; H : hippocampe ; EGL : éminence ganglionnaire latérale ; PL : pallium latéral ; EGM :
éminence ganglionnaire médiale ; Ncx : néocortex ; POA : zone pré-optique (Tan et Shi, 2013).

4. Les marqueurs des progéniteurs neuronaux

Comme évoqué précédent, la neurogenése embryonnaire implique au cours du temps la
production et/ou la différenciation de nombreuses populations neurales. A 1’heure actuelle, il existe des
marqueurs cellulaires spécifiques qui permettent d’identifier ces différentes populations cellulaires, de
les localiser et de suivre leur progression au cours du temps dans le cortex en développement (Figure
12) (Zhang et Jiao 2015). La transition des cellules souches neurales vers des états plus différenciés
(NE—-GR—PI—neurone) s’accompagne de l'expression différentielle et séquentielle de nombreux
marqueurs cellulaire s'appuyant sur l'expression de filaments intermédiaires du cytosquelette (Nestine,
GFAP, ...), de protéines de transport (Glast...) ou bien encore de facteurs nucléaires de transcription
(Sox2, Pax6, Tbr2, Tbrl, ...) (Englund et coll., 2005 ; Ohtsuka et coll., 2011). Ainsi chaque type

cellulaire présente un profil particulier d'expression de marqueurs permettant in fine de les identifier. Je

59



présenterai ici les quelques marqueurs utilisés durant ma theése pour suivre 1'évolution des différentes

populations cellulaires dans un cerveau embryonnaire en développement déficient pour HIF-1a.
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Figure 12: Lignées de cellules neuronales embryonnaires et profils d'expression de marqueurs. Les cellules
neuroépithéliales (CNE) sont les premiers progéniteurs neuraux qui produisent des neurones et qui donnent aussi naissance
aux cellules gliales radiales (GR), qui a leur tour agissent en tant que progéniteurs primaires au cours du développement
cortical. Ces cellules peuvent produire des oligodendrocytes, des astrocytes et des neurones. Alors que les précurseurs des
oligodendrocytes et des neurones ont été caractérisés, 1’existence d’une cellule précurseur restreinte aux astrocytes reste a
démontrer. Les cellules GR produisent également des cellules pré-B1 entre E13,5-15,5 qui restent relativement quiescentes
jusqu'a la réactivation postnatale (Rushing et Ihrie, 2016).

4.1. La nestine

Le gene de la nestine code pour une protéine de filament intermédiaire de type VI fortement
exprimée dans les cellules progénitrices neurales (Sunabori et coll., 2008, Frederiksen et McKay, 1988)
a la fois dans les cellules souches neuroépithéliales (Urban Lendahl et coll., 1990) et dans les cellules
de la glie radiale (Hockfield et McKay, 1985). La nestine est également exprimée dans d’autres types
de cellules neurales comme les cellules de 1’épendyme (lendahl et coll., 1990) et les cellules activées
B1 (Rushing et Thrie, 2016). Son expression au cours du développement embryonnaire chez la souris

est démontrée dans la Figure 13. Pendant la neurulation, les cellules du neuroectoderme deviennent
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positives a la Nestine. Lors de la différenciation terminale, les cellules du systéme nerveux central
n’expriment plus la Nestine, Chez 1'adulte, son expression peut étre cependant induite en situation
pathologique comme par exemple lors de la formation de la cicatrice gliale apres une Iésion du systéme
nerveux central (Michalczyk et Ziman 2005). La nestine a été montrée comme jouant un role important
dans le développement du systéme nerveux central notamment dans les mécanismes de repliement de la
plaque neurale et la formation de la glie radiaire favorisant au final la migration des neurones néo-
formés (Rakic et coll.,, 1972). Les données de Park et coll. suggerent également que la nestine est

primordiale pour la survie et l'autorenouvellement des CSN (Park et coll., 2010).

Figure 13: Hybridation in situ des ARNm codants pour la nestine a différents stades de développement embryonnaire chez
la souris : E11,5 (A), E13, 5 (B) et E15,5 (C) (Allen Brain atlas : http://www.brain-map.org/)

4.2. Sox2

Les geénes Sox (Sex determining region Y-box) appartiennent a la famille des facteurs de
transcription liés au groupe a haute mobilit¢ (HMG ; Episkopou, 2005). Il existe plus d'une vingtaine
de protéines Sox qui sont classées en huit sous-familles (Sox A-H) en fonction des homologies de
séquences dans leurs domaines HMG. Sox2 qui appartient a la sous-famille B (Wegner et Stolt, 2005)
est fortement exprimée dans les cellules neuroépithéliales du cerveau embryonnaire en développement
(Figure 14) ou il a été montré comme nécessaire pour la prolifération et le maintien des cellules
souches neurales ainsi que pour la détermination du devenir cellulaire (Episkopou, 2005). Une étude in
vitro menée en 2011 montre que la délétion hétérozygote de Sox2 entraine des déficits prolifératifs qui
sont retrouvés dans des pathologies humaines attribuées a la déficience de Sox2 comme ’anophtalmie,

I’épilepsie et la malformation de I'hippocampe. Cette étude montre également que la déficience totale
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de sox2 entraine une sortie du cycle cellulaire des cellules souches neurales qui est associée a la
réduction d'expression d'autres marqueurs des progéniteurs neuraux comme la nestine et Blbp (Gémez-
lopez et coll., 2011). L’¢lectroporation d’embryons de poulets avec une construction dominante
négative pour Sox qui affecte les activités de Sox1, Sox2 et Sox3 montre qu’au moins un membre de la
famille Sox est nécessaire pour empécher un engagement prématuré vers la différenciation.
Alternativement, il suffit qu'un seul gene Sox (Sox1, Sox2 ou Sox3) soit exprimé pour empécher la

différenciation neuronale (Bylund et coll., 2003 ; Graham et coll., 2003).

Sox2 qui a été démontré comme jouant un rdle important dans la neurogenése en régulant
I’expression de FGF4 (Fibroblast Growth Factor 4) et de la nestine, est également nécessaire a la
prolifération et au maintien du stock de cellules souches neurales (Osumi et coll., 2008 ; Yuan et coll.,
1995). Sox2 interagit aussi avec le géne Pax6 a la fin du développement embryonnaire. En effet, Wen et
coll. ont montré dans un modéle déficient pour Pax6 qu'a E18,5 du développement, Pax6 régule la
prolifération des progéniteurs neuraux de la zone sous-ventriculaire en modulant directement

I’expression de Sox2 (Wen et coll., 2008).

A B Crai

Figure 14: Hybridation in situ des ARNm codants pour Sox2 a différents stades de développement embryonnaire chez la
souris : E11,5 (A), E13, 5 (B) et E15,5 (C) (Allen Brain atlas: http://www.brain-map.org/)

4.3. Pax6

Pax6 (Paired box 6) appartient & une famille de facteur de transcription qui joue un role
déterminant dans le destin neuronal et la prolifération des cellules souches. Il participe au
positionnement du néocortex et a la production des neurones des couches superficielles par
I’identification des progéniteurs de la zone sous-ventriculaire (Zhang et Jiao, 2015). Pax6 est utilisé

pour identifier les cellules de la glie radiaire (Englund et coll., 2005).
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A partir du jour 8 de la gestation chez la souris, Pax-6 est exprimé dans les régions du cerveau
antérieur et du cerveau postérieur. A 8,5 jours de développement, Pax6 est retrouvé dans le tube neural.
Son expression est principalement confinée aux cellules mitotiques actives dans la zone ventriculaire
ventrale tout le long de I'axe antéropostérieur (Walther et Gruss, 1991). A E10, Pax6 est exprimé dans
le télencéphale dorsal au niveau de la zone ventriculaire mais pas dans les neurones néoformés. Son
expression au cours du développement embryonnaire est illustrée dans la Figure 15. Au cours de la
neurogenése, son expression persiste dans la zone ventriculaire du télencéphale dorsal qui devient
moins €paisse et dans les régions qui lient le télencéphale ventral avec le télencéphale dorsal (Osumi et

coll, 2008).

Pax6 qui est impliqué dans le développement du bulbe olfactif, controle également celui de
I’ceil aussi bien avant qu’apres la naissance en régulant 1I’expression de nombreux genes exprimés dans

les différentes structures de I’ceil (Heyningen et coll., 2002).

Au niveau expérimental, la délétion de Pax6 réduit la prolifération in vitro des cellules souches
neurales murins (Gomez-16pez et coll., 2011). In vivo, la mutation de Pax6 entraine des anomalies de la
neurogenese corticale comme la perte de la face dorsale et des caractéristiques télencéphaliques
ventrales (Quinn et coll., 2007). Pax6 est aussi capable d’induire 1’expression du facteur pro-neural
neurogenin (Ngn2) dans le cortex et la moelle épiniére induisant ainsi une neurogenése indirecte

(Scardigli et coll., 2003).

A B C

Figure 15: Hybridation in situ des ARNm codants pour Pax6 a différents stades de développement embryonnaire chez la
souris : E11,5 (A), E13, 5 (B) et E15,5 (C) (Allen Brain atlas : http://www.brain-map.org/)
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4.4. GLAST

GLAST (également connmu sous les noms de GLUTI (Glucose Transporter 1), EAAT1
(Excitatory Amino Acid Transporter) ou SLC1A3 (Solute Carrier Family 1 Member 3) est un
transporteur de glutamate. GLAST est un marqueur des cellules de la glie radiaire et des cellules gliales
(astrocytes matures) (Kugler et Schleyer, 2004) qui est impliqué dans la différenciation gliale et dont
l'expression persiste a 1'dge adulte (Barry et coll., 2008 ; Shibata et coll., 1997). Abondement présent
sur la membrane cellulaire des astrocytes (Chaudhry et coll., 1995), GLAST est caractérisé par une
expression transcriptionnelle importante dans la zone ventriculaire. L'expression de GLAST a un stade
précoce du développement au niveau des GRa suggere que ce transporteur du glutamate est impliqué
non seulement dans la régulation de la transmission synaptique, mais aussi dans le développement et la
différenciation du systéme nerveux central. Par exemple, son expression dans les cellules
neuroépithéliales permet leur transition vers les cellules de la glie radiaire (Doetsch et coll., 2003;
Rushing et coll., 2016). In vitro, GLAST est co-exprimé dans les cellules souches exprimant Sox2 (Lee

et Pow, 2010 ; Plachez et coll., 2000).

En comparaison a d'autres marqueurs de la GR qui commencent a s’exprimer dés E9 (comme
RC1), GLAST apparait plus tardivement dans le développement impliquant un gradient ventro-dorsal
différent. Il commence a s’exprimer a E11 et devient intense a E13 (Figure 16). Au niveau dorsal,
GLAST apparait a E13 et devient intense a E15 (Shibata et coll., 1997). De par sa localisation dans les
cellules de la glie radiaire, GLAST aide a la migration des neurones nouvellement formés en modulant
le niveau de glutamate. Les résultats obtenus par Shibata et coll. suggerent que si les transporteurs
GLAST au niveau des processus radiaux abaissent le niveau du glutamate, ils ralentiraient la migration
neuronale et protégeraient les neurones en migration de l'activation excessive du récepteur NMDA
conduisant a une excitotoxicité. Au contraire, si GLAST fournit du glutamate aux neurones en

migration, il faciliterait la migration neuronale (Shibata et coll., 1997).
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Figure 16: Hybridation in situ des ARNm codants pour GLAST a différents stades de développement embryonnaire chez la
souris : E11,5 (A), E13, 5 (B) et E15,5 (C) (Allen Brain atlas : http://www.brain-map.org/)

4.5. La famille des génes T-box

Les genes T-box appartiennent a une super famille de facteurs de transcription qui se lient a
I’ADN par une séquence spécifique appelée ¢lément de liaison a la T-box (Mihalas et coll., 2017). Il
existe 5 sous-familles : T, Tbx1, Tbx2, Tbx6 et Tbrl. La sous-famille Tbrl est constituée de Tbrl, Tbr2
(Eomes) et Tbx21 (ou T-bet). Tbrl et Tbr2 ont 86 % d'homologie dans leur domaine T-box, 31 % dans
la région N-terminale et 40 % dans la région C-terminale. D’une maniére intéressante, Tbr2 posséde un
domaine de transactivation dans sa région C-terminale qui est similaire a 51% avec la partie C-
terminale du Tbrl, ce qui révele une fonction d'activation transcriptionnelle conservée entre Tbrl et
Tbr2. Au cours du développement du cortex cérébral, Tbr2 et Tbrl sont exprimés au cours des étapes
successives de la différenciation dans la lignée des neurones pyramidaux, des progéniteurs

intermédiaires Tbr2 * aux neurones glutamatergiques post-mitotiques Tbrl" (Mihalas et coll., 2017).

4.5.1. Tbhr2

Tbr2 est exprimé dans les régions prolifératives du cortex cérébral, le bulbe olfactif et le
cervelet (Bulfone et coll., 1999). Son expression est utilisée pour définir les limites de la zone sous-
ventriculaire dans les cortex en développement (Mihalas et coll., 2017). Les cellules Tbr2" se divisent
dans la zone sous-ventriculaire, au niveau basal de la zone ventriculaire et rarement dans la zone
intermédiaire (Smart et coll., 1973). Tbr2 est un régulateur principal de la neurogenése embryonnaire

qui favorise la génération et la prolifération de progéniteurs intermédiaires dans la ZSV pour donner
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naissance a des neurones glutamatergiques pyramidaux dans le cortex cérébral en développement

(Englund et coll., 2005).

Tbr2 est exprimé dans le cerveau de la souris a partir du jour embryonnaire E10,5 (Figure 17)
durant tout le cycle de vie des progéniteurs intermédiaires. Son expression qui est plus forte pendant
leur phase S et leur phase M dans les PI est par ailleurs absente de la majorité des GR exprimant Pax6

(Englund et coll., 2005).

L’inactivation de Tbr2 qui réduit le nombre de progéniteurs intermédiaires et aboutit & une perte
importante de neurones excitateurs dans le cortex cérébral met en évidence son importance au niveau
des PI (Mihalas et coll., 2017). Cela est en accord avec les microcéphalies retrouvées chez les patients
porteurs d’une délétion du gene Tbr2 (Baala et coll.,, 2007). De plus, l'inactivation de Tbr2 dans un
modele de souris déficiente pour Tbr2 induit une létalité embryonnaire ayant lieu avant la formation du
cortex (Russ et coll., 2000). Au contraire, I'¢lectroporation de génes impliqués dans le contrdle du cycle
cellulaire comme Cdk4 et la cycline DI, induit une augmentation du nombre des progéniteurs
intermédiaires Tbr2 positif se traduisant par une augmentation significative de la surface corticale, par
la formation de plis et de fissures supplémentaires chez les ferrets, tout en préservant un cortex a six

couches structurellement normal (Nonaka-Kinoshita et coll., 2013)

A B C .

o

Figure 17: Hybridation in situ des ARNm codants pour Tbr2 a différents stades de développement embryonnaire chez la
souris : E11,5 (A), E13, 5 (B) et E15,5 (C) (Allen Brain atlas : http://www.brain-map.org/)

4.5.2 Thrl

C'est en 1992 que Porteus et coll. ont découvert Tbrl a partir d’un screening effectué sur la
libraire cDNA du cerveau antérieur embryonnaire (Porteus et coll.,, 1992). Bulfone et coll. ont par la
suite décrit I’expression spécifique de Tbrl dans le cortex cérébral au début de la neurogenese a E10,5
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(Figure 18) ; surtout au niveau des neurones post-mitotiques mais également et dans la plaque corticale,
le bulbe olfactif et le cervelet (Bulfone et coll, 1995). Son expression est corrélée avec la
différenciation des progéniteurs corticaux et la migration neuronale (Bulfone et coll.,, 1995 ; Han et
coll, 2011). L'expression de Tbrl est montrée comme exclusive dans les neurones glutamergiques.
Aucun autre type de neurones ne l'exprime, au méme titre que les cellules souches neurales ou les
cellules gliales (GR ou astrocytes) (Mihalas et coll., 2017, Hevner et coll., 2006). Son expression
diminue aprés la naissance. Expérimentalement, les souris déficientes pour Tbrl présentent des
altérations dans la lamination corticale, dans les connections axonales et dans la différenciation

spécifique de chaque couche corticale (Hevner et coll., 2001).

Il faut également noter que 1’expression simultanée de Tbrl et Tbr2 dans les mémes cellules est

fev R

rare, méme si des cellules qui expriment ces deux facteurs de transcription ont pu €tre observées

o

I'interface ZSV-ZI. Ces données suggerent que la perte d'expression de Tbrl qui est concomitante
l'expression de Tbr2 conduit a la transition rapide des progéniteurs intermédiaires en neurones (Nelson
et coll,, 2013). Tbrl a par ailleurs ét¢ montré comme impliqué dans un réseau de régulateurs
intrinséques qui joue un rdle central dans le controle temporel et dans la spécification du destin cortical
dans le cortex en développement. Par exemple, Tbrl est capable de réprimer Ctip2 (chicken ovalbumin
upstream promoter transcription factor-interacting protein 2) un facteur qui favorise la génération

précoce des neurones de la couche VI (Martynoga et coll., 2012 ; McKenna et coll., 2011).

A B

Figure 18: Hybridation in situ des ARNm codants pour Tbrl a différents stades de développement embryonnaire chez la
souris : E11,5 (A), E13, 5 (B) et E15,5 (C) (Allen Brain atlas : http://www.brain-map.org/)
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5. Les facteurs qui influencent le destin des progéniteurs neuraux

L'équilibre entre les progéniteurs et les neurones se fait a partir de trois types de divisions
apicales et basales : la division symétrique proliférative, la division asymétrique auto-renouvelable ou
génératrice de neurones, et la division neurogénique basale (Farkas et Huttner, 2008). De nombreux
facteurs contrdlent cet équilibre contribuant ainsi a la régulation de la prolifération de la glie radiaire
apicale, du passage vers une identité de progéniteurs basaux et de la production neuronale. Plusieurs
mécanismes ou facteurs auront la possibilité d'influencer le destin des progéniteurs neuraux : le plan de
clivage et I'héritage des processus apicaux et basaux, le cycle cellulaire, la migration nucléaire

intercinétique et les voies de signalisation.

5.1. Le plan de clivage et I’héritage des processus apicaux et basaux

L’orientation du plan de clivage jouerait un rdle dans la détermination du mode de division et
du destin cellulaire. En effet, il a été montré que les progéniteurs apicaux (comprenant les NE et les
GRa) des mammiferes subissent des divisions prolifératives symétriques qui se produisent quand le
plan de clivage (ou axe de division) est perpendiculaire (ou vertical ou radial) a la surface apicale
(ventricule), produisant ainsi des cellules identiques (Figure 19). Dans ce type de division, les cellules
filles hériteraient a part égale des constituants apicaux et basaux. En revanche, si le plan de clivage est
paralléle au ventricule (ou horizontal), une division asymétrique prend place pour produire deux types
de cellules différentes qui hériteraient pour chacune d'entre elles des constituants apicaux ou des
constituants basaux (Figure 19) (Chenn et McConnell, 1995). Ainsi, au début du développement
embryonnaire, la division verticale serait majoritairement présente afin d’augmenter le stock de
précurseurs neuraux, tandis qu’a 1’age adulte, la scission horizontale serait prédominante (Hirabayashi
et Gotoh, 2005).
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Figure 19: Illustrations de la division asymétrique versus division symétrique et des plans de clivage des cellules
neuroépithéliales et des cellules de la glie radiaire. a) un plan de clivage vertical induit une division symétrique
proliférative b) un plan de clivage horizontal induit une division asymétrique neurogénique c¢) un plan de clivage oblique
induit une division neurogénique asymétrique (Gotz et Huttner, 2005).

Ce modele qui repose sur le plan de clivage n'est cependant pas complétement confirmé par
d'autres équipes (Noctor et coll., 2008). En effet, Konno et coll en 2008 ont montré dans un modele de
souris déficiente pour une protéine responsable de l'orientation du fuseau mitotique (LGN) que le
controle de l'orientation du fuseau est essentiel pour le maintien de la population de NE, mais pas
indispensable pour la décision de proliférer ou de se différencier (Konno et coll., 2008). Leurs résultats
suggerent qu'une mitose verticale assure l'autorenouvellement des NE par I'héritage des processus

radiaux apicaux et basaux comme déja évoqué plus haut.

Les NE et les GRa possédent des processus (ou domaines) apicaux qui présentent des jonctions
adhérentes réparties au niveau de la membrane apicale (Figure 20). Ces jonctions adhérentes localisent
les déterminants du destin cellulaire et régulent leur héritage (Marthiens et French Constant, 2009). On
consideére que si les GRa perdent ce domaine apical, elles seront restreintes a la division neuronale alors
que si les GRa héritent du domaine apical, elles pourront se maintenir dans un état prolifératif qui
maintiendra I’autorenouvellement de la glie radiaire apicale (Fietz et coll., 2010 ; Konno et coll., 2008 ;

Tsunekawa et coll., 2012).
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Figure 20: Représentation schématique des processus apicaux et basaux des cellules
neuroépithéliales et des cellules de la glie radiaire. Les structures vertes au niveau apical
représentent les jonctions adhérentes (adapté de Kosodo et Huttner 2009).

Neuroepithelial/
radial glial cells

Les cellules NE et de la GRa ont également un processus ou extension basal qui joue un rdle
dans I’échafaudage nécessaire a la migration des neurones néoformés, dans la transduction du signal et
dans l'implication de la structure cellulaire pour I'orientation du plan de clivage. L'héritage de ces
processus basaux contribue aussi a la détermination du destin cellulaire de la glie radiaire apicale.
Ainsi, le signal du processus basal qui dépend de 1’intégrine, est nécessaire au maintien du potentiel
prolifératif de la GRa et GRb (Fietz et coll., 2010). Il a également été¢ démontré que la cellule qui hérite
du processus basal progresse dans la phase G1 en retenant son potentiel prolifératif (Fietz et coll.,

2010 ; Konno et coll., 2008 ; Tsunekawa et coll., 2012).

En conclusion, il est bien établi que I’héritage et le maintien des caractéristiques épithéliales qui
impliquent les processus apicaux et basaux, ainsi que I’orientation du fuseau mitotique jouent un réle
important dans la détermination du destin cellulaire pendant la division de la glie radiaire apicale

(Matsuzaki et Shitamukai, 2015).

5.2. Le cycle cellulaire

Au cours du développement, la durée du cycle cellulaire augmente progressivement tout en
s’accompagnant d’une transition du mode de division symétrique (mode prolifératif) vers le mode de
division asymétrique (mode neurogénique) (Takahashi et coll. 1995). Au début de la neurogenese,
quand le tube neural est en formation, la durée du cycle cellulaire est de huit heures (Hoshino et coll.

1973). Ensuite, cette durée augmente pour atteindre onze heures a E11 (Atlas et Bond 1965), quinze
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heures a E13 (Hoshino et coll. 1973), puis dix-neuf heures a E19 (von Waechter et Jaensch 1972). Cet
allongement du cycle cellulaire est principalement di a I’augmentation de la durée de la phase G1. En
effet, une étude menée par Calegari et Hunter en 2003 sur des embryons de souris montre que
I’inhibition des cyclines spécifiques de la phase G1 provoque une augmentation de la durée du cycle
cellulaire qui conduit a une neurogenese précoce (Calegari et Huttner 2003). Au contraire, la
surexpression de CDK4 et de la cycline D1, diminue la durée du cycle cellulaire et par conséquent
augmente la vitesse de prolifération ainsi que le pool des progéniteurs (Pilaz et coll., 2009, Nonaka-

Kinoshita et coll., 2013).

La corrélation entre I'allongement du cycle cellulaire et la différenciation a été rapportée dans
plusieurs lignées de cellules souches différentes (embryonnaires, neurales ou hématopoiétiques ; Lange
et Calegari, 2010). Par exemple, il a été montré que les GRa ont un cycle cellulaire plus court que celui
des progéniteurs neurogéniques (Calegari et coll., 2005 ; Arai et coll., 2011). L’allongement de la phase
G1 indique que les progéniteurs basaux se délaminent de la jonction apicale et déplacent leurs noyaux
en direction basale (typiquement a la ZSV) de facon plus importante que les progéniteurs apicaux en
G1, et rétractent leurs processus apicaux et basaux (Attardo et coll., 2008 ; Miyata et coll., 2004 ;

Noctor et coll., 2004).

Méme si I’influence de la phase G1 sur la longueur du cycle cellulaire a été la plus étudiée, des
¢tudes ont ¢galement montré que les phases G2 et S pouvaient influencer la durée du cycle cellulaire.
En effet, les progéniteurs neuronaux qui se divisent dans la partie basale de la zone ventriculaire et dans
la zone sous-ventriculaire ont une phase G2 plus longue que celle des progéniteurs neuronaux qui se
divisent a la surface ventriculaire apicale (Calegari et coll., 2005). Ces résultats confirment 1’hypothése
¢tablie Calegari et Huttner en 2003 qui proposait que l'allongement du cycle cellulaire des progéniteurs

neuraux favorise le passage de la division proliférative vers la division neurogénique (Calegari et

Huttner, 2003).

Enfin, la durée de la phase S au méme titre que celle des phases G1 et G2 représente un facteur
important dans le maintien de la capacité proliférative des progéniteurs neuraux. Il est décrit que la
phase S est plus longue dans les progéniteurs apicaux et basaux en expansion que dans les progéniteurs
apicaux et basaux neurogéniques (Arai et coll, 2011) et que la phase S est plus courte dans les

progéniteurs qui donneront des neurones a la prochaine division (Attardo et coll., 2008).
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5.3 Migration nucléaire intercinétique

Au sein du neuro-épithélium, les cellules NE et GRa ont une polarité apico-basale. Les noyaux
des cellules souches en prolifération présents dans la zone ventriculaire effectuent des déplacements
entre les surfaces apicale et basale en fonction du cycle cellulaire. Cette migration nucléaire appelée
migration intercinétique est observée dans les cellules neuroépithéliales, les cellules de la glie radiaire
et a un niveau moindre dans les progéniteurs basaux (Miyata et coll., 2015) (Figure 25). Dans les
cellules NE, les noyaux qui se trouvent a la surface apicale du neuroépithélium se déplacent vers le coté
basal pendant la phase G1 du cycle cellulaire. Apres avoir terminé leur phase S dans la partie basale, les
noyaux retournent a la surface apicale pendant la phase G2 pour entrer en mitose au bord du ventricule

(Miyata et coll., 2015).

Le méme processus de migration intercinétique est observé dans les cellules de la glie radiaire,
mais elle est cependant restreinte a la zone ventriculaire (Figure 21). Enfin, le noyau des progéniteurs
basaux quitte la surface apicale des zones ventriculaires pour entreprendre ses phases S, G2 et M. En
effet, contrairement aux noyaux des NE et des GRa, ceux des progéniteurs basaux restent en région
basale de la surface ventriculaire, voire en région sous-ventriculaire pour effectuer leurs mitoses
(Figure 21, Gotz et Huttner 2005). Apres la phase S, le noyau des progéniteurs basaux garde la
possibilité de migrer a nouveau vers le ventricule apical (tout comme celui des NE et de la glie radiaire)
puis de changer de direction pour revenir au niveau basal pour effectuer sa mitose dans la ZV ou la

ZSV (Go6tz et Huttner, 2005).

Plusieurs équipes ont cherché a mieux comprendre la signalisation du couplage entre la position
nucléaire par rapport a l'axe apical-basal de la cellule et la phase du cycle cellulaire, ainsi que les
conséquences d’un découplage possible entre migration nucléaire intercinétique et cycle cellulaire pour
la neurogenese (Miyata et coll., 2005). Ainsi, le facteur de transcription Pax6 est décrit comme
nécessaire a ce couplage. En 2002, il a été montré qu’au début de la corticogénése embryonnaire a
E12,5, I'absence de Pax6 induit une accélération du développement cortical in vivo qui est associé a un
raccourcissement du cycle cellulaire et du temps nécessaire pour l'expression des marqueurs
neuronaux. Entre E12,5 et E15,5 du développement, la proportion de divisions asymétriques augmente
plus rapidement dans les embryons mutants que dans les embryons sauvages. Enfin, a E15,5, la

migration nucléaire intercinétique dans le cortex de souris déficientes pour Pax6 est perturbée, en
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accord avec I’augmentation de la longueur du cycle cellulaire principalement due a un allongement de
la phase S (Estivill-Torrus, 2002). Ces données obtenues in vivo ont été confirmées in vitro dans des
cultures de cellules isolées ce qui suggere que les changements observés sont intrinséques aux cellules
corticales. Ces résultats montrent également 1’importance de Pax6 dans le controle de la durée du cycle
cellulaire, la migration intercinétique ainsi que dans la progression de la division symétrique vers la

division asymétrique (Estivill-Torrus, 2002).
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Figure 21: Polarité des cellules et migration intercinétique nucléaire. a, Dans les cellules neuroépithéliales, la migration
nucléaire intercinétique recouvre tout l'axe apical-basal de la cellule. Le noyau migre vers le coté basal pendant la phase G1
pour rester localisé du coté basal durant la phase S, puis migre vers le c6té apical pendant la phase G2, pour finalement
effectuer une mitose a la surface apicale. b, Dans les cellules gliales radiales, la migration nucléaire intercinétique dirigée a
la base ne s'étend pas jusqu'au coté basal (c'est-a-dire a travers la couche neuronale jusqu'aux extrémités piales). Cette
migration est confinée dans la partie de la cellule située entre la surface apicale et la limite basale de la zone ventriculaire. c,
Dans les progéniteurs basaux, le noyau en G1 migre de la surface apicale a la limite basale de la zone ventriculaire (ligne
pointillée) pour rester a cette localisation durant les phases S et G2 concomitante a la rétraction des processus apicaux avant
d’effectuer une mitose en localisation basale (Gotz et Huttner 2005).

5.4. Les voies de signalisation

La prolifération et la différenciation des cellules souches neurales impliquent la coordination et
l'intégration de nombreuses voies de signalisation cellulaire. Parmi celles-ci, je décrirais trois d’entre

elles : la voie Wnt/B-caténine, la voie Notch et la voie BMP/Smad.
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La voie de signalisation canonique Wnt/B-caténine joue un rdle crucial a la fois dans le
développement du systéme nerveux central et dans la neurogenése. Chez les mammiféres, de nombreux
génes de la voie Wnt sont exprimés pendant le développement du cortex d’une manicre spatio-
temporelle (Fougerousse et coll., 2000 ; Lee et coll., 2000). Durant le développement embryonnaire la
voie Wnt/B-caténine controle la prolifération et détermine le destin des cellules souches neurales. Par
exemple, in vitro, la surexpression du récepteur Wnt7a ou de la forme stabilisée de la B-caténine induit
la différenciation des progéniteurs corticaux primaires neuraux de souris a E11,5 ; méme en présence
du facteur FGF2 (facteur connu pour induire I’autorenouvellement des progéniteurs). Au contraire, le
blocage du signal Wnt inhibe la différenciation neuronale des cellules in vitro et dans le néocortex
murin en développement (Hirabayashi et coll., 2004). Les mémes auteurs ont au contraire montré qu’a
des stades de développement plus précoces, la stabilisation de la B-caténine n’induit pas la
différenciation des progéniteurs neuraux corticaux (Hirabayashi et coll., 2004). Ces résultats sont en
accord avec une autre étude qui montre que la stabilisation de la B-caténine dans les précurseurs neuro-
épithéliaux in vivo conduit a ’expansion du cortex chez la souris a E15,5 ; augmentant ainsi la surface
corticale. Cette expansion s’explique par une ré-entrée des précurseurs dans le cycle cellulaire, apres la
mitose. Malgré I’expansion de la surface corticale, les précurseurs des souris transgéniques n’arrétent
pas de se différencier et de produire des neurones post-mitotiques (Chenn et Walsh, 2002). La voie Wnt
joue aussi un role central dans la structuration antéropostérieure du mésencéphale au cours de la
neurogengse. L utilisation de I’inhibiteur GSK3 connu pour activer la voie Wnt montre que 1’activation
de cette voie induit I’expression du marqueur spécifique du mésencéphale EN1 (Engrailed 1) dans des
cellules souches pluripotentes dérivées des précurseurs neuronaux humains (Kim et coll., 2018). Ces
données suggerent que la voie Wnt/ B-caténine est impliquée dans la spécification et la différenciation
au niveau du mésencéphale (Kim et coll.,, 2018). Dans une autre étude, il a été rapporté que la
prolifération des progéniteurs neuraux diminuée en hypoxie (<1% oxygene) peut étre restaurée en
activant la voie Wnt/ B-caténine en modulant le niveau de HIF-1a (Mazumdar et coll., 2010 ; Volman et
coll, 2011). De la méme maniére, 1’activation in vitro de la voie Wnt/ B-caténine par ’hypoxie (3%) est
capable de restaurer la prolifération et la différenciation neuronale des cellules de la glie radiaire

humaines (14-24 semaines de gestation) qui étaient diminuées en hypoxie (Ortega et coll., 2017).

De nombreuses études montrent également que la voie Notch est un régulateur important pour
les cellules souches neurales, jouant par conséquent un role clé dans le développement du systéme
nerveux aussi bien dans le maintien des cellules souches neurales que dans la différenciation neuronale

pendant le développement du cerveau (Hitoshi et coll., 2002 ; Imayoshi et coll., 2010 ; Jiao et coll,,
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2017 ; Kageyama et coll., 2008 ; Ross et coll., 2003 ; Yoon et Gaiano, 2005). Il a été montré, que la
délétion d’une protéine intracellulaire qui module I’expression de Notch (Rbpj) a E9,5 induit une
diminution de la taille du cerveau, une augmentation des neurones post-mitotiques, une réduction des
cellules de la glie radiaire en division (Brdu"), une réduction des marqueurs de la glie radiaire GLAST
et Nestine et une perte de la zone ventriculaire. Ceci suggére que le maintien des cellules souches
neurales du cerveau embryonnaire dépend de la voie Notch (Imayoshi et coll, 2010). La génération de
souris déficiente pour Notch vient confirmer ces données. En effet, chez ces souris (Notch” ou RBP-
JK7), une perte totale des cellules souches neurales dans le cerveau embryonnaire est observée au
stade E10,5 de développement (Hitoshi et coll., 2002). Au contraire, la différenciation neuronale et
gliale induite in vitro par l'atténuation de la signalisation de Notch est supprimée par la transduction
d’une forme active constitutive de Notch dans ces cellules (Hitoshi et coll,, 2002). Enfin plus
récemment, il a été rapporté dans des cultures de cellules souches neurales provenant d’embryon de rat
de 13,5 jours que son inhibition in vitro par miR-124 induisait la prolifération et la différenciation des
cellules souches neurales (Jiao et coll.,, 2017). Ces quelques exemples mettent en évidence que la
modulation de la voie Notch, au méme titre que celle de la voie Wnt, joue un role clé dans le destin des

progéniteurs neuraux.

Enfin, I’influence des BMP (Bone Morphogenetic Protein) représente également une voie de
signalisation importante dans la régulation et le controle des cellules souches neurales. Alors qu’ils sont
produits tot au niveau du télencéphale (Hébert et coll., 2002), leur perte totale a E11,5 inhibe le
développement des structures medio-dorsales résultant en 1’absence d’hippocampe (Fernandes et coll.,
2007). En fonction du type de récepteur de BMP ¢étudi¢, les effets qu’ils exercent sur les précurseurs
neuraux sont tres divers et s’expliquent par les activités spécifiques associées a un type de récepteur.
Par exemple, les récepteurs BMP de type la sont décrits comme favorisant la prolifération dans le
télencéphale embryonnaire alors que les récepteurs de type Ib induisent un arrét du cycle cellulaire et
une différenciation (Panchision et coll., 2001). In vitro, le récepteur au BMP4 a ét¢ montré comme
important a la fois dans la maintenance de 1’autorenouvellement et dans 1’inhibition de Ia
différenciation neuronale des cellules souches embryonnaires de souris (Zhang et coll., 2013) alors
qu’il est impliqué dans la spécification dorsale des cellules de la plaque neurale au niveau de

I’ectoderme (Liem et coll., 1995).
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5.5. L’effet des cellules endothéliales

Les cellules endothéliales interagissent avec les cellules neuroépithéliales du cerveau par des
facteurs solubles sécrétés (interactions a longue portée) ou par un contact physique direct (interactions
a courte portée) avec des effets biologiques potenticllement différents (Sosa et coll., 2007). Afin
d’étudier ’effet des cellules endothéliales sur le comportement des progéniteurs neuraux, de
nombreuses études in vitro ont été effectuées sur des progéniteurs neuraux embryonnaires mis en co-
culture avec les cellules endothéliales (contact indirecte) ou en contact directe avec les cellules
endothéliales (Dong et coll.,, 2007 ; Shen et coll., 2004, Sosa et coll., 2007). Ces études ont mis en
¢vidence que les facteurs solubles sécrétés par les cellules endothéliales favorisent
l'autorenouvellement des progéniteurs neuraux et inhibent leur différenciation. Au contraire, les
contacts directs des progéniteurs neuraux avec les cellules endothéliales entrainent leur différenciation
neuronale (Shen et coll., 2004, Sosa et coll., 2007). Ces ¢tudes ont été effectuées sur des progéniteurs

neuraux de E10-E11 (Shen et coll., 2004) et de E13,5-E14,5 (Sosa et coll., 2007).

6. Neurogenese et HIF-1a

6.1. L’effet de I’hypoxie sur les cellules souches neurales

L'oxygeéne qui joue un role essentiel dans le métabolisme oxydatif est notamment important
dans les voies qui controlent la prolifération cellulaire, le devenir et la survie cellulaire, ainsi que la
morphogenese des tissus et des organes. Puisque méme des changements mineurs dans la tension de
l'oxygene peuvent avoir un impact sur la physiologie cellulaire et la survie, les organismes aérobiques
doivent maintenir leurs tissus dans un état d'équilibre dynamique, appelé homéostasie de 1'oxygeéne (De
Filippis et Delia, 2011). Il a été établi que lI'hypoxie régule la prolifération et la différenciation de
différentes populations de cellules souches, y compris les cellules souches embryonnaires et les cellules
souches neurales (Lange et coll., 2016 ; Singh et coll., 2012) ainsi que les blastocytes aux stades
précoces du développement embryonnaire (Jauniaux et coll., 1999). Plusieurs études ont également
révélé que I'hypoxie pourrait profondément influencer le microenvironnement des cellules souches et
favoriser la différenciation de certains types de cellules souches ou progénitrices, tout en inhibant la

différenciation d’autres types cellulaires (Simon et Keith, 2008). Ainsi, I'hypoxie est considérée comme
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jouant un rdle important dans la régulation de la différenciation neuronale des cellules
souches/progéniteurs. Dans le cerveau embryonnaire et adulte, les progéniteurs neuraux résident dans
des niches hypoxiques (Lee et coll., 2001 ; Zhu et coll., 2005) ou la tension d’oxygene régule la
balance entre le maintien des cellules souches neurales et la différenciation des progéniteurs neuraux
(Chen et coll., 1999 ; Mohyeldin et coll., 2010 ; Simon et Keith, 2008). Ces progéniteurs sont capables
de répondre aux changements de tension d’oxygene par de nombreux signaux intrinséques, conduisant

a un changement de leur destin et/ou de leur capacité proliférative.

Pendant 1’étape précoce de la neurogenese (ES,5 a E8,5), ’hypoxie ne semble pas jouer un role
régulateur important. Pendant cette étape, les cellules souches neurales primitives se forment et peuvent
étre 1solées de I’embryon antérieur a partir de E5,5 et du neuroectoderme a partir de E8,5 (Abramihina
et coll., 2012 ; Ezashi et coll., 2005). Sur ces cellules, il a pu étre montré que la génération de cellules
issues du neuroectoderme était facilitée en condition de normoxie en comparaison a des conditions de
culture hypoxiques (Abramihina et coll., 2012). En revanche, durant I’étape tardive de la neurogenése
qui se situe apres le stade de développement de 8,5 jours, I’hypoxie active de nombreuses voies de
signalisation (Wnt/B-caténine/Notch etc..) et exerce son effet sur la différenciation neurale des cellules
souches ce qui conduit a la formation des progéniteurs neuraux (De Filippis et Delia, 2011). Pendant
cette étape, les cellules souches neurales primitives se transforment en cellules souches neurales
définitives qui persistent dans le cerveau toute la vie (Hitoshi et coll., 2004). Le réle de 1’hypoxie dans
ces €tapes d’induction neurale a été confirmé in vitro. Ainsi, une hypoxie modérée (5 %) est capable
d'induire la différenciation neurale des cellules souches embryonnaires pendant 1’étape de formation
des progéniteurs neuraux a partir des cellules souches neurales, mais pas pendant la formation des
cellules souches neurales a partir des cellules souches embryonnaires murines (Binh et coll., 2014 ;

Ezashi et coll., 2005 ; Gustafsson et coll., 2005).

L’hypoxie ou I’hyperoxie ont donc des conséquences sur le développement du cerveau
embryonnaire. Ainsi, Wagenfuhr et coll. ont mis en évidence que le volume du cerveau embryonnaire
variait selon que la mére se trouve dans un environnement hypoxique ou hyperoxique. En condition
hyperoxique, le volume des cerveaux embryonnaires a E16 augmente par rapport a celui des cerveaux
en condition normoxie, tandis que le volume des cerveaux embryonnaires en condition hypoxique est
réduit (Wagenfiihr et coll., 2016, 2015). Il est important de noter que ces variations de volume des
cerveaux embryonnaires ne sont pas associées a un changement de 1’épaisseur des zones ZV et ZSV

(Wagenfiihr et coll., 2015).
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Au vue des données disponibles dans la littérature, le consensus qui prédomine actuellement
concernant I’impact du niveau d’oxygene sur les cellules souches neurales et les progéniteurs est qu’in
vitro la normoxie (20%) induit un arrét mitotique et une différenciation des cellules souches neurales,
alors qu’une hypoxie modérée (3-5 %) augmente leur prolifération, inhibe leur mort par apoptose tout
en inhibant leur différenciation neuronale (Abramihina et coll.,, 2012, De filippis et Delia., 2011,
Gustafsson et coll., 2005, Ezashi et coll., 2005; Pistollato et coll., 2007; Santilli et coll., 2010; Studer et
coll., 2000, Panchision et coll., 2009 ; Gustafsson et coll., 2005). Des résultats similaires obtenus dans
des cultures de cellules souches de la créte neurale ont également été rapportés (Morrison et coll.,

2000).

De maniere intéressante, il a ¢ét¢é montré que 1’hypoxie a un niveau physiologique bien
qu’indispensable a I’autorenouvellement des cellules souches neurales (Mohyeldin et coll., 2010 ;
Pistollato et coll., 2007 ; Santilli et coll., 2010 ; Studer et coll., 2000, Ortega et coll., 2017), peut se
révéler délétere quand les niveaux d’oxygene sont extrémement faibles (< a 1 %). Dans ces conditions
extrémes d’hypoxie, les cellules souches neurales peuvent rentrer en apoptose (Ezashi et coll., 2005 ;
Filippis et Delia, 2011 ; Pistollato et coll., 2007 ; Santilli et coll., 2010). Alternativement, une étude
récente utilisant des progéniteurs corticaux humains a mis en évidence qu’une hypoxie sévere (1 % Oz)
provoque d’une part une inhibition de la gliogénése en diminuant le nombre de pré-oligodendrocytes et
d’autre part un arrét de la différenciation des cellules de la glie radiaire, en altérant notamment la
génération des neurones glutaminergiques (Oretga et coll., 2017). Outre le réle incontestable de
I’hypoxie sur le maintien du caractére souche neurale, il est également décrit qu’une hypoxie modérée
(entre 2,5 et 5 % d’0;) peut promouvoir la différenciation des cellules souches en progéniteurs
oligodendrocytaires et neuronaux (Santilli et coll., 2010). Dans ces mémes conditions modérées
d’oxygene, il a également été montré que la différenciation des progéniteurs neuraux en neurones
dopaminergiques est significativement augmentée. Ainsi, le pourcentage des neurones dopaminergiques
atteint 56 % en hypoxie, alors qu’il est de 18 % en normoxie (20 % d’Oz) (Storch et coll., 2001, Studer
et coll., 2000).

En normoxie, I’induction de 1’apoptose et de la différenciation dépend des especes et du type
cellulaire étudi¢ (Panchision et coll., 2009). Par exemple, I’atmosphére ambiant (20 % d'O.) induit la
différenciation des progéniteurs corticaux des rats (Gustafsson et coll., 2005), I’apoptose des cellules

souches neurales et des progéniteurs oligodendrocytaires feetaux murins (Chen et coll, 2007), et la
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différenciation terminale des cellules souches humaines neurales et des progéniteurs
oligodendrocytaires postnataux humains (Pistollato et coll., 2007). Ces variations de réponses sont
certainement liées & I’implication de voies moléculaires différentes qui peuvent par ailleurs étre
spécifiquement régulées selon le type cellulaire ou I’espéce (Chen et coll, 2007 ; Pistollato et coll.,
2007). Quoi qu’il en soit, ces études renforcent 1’idée que de multiples voies de signalisation
contribuent a la détermination du destin cellulaire (différenciation ou apoptose) en réponse aux niveaux

d’oxygene.

6.2. Expression d’HIF-1a

6.2.1. Au niveau du cerveau embryonnaire

L’expression d’HIF-1a, ¢levée au début de la neurogenése (E9,5) diminue au cours du
développement embryonnaire (Figure 22). Au stade E9,5 de développement, HIF-1a est exprimé a un
niveau transcriptionnel élevé dans le neuroépithélium du cerveau qui persiste jusqu’a E13.5 en se
localisant de manicre prépondérante dans 1'hypophyse primitive ainsi que dans 1'épithélium neural et
olfactif. HIF-1a continue a étre exprimé de manicre constitutive a E15.5 puis diminue progressivement
a des niveaux qui resteront relativement inférieurs par rapport a ceux observés en début de neurogencse
(Jain et coll., 1998). L’expression de HIF-1a chez ’embryon de souris est illustrée dans la Figure 22
qui montre une expression importante dans le cortex préfrontal aux stades de développement E11,5 et

E14,5 jours embryonnaires par rapport aux stades tardifs du développement.

A B Cup- D

Figure 22: Hybridation in situ des ARNm codants pour HIF-1a a différents stades de développement embryonnaire chez la
souris : E11,5 (A), E13,5 (B), E15, 5 (C) et cerveau a E18,5 (D) (Allen Brain atlas : http://www.brain-map.org/)
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Au niveau du neuroectoderme au stade de développement E13,5 chez les embryons de souris,
HIF-1a est retrouvé au niveau des régions hypoxiques (marquées par 2-nitroimidazole) dans les zones
marginales et la zone «mantle» (pré-plaque) ou sont présentes des cellules en prolifération qui ont
migré de I'épendyme vers la zone marginale pour se transformer en cellules de la créte neurale et en

cellules mésenchymateuses (Figure 23) (Lee et coll., 2001).
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Figure 23: Expression de HIF-1a et sa co-localisation avec 1’hypoxie sur coupe coronales de cerveau embryonnaire de
souris & E13,5. A. Témoin négatif ; B. Forte expression de HIF-1a dans la couche marginale et dans la couche «mantle»
(fleche). C. Colocalisation des zones hypoxiques (immunomarquage avec le pimonidazole) avec les zones exprimant HIF-
la (adapté de Lee et coll., 2001).

6.2.2. Au niveau des cellules souches neurales

De manicre étonnante, peu d’études décrivent 1’expression et la localisation intracellulaire de
HIF-1a dans les cellules souches neurales. Il est cependant connu que les cellules souches
embryonnaires qui dérivent de 1’ectoderme et qui sont mitotiquement actives, présentent une forte
expression constitutive d’HIF-1a a E9,75-E10, suggérant ainsi 1’existence d’une ou plusieurs voies
spécifiques permettant 1’expression d’HIF-la dans ces cellules. Cette expression constitutive et
importante de HIF-la dans les cellules souches embryonnaires, qui est retrouvée aussi bien en
condition non hypoxique qu'en condition hypoxique, s'est révélée nécessaire pour le maintien de
I’expression de nombreux genes indispensables aux cellules souches (ex : les génes du métabolisme de

glucose en lactate) (Iyer et coll., 1998).

La stabilisation de HIF-la au niveau des cellules souches et progéniteurs neuraux
embryonnaires a E14 et en postnatal (Roitbak et coll., 2008 ; Rotibak et coll., 2011) représente un
caractére unique dans ces cellules en normoxie. Il est par ailleurs intéressant de noter que la
stabilisation de HIF-1la dans ces cellules n’est pas affectée par le changement du milieu de culture
(¢limination des facteurs de croissance). Roitbak et coll, ont montré que sa stabilisation dans les
cellules souche neurales pouvait étre liée a sa localisation dans des structures membranaires de type
vésiculaire appelée HBV (HIF-lo-Bearing Vesicles), lui permettant ainsi d’étre protégé d’une
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dégradation par le protéasome (Figure 24). Ce niveau protéique stable de HIF-la dans les cellules
souches embryonnaires leur permettrait de maintenir une fraction transcriptionnelle active dépendant

de HIF-1a dans le noyau et de répondre ainsi rapidement aux stimuli externes (Roitbak et coll., 2008).

A HIF-1a B Clathrin HIF-1a DAPI

f

.
v 3 » »
B
4 .. ’ .

»

;‘: t .;'b\

%) ™ .

Figure 24: Mise en évidence par immunofluorescence d’une association de HIF-1a a des structures subcellulaires HBV
(HIF-1a bearing vesicles) dans cultures de cellules souches neurales embryonnaires. A. Vésicules porteuses de HIF-1a
(HBV) associées a HIF-1a identifiées par microscopie immuno-¢lectronique B. Colocalisation (couleur jaune) partielle des
vésicules revétues de clathrine (vert) avec HIF-1a (rouge) (Roitbak et coll.., 2011).

6.3. Role de HIF-1a dans la neurogenése

L’¢tude des mécanismes impliqués dans la régulation du comportement des cellules souches
neurales représente une étape importante pour la compréhension du contréle de la neurogenese
corticale. Comme déja décrit, les cellules souches neurales embryonnaires et adultes résident dans un
environnement hypoxique qui joue un réle majeur sur leur comportement (Lee et coll., 2001 ; Zhu et
coll, 2005). Sachant que HIF-1a est le régulateur universel de I’hypoxie, il est essentiel d’étudier son
role sur la neurogenese. Je présenterai donc ici les différentes études réalisées in vitro ou in vivo qui

examinent I’implication d’HIF-1a sur les cellules souches embryonnaires et adultes.

6.3.1. Au niveau des cellules souches neurales embryonnaires

De nombreuses études ont analysé 1’effet de HIF-1a sur le comportement des cellules souches

embryonnaires. Ainsi, dés la fin des années 1970, Morriss et New montrent que le développement du
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pli neural in vitro chez des embryons de rat s’effectue en conditions hypoxiques de maniére HIF-1a-
dépendante, mettant en évidence un réle de HIF-1a dans le développement neural des embryons de rats
a E9,5 (Morriss et New, 1979). Plus tard, HIF-1a est montré comme un facteur important a 1’induction
de la spécification neurale des cellules souches embryonnaires (différenciation de 1’épiblaste en neuro-
ectoderme ; Zhao et coll., 2014). Toujours in vitro, la délétion de HIF-1a dans les cellules souches
embryonnaires a E11 altére la prolifération cellulaire 24 a 48 heures post-hypoxie (1%) (Iyer et coll.,
1998). Cette altération de la prolifération qui a également été observée mais d’une maniére moins
significative en normoxie (20% d’0O) s’accompagne d'une réduction de 1’expression du VEGF dans les

deux conditions (1% et 20% d’Oz) (Iyer et coll., 1998).

L’augmentation du niveau protéique de HIF-1a (de 3 a 72 heures) aprés hypoxie (3% d’O; pour
3 jours) a ¢€té corrélée a l'augmentation du nombre de neurones dopaminergiques et au niveau de
dopamine chez les précurseurs neuraux de rats de 13,5 jours (Zhang et coll., 2006). Des résultats
similaires ont été obtenus en normoxie en augmentant artificiellement HIF-1a par surexpression. Ces
données suggerent qu’HIF-1a est impliqué dans la différenciation dopaminergique aussi bien en
hypoxie qu’en normoxie (Zhang et coll, 2006). Dans une autre étude, une altération de la
différenciation et de la fonction des progéniteurs du mésencéphale en hypoxie (3% d’0Oz), ainsi qu’une
diminution des neurones dopaminergiques, ont ét¢ observées dans des cellules déficientes pour HIF-1a
(Milosevic et coll., 2007). Puisque cet effet n’a pas été observé dans les progéniteurs corticaux, les
auteurs en concluent qu’HIFla est impliqué dans le controle des cellules souches neurales du
mésencéphale (Milosevic et coll.,, 2007). Dans cette méme étude, 1’administration in vitro du VEGF
(gene cible d’HIF-1a) qui restitue partiellement la prolifération et la différenciation dopaminergique
associée a la déficience de HIF-1a, dévoile que d'autres voies indépendantes d’HIF-1a agissent avec le
VEGF (Milosevic et coll., 2007). Une induction de la prolifération (observée par 1’incorporation de
BrdU, Bromodeoxyuridine) et de la formation de neurospheres de cellules de rats a E13,5 en hypoxie
(10% d’O; pendant 3 jours) a été observée suite a I’augmentation du niveau transcriptionnel d’HIF-1a.
Les mémes effets ont été observés suite a la surexpression de HIF- 1o en normoxie (20% d’O2) (Zhao
et coll,, 2008). Ces résultats suggerent donc qu’HIF-lo influence le devenir des cellules souches

embryonnaires.

En complément de ces approches in vitro, plusieurs études se sont intéressées a étudier I’impact

de la déficience d’HIF-1a sur les cellules souches embryonnaires in vivo.

82



En accord avec le fait que des zones hypoxiques sont détectées au niveau du cceur et du tube
neural a une stade précoce du développement embryonnaire qui colocalisent spatio-temporellement
avec HIF-1a et le facteur VEGF (Lee et coll., 2001), deux équipes indépendantes ont montré que la
délétion constitutive du domaine bHLH dans HIF-la chez la souris induit in vivo un arrét du
développement et une 1étalité associée a des malformations cardiovasculaires, des altérations du tube
neural et une mort cellulaire dans le mésenchyme céphalique (Iyer et coll., 1998; Ryan et coll., 1998).
Le degré de sévérité¢ de ces altérations est corrélé aux niveaux d’expression d’HIF-lo normalement

retrouvés dans les embryons sauvages a E8,5 et E9,5 (Iyer et coll., 1998).

Le développement de souris knock-out conditionnel qui utilise le systeme Cre/LoxP a ensuite
permis d’étudier plus spécifiquement le role d’HIF-1a dans la neurogenese in vivo. Dans ces souris
modeles, I'expression de la recombinase Cre se retrouve sous la dépendance du promoteur nestine qui
est exprimé dans les cellules souches neurales (voir chapitre II 4.1.). La délétion d’HIF-1a se fera donc

spécifiquement dans ces cellules exprimant la nestine.

Le premier modele décrit en 2003 par Tomita et coll. repose sur la délétion des exons 13-15
d’HIF-1a qui codent le domaine de transactivation COOH terminale (voir chapitre 1) essentiel pour la
réponse a l'hypoxie et pour la localisation nucléaire d’HIF-1a. Cette délétion génére un geéne qui

produit une protéine HIF-1a tronquée fonctionnellement inerte (Tomita et coll., 2003).

Le deuxiéme modele développé s'appuie sur la délétion de I'exon 2 d’HIF-1a qui abolit I'activité
transcriptionnelle d’HIF-1a par la délétion du domaine bHLH, nécessaire a l'interaction avec les
domaines HRE de ses geénes cibles (Voir chapitre I). Ce mode¢le a été utilisé jusqu'a maintenant pour

¢tudier l'effet de I'absence d’HIF-1a dans la neurogenese adulte (Li et coll., 2014).

Grace a la perte fonctionnelle d’HIF-1a dans les cellules souches neurales qui expriment la
nestine, Tomita et coll., ont mis en évidence que malgré une apparence extérieure normale du cerveau
embryonnaire, les embryons déficients pour HIF-1a avaient un télencéphale dont I'épaisseur diminuait
avec le stade de développement, en relation avec une diminution du nombre de cellules corticales
détectable dés E19. Ces auteurs ont pu montrer que la mort des cellules neurales par apoptose
coincidait avec la régression vasculaire dans le télencéphale d'embryons mutants. Enfin, le phénotype

associ¢ a la perte d’HIF-1a est restauré par I’expression in vivo d’HIF-1a dans les embryons (Tomita et
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coll,, 2003). Ces résultats obtenus in vivo mettaient ainsi pour la premicre fois en évidence que

l'expression d’HIF-1a dans les cellules neurales était nécessaire au développement normal du cerveau.

Plus récemment, ce méme modele de souris a permis de montrer que 1’absence d’HIF-1a
n’altére pas la neurogenése, la prolifération et la différenciation des progéniteurs dopaminergiques
induits par d’importants niveaux d’oxygene (Wagenfiihr et coll., 2016). Cette méme équipe avait par
ailleurs montré qu’HIF-la ne semblait pas intervenir dans la formation des progéniteurs apicaux

exprimant Sox2 dans la ZV (Wagenfiihr et coll., 2015).

Enfin, en 2016, Lange et coll., ont montré en générant des embryons avec une délétion
conditionnelle d’HIF-1a restreinte aux GR du prosencéphale dorsal (souris Emx1-Cre) que la
différenciation des GR au stade E13,5 de développement est augmentée chez les embryons déficients
pour HIF-1a. Au contraire, la surexpression transitoire d’HIF-1a induite par une éléctroporation in
utéro provoque un retard dans la différenciation ainsi qu’un maintien de I’expansion des GR (Lange et

coll., 2016).

6.3.2. Au niveau des cellules souches neurales adultes

Des études réalisées in vitro et in vivo montrent également I’importance d’HIF-la dans le
maintien des cellules souches neurales adultes. En condition physiologique, HIF-1a est exprimé dans
les zones hypoxiques ou sont localisées les niches de cellules souches neurales adultes (Cunningham et
coll., 2012). In vivo, la délétion globale d’HIF-1a (gHIF-1a 1°¥1°%) provoque dans le gyrus denté des
souris adultes (de 7 a 8 semaines) une diminution du nombre des neurones DCX positifs (marqueur
neuronal) qui ont par ailleurs réduit fortement leur capacité a former des neurites, essentielles pour
I’intégration des neurones néoformés dans le circuit neuronal (Mazumdar et coll., 2010). Dans cette
méme étude, la délétion d’HIF-1a au niveau des cellules souches neurales adultes de souris nHIF-
lolo¥1ox dans lesquelles I’expression de la Cre est sous la dépendance du promoteur de 1’aCamKII,
provoque une diminution de plus de deux fois du nombre de cellules souches proliférantes BrdU™ ainsi

que des neurones néo-formés dans la zone sous-granulaire du gyrus denté (Mazumdar et coll., 2010).

HIF-1a est aussi impliqué dans le maintien des cellules souches neurales adultes via la
préservation de la vascularisation de la niche des cellules neurales de la ZSV adulte. En effet, 45 jours

apres la délétion d’HIF-1a dans les cellules nestine-positives, Li et coll. ont mis en évidence une
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déplétion des cellules souches neurales au niveau de la ZSV qui fait suite a la régression vasculaire.
Cette étude suggere donc un rdle indirect d’HIF-1o dans le contréle des cellules souches neurales
adultes par le maintien de la wvascularisation de la niche (Li et coll., 2014). En revanche,
I’autorenouvellement des cellules souches neurales adultes en culture ex vivo n’est pas altéré par

l'absence d’HIF-1a (Li et coll., 2014).
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I1I. La migration/invasion radio-induite dans le Glioblastome

1. Les gliomes et le glioblastome multiforme

1.1 Gliomes

Les gliomes qui représentent la tumeur primitive la plus commune chez ’adulte est associ¢e a
une prévalence d’environ 5 a 8 cas pour 100 000 personnes avec une prédominance masculine touchant
tous les ages mais retrouvée d’une maniere plus importante chez les personnes ayant un age compris
entre 40 et 65 ans (Schneider et coll., 2010 ; Zouaoui et coll., 2012). Le glioblastome, la forme la plus
commune des tumeurs du cerveau et du SNC (55,1 % des gliomes) touche 3 nouveaux cas par an pour

100 000 personnes (Ostrom et coll., 2015).

A Theure actuelle, il existe plusieurs classifications qui répertorient les différents gliomes a

différenciation astrocytaire, plus communément appelés glioblastomes.

La classification de I’OMS classe les gliomes par ordre croissant de grade selon différents
critéres histopathologiques qui sont directement corrélés a leur degré de malignité et par conséquent a
la durée de survie des patients (classification de 'OMS, Louis et coll., 2007). On distingue :

-les astrocytomes de bas grade I (astrocytomes pilocytiques et sous-ependymaires a cellules géantes),
-les astrocytomes de grade II (astrocytomes pilomyxoides ou diffus, xanthoastrocytomes pléomorphes),
-les astrocytomes de grade III ou anaplasiques

-et les astrocytomes de grade IV encore appelés glioblastomes ou glioblastomes multiformes (GBM)
(Louis et coll.,2007) qui représentent la catégorie de gliome la plus fréquente (entre 60 et 70% des

gliomes (Wen et Kesari 2008) et presque la moitié des cancers du SNC (Ostrom et coll., 2014).

Une autre classification développée par I’Hopital Saint-Anne repose sur I’examen anatomo-
pathologique et sur I’analyse d’image en IRM (Daumas-Duport, 2008). Bri¢vement, cette classification
regroupe trois catégories : 1 - les oligodendrogliomes et oligoastroctytomes sans hyperplasie
endothéliale et sans prise de contraste de grade A, 2 - les oligodendrogliomes et oligoastroctytomes de

grade B avec hyperplasies et/ou prise de contraste et 3- les glioblastomes.
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1.2. Le glioblastome multiforme

1.2.1. Définition et aspect pathologique du glioblastome multiforme

Le GBM appartient au groupe des astrocytomes de grade IV et est caractéris€é par une
croissance cellulaire rapide et agressive dont le développement se fait entre 3 et 6 mois. Il affecte
généralement les adultes et est caractérisé par une masse tumorale et des Iésions infiltrantes importantes
dans l'ensemble du cerveau avec une localisation préférentielle dans les hémispheres frontaux et
temporaux. C’est le type le plus commun et le plus mortel des tumeurs cérébrales malignes primaires,
avec un taux de survie médian du patient se situant entre 15 a 17 mois (Wen et Kesari, 2008 ; Stupp et

coll, 2009).

Du point de vue histologique, les GBM sont hétérogenes (d’ou le nom de glioblastome
multiforme) entre eux, mais également au sein d’une méme tumeur. Les GBM présentent cependant des
caractéristiques anatomo-pathologiques communes qui sont: 1 - une densité et une prolifération
cellulaire importante, 2 - une hyperplasie vasculaire et 3- la présence de zones nécrotiques tres
développées entourées de cellules tumorales en migration formant une structure dite en palissade

(Figure 25).
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Figure 25: Les caractéristiques anatomopathologiques du GBM. Le GBM est caractérisé par des foyers nécrotiques
entourés de cellules en palissades et d’une hyperplasie micro-vasculaire. Les palissades sont créées par les cellules
tumorales qui migrent du centre de la tumeur en région hypoxique pour former un front invasif. L hyperplasie vasculaire est
une forme exacerbée de 1’angiogenése qui se produit suite a la sécrétion des facteurs pro-angiogéniques (ex VEGF)
(Monteiro et coll., 2017).

Plus de 90 % des GBM sont dits « primaires » a savoir qu'ils se forment de novo de facon

sporadique sans étre associés a des prédispositions génétiques familiales, alors que les GBM dits
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« secondaires » proviennent généralement de I'évolution d’astrocytomes de grades inférieurs II ou III
(Goodenberger et Jenkins 2012). Par comparaison, le GBM secondaire se développe chez des patients
plus jeunes (45 ans versus 65 ans pour le GBM primaire) avec une évolution clinique lente qui peut
s'étendre sur une dizaine d'années. Ces deux types de GBM sont histologiquement identiques mais ils
expriment des altérations et des profils génomiques différents (Ohgaki et Kleihues, 2013, Cambruzzi,

2017).

Ces derniéres années, des études de génomiques et de transcriptomiques réalisées sur un grand
nombre de GBM ont permis de caractériser leurs altérations génétiques et moléculaires spécifiques et

de confirmer leur hétérogénéité (Verhaak et coll., 2010, Brennan et coll.,2013).

Ces données ont permis d’établir a partir d’anomalies génétiques récurrentes trois principaux
sous-types de gliome : prolifératif, pro-neural et mésenchymateux (Phillips et coll.,2006 ; Verhaak et
coll., 2010). Chaque sous-type est associ€ a une signature génétique et épigénétique spécifique qui
pourrait permettre a terme d’adapter plus spécifiquement le traitement en fonction du sous-type de
gliomes, comme cela avait déja pu étre suggéré avant ce type d’études (Mischel et coll., 2003 ; Newton

et coll., 2004 ; Rao et coll., 2003, Van Meir et coll., 2010).

1.2.2. Prise en charge thérapeutique du glioblastome multiforme (GBM)

Classiquement, le traitement d’un glioblastome est dans un premier temps chirurgical par
exérese la plus compléte possible en fonction des contraintes fonctionnelles et de la localisation de la
tumeur. Une appréciation du volume de 1’éventuel résidu tumoral se fait par IRM dans les 72 heures
suivant la chirurgie. Suite a cette résection chirurgicale, un traitement par radiothérapie
conformationnelle (30 fractions de 2 Gy par jour, a raison de 5 jours par semaine pendant 6 semaines)
associée a de la chimiothérapie avec de la Témozolomide (TMZ, Témodal® : 75 mg/m?/j pendant 6
semaines) est mis en place. La chimiothérapie adjuvante commence quatre semaines apres la fin de la

radiothérapie.

Une étude clinique de phase III a démontré que I’association entre chimiothérapie et
radiothérapie permettait de prolonger la survie globale médiane (SG) des patients de 2,5 mois par
rapport a celle des patients uniquement traités par radiothérapie (Stupp et coll., 2005). Ce protocole est

actuellement le traitement standard proposé pour traiter un glioblastome nouvellement diagnostiqué.
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Malgré cette avancée, le traitement des GBM reste difficile, ils sont donc & I’heure actuelle
toujours considérés comme des tumeurs qui restent incurables du fait de leur résistance multifactorielle

aux traitements.

1.2.3. Résistances des glioblastomes multiformes aux traitements

Contrairement a d’autres types de tumeurs, les glioblastomes sont trés résistants aux traitements
conventionnels de chimiothérapie et de radiothérapie. Cette résistance aux traitements peut s’expliquer
a la fois par des facteurs intrinseques de la cellule tumorale et par des facteurs extrinseques liés a
I’environnement tumoral. La présence de cellules souches cancéreuses au sein du GBM doit également

étre prise en considération dans ce phénomene de résistance aux traitements (voir chapitre 111 1.3.2.).

1.2.3.1. Chimiorésistance des GBM

L’efficacité¢ de la chimiothérapie dépend en partie des systemes de réparation de I’ADN qui
permettent a la cellule de répondre favorablement ou non a la TMZ. Parmi ces systémes, [’enzyme
methylguanine-methyltransférase (MGMT) est décrite comme limitant 1’action de la TMZ en facilitant
la réparation des I¢sions induites dans les cellules de glioblastome. Au contraire, la méthylation de son
promoteur qui est retrouvée chez environ la moiti¢ des patients ayant un glioblastome est associ¢e a
une réponse favorable a la TMZ (Hegi et coll., 2005, 2008). Le statut de méthylation de la MGMT
représente donc actuellement le premier marqueur moléculaire de significativité pronostique et

prédictive pour le glioblastome (Shaich et coll., 2009).

L’absence d’un systtme MMR (Mismatch repair) fonctionnel qui est nécessaire au maintien de
la fidélité de la réplication de I’ADN est également associée a une résistance a la TMZ (Zhang et coll.,
2010, Yip et coll., 2009). En effet, le complexe MMR doit fonctionner correctement pour que la TMZ

exerce sa fonction cytotoxique (Goellner et coll., 2011, Perazzoli et coll., 2015)

Enfin, I'inhibition de protéines impliquées dans le systéme de réparation par excision de base
(BER, base excision repair) comme PARP1, permet d’augmenter la cytotoxicité de la TMZ dans les
cellules de gliomes (Goellner et coll.,, 2011) suggérant que cette voie de réparation est capable de

moduler I’efficacité de la chimiothérapie.
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D’autres systémes, indépendants des systémes de réparation de I’ADN, ont également été
décrits comme favorisant une chimiorésistance des glioblastomes. Parmi eux, sont retrouvés les
systemes de détoxification cellulaire comme les transporteurs a ATP Binding Cassette (ou transporteurs
ABC) impliqués dans le transport de molécules de part et d’autre de la membrane cytoplasmique. Il a
ainsi été montré que la mutation du géne MDRI1 qui code pour une glycoprotéine P (P-gp) est associée
a une réponse plus favorable des patients au traitement a la TMZ (Schaich et coll., 2009). Ce
transporteur jouerait un réle dans la chimiorésistance des glioblastomes en permettant d’éliminer la

TMZ hors des cellules tumorales.

1.2.3.2. Radiorésistance des GBM

A Tinstar de la chimiothérapie, les GBM, contrairement a d’autres types tumoraux sont
intrinséquement résistants a la radiothérapie conventionnelle. Les tumeurs dites radiorésistantes sont
définies comme étant des tumeurs qui présentent des récidives apreés la radiothérapie. Au niveau
clinique, cette radiorésistance du glioblastome se traduit par une récidive rapide apres la radiothérapie

ou par une absence de régression significative de la tumeur.

La résistance intrinseque des GBM a la radiothérapie est entre autres associée a 1I’implication
des mécanismes antioxydants qui permettent de lutter contre les radicaux libres. D’une maniére
générale, les glutathion peroxydase et réductase, SOD1 et SOD2 (Superoxydes Dismutases) sont
retrouvés enrichis a des niveaux importants dans les cellules de glioblastomes (Zhong et coll., 1999).
Par exemple, la faible expression de SODI1 chez les patients atteints de glioblastome augmente leur
survie apres la radiothérapie, alors qu’une expression élevée de SODI est associée a une survie plus
faible (Yoshii et coll., 1999). De la méme fagon, I’augmentation de la glutathion S transférase diminue
la survie des patients apres radiothérapie suggérant que cette enzyme est associée a la radiorésistance

des glioblastomes (Yoshii et coll., 2001).

Les systemes de réparation de ’ADN jouent également un role dans la radiosensibilité et la
survie des cellules cancéreuse de GBM. Ainsi, la surexpression des génes de réparation Ku70 et Ku80
membres importants de la voie non-homologue de l'assemblage terminal (NHEJ) nécessaires a la
réparation des cassures doubles brins de 'ADN induit une radiorésistance des cellules humaines de
glioblastome (Otomo et coll., 2004). Les voies de signalisation des dommages de I’ADN peuvent

également contribuer a la fois a la physiopathologie et a la radiorésistance des glioblastomes. Par
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exemple, les protéines ATM et ATR, perdues dans 20 % des GBM et activées a la suite de cassures
double brins permettant la réparation des cassures de ’ADN en agissant sur les protéines Chk1 et Chk2
régulatrices du cycle cellulaire participeraient a la radiorésistance des glioblastomes (Squatrito et coll.,

2010, Chuah et coll., 2012).

L’hypoxie représente également un des facteurs extrinséques majeurs impliqués dans la
radiorésistance des GBM. En effet, ’hypoxie qui est retrouvée au niveau des GBM diminue ’efficacité
de la radiothérapie (tout comme celle de la chimiothérapie) du fait de la trop faible quantité d’oxygene
intratumorale pour induire une cytotoxicité. Parallelement, 1’hypoxie peut conduire indirectement a la
résistance aux traitements par D’activation des facteurs de transcription HIF-la qui contrdlent la
transcription de nombreux genes notamment impliqués dans 1’invasion tumorale (Chapitre I).
L’implication de HIF-1a dans la progression tumorale et plus spécifiquement au niveau du GBM sera

décrit par la suite (Chapitre III 1.4.).

1.2.3.3. Roles des cellules souches de glioblastome dans les récidives des GBM

La radiorésistance des glioblastomes a été pour la premiere fois corrélée a 1’existence de
cellules souches cancéreuses par Bao et coll., en 2006. Ces auteurs ont montré que les cellules souches
de gliomes CD133" résistaient a I’irradiation, via leur capacité accrue a réparer ’ADN faisant suite au
stress radiatif (Bao et coll., 2006). L’implication des différents mécanismes de migration/invasion
radio-induite et du caractére souche de ces cellules cancéreuses dans la radiorésistance des GBM sera

décrite dans la partie suivante (chapitre 111 1.3.2.).

1.3. Les cellules souches de gliomes (CSG)

1.3.1. Caractéristiques des cellules souches de gliomes

La présence de cellules souches cancéreuses a ¢été décrite pour la premicre fois dans les
glioblastomes par Ignatova et coll en 2002. Ces auteurs ont réussi a isoler et a mettre en culture des
cellules cancéreuses capables de proliférer sous forme de sphéres en présence de facteurs de croissance
EGF et FGF-2 a partir de biopsies de GBM, en se basant sur un modele in vitro de culture des cellules

souches neurales (Ignatova et coll.,, 2002). Ces résultats ont été rapidement confirmés par d’autres
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équipes (Galli et coll., 2004, Singh et coll., 2004, Yuan et coll, 2004) et ont été élargis a d’autres types
de cancers du cerveau (Hemmati et coll. 2003). Comme toutes les cellules souches cancéreuses (CSC),
les cellules souches de gliomes (CSG) qui représentent une petite sous-population cellulaire au sein du
glioblastome ont des caractéristiques communes avec les CSC d’origines tissulaires différentes
(hématopoiétique, sein, ...) a savoir : 1- une capacité de s’auto-renouveler de maniére quasi illimitée en
culture in vitro sous forme de sphéres ou en adhérence (pour les CSG) , 2- une multipotence leur
permettant de se différencier et 3 - et un pouvoir tumorigéne révélé par leur capacité a générer des

tumeurs quand elles sont transplantées in vivo chez I’animal.

Outres ces caractéristiques communes avec les CSC, les CSG ont également des caractéristiques
communes avec les cellules souches neurales (CSN) qui sont : 1- leur nombre est restreint au sein du
tissu, 2 - I’expression de marqueurs de cellules souches comme les protéines de surfaces CD133,
CD15, CD44, le filament intermédiaire nestine, et les facteurs de transcription Sox2 et Oct4
(Stopschinski et coll. 2013), et 3- leur multipotence (Ignatova et coll., 2002 ; Lathia et coll., 2015). De
méme et malgré la variété et I'étendue des anomalies génomiques retrouvées dans les CSG, elles
présentent un profil transcriptomique similaire a celui des CSN. En effet, ces deux types de cellules ont
en commun un certain nombre de voies moléculaires nécessaires au maintien de leurs propriétés

d'autorenouvellement (Gangemi et coll., 2009).

La présence de niches de CSC a été montrée in vivo dans plusieurs tumeurs cérébrales primaires
de grade élevé notamment chez les gliomes, les médulloblastomes, les épendymomes et les
neuroblastomes. En plus d’avoir des similarités avec les CSN in vitro, les CSG utilisent des
mécanismes communs de communication avec leur microenvironnement (Lathia et coll., 2011). Par
exemple, les CSG sécretent le facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF) qui stimule la
croissance des cellules endothéliales pour soutenir un environnement vasculaire local (Gilbertson et
Rich, 2007). A leur tour, les cellules endothéliales expriment des ligands Notch qui peuvent stimuler
les récepteurs Notch essentiels a la maintenance des CSG (Fan et coll., 2010). En condition
physiologique normale, les CSN se situent dans un microenvironnement vascularisé appelé ‘’niche”
qui favorise le maintien de leurs caractéristiques souches. Le méme concept de « niche » a été suggéré
pour les CSC de divers types de tumeurs et notamment de tumeurs solides dont le glioblastome

(Sneddon et Werb, 2007).
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1.3.2. Réle des CSG dans la résistance a la radiothérapie

Il est maintenant admis que les cellules souches de gliomes sont essentiellement localisées dans
les zones hypoxiques du GBM alors que les cellules de glioblastome « différenciées » sont situées dans
les parties vascularisées périphériques de la tumeur (Gupta et coll, 2016). Pour survivre a la
chimiothérapie et a la radiothérapie, les CSC sont capables d’activer de nombreuses réponses
moléculaires et cellulaires comme par exemple la mise en place d’une TEM, I’induction de voies de
signalisation qui régulent leur autorenouvellement et leur environnement tumoral, le contrdle de la
quiescence cellulaire ou bien encore I’induction de modifications épigénétiques (Phi et coll., 2018 ;

Figure 26).

C’est en 2006 que Bao et coll. ont apporté les premieres preuves que la radiorésistance des
GBM pouvait étre associée a la présence de CSG au sein des GBM. Cette ¢étude a montré que les CSG
CDI133" contribuaient de maniére importante a la radiorésistance des GBM par une activation
préférentielle des points de contréle du cycle cellulaire et une augmentation de leurs capacités de
réparation de I’ADN. Les auteurs ont ainsi démontré qu’aprés irradiation, la fraction de CSG CD133"
était enrichie dans les GBM par rapport a la population CD133". Cette population cellulaire CD133"
¢tait associée a une activation constitutive de plusieurs points de controle du cycle cellulaire comme
Chk1l et Chk2 et a une meilleure réparation des dommages a I’ADN provoqués par I’irradiation.
L’inhibition spécifique de ces points de controle du cycle cellulaire qui provoque une radiosensibilité

de la population des CD133" confirme leur implication dans la radiorésistance (Bao et coll., 2006).

Une autre ¢étude menée par Jamal et coll. en 2012 illustre parfaitement le fait que la
radiorésistance des CSG peut dépendre du microenvironnement. Les auteurs ont mesuré le nombre de
foyers yH2AX et 53BP1 dans des CSG CD133" et CD133" irradiées afin d’évaluer leur radiosensibilité
a la fois dans un contexte de culture in vitro et in vivo a ’aide de xénogreffes orthotopiques (Jamal et
coll,, 2012). De maniere intéressante, ces auteurs ont mis en €vidence que l’induction des foyers
YH2AX et 53BP1 était identique dans les populations CD133" et CD133" en culture in vitro, alors qu’in
vivo, le nombre de foyers était significativement inférieur dans la population de CSG CD133" par
rapport a celui retrouvé dans les cellules CD133" (Jamal et coll.,2012). Ces données suggerent donc que

le microenvironnement est capable d’influencer la radiorésistance des CSG.
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Figure 26: Les principales voies de signalisation et de modification qui contribuent a la résistance thérapeutique des CSC.
La résistance des CSG aux agents thérapeutiques s’appuie sur la mise en place de nombreux mécanismes résumés dans cette
figure. On y retrouve notamment la TEM, 1’autorenouvellement, le contrdle de I’environnement tumoral, le maintien de la
quiescence, des modifications épigénétiques. CSC : Cellules Souches Cancéreuses. TEM : Transition Epithéliale
Mésenchymateuse. ERO : Espéces réactifs a I’oxygéne. ADN : Acide DésoxyRibonucléique (Adapté de Phi et coll., 2018).

La méme année, Qiu et coll., ont montré a 1’aide d’expériences d’invasion in vitro en utilisant
différentes lignées de gliomes humains que les CSG avaient un pouvoir invasif supérieur a celui de
leurs cellules respectives différenciées, méme si leur invasivité n’était cependant pas corrélée au grade
pathologique (Qiu et coll, 2011). Ces données de migration illustrent que les caractéristiques
spécifiques de migration/invasion des CSG pourraient participer a la radiorésistance des CSG en

favorisant leur échappement aux radiations.

Enfin, il est nécessaire d’évoquer le role important que 1’hypoxie peut jouer au niveau des CSG
car elle est associée a I’angiogenese tumorale, a I’invasivité, a la résistance thérapeutique et au mauvais
pronostic du GBM (Heddleston et coll.,2009, li et coll.,2009, Marampon et coll.,2014, Kessler et coll.,
2010, voir chapitre III 1.3.2.).
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En conclusion, il est maintenant clairement établi que la présence de CSG dans les prend une
part importante dans leur résistance aux thérapies conventionnelles qui incluent la radiothérapie et la
chimiothérapie. Un des problémes actuels concernant 1’étude des mécanismes impliqués dans la
radiorésistance des CSG reste que la plupart des études publiées ne prennent en compte qu’une seule
voie de signalisation, sans forcément la mettre en relation avec les autres voies de signalisation déja
décrites comme pouvant jouer un role dans la modulation de la radiorésistance des CSG (Han et coll.,
2017). D’autres recherches sont encore nécessaires pour mettre en lumiére les multiples réseaux
complexes qui contrdlent la radiorésistance intrinséque des CSG. Il est également nécessaire de prendre
en compte les nombreuses interactions qui se produisent entre les CSG et leur microenvironnement.
Enfin, I’hétérogénéité retrouvée au niveau des CSG doit étre €galement prise en compte, comme
d’ailleurs celle qui caractérise leur environnement et qui peut sans aucun doute affecter leur la réponse

des CSG aux traitements thérapeutiaues (Ho et Shim, 2017).

1.4. Hypoxie et HIF-1a dans le glioblastome multiforme et les cellules souches
de gliomes

Au niveau des GBM, les régions hypoxiques qui sont spatialement hétérogénes favorisent
cliniquement un phénotype malin et peuvent contribuer a I'hétérogénéité de la tumeur (Yang et coll.,
2012). Ainsi, au sein d’une méme tumeur de GBM, il existe des zones d’hypoxie modérée (0.1 a 0.5%
pO2) et des régions d’hypoxie moyenne (0.5% a 2.5% pO.) (Evans et coll., 2004, 2009). Ces régions
peuvent induire entre autres, une invasion vers les tissus sains du cerveau qui constitue un obstacle
pour les thérapies et favorise les récurrences qui sont la plupart du temps fatales pour les patients. Des
mesures stéréotaxiques réalisées a 1’aide d’¢lectrodes intracranienne ont montré que la pression
d’oxygene moyenne est de 9,2 mm Hg au niveau du GBM alors qu’elle atteint 17,9 mm Hg dans la
zone péri-tumorale (Beppu et coll., 2002). Ces données obtenues in vivo sont en accord avec de
précédentes études (Collingridge et coll., 1999, Rampling et coll., 1994) et confirment la présence d’un

état hypoxique important au niveau des GBM.

L’infiltration tumorale est une des caractéristiques importantes du GBM. En effet, les cellules
tumorales de GBM ont un pouvoir invasif important qui leur permet de diffuser vers 1’hémisphére
opposé, le long des fibres de la substance blanche du corps calleux. Ces infiltrations tumorales peuvent

également étre associées a une infiltration dans les zones sous piales et périvasculaires et a la formation
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des satellitoses périneurales (Figure 27). L’ existence de foyers nécrotiques extrémement hypoxiques au
sein des palissades du GBM qui sont caractérisés par 1’expression de facteurs angiogéniques et de la
matrice extracellulaire contribue a I’hyperplasie microvasculaire et a Dinfiltration des cellules
tumorales dans des zones périphériques. Ceci constitue un obstacle majeur contre les traitements
puisque les cellules cancéreuses acquierent des capacités migratoires et des pouvoirs de remodelage des
tissus cérébraux sains et de la matrice extracellulaire (MEC). La Figure 27 représente schématiquement
I’infiltration des cellules tumorales de gliomes dans le parenchyme cérébral ainsi que les zones

nécrotiques mettant en évidence le caractére invasif du GBM.

L’hypoxie au sein du glioblastome peut exercer un effet indirect sur la réponse aux thérapies via
HIF-1a. De nombreuses études immunohistochimiques ont montré que HIF-la qui est largement
surexprimé chez ’homme est associé a une faible survie des patients (Bertout et coll., 2008, Semenza

et coll., 2011, Keith et coll., 2012).

Figure 27: Représentation schématique de la croissance d'un GBM. a. Accumulation périvasculaire des cellules tumorales
(vaisseaux en rouge, cellules tumorales en bleu), satellitose péri-neuronale (vert), croissance sous-piale des cellules
tumorales b. Envahissement des cellules tumorales le long des fibres myélinisées dans les voies de la substance blanche
(croissance intrafasciculaire) c. Nécrose (zone grise foncée) entourée de cellules tumorales pseudo-palissades et d’une
prolifération micro-vasculaire adjacente (cellules tumorales mitotiques en noir) (Adapté de Claes et coll., 2007).
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Au sein du glioblastome, HIF-1a est localisé au niveau nucléaire, autour des zones nécrotiques
et dans les zones infiltrées par la tumeur. La surexpression de HIF-1o dans le GBM qui est aussi
caractérisée au niveau transcriptionnel par rapport a d’autres grades de gliomes (Kaur et coll., 2005 ;
Zagzag et coll., 2000) favorise la progression tumorale via I’augmentation du métabolisme, de
I’angiogenése et du nombre des cellules souches de gliomes (Yang et coll.,, 2012). L’expression des

zones hypoxiques nécrotiques exprimant HIF-1a est illustrée dans la Figure 28.
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Figure 28: L’expression de HIF-1a dans le GBM. A et B représentent des xénogreffes de gliome U87 a partir d'un modeéle
de tumeur cérébrale de rat. A, immunomarquage par le pimonidazole qui montre une bordure de cellules hypoxique viables
a la périphérie des régions vasculaires (fleches) B. Coloration H & E (hématoxyline et €osine) correspondante de la zone A
montrant de grandes zones de nécrose (bleu clair) C et D, Spécimen GBM humain. C. Cellules HIF-1a-positives localisées
dans les cellules pseudopalissades (fleches) D. H & E correspondant de la section adjacente montrant la zone de nécrose
(astérisque) (Adapté de Kaur et coll., 2005).

Au sein du GBM, 77 % des cellules tumorales HIF-1a positives expriment le VEGF (Facteur de
croissance vasculaire endothéliale) et le PDGF-C (Facteur de croissance dérivé des plaquettes)
contrairement aux cellules tumorales HIF-1a négatives (Clara et coll., 2014). Cette étude a établi que
I’expression nucléaire de HIF-10/VEGF est associée a un faible taux de survie des patients atteints de
GBM par rapport a celui des patients atteints par un GBM associé a la présence de cellules tumorales

HIF-10/VEGF négatives (Clara et coll., 2014).

98



1.4.1. Implication de HIF-1a dans les CSG

En hypoxie, HIF-lo est impliqué dans le maintien et D’'induction de la capacité
d'autorenouvellement des cellules souches de gliomes CD133" (Figure 29) alors que sa sous-expression
inhibe leur expansion (Qiang et coll., 2012 ; Soeda et coll., 2009). Ainsi, une hypoxie a 1% d’O» durant
72 heures augmente le potentiel clonogénique des neurosphéres et augmente de vingt fois 1’expression
des marqueurs de cellules souches comme CD133, KlIf4 et Sox2 et des membres de la voie Notch.
L’augmentation de I’expression CD133 a par ailleurs été¢ montrée comme dépendante de HIF-1a (Bar
et coll,, 2010). Ces résultats suggerent donc que HIF-1a joue un role important dans la prolifération et

la croissance tumorale des CSG induites par 1’hypoxie (Bar et coll., 2010).

En dépit du role important de HIF-1a au niveau des CSG, il a ét¢ montré que HIF-2a joue
¢galement un role dans la tumorigénicité¢ des CSG et que le degré d’hypoxie dans la niche influence
différentiellement l'expression des deux facteurs HIF-1a et HIF-2a. Dans des conditions hypoxiques
séveres HIF-1la est exprimé dans les CSN et dans les CSG alors qu’en hypoxie légere HIF-2a est
surexprimé dans les CSG par rapport aux cellules tumorales non souches ou aux progéniteurs
neuronaux feetaux humains (Binello et Germano, 2011 revue). McCord et coll. ont démontré qu’une
hypoxie in vitro a 7% entraine une augmentation de I’expression des marqueurs de cellules souches
nestine, CD133, Sox2 et Oct4 et HIF-2a, mais pas HIF-1a dans les cellules souches de glioblastome
par rapport a la condition de 20% d’oxygene (McCord et coll., 2009). Li et ses coll. suggerent que HIF-
2a représenterait un médiateur plus sélectif de la réponse des CSG a I’hypoxie (Li et coll., 2009). Dans
cette ¢tude, les auteurs ont montré que HIF-2a est spécifiquement surexprimé¢ en normoxie et en
hypoxie dans les CSG mais pas par les CSN, alors que HIF-1a est retrouvé dans ces deux populations
cellulaires (Li et coll., 2009). Bar et coll. ont par ailleurs montré dans des CSG qu’en combinaison avec
l'induction de la protéine HIF-1a en hypoxie, l'expression de HIF-2a est induite de manicre plus

sélective au niveau transcriptionnel (Bar et coll., 2010).

L’ensemble de ces études mettent en évidence les deux sous-unités o de HIF (HIF-1a et HIF-
2a) joueraient un role important dans le maintien des CSG confirmant de plus que leur surexpression
pourrait €tre associée a un mauvais pronostic et a un taux de survie diminué des patients (Bertout et

coll., 2008 ; Keith et coll., 2011 ; Semenza et coll., 2011).
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Figure 29: Implication de HIF dans prolifération des CSG. En condition hypoxique, le niveau de HIF1 est augmenté ce qui
provoque une progression maligne du GBM en favorisant la prolifération des CSG, 1’angiogenése, 1’augmentation du
métabolisme et la résistance & la chimiothérapie et a la radiothérapie. Au contraire, la diminution d’expression de HIF
diminue la croissance tumorale des GBM en inhibant les CSG et I’angiogenése tout en favorisant la différenciation et
I’apoptose (Yang et coll., 2012).

2. La migration et I’invasion radio-induite

En association avec la chimiothérapie, la radiothérapie représente une prise en charge
importante dans le traitement du GBM (Stupp et coll., 2005, Wen et Kesari, 2008). Malgré les efforts
importants faits pour améliorer et trouver de nouveaux protocoles et techniques de radiothérapie
permettant a terme d'améliorer la survie et la qualité de vie des patients atteints d’un GBM, la quasi-
totalité¢ des patients traités (plus de 90 %) présente des récidives locales qui s’expliquent entre autres
par la reprise de la prolifération tumorale et/ou par une invasion tumorale (Stupp et coll., 2009). A
I’heure actuelle, un certain nombre de donnés cliniques et expérimentales suggerent que ce processus
métastatique local pourrait étre paradoxalement provoqué par la radiothérapie (Moncharmont et coll.,

2014).

La formation de métastase correspond a un phénomeéne séquentiel qui comprend une invasion
initiale et locale qui commence par le détachement des cellules cancéreuses de la masse tumorale et la
dégradation de la matrice par des protéases permettant la motilité¢ cellulaire. Une fois mobiles, les
cellules cancéreuses ont alors la possibilit¢ de rejoindre la circulation sanguine ou lymphatique par
intravasion pour finalement intégrer le parenchyme d’un autre organe par extravasation (Mareel et coll.,

2009).

Les premieres études de Krebs et coll. puis de Yamamoto et coll. dans les années 1930 sur les

effets de radiations sur la migration tumorale et la métastase bien que suggestives, n’avaient pas permis
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de conclure définitivement sur 1’effet stimulant des rayonnements ionisants sur la migration de cellules
tumorales (Krebs, 1930 ; Yamamoto, 1936). C’est réellement a la fin des années 1950 que Kaplan et
Murphy ont démontré que des irradiations uniques (entre 4 et 10 Gy) de carcinomes implantés chez la
souris étaient capables d’induire 6 semaines apres I’irradiation, une augmentation du pourcentage de
métastases pulmonaires (Kaplan et Murphy, 1949). C’est en 1991 que Von Essen va compiler pour la
premicre fois I’ensemble des résultats concernant 1’apparition de cellules métastatiques induite par des
irradiations ionisantes. Dans cette revue, Von Essen regroupe une quarantaine de publications qui
s’intéressent a I’effet de I'irradiation locale de la tumeur sur le comportement métastatique dans
différents systémes expérimentaux (F Von Essen, 1991). Il rapporte également des données concernant
les effets de I’irradiation du tissu normal sur le comportement métastatique montrant une localisation

préférentielle des métastases au niveau des tissus normaux irradiés (F Von Essen, 1991).

Depuis, de nombreuses études majoritairement réalisées in vitro ont pu montrer dans différentes
lignées tumorales d’origines tissulaires variées que les rayonnements ionisants €taient capables de
favoriser les capacités de migration et d’invasion des cellules tumorales survivantes (Tableau 4). Dans
de nombreux cas, les auteurs se sont intéressés a déterminer les acteurs moléculaires et/ou les voies de
signalisation nécessaires a cette migration radio-induite dans un contexte donné. Les résultats de ces
¢tudes ont été récemment repris dans trois revues (Moncharmont et coll., 2014, Fujita et coll., 2015 ;
Sundahl et coll,, 2018). Cependant, malgré ce nombre croissant de données expérimentales qui
documentent les effets de I’irradiation sur le pouvoir métastatique et la migration des cellules
tumorales, il subsiste un certain scepticisme en radio-oncologie quant a la signification de ces résultats.
En effet, méme si un certain nombre de mécanismes ont pu étre identifiés, ces derniers ont été
principalement observés in vitro ou ex vivo dans des lignées cellulaires immortalisées (Moncharmont et
coll., 2014, Fujita et coll., 2015). D’autre part, ce scepticisme est ¢galement dii au manque de données
cliniques démontrent clairement 1’existence de ce processus chez des patients atteints d’un cancer et

soignés par radiothérapie conventionnelle (Vilalta et coll., 2016).

Quoi qu’il en soit, toutes ces ¢tudes ont mis en évidence une multitude de voies moléculaires
impliquées dans les processus d’invasion et de métastase radio-induite (Figure 30) (Falk et coll., 2014,
Moncharmont et coll., 2014, Vilalta et coll., 2016, Sundahl et coll., 2018). Parmi ces acteurs
moléculaires, certains pourraient représenter des cibles thérapeutiques permettant d’améliorer la

réponse a la radiothérapie (Sundahl et coll., 2018)
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Figure 30: Les voies moléculaires impliquées dans la migration/invasion des métastases radio-induites (Sundahl et coll.,
2018).

2.1. Mécanismes moléculaires impliqués dans la migration radio-induite des
cellules cancéreuses

Comme précédemment illustré (Figure 30), les voies ou mécanismes décrits comme étant
impliqués dans la migration/invasion radio-induite sont nombreux et variés et peuvent dépendre du
type cellulaire et de la dose d’irradiation (unique ou séquentielle). Les tableaux suivants récapitulent la
plupart des études qui ont mis en évidence ces mécanismes. Le Tableau 4 regroupe les études menées
sur des lignées tumorales d’origines diverses (foie, poumon rein, pancréas) et le Tableau 5 s’intéresse

plus spécifiquement aux données obtenues sur lignées de cellules de glioblastome (Tableau 5).
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Tissus Lignée Invitro ou |Dose d’irradiation |Migration/ |Mécanisme Référence
d’origine cellulaire ex vivo (source) invasion
Poumon MCF-7 In vitro 5Gy(y) 71 Augmentation de Kuo et coll.,
H1299 NSBI et de HIF-1a 2015
H1299 In vitro 2 Gyen 1 fraction |ND/? Augmentation de HIF- | Gu et coll.,
A549 X lo/ ROS qui 2015
H460 augmentent SDF-1/
CXCR4 qui activent
PI3K/pAkt et
MAPK/pERK1/2
A549 In vitro 0.5 Gyen 1 fraction |]/] Suppression de Akino et
EBC-1 2 Gyen 1 fraction I’ANLN (homologue |coll., 2008
8 Gy en 1 fraction de I’anilline)
(Carbon ion)
A549 In vitro 1 Gy (y) I Induction de connexin- | Ghosh et
43 et p38-MAPK coll., 2014
Carcinome de |/In vivo 30 Gyen 1 fraction |ND/1 Induction de MMP-2 | Camphasuen
Lewis ) et coll., 2001
40 Gy en 1 fraction
)
40 Gy en 2 fractions
)
50 Gy en 5 fractions
$2)
Carcinome de | /n vitro 2.5 Gyen 1 fraction |ND/1a7,5 Induction de MMP-9 | Chou et
Lewis Ex vivo 5 Gy en l1fraction Gy coll., 2012
7.5 Gy en 1 fraction
10 Gy en 1 fraction |Métastase
50 Gy en 5 fraction s | augmentée a
) 50 Gy
(p<0.01)
A549 In vitro 6 Gyen 1 fraction |1/ND Augmentation de p38 |Jung et coll.,
12 Gy en 1 fraction MAPK 2007
)
NSCLC In vitro 4 Gyen 1 fraction A Induction de Zhao et
Nrf2/Notch coll., 2017
A549 In vitro 10 Gy en 1 fraction |ND/1 Augmentation de Ishihara et
0:8] integrin 1 coll., 2010
Foie Huh7 In vitro 15 Gyen 1 fraction |1/1 Induction de la Hong et
€2) métalloprotéinase-17  |coll., 2016
(ADAM17)
HepG2 In vitro 5 Gyen 1 fraction(y) |[ND/1 a 7,5 Induction de MMP-9 | Cheng et
Huh7 7.5 Gy en 1fraction |Gy via PI3K/Akt/NF- coll., 2005
Hep3B ) kappaB
10 Gy en 1 fraction
)
Utérus Hela In vitro 1 Gy (y) 71 Induction de connexin- | Ghosh et
43 et p38-MAPK coll., 2014
Pancréas AsPC-1 In vitro 2 Gyen 1 fraction A Dégradation de Fujita et
BxPC-3 (carbon ion) Racl/RhoA coll., 2015
MIAPaCA-2
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MIAPaCA-2 |In vitro 0,5 Gy ND/1 PI3K-AKT RhoA Fujita et
Panc-1 1 Gy coll., 2014
2 Gy
4 Gy (carbon ion)
MIAPaCA-2 | In vitro 0,5 Gy ND/tMIAPa |SerP, plasmin, uPA Fujita et
Panc-1 1 Gy CA-2 coll., 2012
BxPC3 2 Gy ND/| Pancl,
AsPC-2 4 Gy BxpC3,
(Carbon ion) AsPC-2
MIAPaCA-2 |In vitro 2 Gy in 1fraction Panc-1(—), |Induction de MMP-2 |Fujita et
Panc-1 4 Gy in lfraction MIAPa 14 2 coll., 2011
X) Gy /1
Sein MCF7 In vitro 2 Gy en 3 fractions |1/ Augmentation de la Kim et coll.,
SKBR3 ) famille des protéines 2015
kinases SRC (EMT) et
de PI3K/protéine
kinase B et p38 MAPK
MDA-MB- In vitro 10 Gyen 1 fraction |1/1 Induction de De Bacco et
231 (IR) I’oncogéne MET via  |coll., 2011
MDA-MB- ATM-NF-«B
435S
MMTV In vivo 10 Gy en 1 fraction |ND/1 Induction de TGF-3 Biswas et
PyVmT X) coll., 2007
Carcinome HNSCC In vitro 8 Gy en 1 fraction A Induction du systéeme |Beck et
téte et cou Kallikrein-kinin coll., 2012
(BKB2R)
Rectal HT1080 In vitro 4 Gyen 1 fraction |ND/{ Augmentation de Speake Wj
€2) MMP pour un temps | et coll., 2004
limité
Peau R-8 Ex vivo 10 Gy en lfraction |ND/1 Augmentation uPAR | Rofstad et
15 Gy en 1 fraction coll., 2004
X)
Rein 293T In vitro 5 Gy (y) A Augmentation de Kuo et coll.,
NSBI1(supprime I'ub {2015
de HIF-1a) et
augmentation de HIF-
la
Meduloblasto |DOAY In vitro 7 Gyen 1 fraction |1/1 Augmentation de Nalla et
me D283 Ex vivo (RS 2000 Biological uPAR et integrin 1/ |coll., 2010
Irradiator ) FAK

Tableau 4: Effet de I’irradiation sur la migration et I’invasion cellulaire de lignées tumorales des différentes origines
tissulaires et les mécanismes détectés dans ces processus (adapté de Falk et coll.., 2014 et de Moncharmont., 2014, Sundahl

et coll, 2018).
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Lignée In vitro|Dose d’irradiation Migration/invasion | Mécanisme Référence
cellulaire ou ex
vivo
U251 Invitro |8 Gyen 1 fraction I Induction de MMP-2 |Badiga et
Us1 (X ray) coll., 2011
U251 Invitro |10 Gyen 1 fraction 71 Induction de|De Bacco et
(X ray) I’oncogene MET via|coll., 2011
ATM-NF-«B
ug7 Invitro |1 Gyin 1 fraction T (3Gy)/ND Induction de B1 et de|Goetze et
3 Gyin 1 fraction B3 intégrine coll., 2007
10 Gy in 1 fraction
(X-ray and (12)C heavy ion )
ug7 Invitro |8 Gy (intermittent sur 40 min) ND/t Induction de TGF-B|Canazza et
(Cyber knife like irr (IIR) et B1-integrin coll., 2011
ug7 Invitro |1 Gy (y) 71 Induction de|Ghosh S et
BMG-1 connexin-43 et p38-|coll., 2014
MAPK
F98 Invivo |15 Gy (y) ND/| Utilisation de|Desmarais G
Meloxicam qui |et coll., 2015
diminue MMP-2, IL-
1B, IL-6, TGF-
B1,TNF-a
C6L Invivo |3 Gy (y) ND/1 Augmentation de|Park et coll.,
I’activit¢ MMP 2012
U7 Invitro |3 Gy (y) ND/1 Activation de Wnt/|Dong et
caténine qui active |coll., 2015
MMP2-MMP9
U87 MG Invitro |U87:5 Gyen 1 fraction V/ND Apoptose p53|Fehlauer et
GaMg GaMg : 10 Gy en 1 fraction (X ray) dépendante en |coll., 2007
présence de TMZ
aussi
C6 rat Invitro |6 Gyen 1 fraction 1/ND Diminution de FAK et| Hwang et
gliome * 12 Gy en 1 fraction (y) paxillin et|coll., 2006
augmentation de p38
et JNK (cibles de
Rac)
ug7 Invitro |1 Gyen 1 fraction ND/1(2/4 lignées) | Activation EGFR | Park et coll.,
U373 2 Gyen 1 fraction dépendant de|2006
LNI18 3 Gyen 1 fraction Src/augmentation  de
LN428 5 Gyen 1 fraction p38/Akt/ et PI3K/Akt
10 Gy en 1 fraction (y) et MMP-2 et PTEN
US7MG, Invitro |2 Gyen 1 fraction ND/1 (2 Gy) Augmentation de|Rieken et
Ln229 10 Gy en 1 fraction avp3 or avp5|coll., 2011
(photon) intégrine
T98G Invitro |2 Gyen 1 fraction (X ray) 1/ND Activation du canal|Steinle et
U8TMG BK qui active lajcoll., 2011
CaMKII
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US7TMG In vitro et| 1 Gy en 1 fraction 1/1 (3 et 6 Gy) Induction de aVp3|Wild-Bode
LN18 exvivo |3 Gyen 1 fraction integrin et altération |et coll., 2001
LN229 6 Gy en 1 fraction (y) de MMP2 et MMP-9,
Bcel2
U87 Invitro |6 Gy en 3 fractions (2 Gy/jour) ND/1 Stabilisation de HIF-|Kim et coll.,
U373 ) la par 1’activation de|2014
MAPK
T98G Exvivo |10 Gyen 1 fraction T Augmentation de|Mahabir et
KMG4 20 Gy en 10 fractions (2Gy/jour) Snail (transition GM) |coll., 2014
(X ray) via  phosphorylation
de GSK-3 et
ERK1/2 et induction
de MMP-2,
augmentation de
TGF-p
LN229 Invitro |6 Gy ND/1 avB3 intégrine Wick et coll.,
U87TMG 2002
U251 Invitro |2 Gy ND/t MMP/TIMP Furmanova-
Hollenstein
et coll., 2013
C6L rat * Invitro |1-7 Gy ND/1 MMP2 Park et coll.,
2012
UN3 In vitro et|2 - 8 Gyen 1 fraction A Activation EGFR et|Zhai et coll.,
GM2 exvivo |(photon beams) IGFRI1 2006

PI3K/ Rho signaling

Tableau 5: Effet de I’irradiation sur la migration et ’invasion cellulaire de lignées tumorales de glioblastome humain ou de
rongeur (*) et les mécanismes détectés dans ces processus (adapté de Falk et coll., 2014 et de Moncharmont et coll., 2014 ;
Sundahl et coll., 2018).

A partir de 1’ensemble de ces données (Figure 30, Tableau 4 et 5), nous pouvons distinguer

quelques grands mécanismes communs a la plupart des lignées cellulaires ont un réle majeur dans la

migration/invasion radio-induite :

a la surexpression des métalloprotéinases et des intégrines,

2) 'importance de I’expression de protéines qui régulent le cytosquelette cellulaire,

1) la transition épithéliale mésenchymateuse associ¢e a la sous-expression des E-cadhérines et

3)les phénomenes d’adhésion entre les cellules et la matrice extracellulaire (intégrines et MMP),

4)et la rupture de la matrice extracellulaire par les métallo-protéases.

2.1.1. La transition épithéliale mésenchymateuse

L’induction de la transition épithéliale mésenchymateuse (TEM) qui est décrite comme plus

facile dans les cellules cancéreuses a haut potentiel métastatique, promeut ainsi le développement des

métastases (Zhou et coll., 2011). Pendant ce processus, les cellules épithéliales perdent leur polarité et
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acquierent un phénotype mésenchymateux qui induit une migration cellulaire. La sous-expression de la
protéine E-Cadhérine et la perte des jonctions intercellulaires stables qui initient ce processus a été
décritE dans les cellules irradiées (Jung et coll., 2007 ; Lopez-Novoa et Nieto, 2009). Comme le montre
les deux Tableaux 4 et 5, I’irradiation induit également cette transition épithéliale mésenchymateuse par
la surexpression des métallo-protéases (MMP2, MMP9Y) dans différents types de cancers (Hong et coll.,
2016 , Camphasuen et coll., 2001 , Fujita et coll.,, 2011 , Chou et coll., 2012 , Nalla et coll., 2010,
Speake et coll., 2004, Ishihara et coll., 2010) ainsi que dans différentes lignées de gliomes (Badiga et
coll., 2011, Goetze et coll., 2007, Canazza et coll., 2011, Desmarais et coll., 2015, Park et coll., 2012,
Dong et coll., 2015, Gogineni et coll., 2011, Hwang et coll., 2006, Park et coll., 2006, Rieken et coll.,
2011, Rieken et coll.,, 2011, Wild-Bode et coll., 2001, Mahabir et coll., 2014). Cette augmentation de la

TEM est accompagnée d’une augmentation de la migration/invasion radio-induite (Tableau 4 et 5).

2.1.2. La réorganisation du cytosquelette

La migration des cellules cancéreuses s’effectue également par la réorganisation du
cytosquelette, notamment par la variation de 1’équilibre entre assemblage et désassemblage des
microtubules cytoplasmiques qui impliquent ’actine. En altérant 1’organisation de 1’actine, I’irradiation
induit la migration et I’invasion des cellules cancéreuses dans différents types cellulaires (Zhao et coll.,
2017, Gu et coll., 2015, Nalla et coll., 2010 ; De Bacco et coll., 2011 ; Fujita et coll., 2011 ; Ghosh et
coll., 2014 ; Fujita et coll., 2015; Zhai et coll., 2006).

Au contraire, la régulation dynamique de I’actine via la dégradation de GTP-Racl et GTP-
RhoA est montrée comme inhibant la migration et 1’invasion qui fait suite a une irradiation par les ions

de carbone (Fujita et coll., 2015, Akino et coll., 2009).

2.1.3. L’adhésion cellulaire a la matrice extracellulaire

L’augmentation de I’invasion radio-induite est aussi associée a des mécanismes qui impliquent
la régulation de la matrice extracellulaire (MEC) ou les cellules tumorales infiltrantes dégradent la
MEC via les enzymes de lyse cellulaire (MMP2 et MMP9) permettant d’augmenter leur pouvoir invasif

et métastatique (Park et coll., 2006).
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L’adhésion entre la cellule et la matrice extracellulaire se fait via des récepteurs
transmembranaires d’adhésion appelés intégrines qui se lient a la matrice extracellulaire. Les intégrines
contribuent a I’invasion et a la formation des métastases par la régulation de la motilité cellulaire, de la
localisation et de I’activité des MMPs ainsi que par le contrdle de la survie cellulaire (Desgrosllier et
Cheresh, 2010). Les intégrines sont liées a ’EGFR par des kinases appelées ILK (Integrin Linked
Kinases) et plus particuliecrement la protéine PINCH1 (cysteine-histidine-rich 1) qui forment des

complexes multi-protéiques qui induisent I’invasion (Li et coll., 2013).

Des expériences réalisées in vitro et in vivo montrent également que 1’irradiation induit une
surexpression des intégrines, une phosphorylation des FAK (Focal Adhesion kinase) et de la paxilline,
qui sont de manic¢re générale des acteurs importants de la migration cellulaire (Tsutsumi et coll., 2009,
Nalla et coll., 2010, Gogineni et coll., 2011). Une forte corrélation a par exemple été montrée entre la
surexpression des intégrines avB5 et la migration des cellules de gliomes (Rieken et coll., 2011).
Contrairement aux photons, I’irradiation par les ions carbones inhibe la migration par la sous-
expression des intégrines a la surface cellulaire. Les MMPs sont aussi activées par la surexpression
radio-induite des intégrines suggérant [’existence d’une relation réciproque entre la forme
mésenchymateuse de la migration et la dégradation de la matrice extracellulaire (Wild-Bode et coll.,

2001, Yao et coll., 2011).

2.1.4. La protéolyse de la matrice extracellulaire

La lyse de la matrice extracellulaire (MEC) par les cellules invasives est médiée par des
enzymes protéolytiques comme les métallo-protéases MMP2, MMP9 et MT1-MMPI1. Ces enzymes
agissent en équilibre avec des inhibiteurs comme 1’a-macroglobuline et les TIMPS (Tissue inhibitors of
matrix metalloprotease). Outre leur role dans la dégradation de la MEC, ces protéases sont également
capables de cliver le précurseur inactif du facteur de croissance TGF-B (Transforming growth factor-
beta). Ainsi ’augmentation du TGF-f induite par les rayonnements ionisants est impliquée dans la
migration radio-induite. L’irradiation augmente également 1’activité de MMP9 via la transcription des
NF-«kB (Nuclear factor-kappa B ; Cheng et coll., 2006). Il est intéressant de noter que 1’augmentation
radio-induite de I’activité promotrice, du niveau transcriptionnel et de la sécrétion protéique de MMP2
est associée a la migration radio-induite détecté dans les lignées de gliomes déficient pour PTEN (U87,
U251, U373 et C6), ce qui n’est pas le cas dans des lignées témoins PTEN efficientes (LN18, LN428)

(Park et coll., 2006). Au contraire, Wild-Bode et coll., ont montré que des cellules de gliomes sur-
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expriment MMP2 et MT1-MMP, sous-expriment TIMP2 (inhibiteurs des protéases) et augmentent leur
invasion cellulaire radio-induite indépendamment du statut de PTEN (Wild-Bode et coll., 2001). Dans
des cellules cancéreuses du poumon (LLC-LM), I’irradiation augmente le niveau transcriptionnel et
protéique ainsi que I’activité enzymatique de la MMP9 mais pas de la MMP2 (Chou et coll., 2012).
L’implication du complexe B-caténine/TCF semble lier les MMP au phénotype de la TEM. Ainsi, dans
les cellules de gliomes US87, I’irradiation augmente [’activité transcriptionnelle du complexe f-

caténine/TCF induisant la surexpression des MMP2 et MMP9 (Dong et coll., 2015).

D’autres hydrolases sont également impliquées dans I’invasion radio-induite. C’est le cas
notamment des protéases a sé€rines appelées activateur du plasminogene de type urokinase (uPA)
décrites dans les cellules cancéreuses de la peau R-8, (Rofstad et coll.,, 2004), des lignées DOAY et
D283 de médulloblastome (Nalla et coll., 2010) et dans les cellules tumorales du pancréas (Fujita et
coll, 2011). Comme mentionné précédemment, le TGF-§ exerce un effet direct sur I’augmentation du
nombre des métastases cancéreuses. Il a été montré que le niveau circulant de TGF-B est augmenté
dans des souris qui présentent des métastases mammaires radio-induites, et ce indépendamment du site
d’irradiation (thorax/pelvis). Dans cette étude, la prolifération des cellules cancéreuses circulantes est
inhibée par des anticorps bloquants anti-TGF-f. De la méme maniére, une irradiation n‘est plus capable
d’augmenter le nombre de métastases chez les souris qui n’ont plus de récepteur au TGF-B de type II,
ce qui suggere que I’augmentation des métastases implique directement le TGF-B (Biswas et coll.,

2007).

2.2. Mécanismes moléculaires impliqués dans la migration/invasion
dépendante d’HIF-1a

2.2.1. La migration/invasion en condition d’hypoxie

Plusieurs études montrent que HIF-la joue un réle déterminant dans les phénomeénes de
migration/invasion cellulaires en condition d’hypoxie notamment dans des différentes lignées de
glioblastome. Les résultats de ces études suggerent qu’il pourrait jouer un rdle crucial dans la
récurrence du GBM et dans les échecs thérapeutiques (Fujiwara et coll., 2007 ; Li et coll., 2013 ;
Meéndez et coll., 2010 ; Zhang et coll.,, 2013 ; Zhou et coll., 2013). Dans un modele hypoxique de
GBM, il a été rapporté que la géranylgéranyl transférase I (GGTI) régule 1’expression de HIF-1a et

induit la migration et ’invasion des GBM. Cette régulation implique I’activation des RhoGTPases qui
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sont souvent surexprimées ou mutées au niveau des tumeurs hypoxiques. Au contraire, 1’inhibition de
la GGTI inhibe la migration et I’invasion induites par ’hypoxie suggérant que le role que cette
transférase pourrait avoir un role dans la migration des gliomes dépendants de HIF-1a (Zhou et coll.,

2013).

D’autres études ont montré dans les lignées de gliomes U87, SNB75 et U251, que la TEM
induite par I’hypoxie est associée a I’accumulation nucléaire de HIF-1a/HIF-2a et ZEB1 (Siebzehnrubl
et coll., 2013). Joseph et coll., en 2015 ont pu définir que HIF-1 a, et pas HIF-2a, joue un role majeur
dans I’induction de la TEM (Joseph et coll., 2015). Ce phénomene a été inhibé par la digoxine qui est
connue pour avoir des effets modestes sur la synthese protéique globale mais qui est capable d’inhiber
d’une maniere puissante la traduction des ARNm de HIF-1a. Par cela, la digoxine supprime la TEM
diminuant ainsi I’invasion. D’autre part, la surexpression de HIF-1a dans différentes lignées de gliomes
(U87MG, U373MG ou LN18) en conditions hypoxiques est capable d’induire une invasion cellulaire
importante qui est corrélée a ’augmentation transcriptionelle des métallo-protéases MMP2 et la
diminution des inhibiteurs des métallo-protéases TIMP2 (Fujiwara et coll., 2007). Cette association
entre I’induction de la migration/invasion induite par 1’hypoxie dépendante de HIF-1a et I’expression
des métallo-protéases MMP2 est confirmée dans la lignée de gliomes U87 et démontrée dans les U251

par I’inhibition de cette migration HIF-1a dépendante via par la mélatonine (Zhang et coll., 2013).

La sous-expression d’HIF-1a qui réduit la migration cellulaire in vitro et I’'invasion in vivo de
plusieurs lignées de gliomes (humain LN308 et murin GL261) confirme ces résultats (Méndez et coll.,
2010). Cette perte de migration/invasion est accompagnée par une diminution d’expression des genes
impliqués dans la réparation de I’ADN (Rad50, Rad21, Rad52, Trp53bpl), dans 1’adhésion cellulaire
(Coll7al, Twistl) et dans la migration cellulaire (Ephb3, Kitl, Erbb2) (Méndez et coll., 2010).

L’ensemble de ces données suggerent donc que I’hypoxie est capable d’induire une
migration/invasion tumorale dépendante de HIF-1a (Kalluri et Weinberg, 2009 ; Mani et coll., 2008).
Ce phénoméne peut conduire a un développement cellulaire non controlé, a une stimulation de
I’angiogeneése et a une résistance a la radiothérapie et a la chimiothérapie. De ce fait, I’inhibition de ces
mécanismes pourrait améliorer I’efficacité de la radiothérapie en affectant les mécanismes de migration

des cellules tumorales et la formation des métastases (Biswas et coll., 2007 ; Park et coll., 2012).
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2.2.2. La migration radio-induite

L’induction de HIF-la qui peut étre activée par l’irradiation jouerait un rdéle dans la
radiorésistance des cellules cancéreuses (Huang et coll., 2011 ; Kessler et coll., 2010 ; Staab et coll,

2011 ; Strofer et coll., 2011).

Suite a la radiothérapie, le niveau d’expression de HIF-1a montre des fluctuations au cours du
temps. Au début de la phase de ré-oxygénation induite par la radiothérapie, I’expression de HIF-1a
augmente a son maximum 24 a 48 heures post-RT. Cette augmentation s’expliqueraient de la maniere
suivante : 1- I’irradiation provoquerait une augmentation de I’activité de HIF-la a cause de la
formation excessive des ROS qui stabilisent et augmentent son activité durant la phase de ré-
oxygénation radio-induite (Dewhirst et coll., 2008, Moeller et coll., 2004) et 2- pendant la ré-
oxygénation, la dépolymérisation des granules de stress (qui associent les protéines aux ARNm pendant
le stress afin d’inhiber 'utilisation de I’énergie pour la traduction des protéines) et la production des
ROS augmentent HIF-1a d’une maniere dose-dépendante de 24 h a 1 semaine (Gottschald et coll.,
2010; Kedersha et coll., 1999; Moeller et Dewhirst, 2004). Six ou sept jours apres la radiothérapie, la
stabilisation tardive de HIF-1a observée correspond a la phase de production de monoxyde d’azote liée
a I’infiltration des macrophages. Ce mécanisme qui stabilise HIF-1a est associé a la radiorésistance des
cellules cancéreuses (Chi et coll.,, 2012 ; Li et coll., 2007). L’irradiation est aussi capable de réduire
I’hydroxylation de HIF-1a via la déstabilisation des prolyl-hydroxylases (PHD?2) et la réduction de la
demi-vie de la protéine pVHL ce qui conduit a la stabilisation de HIF-1a (Kim et coll., 2014).

Plusieurs études réalisées in vitro montrent le lien direct qui existe entre HIF-la et la
radiorésistance, aussi bien en normoxie qu’en hypoxie (Huang et coll., 2011 ; Kessler et coll., 2010 ;
Staab et coll., 2011 ; Strofer et coll., 2011). Par exemple, Vordermark et coll., ont montré in vitro a
I’aide de lignées tumorales de fibrosarcome et de carcinome que 1’accumulation d’HIF-1a en hypoxie
pouvait favoriser leur radiorésistance (Vordermark et coll., 2004). Au contraire, 1’inhibition d’HIF-1a
par siARN dans des cellules cancéreuses du colon augmente in vitro I’apoptose des cellules en
condition hypoxique. De la méme maniere, ’atténuation de 1’expression d’HIF-1a dans des cellules
tumorales, que ce soit avec ou sans irradiation, inhibe la croissance tumorale lorsque que ces cellules

sont greffées en sous-cutané (Zhang et coll., 2004).
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Une unique étude réalisée sur des lignées cellulaires de gliomes (U87 et U373) montre
I’implication de HIF-1a dans la migration radio-induite des cellules de gliomes (Kim et coll., 2014).
Cette ¢étude montre qu’une irradiation fractionnée (2 Gy x 3, sur 3 jours) augmente la migration et
I’invasion des cellules U87 de maniére significativement plus importante qu’une irradiation unique (a 2
ou 6 Gy). Cette invasivité accrue des US87 radio-induite est corrélée a la transformation
mésenchymateuse mise en ¢évidence par 1’augmentation de I’expression des marqueurs
mésenchymateux tels que la N-Cadherine, la Vimentine, la fibronectine et de son régulateur Snail. Par
Western blot, les auteurs ont montré que le niveau protéique d’HIF-1a est significativement augmenté
apres I’irradiation fractionnée (2 Gy x 3) ou unique (6 Gy), et que cette hausse est reliée 1’augmentation
de sa demi-vie, sans toutefois mettre en évidence une accumulation d’HIF-1a dans des cellules

irradiées a 2 Gy.

Cette stabilisation d’HIF-1a implique ’activation de la MAPK p38 et dans une moindre mesure
la MAPK ERK précédemment montrée comme impliquée dans 1’invasion radio-induite des cellules de
gliome (Velpula et coll., 2012, Park et coll., 2012, Sofia Vala et coll., 2010). La voie MAPK p38
permet la stabilisation de HIF-la via la déstabilisation de pVHL et PHD2, qui en normoxie sont
nécessaires a la dégradation d’HIF-1a (Kim et coll.,, 2014). Au total, ces résultats obtenus in vitro
principalement dans la lignée de glioblastome U87 montrent que 1’irradiation est capable de stimuler la
migration et 1’invasion cellulaire de mani¢re HIF-1a dépendante. Jusqu’a présent, mise a part cette
¢tude, I’effet de I’irradiation sur des cellules de gliomes en relation avec HIF-1a n’a pas été exploré en
détails. De maniére encore plus surprenante, aucune étude n’a cherché a évaluer I’influence des
rayonnements ionisants sur la migration et I’invasion des cellules souches de glioblastome. Connaissant
leur radiorésistance accrue, il est important de savoir : 1- si le comportement dynamique des CSG peut
étre altéré apres irradiation et 2- si c’est le cas, quels sont les mécanismes moléculaires impliqués dans

CC processus.
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Objectifs de thése

Depuis sa découverte, le marqueur universel de 1’hypoxie, le facteur de transcription HIF-1a
suscite de nombreux intéréts tant du point de vue fondamental que thérapeutique en raison de ses
nombreux roles critiques mis en évidence dans une multitude de processus a la fois développementaux,

physiologiques et physiopathologiques (Semenza et coll., 2003 ; Wang et Semenza, 1996).

Le premier objectif de ma these a été de mieux comprendre quel pouvait étre le role de HIF-1a
dans le développement normal du cortex embryonnaire. Pour ce faire, j’ai développé un modele de
souris transgénique déficient pour HIF-1a spécifiquement au niveau des cellules de la glie radiaire afin
d’évaluer les conséquences de cette déficience au cours de la neurogenese. Ce travail a pu mettre en

¢vidence que HIF-1a joue un role déterminant dans la neurogenése embryonnaire.

En parallele a ce travail, j’ai participé a la caractérisation d’une nouvelle voie moléculaire
dépendante de HIF-1a responsable de réguler positivement et spécifiquement la migration radio-induite
des cellules souches de gliomes humaines. La mise en évidence de cette nouvelle voie impliquant HIF-
la et IMY dans les cellules souches de glioblastome pourrait contribuer a terme a améliorer I’efficacité
des traitements du gliome par 1’inhibition des mécanismes moléculaires stimulant la migration des CSG

au cours de la radiothérapie.

113



114



RESULTATS ET DISCUSSION

HIF-1a DANS LA NEUROGENESE EMBRYONNAIRE
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I. Introduction

Les processus cellulaires mis en ceuvre au cours de la neurogenése embryonnaire sont
strictement régulés par de nombreux facteurs intrinséques et extrinséques délivrés avec une séquence
temporelle stricte. Au cours du développement du cortex embryonnaire, les cellules de la glie radiaires
(GR) situées dans la zone ventriculaire (ZV) constituent le pool majoritaire de cellules progénitrices
(Hartfuss et coll., 2001). Elles sont considérées comme les cellules souches neurales (CSN)
puisqu’elles ont la capacité a la fois de s’auto-renouveler et de générer des cellules capables de se
différencier. Par division asymétrique, les GR sont capables de s'auto-renouveler et de produire soit des
neurones corticaux directement ou des progéniteurs intermédiaires qui migrent dans la zone sous-
ventriculaire et génerent deux neurones par division symétrique. Parmi les facteurs ayant la capacité
d'influencer ces processus, le niveau d'oxygene joue un rdle important notamment sur les CSN qui
résident habituellement dans des niches hypoxiques dans le cerveau embryonnaire. Il a été rapporté a
plusieurs reprises que la tension de l'oxygene influence les propriétés des CSN pendant le
développement normal du cerveau. Son rdle serait particuliecrement important dans I'équilibre entre la
maintenance des CSN et la différenciation des cellules progénitrices neurales (Chen et coll.,, 1999 ;
Studer et coll.,, 2000, Mohyeldin et coll., 2010 ; Simon et Keith, 2008). D’un autre coté, il est bien
décrit dans la littérature que la diminution du niveau d'oxygene induit des réponses adaptatives au
niveau cellulaire entrainant I'expression d'une large gamme de genes cibles. Beaucoup de ces genes
associés a l'adaptation hypoxique sont régulés par le principal activateur transcriptionnel HIF-1a, un
membre de la famille hélice-boucle-hélice PAS (PER-ARNT-SIM) dont la stabilisation au niveau
cellulaire est dépendante de l'oxygéne. En normoxie, HIF-1aw est rapidement polyubiquitiné et dégradé
par le protéasome tandis qu'en condition hypoxique, la sous-unité HIF-low s'accumule dans le
cytoplasme, se transloque dans le noyau, se dimérise avec HIF-1p puis se lie aux domaines HRE
retrouvés dans le promoteur d'un grand nombre de genes impliqués dans le transport du glucose,
I'érythropoicse, la glycolyse, 1'angiogenese et la survie cellulaire (Hofer et coll., 2002 ; Semenza 1999;

Semenza, 2006 ; Ke et Costa 20006).

HIF-1a est un facteur de croissance essentiel au développement précoce de nombreux organes.
Ainsi, son inactivation compléte entraine de nombreuses malformations cardiaques et vasculaires
provoquant rapidement une létalité chez la souris a un stade précoce de développement E10.5 (Iyer et

coll,, 1998 ; Kotch et coll., 1999). De ce fait, son implication au niveau des GR dans le développement
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du cortex cérébral embryonnaire n’était pas envisageable dans les modeéles déficients pour HIF-1a déja

décrits.

Dans ce but, j’ai développé un modele de souris knockout conditionnel inductible
spécifiquement dans les GR reposant sur le systéme Cre/LoxP (Glast-YFP-CreERT?2; HIF-1a¥1ox oy
HIF-10 CKO) afin de mieux comprendre le role de HIF-1a dans le développement embryonnaire du
systéme nerveux central. Ce modele a été validé par la détection du marqueur de recombinaison YFP a
partir de 24 heures aprés gavage (E16,5 et E14) aussi bien dans les témoins (Glast ©* HIF-1a **,
souris Ctrl) que chez les souris déficientes pour Hif-1ow (Glast < HIF-10. % #, souris CKO). Nous
avons retrouvé une diminution significative de 1’expression des ARNm codant pour HIF-1a dans les
cellules Glast®™ HIF-1a % par rapport aux cellules témoins. Ce modéle transgénique déficient pour
HIF-1a spécifiquement au niveau des GR nous a permis de démontrer que HIF-1a représente un acteur

essentiel de la neurogenése embryonnaire.
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I1. Matériels et méthodes

1. Souris

Les souris floxées sur I’exon 2 de HIF-1a (souche B6.129- HIF-1a tm3Rsjo / J laboratoire de
Jackson) sont croisées avec des souris Glast-CreERT2/ R26R-YFP (Ferent et coll., 2014) pour générer
des souris Glast-CreERT2/R26R-YFP/HIF-1q f°x/ ox (HIF-1a. CKO). Les souris HIF-1a. CKO sont
comparées aux souris témoins Glast-CreERT2/R26R-YFP (HIF-1a WT). L'ADN de la queue de souris
est utilisé pour le génotypage par PCR. Les séquences d'amorces utilisées pour le génotypage GLAST-
CreERT2 ¢étaient GLAST F8 (5'-GAGGCACTTGGCTAGGCTCTGAGGA-3 '), GLAST R3 (5
GAGGAGATCCTGACCGATCAGTTGG-3' et CERI1 (5'-
GGTGTACGGTCAGTAAATTGGACAT-3") pour amplifier un produit de 700 pb pour I’alléle sauvage
et un produit de 400 pb pour le transgene Cre. L'insertion de YFP est déterminée en utilisant 3 amorces:
R1 (5-AAAGTCGCTCTGAGTTGTTAT-3 "), R2 (5'-GCGAAGAGTTTGTCCTCAACC-3") et R3 (5'-
). GCGAAGAGTTTGTCCTCAACC-3 ") pour amplifier un produit de 314 pb pour détecter l'insertion
de YFP L'amorce directe 5-GGTGCTGGTGTCCAAAATGT-3' et Il'amorce inverse 5'-
TGTCCTTGCTGAGTGACAAGTGGAA-3 ' permettent de détecter un produit de 345 pb pour ’exon
2 flox¢é et un produit de 295 pb pour l'allele sauvage de HIF-1a (figure 1A). Tous les animaux inclus
dans cette étude étaient hétérozygotes pour la Cre (Cre /+) et homozygotes pour l'insertion de YFP
(YFP ") et le floxage de HIF-10. Les expériences sont réalisées conformément a la directive du Conseil
des Communautés européennes (86/609/ECC) et sont approuvés par le comité¢ d’éthique de notre

institut (A18_017).

2. Administration du Tamoxiféne

Le tamoxiféne (Sigma, T5648) est dissous dans de l'huile de mais (Sigma, C8267) a 37 ° C
pendant plusieurs heures a 20 mg/ml. Pour l'induction embryonnaire de l'activité Cre, 3 mg de
tamoxifene sont administrés par gavage oral de femellesn gestantes (E12.5 ou E14.5). La délétion de

I’exon 2 de HIF-1a est confirmée par PCR sur des cellules isolées de la ZSV et triées le critere YFP+.
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3. Injection intrapéritonéale de Brdu

Les injections intrapéritonéales (IP) de 200 pul d’une solution de BrdU a 5 mg diluée dans du
PBS, refB5002, Sigma) sont effectuées deux heures avant le sacrifice (Roque et coll., 2012, Etienne et

coll,, 2014).

4. Immunofluorescence

Deux jours apres le gavage oral de la femelle gestante, les cerveaux d'embryons sont prélevés et
fixés pendant une nuit a 4 ° C par immersion dans du 4% paraformaldéhyde. Les échantillons sont
transférés dans du PBS puis traités pour inclusion dans la paraffine en utilisant un processeur Tissue-
Tek (VIP, Leica). Les coupes coronales (5 um) ont ét€ obtenues avec le microtome RM 2125 RT Leica
et montées sur des lames de verre revétues de polylysine. Les coupes de cerveaux sont dé-paraffinisées,
démasquées dans une solution de citrate (pH 6) et incubées dans du PBS additionné de 7,5% de sérum
de chevre et de 7,5% de sérum de veau foetal pendant 1 heure a température ambiante. Pour
I’immunflurescence, les lames sont incubées pendant la nuit avec les anticorps primaires a 4 © C. Les
anticorps primaires utilisés dans cette étude sont: anti-GFP (1/200°, poulet, réf Ab13970, Abcam), anti-
GLAST (ACSA-1) (souris, 1/50°, réf 130-095-822, Miltenyi), anti-BrdU (1/300°, souris, réf RPN20ADb,
GE Healthcare), anti-caspase-3 clivée (1/200°, lapin, référence 9661S; signalisation cellulaire), anti-
Sox2 (1/200°, lapin, réf. D1C7J, signalisation cellulaire et souris, réf. 4900, Cell Signaling), anti-Pax6
(1/200°, lapin, réf. D3A9YV, signalisation cellulaire), anti-Tbr2 (1/200°, lapin, réf ab23345, Abcam),
anti-Tbrl (1/100 ¢, lapin, réf. Ab31940; Abcam), anti-phospho-histone H3 (Ser10) (1/400°, souris, réf.
9706; signalisation cellulaire). La contrecoloration nucléaire est réalisée par incubation avec du 4 ', 6-
diamidino-2-phénylindole (DAPI). Les lames sont finalement montées en Fluoromount (Southern
Biotechnologies Associates) et les acquisitions ont été effectuées avec des filtres d’excitation et
d’émission adaptées au fluorochrome utilis€¢ sur un microscope (pathfinder) permettant de faire des
acquisitions en mosaique ou avec un miscroscope a fluorescence (Olympus BXS51). Les images sont
ensuite empilées avec le logiciel Photoshop (Adobe, San Jose, Californie, Etats-Unis) et utilisées pour

mesurer les cellules marquées.
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5. Mesure de I’épaisseur corticale

Les coupes corticales sont analysées dans un secteur standard de la paroi cérébrale dorso-
médiale. L'épaisseur totale du cortex cérébral est déterminée en utilisant des coupes de cerveau
coronales contre-colorées au DAPI (coupes de paraffine de 5 um). Les mesures des deux hémispheéres
de chaque embryon sont effectuées en utilisant des coupes a des positions antéro-postérieures
identiques. Un minimum de trois embryons provenant de trois portées différentes de chaque génotype a

¢té analysé.

6. Quantification des cellules mitotiques et apoptotiques

Les figures mitotiques localisées dans les parois cérébrales dorso-médiales sont comptées par
rapport a leur emplacement: apicale (mitose au bord du ventricule) ou basale (mitose dans les couches
profondes du cortex). Les comptages du nombre de mitoses sont obtenus a partir des hémisphéres droit
et gauche de deux sections de chaque cerveau pour trois cerveaux embryonnaires provenant de trois
portées différentes pour le méme génotype. La longueur de chaque secteur analysé est mesurée et les
résultats ont été exprimés en nombre de noyaux Phospho Histone H3 positif/360 um de longueur.
L'observation des cellules apoptotiques est réalisée par immunomarquage contre la caspase-3 clivée et

par la détection des noyaux pycnotiques (Nowak et coll., 2006).

7. Orientation du fuseau mitotique des mitoses apicales

L'orientation du fuseau des cellules subissant une mitose apicale est quantifié¢e comme décrit
précédemment en utilisant une macro spécialement développée dans le logiciel ImageJ (Godin et coll.,
2010, Etienne et coll., 2012). L'orientation des chromatides sceurs est d'abord définie en tragant une
ligne reliant le haut et le bas de chaque chromatide. Le plan de clivage a été défini comme la ligne
bissectrice des deux lignes d'orientation des chromatides. Le plan de la surface apicale est déterminé
comme une ligne tangente a la zone ventriculaire et l'angle entre le plan de clivage et la mesure de la

surface apicale.
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8. Quantification des marqueurs cellulaires

La quantification des cellules BrdU", Sox2", Pax6", Tbr2" et Tbrl" sur les coupes de cerveaux
est réalisée en utilisant une grille sur la paroi cérébrale dorsomédiale. La grille d’analyse est d’une
longueur de 100 pum et est divisée en 36 secteurs (bin) de 10 um de hauteur dans sa dimension radiale.
Le premier bin est aligné avec son grand axe parall¢le a la bordure ventriculaire. Le nombre de cellules
marquées est compté dans chaque bin. Chaque zone comprenant la zone ventriculaire (ZV), la zone
sous-ventriculaire (ZSV), la zone intermédiaire (ZI) ou la plaque corticale (PC) sont délimitées
respectivement par immunomarquage dirigé contre Sox2, Tbr2 et Tbrl chez les souris sauvages. Deux
coupes corticales différentes ont été analysées par embryon pour trois embryons provenant de trois
portées différentes. Les mesures sont effectuées dans les deux hémispheres droit-gauche en utilisant des

sections situées a des positions antéro-postérieures identiques.

9. Tri cellulaire

Les cortex embryonnaires dorsaux sont microdisséqués sous binoculaire puis dissociés par
incubation pendant 10 minutes avec de la collagénase de type I (100 U / ml, technologies Life) et de la
DNAse (100 U / ml, Sigma) dans du PBS a 0,15 % de BSA. Le tissu est ensuite dissocié
mécaniquement en suspension monocellulaire. Les agrégats sont retirés avec un filtre en nylon de 20
um (BD Biosciences) et les cellules sont centrifugées a 300 g pendant 10 minutes a 4 ° C. Finalement,
les cellules sont incubées pendant 20 minutes dans du PBS a 0,15 % de BSA avec un anti-GLAST-PE
(ACSA-1) (souris, 1/50°, référence 130-095-822, Miltenyi) et lavées une fois dans du PBS a 0,15 % de
BSA. Immédiatement avant le tri cellulaire, du Hoechst 33258 est ajouté a une concentration finale de
1 ug/ml pour détecter les cellules mortes. Les cellules GLAST'/YFP" sont ensuite isolées a 1’aide d’un

trieur de cellules INFLUX équipé d'une buse de 86 um a 40 psi.

10. Isolement de I’ARN et qRT-PCR

Les cortex dorsaux embryonnaires disséqués ou les cellules GLAST/YFP' isolées par tri
cellulaire obtenus a partir de souris témoins et du cortex de souris HIF-1oo CKO de 16,5 jours de

gestation sont lysées dans du tampon de lyse RLT. Les ARN totaux du tissu cortical sont isolés avec le
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kit RNeasy Plus Mini (QIAGEN), tandis que le kit RNeasy Plus Micro (QIAGEN) est utilisé pour

1soler les ARN des cellules triées conformément aux instructions du fabricant.

Les ARN totaux sont transcrits de maniére inverse en ADNc en utilisant le mélange de

transcription inverse (Applied Biosystems) avec des amorces spécifiques listées dans le tableau 1 (HIF-
1o/GLUT-1/VEGF/Sox2/Pax6/Tbr2/Ki67 (Sigma-Aldrich)). La q-PCR est réalisée sur un systeme de
détection de séquence ABI PRISM 7900 en utilisant du SYBR Green pour RT-PCR. Les niveaux

d'expression sont normalisé€s avec I’expression du gene rapporteur GUS.

Amorces Séquences

HIF-1a Exon 2-3 Forward : AACAGTCCATCTGTGCCTTCA
Reverse : TTCTGGATGCCGGTGGTCTA

GLUT-1 Forward: GCAGCAGCCTGTGTACGCCA
Reverse : TGAGGTGCAGGGTCCGTCGT

VEGF Forward : AAGGACTGTTCTGTCAACGG
Reverse : CTTGCAGATGTGACAAGCCA

Sox2 Forward : CGGAGTGGAAACTTTTGTC
Reverse : CGCGGCCGGTATTTATAAT

Pax6 Forward: GCATGCAGAACAGTCACAGCGGA
Reverse : AGTGGCCGCCCGTTGACAAA

Tbr2 Forward :ACCAAAACACGGATATCACCCAGCT
Reverse : TGGGATGAATCGTAGTTGTCCCGGA

Ki67 Forward : AGCAAACCAGCTGCAGAAAT
Reverse : CCCTTGGCTTAGGTTCACTG

Gus Forward : CTCCTCACTGAACATGCGAGG
Reverse : GCCACAGCTGAATAGCCAGTT
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II1. Résultats expérimentaux

1. Mise au point de I’induction sélective de la perte d’expression de HIF-
la dans les GR au cours du développement embryonnaire

1.1. Démarche expérimentale

Notre ¢étude s’appuie sur le développement d’un modele de souris knockout conditionnel
inductible dans les CSN reposant sur le systeéme Cre/LoxP.
Dans ce mod¢le :

- expression de la recombinase Cre se trouve sous la dépendance du promoteur Glast, elle est
exprimée constitutivement dans les GR Glast™ (Figure 1A ; Mori et coll., 2005)

- le traitement des animaux par du tamoxiféne permet I’activation de la Cre,

- I’activation de la Cre est détectée grace a I’excision par la recombinase d’un codon stop floxé
permettant I’expression de la protéine fluorescente YFP. Ce systéme permet de détecter les cellules
recombinées par fluorescence (Figure 1A ; Ferent et coll., 2014).

- ’excision par la Cre de I’exon 2 du géne HIF-1a grace a la présence de séquences loxP
entraine la perte de I’expression d’une protéine HIF-1a fonctionnelle dans les cellules Glast”™ (Figure

1A).

Au cours de cette étude nous avons généré des souris témoins Glast“™* HIF-1o** dont le
traitement par le tamoxiféne induit des cellules YFP positives qui conservent I’expression de HIF-1a et
des souris Glast®™" HIF-10°¥1* (CKO) qui générent aprés le traitement au tamoxiféne des cellules

YFP positives déficientes pour HIF-1a (Figure 1).

1.2. Optimisation des recombinaisons au cours du développement
embryonnaire

Dans le cerveau embryonnaire, le transporteur GLAST est exprimé par les cellules gliales
radiaires situées dans les zones ventriculaires et qui émettent des longs prolongements cytoplasmiques
de facon radiale. Les GR font fonction de cellules souches neurales en générant successivement des

125



neurones, des astrocytes et des oligodendrocytes en fonction du stade de développement. Durant les
stades de développement embryonnaire E11 a E17 de la souris, les GR générent, par des divisions
asymétriques, des progéniteurs intermédiaires ou directement des neurones qui perdent 1’expression de

GLAST et migrent le long des fibres de la glie radiaire vers leur localisation terminale.

Dans le but d’optimiser I’activation de la Cre, nous avons test¢ différents protocoles de
traitement par le Tamoxiféne de femelles gestantes en faisant varier la dose, la voie d’administration de
tamoxiféne (gavage ou IP) et le stade de développement (puisque le niveau d’expression de GLAST
par les CSN varie en fonction du stade de développement du cerveau). En accord avec le fait que dans
la plupart des régions cérébrales, les GR constituent la majorité des progéniteurs a E13/E14 alors que
pratiquement aucune GR n’est présente au stade E10/E11 (Gotz et coll,, 2005), et que le niveau
d’expression de GLAST est plus important a E14 dans le télencéphale dans des souris Glast creERT2-
YFP (Mori et coll., 2005), le protocole optimal retenu a consister en un gavage unique de la femelle
gestante avec 3 mg de tamoxiféne a E14,5. L’ analyse des coupes de cerveaux montre que le marqueur
de recombinaison YFP est détectable dés 24 heures pour atteindre un maximum en nombre de cellules
48 heures aprés gavage (E16,5) aussi bien dans les témoins (Glast <" Hifl o **) que chez les souris

CKO Glast “* Hifla. % # (Figure 1B).
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Figure 1 : Activation au cours du temps et localisation des cellules recombinées suivie par I’expression de ’YFP.

A, Exemple de génotypage par PCR pour la Cre, I’YFP et le flox de HIF-1a.

B, Immunomarquages dirigés contre GLAST (rouge) et YFP (vert) sur des coupes de cerveaux embryonnaires de souris
** et CKO au niveau de la région du EGL et de la frontiére corticostriatale a 8, 24 et 48 heures post-gavage.
C, Immunomarquages dirigés contre GLAST (rouge) et YFP (vert) sur des coupes de cerveaux embryonnaires d’une souris
CKO 48 heures post-gavage. Les cellules sont contre colorées au DAPI (bleu).
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1.3. Localisation des cellules YFP positives sauvages et floxées apreés traitement
au tamoxifene

Quarante-huit heures apres le traitement (E16, 5), les cellules recombinées (YFP positives) sont
principalement retrouvées au bord des éminences ganglionnaires (EGL) et a la frontiére cortico-
striatales dans les zones dans lesquelles les CSN sont normalement situées (Figure 1B et 1C). Dans
notre modele, les cellules filles des cellules recombinées conservent I’expression de 'YFP, méme si
elles cessent d’exprimer GLAST en se différenciant. Le marquage par immunofluorescence de coupes
de cerveaux a permis de démontrer que la plupart des cellules YFP coexpriment encore GLAST 48
heures apres traitement aussi bien chez les souris HIF-1a CKO que chez les animaux témoins (Figure

1B et 1C).

Une expression de 'YFP est également retrouvée dans une moindre mesure (tant du point de vu
intensit¢ que du nombre de cellules YFP positives) au niveau de la zone corticale (Figure 2A).
Quarante-huit heures apres 1’injection de tamoxifeéne, le pourcentage de cellules ayant recombinées
dans cette zone est de ’ordre de 15 % des cellules corticales sans que soit retrouvée une différence
d’activation significative entre les souris témoins et les souris CKO (Figure 2B). La majorité des
cellules recombinées se situent au niveau des zones ventriculaire et sous-ventriculaire dans des

proportions similaires dans les animaux témoins et HIF1-a CKO (Figure 2A et 2C).

De manicre intéressante, nous avons retrouvé dans les souris témoins et CKO la présence de
quelques cellules YFP positives localisées dans la zone intermédiaire (ZI), zone ou habituellement sont
retrouvées des cellules différenciées. Ces cellules, qui ont perdu 1’expression de GLAST mais qui ont
subi une recombinaison puisqu’elles expriment la YFP semblent s’étre différenciées en migrant dans la
ZI. Ces cellules YFP positives différenciées sont retrouvées aussi bien chez les animaux témoins que
chez les souris HIF-1a floxées (Glast“™" Hifla® %) suggérant que la perte de HIF-1a (voir chapitre
1.4., Figure 2D) n’empéche pas la différenciation des CSN qui sont retrouvées dans la zone

intermédiaire.
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Figure 2: Localisation corticale des cellules recombinées YFP" et validation de I’inhibition de HIF-1q.

A, Localisation des cellules recombinées YFP au niveau des couches corticales. La ligne pointillée représente le bord du
ventricule. Les étoiles correspondent aux vaisseaux sanguins auto-fluorescents.

B et C, Pourcentage d’activation de recombinaison estimé par le nombre de cellules YFP" retrouvées au niveau du cortex
(B) et au niveau de la ZV, ZSV et ZI (C) chez les souris témoins et CKO.

D et E, Comparaison du niveau d’ARNm codant pour HIF-lo dans des cellules Glast"YFP* préalablement triées par
cytométrie en flux (D) et sur les cellules corticales (E) provenant d’animaux témoins et CKO.

ARNmM level of Hif1a in total corte:

Ctrl CKO Ctrl CKO

mRNA level of Hif1a in Glast+YFP+ cells

1.4. Validation de ’inhibition de HIF-1a dans les CSN

Nous avons mesuré les ARNm codant pour HIF-la au niveau de I’exon ciblé¢ par la
recombinaison (exon 2) par RT-qPCR dans les cellules préalablement triées par cytométrie en flux sur
les critéres YFP positif et Glast positif (Glast"YFP"). Les résultats montrent que 1’expression de la Cre
entraine une diminution significative de 1’expression de HIF-1a dans les cellules Glast“™*Hifla** par
rapport aux cellules témoins (Figure 2D, ***p<0.001). Ces résultats suggérent donc que deux jours
aprés traitement au tamoxiféne, nous sommes capables d’inhiber de maniere significative le niveau

d’expression de HIF-1a dans 15% des CGR au stade E16.5 de développement.

De maniere surprenante, alors que la majorité des cellules corticales sont toujours efficientes
pour HIF-1a deux jours aprés le traitement au tamoxiféne, I’analyse du niveau des ARNm codant pour
HIF-1a provenant du feuillet cortical d’animaux CKO montre que la déficience de HIF-1a retrouvée

dans 15 % des cellules corticales est suffisante pour diminuer significativement le niveau des ARNm
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codant pour HIF-1a dans I’ensemble des cellules corticales. Ces données suggerent que la déficience
spécifique en HIF-1a dans les cellules GLAST-positives obtenues en deux jours induit un déclin rapide

et général de I'expression de HIF-1a dans l'ensemble du cortex embryonnaire (Figure 2E, ***p<0.001).

2. L’épaisseur corticale est significativement diminuée dans les cerveaux
d’embryons CKO

Nous avons ensuite analysé I'épaisseur du néocortex E16.5 sur des coupes coronales colorées au
DAPI provenant de souris traitées au tamoxiféne deux jours avant leur sacrifice. De maniére
intéressante, nous avons montré qu'un déficit en HIF-1o était capable d'induire une réduction
significative de I'épaisseur du cortex (Figure 3A et 3B). En effet, le néocortex des cerveaux des souris
HIF-1a CKO est significativement plus mince que celui des souris témoins (Figure 3A et 3B). Cette
réduction de taille a été observée a la fois dans les zones ventriculaire et sous-ventriculaire, et au niveau

de la zone intermédiaire et de la plaque corticale (Figure 3C).
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Figure 3: L’épaisseur de la plaque corticale est significativement diminuée dans les cerveaux embryonnaires CKO.
A, Coupe coronale de cortex embryonnaire au stade de développement E16.5 d’une souris témoin et CKO contre colorée au
DAPIL

B et C, Epaisseur moyenne (en um) du cortex (B) et de la ZV/ZSV, ZI et PC (C) de souris témoins et CKO.

130



3. La déficience en HIF-1a altere I'expression du VEGF, du GLUT1 en
relation avec une altération de la vascularisation embryonnaire

Parce que HIF-1a a été décrit pour activer de nombreux génes angiogéniques requis pour le
développement vasculaire, nous avons déterminé les conséquences de sa perte fonctionnelle dans le
cerveau embryonnaire CKO en examinant l'expression des facteurs angiogéniques hypoxiques VEGF
et GLUT-1 bien connus pour étre régulés par HIF-1a (Ke et Costa, 2006). L'analyse qPCR révele que
les niveaux d'expression des ARNm codant pour VEGF et GLUT-1 dans les cellules triées
GLAST'/YFP" sont significativement réduits dans les cerveaux E16.5 CKO par rapport aux cerveaux
témoins (Figure 4A et 4B). A I’instar de la perte d’expression de HIF-1a dans le cortex embryonnaire
entier, les expressions du VEGF et du GLUTI sont également modifiées significativement dans le
cortex embryonnaire (Figure 4C et 4D), suggérant que la déficience en HIF-1a dans les cellules
GLAST" induit une diminution globale et rapide des génes codant pour des facteurs de croissance

angiogéniques au niveau du cortex embryonnaire.

Pour déterminer si l'absence d’expression de HIF-la dans les CSN GLAST" influence la
stabilité vasculaire du cortex embryonnaire, nous avons ensuite quantifié¢ la vascularisation corticale au
niveau du cortex a partir d’images obtenues par immunofluorescence et par immunohistochimie a
I’aide d’un anticorps dirigé contre la laminine. Comme le montre la Figure 4E, la densité des vaisseaux
ainsi que leur longueur sont significativement diminuées dans les souris CKO par rapport aux souris
témoins deux jours apreés l'administration de tamoxiféene. Ces données suggerent que l'inactivation du
géne HIF-1o dans les CSN GLAST" affecte trés rapidement et significativement la stabilité vasculaire

de ’ensemble du cortex embryonnaire.
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Figure 4: La perte de HIF-1a altére I'expression du VEGF, de GLUT]1 et de la vascularisation embryonnaire.

A a D, Niveau d’ARNm codant pour VEGF (A et C) et GLUT1 (B et D) dans les cellules Glast"YFP* préalablement triées (A et B) et
dans des cellules corticales (C et D).

E, Marquage immunofluorescent du réseau vasculaire a 1’aide d’un anticorps dirigé contre la laminine sur un cerveau témoin et CKO.
L’espace ventriculaire est délimité par une ligne pointillée blanche.

F et G, Quantification de la densité moyenne (F) et de la longueur moyenne (G) des vaisseaux détectés par un marquage laminine dans
des cerveaux témoins et CKO.

4. Les cerveaux CKO HIF-1a ne présentent pas d’apoptose spontanée
détectable

La réduction de I'épaisseur du cortex que nous avons précédemment mis en évidence pourrait
s’expliquer par 1’activation d’une apoptose dans les souris CKO. C’est pourquoi nous avons examiné
des coupes coronales du néocortex immunomarquées avec un anticorps dirigé contre la capase-3 clivée.
Quel que soit le site cortical examiné (ventriculaire, sous-ventriculaire, plaque intermédiaire et plaque
corticale), nous sommes incapables de détecter un marquage positif a la Caspase-3 clivée gque ce soit
dans les cerveaux CKO ou dans les cerveaux témoins (Figure 5A) alors que de nombreuses cellules
apoptotiques apparaissent clairement dans un cerveau embryonnaire témoin irradié (4 heures apres une
irradiation a la dose de 1Gy ; Figure 5B). De la méme maniére, le cortex embryonnaire des souris CKO
ne présentent pas de noyaux pycnotiques, un autre marqueur d’apoptose dans le cerveau embryonnaire
(Figure 5A ; Nowak et coll., 1999). Ces données suggérent donc que la diminution de 1’épaisseur
corticale retrouvée chez les souris CKO n’est pas due a une augmentation des événements
apoptotiques. Ces données démontrent également que la délétion de HIF-1a n’altére par la viabilité des
cellules neurales a ce stade de développement et dans ces délais de traitement.
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Figure 5: L’absence de HIF-1a n’induit pas d’apoptose au niveau de la zone corticale de cerveaux CKO.

A, L’immunodétection des cellules apoptotiques par un marquage spécifiquement dirigé contre la caspase-3 clivée ne met
pas en évidence de phénomeénes apoptotiques aussi bien dans les cerveaux témoins que CKO. Les étoiles correspondent aux
vaisseaux sanguins auto-fluorescents.

B, Quatre heures aprés une irradiation a 1 Gy, de nombreuses cellules caspase-3 positives sont retrouvées au niveau du
cortex chez une souris témoin.

5. La déficience de HIF-1¢ induit une diminution du nombre de mitoses

Puisqu’ aucun événement apoptotique ne peut expliquer l'altération de I'épaisseur corticale
observée dans le cerveau CKO, nous nous sommes intéressés a rechercher si des dysfonctionnements
mitotiques pouvaient contribuer a cette réduction chez les embryons CKO. Pour cela nous avons
déterminé le nombre de cellules mitotiques dans les cerveaux en développement des animaux témoins
et CKO par immunofluorescence a partir des coupes coronales paraffinées a 1’aide d’un anticorps
spécifiquement dirigé contre la Phospho Histone H3 (Balhorn et coll., 1975; Gurley et coll.,1978).
Dans notre analyse, nous distinguons les mitoses dites apicales situées a la frontiére du ventricule et les
mitoses basales situées a I'extérieur de la frontiere du ventricule. De maniére remarquable nous avons
mis en évidence que les cerveaux embryonnaires CKO présentent une réduction significative de plus de
50% du nombre de mitoses apicales PH3-positives par rapport aux cerveaux témoins aussi bien dans la
population générale que dans les cellules YFP" (9,3 + 0,9 versus 3,9 + 0,7 *** p<0,001 et 2,5 + 0,5
versus 0,6 £ 0,1 **p<0.01 respectivement ; Figure 6A, 6B, 6C). Une diminution similaire est observée
au niveau des mitoses basales dans la population générale (8,4 + 1,1 versus 3,9 + 0,5 ** p<0,01 ; Figure
6E et 6F) et dans la population YFP" (6,7 + 1,2 versus 2,8 + 0,6 *p<0,05, figure 6G). Au total, nos
données indiquent que la déficience en HIF-1a induit une altération mitotique générale aussi bien au

niveau des progéniteurs apicaux que dans des progéniteurs intermédiaires. Cette altération mitotique
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pourrait en partie expliquer la diminution significative de 1'épaisseur du cortex retrouvée chez les

animaux CKO (Figure 3).

Nous nous sommes ¢également intéressés a évaluer I'angle mitotique des mitoses apicales. En
effet, les cellules en cours de différenciation présentent principalement un angle mitotique horizontal
alors que I’expansion des GR permettant ’amplification des cellules progénitrices est plutdt associée
un angle mitotique vertical (Haydar et coll., 2003). Nos données montrent que 1’angle moyen entre la
plaque métaphasique et la surface ventriculaire, qui caractérisent l'orientation moyenne du plan de
clivage mitotique de la GR est comparable chez les souris CKO HIF-1a et les souris témoins (70,5 +
20,7 versus 74,3 = 13 degrés, Figure 6D). Ces données suggerent donc que la déficience en HIF-1a n'a

pas d’incidence sur la transition des GR du mode prolifératif au mode neurogénique.
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Figure 6: La déficience de HIF-1a induit une diminution du nombre de mitoses dans le cerveau en développement.

A, Marquage immunofluorescent dirigé contre la phospho-histone H3 (rouge) sur des coupes coronales de cerveaux témoins
et CKO au niveau de la bordure du ventricule délimitée par une ligne blanche pointillée. Les cellules ayant recombinées
expriment I’YFP. Les noyaux sont contre colorés en DAPI. La ligne pointillée représente le bord du ventricule.

B et C, Quantification du nombre de mitoses apicales PH3-positives (B) ou dans les cellules YFP* (cellules ayant
recombinées et déficientes pour HIF-1a, C).

D, Répartition des angles mitotiques du plan de clivage des mitoses apicales mesurés a 1’aide du logiciel ImagelJ sur coupes
coronales de cerveaux témoins et CKO.

E, Marquage immunofluorescent dirigé contre la phospho-histone H3 (rouge) sur des coupes coronales de cerveaux témoins
et CKO au niveau de la zone basale du cortex. Les étoiles correspondent aux vaisseaux sanguins autofluorescents.

F et G, Quantification du nombre de mitoses basales PH3-positives (F) et dans les cellules YFP' (G).

6. La déficience de HIF-1a diminue la prolifération des progéniteurs

Afin d'estimer in vivo la prolifération cellulaire, nous avons évalu¢ I’incorporation d’un

analogue de la thymidine (BrdU) deux heures aprés son injection intra-péritonéale chez la femelle
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gestante (E16,5). Cette expérience nous permet d’évaluer le nombre de cellules rentrant en phase S.
L'analyse des noyaux BrdU" révele que la perte de HIF-1a entraine chez les embryons CKO une
diminution significative de la prolifération des cellules a la fois dans la population ayant recombinée
(YFP", déficiente pour HIF-1a; Figure 7A et 7B; **p<0.01) que dans I'ensemble des cellules
corticales (Figure 7A et 7C ; ***p<0.001) par rapport au témoin embryon. Comme attendu, cette perte
de prolifération cellulaire est principalement localisée dans la zone ventriculaire ou est retrouvée la
majorité des cellules en prolifération (Figure 7D). Cette altération de la prolifération cellulaire est
associée a une diminution significative de 42 % de I'expression des ARNm codant pour Ki67 dans la
population GLAST'/YFP™ (*p<0,05; Figure 7E). Ainsi, la diminution rapide de la prolifération
cellulaire qui est associée a une diminution du nombre de mitoses chez les souris CKO renforce 1’idée
que ces altérations pourraient en partie étre a 1’origine de la diminution significative de I'épaisseur

corticale observée chez les souris CKO.
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Figure 7: L’absence de HIF-1a diminue la prolifération des progéniteurs.

A, Marquage immunofluorescent dirigé contre le BrdU (rouge) préalablement incorporé dans les cellules durant deux
heures avant fixation des cerveaux. Les cellules ayant recombinées sont YFP*. La ligne pointillée représente le bord du
ventricule. Les étoiles correspondent aux vaisseaux sanguins auto-fluorescents.

B et C, Quantification du nombre de cellules BrdU"YFP* (B) et sur la totalité de la couche corticale de cerveaux témoins et
CKO (C).

D, Nombre de cellules BrdU" en fonction de leur localisation dans la ZV, ZSV et ZI.

E, Niveau d’ARNm codant pour Ki67 dans les cellules triées Glast'YFP" a partir de cerveaux témoins et CKO.
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7. La perte de HIF-1a provoque une diminution des populations
cellulaires Pax6™ et Sox2™

Nous avons ensuite évalué la conséquence de la perte de HIF-1a dans les cellules GLAST+
dans deux populations prolifératives différentes : les cellules Pax6" et les cellules Sox2". La population
Pax6" est spécifique des cellules GR qui sont localisées en condition normale dans la zone ventriculaire
du cortex embryonnaire (Haubensak et coll., 2004; Hutton et Pevny, 2011; Kriegstein et Alvarez-
Buylla, 2009. Alors que Pax6 est utilis¢ comme marqueur des GR, Sox2 est considéré a la fois comme
un marqueur des GR et des PI précoces (Graham et coll., 2003 ; Hutton et Pevny, 2011). Les
immunomarquages et les comptages des populations cellulaires Pax6 et Sox2 ont été réalisés dans la
zone dorsale de coupes coronales embryonnaires provenant d’embryons témoins et CKO au stade

E16.5 jours de développement ayant recu un traitement au tamoxiféne a E14.5.

Nos analyses mettent en évidence que la perte de HIF-1a dans les GR induit une diminution
significative du nombre de cellules Pax6 " YFP" (Figure 8A et 8B, ***p<0.001) et dans la population
Sox2"YFP" (Figure 8E et 8F, ***p<0.001) dans les cerveaux déficients HIF-1a. CKO. Comme attendu,
I'examen de leur localisation dans les différentes zones de néocortex (ZV, ZSV et ZI) montre que la
perte des GR a principalement lieu dans la ZV (Figure 8C et 8G). En accord avec ces données
d’immunofluorescence, les niveaux des ARNm codant pour Pax6 et Sox2 diminuent significativement
dans le cerveau CKO par rapport au cerveau témoin (Figure 8D et 8H ; ***p<0.001). Au total, nos

données suggerent que le déficit en HIF-1a altére la neurogenese au niveau des GR.

8. La perte de HIF-1a provoque une accumulation des progéniteurs
intermédiaires Thr2*

Nous avons poursuivi nos analyses en quantifiant le nombre de progéniteurs intermédiaires (PI)
qui dérivent des GR et qui sont retrouvés en condition normale principalement au niveau dans la zone
basale de la ZV et dans la ZSV (Bulfone et coll., 1999, Gal et coll., 2006, Kriegstein et coll., 2006,
Miyata et coll., 2004). Contrairement au GR, notre analyse montre que les PI Tbr2™ sont plus nombreux
dans les cerveaux CKO aussi bien dans la population ayant recombinée (Tbr2"YPF" ; Figure 9Aet 9B,
##%n<0.001) que dans la population générale de PI Tbr2" (Figure 9Aet 9E, **p<0.01). L’examen de

leur localisation met en évidence que I’accumulation des PI Tbr2" est principalement retrouvée dans la
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ZV et la ZSV (Figure 9C et 9F). Il est par ailleurs intéressant de noter qu’une augmentation
significative du nombre de PI Tbr2+ ayant recombinés (Tbr2"YFP" déficients pour HIF-1a) est

retrouvée dans la zone intermédiaire des cerveaux CKO par rapport aux souris témoins (Figure 9C).

L’augmentation significative du nombre de PI Tbr2 + est corrélée avec 1’augmentation du
niveau des ARNm codant pour Tbr2 retrouvée dans les cerveaux CKO en comparaison a celui mesuré

dans des cerveaux témoins (Figure 9D et 9G).

9. Le nombre de neurones post-mitotiques Tbr1* n’est pas modifi¢ dans
les animaux déficients pour HIF-1a

Finalement, pour savoir si I’absence de HIF-1a pouvait permettre 1’accélération de la transition
progéniteurs intermédiaires vers la formation de neurones post-mitotiques, nous avons investigue la
population des neurones post-mitotiques exprimant le facteur de transcription Tbrl. Comme le montre
la Figure 10A, nous retrouvons au niveau du cortex, des cellules Thrl* localisées dans la ZI qui
présentent une faible expression de Thrl alors que les cellules situées au niveau de la plaque corticale
expriment fortement Thrl en accord avec les données de la littérature (Englund et coll., 2005).
L’analyse du nombre de cellules Tbrl " localisées au niveau de la plaque corticale met en évidence qu’il
n’y a pas de différence significative entre les animaux témoins et les CKO. Ceci suggere donc qu’a ce
temps de 2 jours post-traitement, ’influence de la perte de HIF-1a sur la transition PI vers neurones

post-mitotiques n’est pas détectable.
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Figure 8: La perte de HIF-10 provoque une diminution des GR.

A, Immunomarquage des GR Pax6" sur des coupes coronales de cerveaux témoins et CKO. Les cellules ayant recombinées sont YFP*. Le
bord du ventricule est délimité par une ligne blanche pointillée. Les étoiles correspondent aux vaisseaux sanguins auto-fluorescents.

B et C, Quantification du nombre de GR Pax6"YFP" au niveau du cortex (B) et en fonction de leur localisation dans la ZV, ZSV et ZI (C).
D, Niveau d’ARNm codant pour Pax6 dans les cellules corticales.

E, Immunomarquage de Sox2 sur des coupes coronales de cerveaux témoins et CKO. Les cellules ayant recombinées sont YFP*. Le bord
du ventricule délimité par une ligne blanche pointillée. Les étoiles correspondent aux vaisseaux sanguins auto-fluorescents.

F et G, Quantification du nombre totale des cellules Sox2"YFP* (F) et en fonction de leur localisation dans la ZV, ZSV et ZI (G).

H, Niveau d’ARNm codant pour Sox2 dans les cellules corticales.

139



Tbr2+ YFP+ cell number
s 8 8 & 8

o

g g

Tbr2+ cell number
8

Control

DAPI

il B

Ctrl CKO
"
Ctrl CKO

Tbr2+ YFP+ cell number per zone

m

Tbr2+ cell number per zone

w
o
]

204

-
(=]
1

(2]
(=]
i

»
(=]
1

N
o
n

o
1

ey

—

DAPI

i
Ctrl CKO Ctrl CKO Ctrl CKO

\'/4 Svz VA
—
_—
- .
Ctrl CKO C trI CKO Ctrl CKO
vz Svz VA

HIF1a CKO

- ——— T ———

YFP Thr2
3w T
o
g 400
§ 20
N B
é Ctrl CKO

ns

200

ARNm level of Tbr2 in total cortex

Ctrl CKO

Figure 9: La perte de HIF-10 provoque une accumulation des progéniteurs intermédiaires Tbr2™.

A, Immunomarquage des PI Tbr2" sur des coupes coronales de cerveaux témoins et CKO. Les cellules ayant recombinées
sont YFP*. Le bord du ventricule est délimité par une ligne blanche pointillée. Les étoiles correspondent aux vaisseaux
sanguins auto-fluorescents.
B et C, Quantification du nombre de PI Tbr2"YFP* au niveau du cortex (B) et en fonction de leur localisation dans la ZV,
ZSV et Z1 (C).
D, Niveau d’ARNm codant pour Pax6 dans les cellules triées Glast"YFP".
E et F, Quantification du nombre de PI Tbr2+ (E) et en fonction de leur localisation dans la ZV, ZSV et ZI (F).
G, Niveau d’ARNm codant pour Pax6 dans les cellules corticales.
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Figure 10: Le nombre de neurones post-mitotiques Thr1* n’est pas modifié dans les animaux déficients pour HIF-1a
au stade E16.5 de développement.

A, Immunomarquage des neurones post-mitotiques Tbr1* sur des coupes coronales de cerveaux témoins et CKO. Les
cellules ayant recombinées sont YFP*. Le bord du ventricule est délimité par une ligne blanche pointillée. Les étoiles
correspondent aux vaisseaux sanguins auto-fluorescents.

B, Quantification du nombre de neurones post-mitotiques Tbr1" au niveau du cortex.

10. Les altérations provoquées par la perte de HIF-10 a un stade de
développement plus précoce (E14.5) sont comparables a celles décrites a
16.5

Dans le but de savoir si les conséquences de la perte de HIF-1a pouvaient étre liées au stade de
développement, nous avons traité des femelles gestantes a E12.5 avec la méme dose de tamoxifene que
précédemment utilisée (3 mg, IP). Nous avons ensuite analysé les mémes parameétres que ceux

précédemment décrits chez les embryons traités au stade E14,5 de développement.

Conformément aux données de la littérature décrivant que l'expression de GLAST est plus
faible 4 E12.5 qu’a E14.5, le nombre de cellules YFP* dans le cerveau E14.5 dont I'expression dépend
de l'activation transcriptionnelle du promoteur GLAST est retrouvée inférieure a celle observée dans
les cerveaux de E16.5 chez les embryons témoins (4,3 £ 0,7 a E14.5 versus 15,1 + 2 % a E16.5) et chez
les embryons CKO (6,7 £ 1,1 a E14.5 versus 18,0 + 1,0 a E16.5).

Comme a E16.5, le pourcentage d’activation estimé par I’expression du YFP n’est pas
significativement différente dans les cerveaux témoins et CKO E14.5 (4,3 £ 0,7 % chez le témoin et 6,7
+ 1,1 % chez le CKO).
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Figure 11: La perte de HIF-lo au stade E14.5 provoque des altérations corticales et du réseau vasculaire
comparables a celles observées au stade E16.5.

A, Coupe coronale de cortex embryonnaire au stade de développement E14.5 d’une souris témoin et d’une souris CKO
contre coloré au DAPL

B, Epaisseur moyenne (en um) du cortex dans les embryons témoins et CKO.

C, Marquage immunofluorescent des vaisseaux a I’aide d’un anticorps dirigé contre la laminine sur un cerveau témoin et
CKO. L’espace ventriculaire est délimité par une ligne pointillée blanche.

D et E, Quantification de la densité moyenne (D) et de la longueur moyenne (E) des vaisseaux détectés par un marquage
laminine dans des cerveaux témoins et CKO.

F, Immunomarquage des cellules apoptotiques par la caspase-3 clivée dans les cerveaux témoins et CKO. Les étoiles

correspondent aux vaisseaux sanguins auto-fluorescents.

En dépit d’une plus petite épaisseur corticale des cerveaux témoins a E14,5 en comparaison a
celle des cerveaux E16.5 qui est liée au stade de développement, 1’épaisseur corticale des cerveaux
CKO a El14.5 présente une réduction significative par rapport a celle des cerveaux témoins E14.5
(Figure 11A et B, ***p<0.001). Cet amincissement cortical est associé¢ a une altération significative de
la vascularisation embryonnaire estimée comme précédemment par la densité et la taille des vaisseaux
immunomarqués avec un anticorps dirigé contre la laminine (Figure 11C a 11E, ***p<0.001). Comme
précédemment décrit a E16.5, aucun signe d’apoptose n’est observé dans les animaux CKO (Figure

11F).

Concernant les évenements mitotiques et la prolifération cellulaire, la encore a ce stade de
développement, la perte de HIF-1a dans les cellules GLAST provoque une diminution trés forte du

nombre de mitoses PH3" positives aussi bien en localisation apicale (Figure 12 A et 12B, ***p<0.001)
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que basale (Figure 12D et 12E, ***p<0.001) et sans différence significative du rapport divisions
apicales symétriques/asymétriques estim¢ par la mesure de I’angle mitotique (Figure 12 C). Enfin nous
retrouvons dans les CKO, une diminution significative de la prolifération cellulaire estimée par
incorporation de BrdU des GR dans les zones ZV et ZSV (Figure 12 F et 12G).

L’analyse des différentes sous population Pax6, Tbr2 et Tbrl réalisée dans les cerveaux témoins
et CKO a E14.5 nous ont permis de montrer que les cerveaux CKO a E14,5 présentent comme ceux de
E16.5, une perte significative du nombre de GR Pax6" en comparaison avec les cerveaux témoins de
E14.5 (Figure 13A et 13B, *p<0.01) ainsi qu’une augmentation (ou accumulation) du nombre de PI
Tbr2* (Figure 13C et 13D, *p<0.05) uniquement dans la ZV (Figure 13E, ***p<0.001). Enfin,
contrairement a ce que nous avions vu au stade de développement E16.5, la perte de HIF-1a provoque
une différenciation plus importante des Pl Thr2" en neurones post-mitotiques Tbrl™ puisqu’ils sont
retrouvés en plus grand nombre dans les cerveaux CKO E16.5 par rapport aux cerveaux témoins
(Figure 13F et 13G, **p<0.01).
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Figure 12: La perte de HIF-1a au stade 14.5 provoque une diminution du nombre de mitoses et de la prolifération
cellulaire.

A, Marquage immunofluorescent dirigé contre la phospho-histone H3 (rouge) de coupes coronales de cerveaux témoins et
CKO au niveau de la bordure du ventricule délimitée par une ligne blanche pointillée.

B, Quantification du nombre de mitoses apicales PH3-positives.

C, Répartition de I’angle mitotique du plan de clivage des mitoses apicales dans des cerveaux témoins et CKO.

D, Marquage immunofluorescent dirigé contre la phospho-histone H3 (rouge) sur coupes coronales de cerveaux témoins et
CKO au niveau de la zone basale du cortex. Les étoiles correspondent aux vaisseaux sanguins auto-fluorescents.

E, Quantification du nombre de mitoses basales PH3-positives.

F, Prolifération cellulaire estimée par un marquage immunofluorescent dirigé contre le BrdU deux heures apres 1’injection
du BrdU chez la femelle gestante. Le bord du ventricule est délimité par une ligne blanche pointillée. Les étoiles
correspondent aux vaisseaux sanguins auto-fluorescents.

G, Quantification du nombre de cellules en prolifération BrdU" dans le cortex de cerveaux témoins et CKO.
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Figure 13: La perte de HIF-10 au stade 14.5 induit une perte de GR Pax6* et une augmentation du nombre de PI Thr2* et des
neurones post-mitotique Thr1™.

A, Immunomarquage des GR Pax6* sur des coupes coronales de cerveaux témoins et CKO. Le bord du ventricule est délimité par une
ligne blanche pointillée. Les étoiles correspondent aux vaisseaux sanguins auto-fluorescents.

B, Quantification du nombre total de GR Pax6* dans des cerveaux témoins et CKO.

C, Immunomarquage des PI Tbr2" sur des coupes coronales de cerveaux témoins et CKO. Le bord du ventricule est délimité par une ligne
blanche pointillée. Les étoiles correspondent aux vaisseaux sanguins auto-fluorescents.

D et E, Quantification du nombre de PI Tbr2* au niveau du cortex (D) et en fonction de leur localisation dans la ZV, ZSV et ZI (E).

F, Immunomarquage des neurones post-mitotique Tbr1* sur des coupes coronales de cerveaux témoins et CKO. Le bord du ventricule est
délimité par une ligne blanche pointillée. Les étoiles correspondent aux vaisseaux sanguins auto-fluorescents.

G, Quantification du nombre de neurones post-mitotiques Tbr1* dans des cerveaux témoins et CKO.
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IV. Discussion

Au cours de notre étude, nous nous sommes intéressés a étudier le role de HIF-1o dans le
développement du cortex cérébral embryonnaire dans un modele de souris knockout conditionnel
inductible dans les cellules de la GR reposant sur le systéme Cre/LoxP (Glast-YFP-CreERT2 ; HIF-
1a™¥1%)  Deux jours aprés un gavage unique de la femelle gestante avec 3 mg de tamoxiféne, les
cellules YFP positives ayant recombinées sont retrouvées au bord des éminences ganglionnaires (EGL),
a la frontiére cortico-striatales et au niveau des zones ventriculaires et sous-ventriculaires du cortex
embryonnaire dans les zones ou les CSN sont normalement situées. Chez les souris HIF-1a CKO,
'épaisseur totale du cortex est diminuée par rapport a celle des souris témoins. Cette réduction est
observée dans chaque zone corticale (ZV, ZSV et ZI). La délétion de HIF-1a deux jour apres le
traitement au tamoxiféne n’altére pas la viabilité des cellules neurales aux stades de développement
observés (E12,5—E14,5 ou E14,5—E16,5) ce qui suggere que la réduction de I’épaisseur du cortex
n’est pas due a une augmentation des événements apoptotiques. En revanche, la densité et la longueur
des vaisseaux sont significativement diminuées mettant en évidence que l'inactivation du gene HIF-1a
dans les CSN Glast" affecte trés rapidement et significativement la stabilité vasculaire de 1’ensemble du
cortex embryonnaire. Parallelement, une perte significative du nombre des mitoses apicales et basales
PH3-positives est observée chez les souris HIF-1a CKO. Cette perte des mitoses apicales et basales est
associée a une diminution significative de la prolifération cellulaire dans la zone ventriculaire. Enfin, le
nombre de GR exprimant Pax6 et Sox2 est diminué au niveau de la ZV alors que le nombre des PI

Tbr2+ est augmenté d’une maniere significative dans la ZSV des cerveaux HIF-1a CKO par rapport
aux cerveaux témoins. Concernant la population des neurones post-mitotiques Tbrl" localisés au

niveau de la plaque corticale, la délétion de HIF-1a provoque une diminution significative de leur

nombre deux jours apres un gavage au stade de développement E12, 5 (a E14, 5).

Le développement en 1998 d’une souris knock-out pour HIF-1a (HIF-1a KO) a démontré que
HIF-1a était essentiel pour le développement embryonnaire. En effet, ces animaux présentaient, entre
autre, une altération importante de I’angiogenese et un défaut de la fermeture du tube neural conduisant
a une mort embryonnaire au stade E11 de gestation (Iyer et coll., 1998, Kotch et coll., 1999). Du fait de
ces effets déléteres précoces induits par 1’inactivation totale de I’activité de HIF-1a dans ce modéle, ce
dernier ne pouvait pas permettre d’étudier la contribution de HIF-1a dans la neurogenese embryonnaire

a des stades de développement plus tardifs. Ainsi, nous avons développé un modele CKO conditionnel
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inductible dans les cellules de la GR (exprimant GLAST) reposant sur le systéme Cre/Lox afin
d’étudier plus précisément son role dans la neurogenése corticale in vivo au stade de développement

El4.5 et E16.5.

1. Les conséquences de la délétion de HIF-1a dans les cellules GLAST™

1.1 Conséquences de la délétion de HIF-1a sur la prolifération cellulaire

Nous avons observé que la délétion de HIF-1a induit une diminution du nombre de cellules de
la GR Pax6" et Sox2" au niveau de la zone ventriculaire. Cette diminution est associée a une altération
de la prolifération cellulaire estimée par incorporation du BrdU. Ces premieres données suggerent que
HIF-1a est nécessaire au maintien de la prolifération des cellules GR, cellules faisant office de cellules
souches au niveau de la zone ventriculaire. Nos résultats sont en accord avec des expériences de perte
et de gain de fonction de HIF-1a montrant que HIF-1a maintient la GR dans un état de prolifération en
empéchant leur engagement dans la différenciation (Lange et coll., 2016). Des résultats similaires ont
¢té observés par Tomita et coll. dans un autre modele HIF-1a CKO (délétion de 1’exon 13-15 dans les
cellules exprimant la nestine ; Tomita et coll., 2003) mais a un stade plus tardif que dans notre mod¢le
de souris. En effet, ces auteurs montrent que le télencéphale est visiblement plus fin a E19 en relation
avec une diminution du nombre de cellules neurales sans toutefois avoir un impact sur 1’apparence

extérieure du cerveau (Tomita et coll., 2003).

Deux études de 1I’équipe menée par Storch publiées en 2015 et 2016 utilisant le modele de
Tomita, montrent qu’au stade E16 de développement, HIF-1a est essentiel pour 1’angiogenése mais pas
pour la prolifération des progéniteurs neuraux (Wagenfithr et coll, 2015, 2016). Ces travaux de
recherche portaient sur I’importance de HIF-1a dans le développement du systéme dopaminergique
central in vivo au niveau des progéniteurs du mésencéphale feetal (Wagenfiihr et coll., 2016) et au
niveau des progéniteurs apicaux de la ZV (Wagenfiihr et coll., 2015). Contrairement a nos résultats, ces
¢tudes ne suggerent pas d’implication directe de HIF-1a dans le controle du développement cortical
embryonnaire. La différence du ciblage cellulaire de la délétion de HIF-1a (Nestine versus GLAST)
ainsi que du domaine ciblé par la recombinaison (exon 13-15 versus exon 2) pourraient expliquer ces
différences observées entre ces deux modéles de souris déficients pour HIF-1a. En effet, les exons 13-

15 floxés dans la souris de Tomita codent pour le domaine de transactivation COOH-terminal essentiel
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pour la réponse a I'hypoxie, pour le recrutement optimal du coactivateur de protéine CREB-binding
(CBP)/p300 et pour une localisation nucléaire efficace de HIF-1a (dl a la présence d’une séquence
NLS dans cette région ; Tomita et coll., 2003). Dans notre modele, I’excision s’effectue au niveau de
I’exon 2 qui code pour un domaine nécessaire a I'hétérodimérisation des sous-unités HIF-1a et HIF-1,
indispensable pour que les liaisons avec les HRE des geénes cibles soient efficientes. Ainsi, la délétion
de I’exon 2 empéche la formation du complexe HIF-1o/HIF-1p nécessaire a la fonction de facteur de
transcription de HIF-1a. Il serait intéressant d’étudier en paralléle ces deux modeles afin de déterminer
pourquoi une telle différence existe. L’activation de la recombinaison sous un promoteur identique
serait bien évidemment nécessaire pour définitivement conclure sur I’efficacité de I’une ou I’autre site

de floxage.

I serait également nécessaire de vérifier que les protéines HIF-1a tronquées engendrées (dans
ces deux modeles) qui n’ont plus la possibilité d’agir en tant que facteur de transcription via les HRE,

n’aient pas pu acquérir de nouvelles propriétés pouvant interférer dans différents processus cellulaires.

Enfin si ’on considére que ces deux modeles produisent des protéines HIF-1a tronquées sans
activités résiduelles ou nouvelles, nous pouvons envisager que les conséquences de la déficience de
HIF-1a qui apparaissent de fagon plus précoce et plus rapidement dans notre modele pourraient
s’expliquer par I’expression différentielle des promoteurs de la nestine et de GLAST. La nestine est
exprimée a un stade précoce du développement, dans les cellules souches neuroépithéliales (Lendahl et
coll., 1990) alors que GLAST apparait plus tardivement au cours du développement, dans la GR
(Shibata et coll., 1997). Alors que la nestine joue un réle important dans le développement du systéme
nerveux central notamment dans les mécanismes de repliement de la plaque neurale (Rakic et coll.,
1972), GLAST intervient plus tardivement dans le développement notamment dans la différenciation
gliale au niveau de la transition des cellules NE vers la GR, étape nécessaire pour débuter la
neurogenése embryonnaire (Shibata et coll., 1997 ; Hartfuss et coll., 2001 ; Barry et coll., 2008). La
délétion de HIF-1a étant sous la dépendance de GLAST (dans notre modele) affecterait de maniere
plus importante la formation de la GR normalement retrouvée chez la souris au début de la neurogenéese
aux stades E12-E13 de développement (Gotz et Barde, 2005). Nos observations suggerent également
que c’est a ce moment précis du développement que HIF-la jouerait un réle prépondérant dans la

neurogenese.
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1.2. Conséquences de la délétion de HIF-1a sur la division mitotique

L'équilibre précis des divisions de la GR et de la progéniture qui en résulte influence la taille et
la fonction du néocortex mature. Ceci est illustré par des changements dans la taille du cerveau et est
associ¢ a une neurogenese altérée. L’altération mitotique mise en évidence chez les animaux HIF-1a
CKO révélée par une diminution significative du nombre de mitoses apicales et basales pourrait en
partie expliquer la diminution significative de l'épaisseur du cortex chez ces animaux. En effet, les
cellules de la GR subissent des divisions prolifératives symétriques pour s’auto-renouveler et des
divisions neurogéniques asymétriques pour produire une nouvelle GR et un neurone ou une nouvelle
GR et un PI (Franco et Mueller, 2013). Les PI quant a eux, subissent deux divisions
d'autorenouvellements avant de produire des neurones (Kowalczyk et coll., 2009). Les cellules en cours
de divisions neurogéniques asymétriques (différenciation) présentent un angle mitotique théorique
horizontal alors que les divisions prolifératives symétriques (expansion) qui permettent I’amplification
des cellules progénitrices sont plutot associées a des mitoses avec un angle vertical (Haydar et coll.,
2003). Nos données montrent que I’angle moyen entre la plaque métaphasique et la surface
ventriculaire, qui caractérise l'orientation moyenne du plan de clivage mitotique de la GR est
comparable chez les souris HIF-1a CKO et les souris témoins suggérant que la délétion de HIF-1a ne
semble pas influencer I’orientation du plan de clivage. La détermination du destin neurogénique ou
prolifératif des divisions mitotiques n’était donc pas conclusive par ce type d’analyse. Sachant que la
régulation du cycle cellulaire est liée a la régulation du cortex en développement, il serait intéressant de
déterminer la durée des différentes phases du cycle cellulaire des CSN dans le cerveau des souris HIF-
la CKO par rapport a des souris témoins (Arai et coll., 2011, Lange et coll., 2009, Pilaz et coll., 2009,
Takahashi et coll., 1995). En effet, la durée du cycle cellulaire augmente progressivement tout en
s’accompagnant d’une transition du mode prolifératif vers le mode de division neurogénique
(Takahashi et coll. 1995). L’allongement du cycle cellulaire est principalement dii a ’augmentation de
la durée de la phase G1 et conduit a une neurogenése précoce (Calegari et Huttner 2003, Calegari et

coll., 2005).

Comme précédemment évoqué, des analyses plus précises du processus mitotique pourraient
nous fournir des informations afin de mieux comprendre le rdle de HIF-1a sur le devenir des cellules
de la GR. Outre I’analyse de l'orientation du fuseau mitotique qui permet dans certain cas d’estimer la

proportion de divisions symétriques et asymétriques (Asami et coll.,, 2011 ; Konno et coll., 2008 ;
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LaMonica et coll., 2013 ; Lizarraga et coll.,, 2010 ; Mora-Bermudez et al., 2014 ; Xie et al., 2013 ;
Yingling et al., 2008 ; Delaunay et al., 2014), 1’analyse de la durée des différentes phases mitotiques,
méme si encore peu utilisée, pourrait nous apporter des informations complémentaires. Dans une étude
effectuée en 2016 par Louis-Jan Pilaz et coll., la délétion du géne Magoh, connu par produire des
défauts de microcéphalie et de neurogenése sévere et qui est hautement exprimé dans les tissus
prolifératifs au cours du développement (McMahon et coll., 2014, Silver et coll., 2010), a été démontré
comme induisant une augmentation des fractions de cellules en pro-métaphase et celles des cellules en
métaphases a E14.5. Cette augmentation de cellules prométaphasiques et métaphasiques était
responsable de I’augmentation du nombre de divisions neurogéniques. Cette relation entre la durée
mitotique et le destin cellulaire est plus prononcée a des stades embryonnaires avancés (pas a E12.5)
(Louis-Jan Pilaz et coll., 2016). Ainsi, il serait intéressant de déterminer 1’impact de la délétion de HIF-
la sur la durée mitotique et plus spécialement sur la durée de la prométaphase/métaphase. Cela pourrait
nous permettre d’établir un lien entre la durée de la prométaphase/métaphase et 1’augmentation des
neurones post-mitotiques a E14.5 observées dans notre modéele. Par conséquent, la délétion de HIF-1a
pourrait augmenter la fraction des cellules retardées en prométaphase/métaphase au niveau apicale
augmentant ainsi les neurones post-mitotiques Tbrl. Cette augmentation du nombre de mitoses a
tendance neurogénique se produirait au détriment des mitoses au pouvoir prolifératifs au niveau apical.
Inversement, la délétion de HIF-la pourrait induire une diminution de la durée pro-

métaphasique/métaphasique des mitoses basales conduisant une augmentation des PI Tbr2+ au niveau

de la ZSV.

Parmi les acteurs moléculaires démontrés comme étant régulateurs de la phase mitotique, SAS-
4 code pour une protéine nécessaire a la biogenése du centriole dans le cerveau de souris en
développement (Insolera et coll., 2014, Schmidt et coll., 2009, Tang et coll., 2009, Basto et coll., 2006).
La délétion homozygote de SAS-4 entraine une perte progressive des centrioles et des centrosomes qui
par conséquent augmente le nombre de mitoses et prolonge la durée de la prophase et de la
prométaphase entrainant ainsi un retard dans la progression mitotique. Les progéniteurs mitotiques des
souris déficientes pour SAS-4 présentent des défauts dans I'assemblage du pole du fuseau mitotique, ce
qui déclenche un retard mitotique avec une diminution de 40% du nombre des neurones des couches
superficielles Cux1” (Insolera et coll., 2014). Ces données mises en relation avec nos observations
montrant que la délétion de HIF-lo entraine une diminution du nombre des mitoses et une
augmentation du nombre des neurones post-mitotiques suggerent qu’il pourrait étre intéressant de

rechercher une possible implication de SAS-4 dans I’induction de ces effets faisant suite a la délétion
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de HIF-1a. La délétion de HIF-1a ne pourrait-elle pas augmenter le niveau de SAS-4, diminuant ainsi
le nombre des mitoses dans le cerveau embryonnaire & E14.5 et a E16.5 et augmentant le nombre des
neurones post- mitotiques ? Cela pourra étre une piste a explorer surtout qu’aucun lien n’a encore était
¢tabli entre HIF-1a et SAS-4 et qu’aucune étude n’a a ce jour été publiée. L’étude de cette cascade
moléculaire serait aussi intéressante afin d’expliquer d’autres effets observés dans notre étude. Ainsi,
I’absence d’apoptose suite a la délétion de HIF-1a dans notre modéle d’étude pourrait étre due a une
augmentation de SAS-4 puisqu’il a déja été rapporté que la délétion de SAS-4 provoque une
augmentation de 1’apoptose d’une maniere p53 dépendante. L’augmentation des PI Tbr2+ observée
chez les souris HIF-1a CKO pourrait également s’expliquer par une augmentation de SAS-4 induit par
la délétion de HIF-1a puisqu’en absence de SAS-4, les PI Tbr2+ sont diminués dans le mod¢ele

d’Insolera et coll.

1.3. Conséquences de la délétion de HIF-1a sur la différenciation neuronale

Le role de HIF-1a dans le maintien du caractére souche indifférencié (Mohyeldin et coll., 2010)
et de I’¢tat prolifératif des CSN (Zhao et coll,, 2008) a déja été relativement bien démontré. En
revanche, son rdle spécifique dans la différenciation neuronale des CSN corticales au cours du
développement embryonnaire n’a pas été encore bien étudié. Dans notre modele de souris HIF-1a
CKO, nous nous sommes intéressés a étudier 1’effet de la délétion de HIF-1a sur la différenciation des
CSN embryonnaires des souris a E14.5 et E16.5. Nos résultats montrent que la délétion de HIF-1a
induit une augmentation du nombre des neurones post-mitotiques Tbr1™ a E14.5 et des PI Tbr2" a
E14.5 et a E16.5. De manicre similaire, Lange et coll montrent que la délétion hétérozygote de HIF-1a
a E13.5, effectuée strictement dans la GR dorsale (promoteur Emx1-Cre), stimule la différenciation
neurogénique sans induire une apoptose. Ceci se traduisant par une augmentation de 40 % du nombre
de la GR Ngnl", de 20 % du nombre des PB neurogéniques, et de 18 % du nombre des PB néoformés.
Cette différenciation observée suite a la délétion de HIF-la est induite au détriment de la GR en
expansion EAU"/Ki67" et des PI Tbr27/Ngnl™ (Lange et coll., 2016). Inversement, ces mémes auteurs
ont également démontré que la transfection de HIF-1a a E13.5 maintient la GR dans la ZV/ZSV a
E16.5, diminue le nombre des neurones qui ont déja atteint la plaque corticale et retarde la migration
des neurones néoformés. Ainsi, ils suggerent que la surexpression transitoire de HIF-1a retarde le

passage vers la différenciation et maintient les cellules dans un état indifférencié (Lange et coll., 2016).
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Ces observations sont en accord avec les effets observés dans notre étude quant a la diminution des

CSN indifférenciées Sox2*/Pax6" et le passage vers la différenciation.

Conformément a la littérature nous avons trouvé que les cellules Tbrl™ localisées dans la ZI du
cortex présentent une faible expression de Tbrl alors que les cellules situées au niveau de la plaque
corticale expriment fortement Tbrl (Englund et coll., 2005). Dans notre modé¢le la délétion de HIF-1a
induit une augmentation significative des neurones post-mitotiques Tbrl"™ dans la plaque corticale a
E14.5 des souris HIF-1a CKO. Alors qu’a E16.5, la délétion de HIF-1a augmente la différenciation des
progéniteurs intermédiaires Tbr2" sans augmenter significativement le nombre des neurones post-
mitotiques Tbr1" localisés au niveau de la plaque corticale. L absence d’augmentation significative des
neurones post-mitotiques Tbrl™ a E16.5 pourrait étre expliquée par une expression de HIF-1a moins
importante a E16.5 qu’a E14.5. Ainsi, le délai de traitement ne serait pas assez long pour pouvoir

induire une augmentation significative des neurones post-mitotiques Tbrl".

Autre hypothése, ’absence d’augmentation significative des neurones post-mitotiques Tbrl"
suite a la délétion de HIF-1a a E16.5 pourrait étre due a une migration neuronale moins importante a
E16.5 qu’a E14.5 accumulant probablement les PI Tbr2+ d’une maniére plus importante a E16.5 qu’a
E14.5. Dans le but d’analyser le pouvoir neurogénique induit par la perte de HIF-1a a E14.5 et 4 E16.5,
il serait intéressant d’analyser la formation des PB a partir de la GR en analysant la fraction de la GR
en expansion Pax6" ou Sox2"/Tbr27/Ngnl", la population de la GR neurogénique Pax6" ou Sox2"/Tbr2-
/Ngnl", ainsi que la population des PB Tbr2"/Ngnl". L’analyse de ces différentes populations
cellulaires nous permettrait de comprendre plus précisément comment se fait le passage de 1’expansion
vers la différenciation suite a la délétion de HIF-1a. Nous observerons probablement une augmentation
du nombre de la GR neurogénique et/ou une augmentation des PB neurogéniques, et/ou une diminution

de la GR proliférative.

La différenciation neuronale induite par la délétion de HIF-1a n’est pas observée dans 1’étude
de Milosevic et coll. (2007). Ainsi, ils n’ont rapporté aucun impact sur la différenciation des
précurseurs corticaux frontaux. Par contre, I’effet était principalement observé dans les précurseurs du
mésencéphale (Milosevic et coll., 2007). Ces auteurs ont observé que la délétion de HIF-1a dans les
précurseurs du mésencéphale induit des altérations de la morphologie neuronale ainsi qu’une réduction
significative des courants de sodium, suggérant une différenciation morphologique et fonctionnelle

altérée (Milosevic et coll., 2007). Les différences observées dans leur étude par rapport a nos résultats
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pourraient s’expliquer par le fait que I’effet de la délétion de HIF-1a a été étudi€¢ in vitro dans des
conditions hypoxiques (3%) qui ne prend donc pas en compte I’ensemble des interactions cellulaires
pouvant avoir lieu in vivo. D’autre part, dans leur étude la délétion de HIF-1a se fait via le promoteur
de la Nestine alors que le floxage de HIF-1a dans notre étude est sous la dépendance de promoteur

GLAST.

1.4. Conséquences de la délétion de HIF-1a sur I’épaisseur corticale,
I’apoptose et I’angiogenése

La diminution de I’épaisseur corticale pourrait s’expliquer par une diminution de 1’abondance
des progéniteurs provoquée par une mort cellulaire induite. Par exemple, il a été montré qu’une
hypoxie a 10% induite dans le cerveau embryonnaire provoque une apoptose cellulaire conduisant a
une diminution du volume et I’épaisseur corticale (Wagenfiihr et coll., 2015). Dans notre mod¢le,
malgré la mise en évidence d’une diminution de 1’épaisseur corticale et de I’angiogenése faisant suite a
la délétion de HIF-1a, aucune mort apoptotique estimée par un marquage caspase 3 (CC3) clivée n’a
¢té détectée. La diminution de la taille corticale et de la prolifération de la GR au niveau ventriculaire
ne s’explique donc pas par une augmentation de la mort cellulaire apoptotique. Méme si peu probable,
cette absence de mort cellulaire pourrait s’expliquer par le temps court de recombinaison (48 heures)
qui pourrait ne pas étre assez long pour induire une apoptose suite a la perte de HIF-1a, mais qui, par
contre, est suffisant pour avoir un effet drastique sur I’angiogenése et la prolifération des progéniteurs
neuraux. Afin de vérifier cette hypothese, il serait intéressant d’envisager des expériences avec un délai
post traitement plus important. Par exemple, un traitement a E12,5 pour une analyse des cerveaux a
E16,5. Cette proposition s’appuie sur le fait que Tomita et coll ont pu mettre en évidence une apoptose
dans le télencéphale cortical des souris a E19 alors qu’aucune cellule apoptotique n’était visible a
E15,5 dans leur modele de souris HIF-1a déficiente. Il est a noter que dans cette étude, les cellules
apoptotiques sont associées avec une angiogenese déficiente, suggérant aussi que l'apoptose neurale
dans le cerveau embryonnaire déficient en HIF-1a est au moins en partie due & un manque d'apport

sanguin (Tomita et coll, 2003).

Une autre alternative serait que I’absence de HIF-lo empéche la mise en place rapide de la
machinerie apoptotique. HIF-1a régule positivement les évenements apoptotiques via la régulation de

différents genes comme les genes NDRG, NOXA, NIP3, p53 et p21 (Dengler et coll, 2014 ; Piret et
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coll,, 2002). L'apoptose est augmentée dans les cellules souches embryonnaires (HIF-1a™"), mais pas
dans les cellules souches embryonnaires ayant des génes HIF-1a inactivés (HIF-1a”") (Carmeliet et
coll,, 1998). De plus, l'interaction entre pS3 et HIF-1a est responsable de la promotion de la mort
neuronale dans des modéles d'ischémie du SNC, grace a l'expression accrue p53 dépendante des génes
pro-apoptotiques (Halterman et coll., 1999a, 1999b). Inversement, la délétion de HIF-la dans les
neurones corticaux hypoxiques in vitro les a protégés de la mort neuronale (Halterman et coll., 1999a).
Ces études mettent en évidence donc que 1’absence de HIF-la pourrait réduire les événements

apoptotiques ce qui pourrait expliquer I’absence de I’apoptose observée dans notre étude suite a la

délétion de HIF-1a dans les CSN.

2. La réduction de I’angiogenése induite par la délétion de HIF-1a
pourrait-elle avoir un impact sur la diminution du nombre de GR et de
la taille du cortex ?

Pendant la neurogenese, les cellules de la glie radiaire passent de I'expansion a la génération des
neurones directement ou indirectement via la production des progéniteurs intermédiaires (progéniteurs
basaux PB) (Gotz et Huttner, 2005, Kriegstein et alvarez-Buylla, 2009). Le moment du passage de
lI'expansion GR a la génération des PB détermine le nombre de neurones dans le cortex et leur identité
cellulaire dans les couches corticales (Franco et Muller, 2013). Ainsi, la régulation appropriée de
'expansion de la GR est une étape importante dans la neurogenése, mais les signaux et les mécanismes

sous-jacents ne sont pas complétement compris.

2.1. Relation entre I’angiogenése et la régulation des CSN embryonnaires

Des signaux différents issus de la niche des cellules souches corticales régulent la
différenciation de la GR (Johansson et coll, 2010, Bjornsson et coll, 2015). Dans divers organes en
développement, les vaisseaux sanguins sont des composants essentiels des niches des cellules souches
qui régulent I'équilibre entre 1'expansion et la différenciation des précurseurs (Cleaver et Dor, 2012,
Ramasamy et coll, 2015). HIF-1a régule I’angiogenése durant le développement embryonnaire cortical
(Hashimoto et Shibasaki, 2015) qui est elle-méme corrélée avec l'initiation de la neurogenése in vivo
(Miyama et coll, 1997, Shen et coll, 2004). Nous avons démontré que la délétion de HIF-1a a E14.5 et

a E16.5 diminue tres significativement le nombre et la taille des vaisseaux en relation avec le niveau du
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VEGF suggérant que la présence de HIF-la au niveau des cellules souches neurales GLAST" est
nécessaire pour la formation de vaisseaux sanguins in vivo. Ces données sont en accord avec différentes
données de la littérature qui ont montré que la délétion de HIF-1a induisait un déficit vasculaire a
E10.5 (Iyer et coll., 1998). Plus spécifiquement, Tomita et coll. ont montré a I’aide de leur modele de
souris CKO conditionnelle inductible pour HIF-1a (exon 13-15) dans les CSN exprimant la nestine,
que I’absence de HIF-la dans ces CSN provoquait une diminution de la densité des vaisseaux
endothéliaux CD31" au niveau du cortex en développement a partir du stade de développement E19.
Cette altération de I’angiogenese est, par ailleurs associée avec D’apparition de cellules neurales
apoptotiques (Tomita et coll., 1998). Ces données nous amenent a nous demander si la diminution de
I’angiogenése induite par un HIF-la dysfonctionnel pourrait contribuer a la diminution de la
prolifération de la GR observée au niveau de la zone ventriculaire. Une étude de 2016 a mis en
évidence que la perturbation de la formation de la niche vasculaire dans le cerveau en développement
par la délétion des vaisseaux péri-ventriculaires in vivo (souris Gprl124 KO, expression restreinte aux
cellules endothéliales et aux péricytes) augmente 1’extension latérale du cortex induite par I'expansion
des cellules de la GR Pax6". Elle augmente la prolifération des progéniteurs corticaux EAU/Ki67" et
diminue les neurones néoformés EdU'/Ki67  induisant une inhibition de la neurogenése et une
augmentation des CSN. La perturbation de 1’angiogenése diminue aussi la formation des PB dérivés de
la GR démontré par une diminution spécifique des progéniteurs Tbr2"/EdU" localisées dans la ZV. Ce
passage de I’expansion vers la neurogenese est aussi confirmé par une induction de 1’expansion de la
GR Ngnl/Tbr2", une diminution significative de la GR neurogénique Ngnl*/Tbr2" a E13.5 sans induire
d’apoptose. Au total, ces données montrent que la délétion sélective des vaisseaux in vivo induit
I’expansion de la GR et diminue la différenciation (Lange et coll., 2016). Ces auteurs ont également
montré que cette expansion de la GR au détriment de la différenciation est associée avec une
augmentation de HIF-1a (le niveau de HIF-2a restant indétectable). Ceci suggére que les vaisseaux
sanguins dans le cortex cérébral en développement régulent le passage de l'expansion a la
différenciation de la GR et a la neurogenese (Lange et coll,, 2016). Nos résultats montrent que la
diminution de 1’angiogené¢se induite par la délétion de HIF-1a est associé¢ a une diminution du nombre
de cellules GR Pax6" et Sox2" prolifératives et augmente leur différenciation en progéniteurs
intermédiaires Tbr2" (a E14,5 et E16,5) et en neurones post-mitotiques Tbr1™ (a E14.5). Cela pourrait
étre attribué au fait que I’inhibition directe des vaisseaux sanguins in vivo pourrait inhiber directement
la neurogenése en augmentant 1’expansion de la GR apicale au détriment de la différenciation (Lange et

coll,, 2016), alors que I’inhibition indirecte de ’angiogenese via la délétion de HIF-1a pourrait induire
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une diminution de 1’expansion de la GR et/ou stimuler la différenciation neurogéniques du fait d’une

diminution de la sécrétion des facteurs angiogéniques.

D’autres études ont montré que la délétion du VEGF dans le cerveau en développement
induisait un défaut vasculaire et inhibait la prolifération des progéniteurs neuraux (Haigh et coll., 2003,
Raab et coll., 2004). Cette diminution de la prolifération de la GR pourrait étre attribuée a 1’absence de
la stimulation directe de la GR par le VEGF (Jin et coll., 2002, Kirby et coll., 2015, Lange et coll,,
2016). En accord avec ces données, la diminution de 1’angiogenese et du VEGF induite via la délétion
de HIF-1a dans notre modele de souris pourrait étre responsable de la diminution du nombre de

cellules de la GR Pax6" et Sox2"* au niveau ventriculaire.

2.2. Relation entre I’angiogeneése et la taille corticale

La régulation de I’équilibre entre I’expansion et la différenciation des CSN influence la taille
corticale. Les différences dans l'abondance des progéniteurs, les capacités de prolifération et la
neurogenese chez les espéces de mammiferes sont probablement la raison des variations de la taille du
cerveau et de la surface corticale (Borrell et Reillo, 2012; Chenn et Walsh, 2002; Fish et coll., 2008).
Puisque cette régulation s’est révélée altérée suite a la délétion de HIF-1a, la diminution de la taille
corticale au niveau des zones ventriculaire, sous-ventriculaire et intermédiaire a E14.5 et a E16.5
observée dans notre étude pourrait s’expliquer par la réduction de I’angiogenése qui réduit 1’expansion
de la GR. Tomita et coll. montrent ainsi dans leur modele que HIF-1a maintient 1’épaisseur corticale
via le maintien de I’intégrité vasculaire (Tomita et coll., 2003). La restauration de 1’épaisseur corticale
dans des cerveaux HIF-1a CKO faisant suite a I’expression ectopique d’un plasmide codant pour HIF-
la apres électroporation au niveau du télencéphale embryonnaire confirme cette hypotheése (Tomita et
al., 2003). Inversement, quand la délétion de HIF-1a (exon 13-15 sous le promoteur de la nestine)
n’affecte pas le nombre des progéniteurs apicaux de la ZV, cela empéche I’induction des changements
dans I’épaisseur et dans la cytoarchitecture corticale confirmant une autre fois encore I’influence des

cellules de la GR sur I’épaisseur et la taille du cortex (Wagenfiihr et coll., 2015).
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3. La diminution de la taille du cortex observée au niveau du
télencéphale dorsal embryonnaire pourrait-elle étre due a la diminution
des interneurones GABAergiques provenant des éminences
ganglionnaires ?

Le cortex des rongeurs contient environ 36% de glie et environ 64% de neurones (Ren et coll.,
1992, Vasistha et coll, 2015). Parmi les neurones, ~ 25% sont constitués d'interneurones de type
GABAergiques alors que le reste sont principalement des neurones excitateurs glutaminergiques (Ren
et coll., 1992, Vasistha et coll, 2015). En d’autres termes, pour 100 cellules corticales, 64 cellules sont
des neurones dont 16 seraient des interneurones. Alors que les neurones glutamatergiques du néocortex
sont générés localement dans le prosencéphale dorsal (ou pallium), les interneurones GABAergiques
sont générés dans les éminences ganglionnaires (EG) du cerveau antérieur ventral (ou sous-pallium).
Le sous-pallium comprend les éminences ganglionnaires médiales, latérales, et caudales (EGM, EGL et
EGC, respectivement) et la zone pré-optique (POA). Le EGM et le EGC génerent la grande majorité
des interneurones corticaux mammiferes (Liu et coll., 2018, Tamamaki et coll., 1997, Lavdas et coll.,
1999, Wichterle et coll., 1999, Nery et coll., 2002, Xu et coll., 2004) aux stades de développement
situés entre E11.5 et E14.5. Aprés E15.5 les interneurones sont produits a partir de ’EGM et de ’EGL
(Tanaka et coll., 2003). Entre E12.5-E14.5, les interneurones migrent majoritairement dans la zone
marginale (ZM) et dans la zone intermédiaire. Apreés E15.5, ils migrent également au niveau de la

ZSV/Z1 (Tanaka et coll., 2003).

Puisque I’expression de GLAST dont dépend la délétion de HIF-1a dans notre modéle (Figure
1) est fortement retrouvée au niveau des éminences ganglionnaires latérales et médianes (EGL et
EGM), il est intéressant de se demander si I’absence de HIF-1a ne pourrait pas altérer la migration des
interneurones provenant du sous-pallium, et plus spécialement ceux provenant de I’EGL et ’EGM en
direction du cortex. Cette hypothése serait en accord avec le fait que la génération des interneurones est
liée a l'expression de combinaisons particulieres de facteurs de transcription au niveau des cellules
progénitrices du sous-pallium (Wonders et Anderson, 2006, Flames et coll., 2007, Wonders et coll.,
2008). Il serait ainsi intéressant d’investiguer plus précisément le réle de HIF-1a dans la migration des
interneurones vers le cortex dans le contexte d’une déficience de HIF-la au niveau des cellules

exprimant GLAST au niveau des éminences ganglionnaires.
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Autre point, les cellules de la GR fournissent une matrice structurelle pour I’emplacement des
interneurones dans le cortex en développement. Une fois que les interneurones ont atteint le cortex par
une migration de type tangentielle, ils ont la possibilité d’adopter une trajectoire radiale jusqu'a I'étape
finale de leur parcours dans la plaque corticale (Yokota et coll., 2007). Aprés la délétion de HIF-1a
dans les CSN embryonnaires exprimant le GLAST, nous avons observé une réduction significative de
la GR apicale dans la zone ventriculaire. Ainsi la perte de cette GR, décrite comme étant régulatrice de
la migration des interneurones, pourrait, par sa diminution, altérer la migration et donc le nombre des
interneurones arrivant jusqu’a la plaque corticale par migration tangentielle, provoquant ainsi une

réduction de I’épaisseur corticale.

Ces altérations pourraient également impliquer des facteurs ou voies moléculaires qui
pourraient avoir un role dans la régulation de la migration des interneurones et dont leurs expressions
seraient dépendantes de HIF-1a. Parmi les facteurs connus comme jouant un réle de régulateurs dans la
migration des interneurones, il existe la voie SDF-1/CXCR4 (Tiveron et coll., 2006). SDF-1 qui est une
protéine chimiokine (encore appelée CXCL12) est exprimée dans la ZSV/ZI, de maniére importante a
E12.5 pour diminuer progressivement avec le stade de développement pour devenir indétectable a
E18.5 (Daniel et coll., 2005). Son récepteur CXCR4, quant a lui, est exprimé dans le télencéphale au
niveau des populations neuronales différenciées a E12.5, E14.5 et E17.5 pour diminuer a 1’age
postnatal (Tissir et coll., 2004). Cette voie pourrait jouer un role dans les altérations observées dans
notre mode¢le de souris déficientes pour HIF-1a pour plusieurs raisons :

1- HIF-1a régule SDF-1 qui permet de réguler la migration des progéniteurs neuraux en
conditions hypoxiques (3%) (Yin et coll, 2013) et les processus développementaux dans le cerveau
embryonnaire (Schneider et coll., 2012). L’expression de SDF-1 est par ailleurs associée au potentiel
d’envahissement du cortex par les interneurones (Daniel et coll., 2005).

2 - SDF-1 est nécessaire pour la migration radiaire (neurones de projections) et tangentielle
(interneurones) dans le cortex embryonnaire (Liapi et coll., 2008).

3 - Le niveau des transcrits de SDF-1 dans le cortex embryonnaire (E13.5) mutant pour Pax6™,
ayant des défauts de migration et de différenciation (Manuel et Price, 2005) est totalement absent et la
migration des interneurones provenant des éminences ganglionnaires est altérée, suggérant que Pax6
régule le facteur SDF-1 dans le cortex embryonnaire qui est nécessaire a la migration des interneurones
dans la voie ZV/ZSV (Tiveron et coll., 2006). Or il a été récemment montré que I’augmentation in vivo
de HIF-la provoquée par une hypoxie chronique prénatale induit une augmentation de cellules

exprimant Pax6 suggérant que HIF-1a est capable de réguler positivement Pax6 (So et coll., 2017),
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nous pouvons émettre I’hypothése que HIF-la serait capable de réguler SDF1 par I’intermédiaire de
Pax6.

4 - Les souris CXCR4 mutants ont une taille de cortex réduite mais avec une organisation
corticale intacte (Tiveron et coll., 2006).

Au total, ces données nous incitent a proposer 1’hypothése suivante qui devra étre bien
¢videmment évaluée : la délétion de HIF-1la pourrait provoquer une altération de la migration des

interneurones provenant des éminences ganglionnaires via la voie HIF-1a/Pax6/SDF1-1/CXCRA4.

4. La voie Wnt/B-catenine pourrait-elle réguler les progéniteurs
ventriculaires Pax6” et les progéniteurs intermédiaires Tbhr2™ d’une
maniére HIF-1a dépendante ?

Nous avons observé que la délétion de HIF-1a dans le cerveau embryonnaire a E16.5 induit une
réduction de la population proliférative de la glie radiaire Pax6” dans la zone ventriculaire et une
augmentation significative des progéniteurs intermédiaires Tbr2™ dans la zone sous ventriculaire. Quels
peuvent étre les acteurs moléculaires régulés par HIF-1a qui pourraient étre impliqués dans les effets

observés ?

La voie Wingless (Wnt)/B-caténine est une voie de prolifération particuliere décrite comme
nécessaire a la régulation des CSN embryonnaires, a la détermination du devenir cellulaire et a la
prolifération cellulaire (Ciani et Salinas., 2005). L'activation de la voie Wnt/B-caténine est caractérisée
1) par la stabilisation de la B-caténine cytoplasmique aprés engagement du récepteur par les ligands
Wnt, 2) par la translocation nucléaire de la B-caténine, 3) par l'interaction de la B-caténine avec les
facteurs de transcription du facteur de liaison lymphoide amplificateur-1/T-cellule-1 (LEF-1/TCF); 4)
et par la stimulation des geénes cibles. Des études ont rapporté que dans les cellules souches
embryonnaires, les signaux Wnt favorisaient I'autorenouvellement des CSN via l'accumulation de -
caténine et via son interaction avec d’autres facteurs de transcription comme TCF-1 ce qui favorise la
prolifération par les facteurs de transcription LEF/TCF induits par I’expression de la cycline D1
(stimulé par wnt/B-caténine) (Mazumdar et coll., 2010, Bizen et coll., 2014). D’autre part la B-caténine
est fortement exprimée dans le cerveau embryonnaire en développement (Chenn et Walsh., 2002). 11 est

également intéressant de noter que :
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- HIF-1a est décrit comme capable de moduler la signalisation Wnt/B-caténine dans les cellules
souches neurales embryonnaires (Lee et coll,, 2009) en améliorant l'activation de la PB-caténine et
l'expression des effecteurs en aval LEF-1 et TCF-1 (Mazumdar et coll., 2010).

- La signalisation Wnt /B-caténine active Pax6 au niveau transcriptionnel et contrdle la
prolifération et la neurogenése des CSN via un site de liaison de TCF/LEF-1 présent dans la région
promotrice de Pax6 (Gan et coll., 2014). In vivo, la délétion de B-caténine diminue le nombre des
cellules de la GR Pax6” a E15.5 et E16.5 (Gan et coll., 2014).

- Enfin, activation de la B-caténine favorise la prolifération des progéniteurs neuraux dans le
cortex en développement en induisant leur ré-entrée dans le cycle cellulaire (Chenn et Walsh., 2002,
Wrobel et coll, 2007). Au contraire, la perte de fonction de la B-caténine provoque une sortie précoce
du cycle cellulaire associée a une neurogenese prématurée (Woodhead et coll., 2006, Machon et coll.,
2007). Par ailleurs, la surexpression d’une B-caténine stabilisée semble retarder la maturation de la glie
radiale en progéniteurs intermédiaires Tbr2*, ce qui suggére que la régulation négative de la
signalisation de la B-caténine a E14.5 peut étre importante dans le développement des progéniteurs

intermédiaires (Wrobel et coll., 2007, Mutch et coll., 2010).

Ainsi I’ensemble de ces données suggerent que la diminution des progéniteurs ventriculaires
Pax6" et que ’augmentation des progéniteurs intermédiaires Tbr2", induites par la délétion de HIF-1a
dans notre modele de souris, pourraient impliquer la voie HIF-10/Wnt/ B-caténine/LEF-1/TCF. Il sera
donc intéressant d’essayer de mieux comprendre quelles sont les conséquences in vivo de 1’absence de
HIF-1a sur la voie Wnt/ B-caténine et sur la régulation des cellules de la GR Pax6" et des progéniteurs

intermédiaires Tbr2".
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RESULTATS ET DISCUSSION

HIF-1a DANS LA MIGRATION RADIO-INDUITE
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I. Introduction

L'objectif des traitements mis en place contre le cancer est d'éradiquer la totalité des cellules
tumorales du patient retrouvées a la fois au niveau de la tumeur primitive mais également sous forme
de cellules métastatiques issues de la tumeur primitive. Actuellement, les principaux protocoles mis en
place en oncologie clinique reposent sur la chirurgie, la chimiothérapie et la radiothérapie (Baskar et
coll, 2014). De maniére générale, plus de la moitié des patients atteints d’un cancer sont susceptibles
de recevoir un traitement incluant une radiothérapie (RT) (Baskar et coll., 2014; Begg et coll., 2011;
Delaney et coll., 2005; Park et coll., 2012). L’approche thérapeutique par radiothérapie est privilégice
chez les patients présentant des tumeurs inopérables ou incompleétement réséquées et chez les patients
en récidive d’un premier traitement (Baskar et coll., 2014; Durante et Loeftler, 2010). Actuellement, la
radiothérapie ainsi que la chirurgie et la chimiothérapie sont considérées comme l'une des principales

modalités de traitement en oncologie clinique.

Outre I’aspect bénéfique que peut apporter la mise en place d’un protocole de radiothérapie afin
d’éradiquer la tumeur, il est décrit depuis plusieurs décennies que les rayonnements ionisants peuvent
exercer des effets « contre productifs» sur les cellules cancéreuses retrouvées au niveau de la tumeur.
De nombreux travaux descriptifs (F von Essen, 1991) ou plus fondamentaux (Moncharmont et coll.,
2014) suggerent notamment qu'une irradiation dans différents types de cancers pourrait favoriser la
migration cellulaire des cellules cancéreuses pouvant a terme favoriser la formation de métastases

aboutissant a des récidives (Rofstad et coll., 2004; Vilalta et coll., 2014).

Ces données sont d’autant plus intéressantes qu’elles pourraient expliquer, au moins en partie,
pourquoi malgré 1’amélioration des traitements combinant la chirurgie, la chimiothérapie et la
radiothérapie, le Glioblastome Multiforme conserve un trés mauvais pronostic (Stupp et coll., 2009).
Les récidives s’expliqueraient, en partie, par 1’existence au sein des tumeurs d’une sous-population de
cellules cancéreuses, les cellules souches de gliome (CSG). Ces cellules ont des propriétés trés
similaires a celles des cellules souches neurales (CSN), mais possedent une plus forte résistance aux
traitements anticancéreux ainsi qu’une capacité invasive accrue par rapport aux autres cellules

cancéreuses.

Des expériences menées avant mon arrivée au laboratoire avaient mis en évidence qu’une

irradiation sublétale des CSN (murines ou humaines) et des CSG était capable de stimuler la migration
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et 'invasivité de ces cellules aussi bien in vitro qu’in vivo. Dans le but de mieux comprendre quels
pouvaient étre les acteurs mis en jeu dans cette migration. J’ai ainsi pu participer a différentes
expériences dans le but de de mieux comprendre les mécanismes mise en jeu dans la migration radio-
induite des CSG et d’identifier des acteurs moléculaires pouvant a plus long terme étre ciblé par des
traitements spécifique afin d’améliorer I’efficacit¢é des traitements des patients atteints de

glioblastomes.

Pour ce faire, nous avons utilis¢ différentes lignées de cellules souches de glioblastome
provenant de tumeurs issues de patients (TGIN, TG16 et TGI8, collaboration MP Junier et
Chneiweiss, Hopital saint Antoine) maintenues in vitro dans un milieu spécifique leur permettant de
conserver leur caractere souche. L’analyse de la migration des CSG a 1’aide de la vidéo-microscopie et
de leur pouvoir invasif (chambre de Boyden) aprées irradiation, nous ont permis d’établir qu’une unique
irradiation sublétale (jusqu’a 1,5 Gy) est capable de stimuler la migration /invasion des CSG pendant
40 heures des 12 heures post-irradiation. Nous avons pu mettre en évidence par la mise en place de
différents protocoles (Immunomarquage, inhibition pharmacologique et par siARN, RT-qPCR, dosage
d’activit¢ de promoteur) que la migration radio-induite des CSG implique une augmentation de
I’expression de JMY directement stimulée par 1’accumulation nucléaire du facteur de transcription
HIF-1a. De par son activité spécifique de nucléation de I’actine, JMY est capable de nucléer 1’actine
libre en F-actine et ainsi de stimuler la migration des CSG irradiées. Enfin, 1’absence d’augmentation
de la migration apres irradiation de cellules de gliome préalablement différenciées a partir de CSG
suggere que la voie HIF-1a/JMY est spécifiquement liée au caractére souche des CSG. Ces résultats
suggerent que la voie HIF-1o/JMY pourrait représenter une voie moléculaire intéressante pour le
développement d’inhibiteurs spécifiques permettant a terme d’améliorer I’efficacité des traitements du
gliome par I’inhibition de mécanismes moléculaires stimulant la migration des CSG au cours de la

radiothérapie. Ce travail est actuellement soumis pour publication.
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Abstract

Human glioblastoma (GBM) is the most common and aggressive primary brain tumor with a very poor
prognosis. A minor subpopulation of cancer cells, known as glioma stem-like cells (GSCs), are thought
to play a major role in tumor relapse due to their stem cell-like properties, their high resistance to
conventional treatments and their high invasion capacity. We show for the first time that ionizing
radiation specifically enhances the motility and invasiveness of human GSCs. Mechanistically, we
uncover that ionizing radiation induces the stabilization and nuclear accumulation of the hypoxia-
inducible factor 1 o (HIFla), which in turn transcriptionally activates the Junction-mediating and
regulatory protein (JMY). Finally, JMY accumulates in the cytoplasm where it stimulates GSC
migration through its actin nucleation-promoting activity. Targeting JMY could thus open the way to
the development of new therapeutic strategies to improve the efficacy of radiotherapy and prevent

glioma recurrence.
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Introduction

Glioblastoma (GBM) is the most common and aggressive type of primary brain tumor (Davis, 2016).
The standard GBM treatment includes surgical resection with adjuvant radiotherapy and chemotherapy
(Stupp et al., 2005). However, the majority of patients relapse, and only 3% to 5% survive more than
three years following treatment (Ostrom et al., 2014). The highly infiltrative nature of GBM is thought
to contribute to tumor relapse (Lee et al., 2017).

Ionizing radiation (1 Gy - 20 Gy) has been shown to promote the migration and invasion of human
glioblastoma cell lines in vitro (Badiga et al., 2011; De Bacco et al., 2011; Edalat et al., 2016; Hegedus
et al., 2004; Kim et al., 2014; Moncharmont et al., 2014; Park et al., 2006; Rieken et al., 2012; Steinle
et al., 2011; Wild-Bode et al., 2001; Zhai et al., 2006) indicating that radiation-induced migration of
glioma cells may play a role in tumor relapse.

Multiple studies have shown that GBM displays intratumoral heterogeneity with a hierarchical cellular
organization stemming from a minor subpopulation known as glioma stem-like cells (GSCs) (Chen et
al., 2010; Kreso and Dick, 2014). GSCs share some properties with normal neural stem cells (NSCs),
including the expression of specific markers, a capacity for self-renewal and the ability to give rise to
differentiated cells (Ignatova et al., 2002), and they are highly tumorigenic in mice (Cheng et al., 2011).
In addition, they differ from other cancer cells, both by their increased resistance to available cancer
treatments and their higher invasion capacity (Bao et al., 2006; Qiu et al., 2012; Rich, 2007). GSCs are
thus thought to be one of the main causes of GBM relapse following treatment (Bao et al., 2006; Reya
et al., 2001).

Here, we demonstrate that ionizing radiation promotes the migration and invasiveness of human GSC
lines using in vitro and in vivo assays. We show that radiation-induced migration occurs through the

stabilization and nuclear accumulation of the transcription factor hypoxia-inducible factor 1 alpha
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(HIF1a), which drives the transcription of Junction-mediating and regulatory protein (JMY') (Shikama

et al., 1999).
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RESULTS

y-radiation increases the migration velocity and invasive capacity of human GSCs

We used time-lapse videomicroscopy to characterize the motility patterns of three human GSC lines:
TGIN, TG16 and TG18 GSC lines, which were obtained from patients with high-grade gliomas (Patru
et al., 2010; Silvestre et al., 2011) .Since then they were systematically cultured as tumorospheres in
defined stem cell culture conditions, allowing them to keep their GSC properties i.e. expression of
neural stem cell markers, capacity of differentiation, and capacity to generate intracerebral tumors in
immunodeficient mice (Figure S1A).

Twenty-four hours after plating on laminin substrate, TG1N, TG16 and TG18 cells adopted a bipolar
and elongated shape (Figure S1B) and displayed high motility (mean velocities of 26.3 + 0.6 um/h,
25.7 + 1.1 pm/h and 22.8 + 0.7 um/h, respectively) without a predefined direction (Figure S2B,
Movies S1, S2 and S3), consistently with random motility pattern with high velocity previously
reported for other GSC lines (Pollard et al., 2009).

We then determined the effects of different ionizing radiation doses ranging from 0 to 3 Gy on the
motility pattern of TGIN and TG16 cells. In agreement with the well-known radiation-resistance of
GSCs (Bao et al., 2006; Silvestre et al., 2011), quantification of activated caspase-3 and -7 in irradiated
cultures by ELISA revealed minimal increases in apoptosis at 24 hours post-irradiation (PI), even at the
highest dose (Table S2). Similarly, the colony formation assay revealed that only the dose of 3 Gy
significantly impairs clonogenicity of TG16 cells (Figure S2). GSC migration velocity was measured
over periods of 4 hours ranging from 0-28 hours PI. Migration velocity remained stable across all time
periods in non-irradiated cell cultures. In contrast, migration velocity increased strikingly upon
radiation in a dose-dependent manner. No increase was detected after 0.1 Gy, whereas the highest

increase was observed at 8-12 hours after 3 Gy irradiation (1.34- and 1.23-fold increases for TG1N and
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TG16, respectively, ***p<0.001; Figure 1A). However, this effect occurred only transiently.
Interestingly, we showed that 0.5 Gy induced a persistent increase in the migration velocity of the two
cell lines, which remained detectable up to 52 hours PI (Figure 1B). Further experiments were thus
exclusively performed at this sub-lethal dose.

At this dose, the radiation-induced increase in velocity was also observed with TG18 cells (Figure 1C).
Cumulative traces and mean square displacement (MSD) measurements of cells tracked over 4 hours
showed that irradiated GSCs explored a wider territory than unirradiated controls (Figure 1C and S3).
However, no change in migration directionality was observed (Figure S3).

We then tested the effect of radiation on GSCs invasiveness using the Matrigel invasion
chamber assay. As shown in Figure 2A, 0.5 Gy significantly increased the invasiveness of all GSC lines
(TGIN: 221 + 41%; TG16: 125 + 11%; and TG18: 307 + 52%).

To further explore in vivo the effects of radiation on GSC invasiveness, TG1N and TG16 cells
were stereotaxically injected into the striatum of adult Nude mice after 0.5 Gy radiation (Figure 2B).
Serial coronal brain slices obtained two days after engraftment revealed that irradiated human nestin-
positive cells exhibited a greater dispersion in the coronal plane (Figure 2C), as well as along the
antero-posterior axis (Figure 2D) compared to unirradiated controls.

Altogether, our data showed that sub-lethal doses of irradiation stimulate the motility and invasiveness

of GSCs isolated from GBM.

Radiation-induced migration of GSCs depends on a rapid and transient nuclear accumulation of

HIF1o.

HIFlo has been shown to play a key role as a transcription factor in hypoxia-induced migra-
tion/invasion of several glioblastoma cell lines (Fujiwara et al., 2007; Joseph et al., 2015; Kim et al,,

2014; Mendez et al., 2010; Zhang et al., 2013; Zhou et al., 2013). In normoxia, HIF1a is hydroxylated
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by prolyl hydroxylase (PHD) leading to its recognition by the von Hippel-Lindau protein and subse-
quent ubiquitination and targeting to the proteasome for rapid degradation (Hamanaka and Chandel,
2009). PHD destabilization under hypoxic conditions allows the accumulation of HIF1a and its trans-
location to the nucleus (Chandel et al., 2000), where it forms a heterodimeric transcription factor com-

plex with HIF1B and binds the promoter regions of target genes (Jaakkola et al., 2001).

Interestingly, HIF1 o nuclear accumulation has been previously reported to be induced by ionizing ra-
diation (Moeller et al., 2004). We thus determined whether HIF1a could be involved in the radiation-
induced migration/invasion of GSCs. Strikingly, we found the nuclear accumulation of HIF1a in 70%

ook

of irradiated cells at one hour PI, compared to 12% of control cells (Figure 3A and 3B, = p<0.001).
This increase was transient, with the percentage of HIF1a-positive cells returning to control levels at 4

hours PI (Figure 3A and 3B). Similar data were obtained through the quantification of nuclear Hif1 o

intensity over time in irradiated TG1N and TG16 cells (Figure S4A and S4B).

We next showed that the irradiation-induced accumulation of HIF1a did not involve transcriptional
regulation, since HIF1oo mRNA levels estimated by RT-qPCR remained unchanged in irradiated cells
compared to unirradiated controls consistently with the determinant role of post-transcriptional modifi-

cations in HIF1a accumulation (Huang et al., 1996) (Figure S4C).

To investigate the role of HIF1a for radiation-induced migration, we treated our cells with Deferox-
amin (DFO), an iron chelator known to stabilize HIF1o with similar kinetics to hypoxia (Wang and
Semenza, 1993) and previously used to mimic hypoxia in glioma stem cells (Li et al., 2009). As shown
in Figure 3A and 3B, 100 pM DFO induced the nuclear accumulation of HIF1la in 86 + 6% of TGIN
cells compared to 12 + 7% of controls (" "p<0.001). Further, we observed an increase in nuclear HIF1o.

in DFO-treated cells compared to control cells (Figure 3C; “'p<0.01). Strikingly, DFO treatment also
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increased cell velocity (Figure 3D; = 'p<0.001), mimicking the effects of irradiation (Figure 3D). Simi-

lar data were obtained with TG16 cells (Figure S4D and S4E).

We next treated TG1N and TG16 cells with 50 pM YC1, a nitric oxide-independent activator of
soluble guanylyl cyclase (sGC) which blocks indirectly HIF1a expression at the post-transcriptional
level (Chun et al.,, 2004). This treatment inhibited the radiation-induced increase in nuclear HIF1a

(Figure 3C and S4D). Furthermore, while it had no effect on basal GSC motility, YC1 prevented the

radiation-induced increase in GSC migration velocity (Figure 3D and S4E).

To conclusively demonstrate that HIF1a was involved in radiation-induced migration of GSCs,
we treated TGIN and TG16 GSCs with specific siRNAs that decreased HIF1a mRNA expression by
88-93% (Figure S4F). HIF1a knockdown in TG1N and TG16 cells inhibited radiation-induced migra-

tion compared to control siRNA (siCt)-transfected cells (Figure 3E and S4G).

Altogether, these data demonstrate the key role for HIF1a in the radiation-induced GSC migra-

tion.

Stimulation of the Hiflo/JMY pathway increases radiation-induced GSC migration

Nuclear HIF1a is known to bind to hypoxia response elements (HRE) present in the promoters
of a large number of genes (Dengler et al., 2014) ; these genes encode proteins critical for many im-
portant cellular processes, including migration (Rankin and Giaccia, 2008). Junction-mediating and
regulatory protein (JMY) is one of the genes whose transcription is driven by HIF1a under hypoxic
conditions (Coutts et al., 2011), has also been reported to enhance cell motility and invasion via its abil-

ity to induce actin nucleation (Coutts et al., 2009; Zuchero et al., 2009).
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Immunofluorescence revealed that JMY was significantly up-regulated in the cytoplasm, but
not in the nucleus, of all GSC lines 24 hours after 0.5 Gy irradiation (Figure 4A and 4B). RT-qPCR
showed an increase in JMY mRNA levels detectable beginning at 8 h PI and persisting thereafter (Fig-
ure 4C, S5A and S5B). Measurement of JMY promoter activity in TG1N and TG18 GSCs using lucif-

erase assays confirmed that irradiation induced activation of the JMY promoter (Figure 4D and S5C).

Interestingly, stabilizing HIF1a levels with DFO increased the expression of JMY, whereas blocking
HIFlo with YC1 prevented the irradiation-induced increase in JMY in both TG1IN and TG16 cells
(Figure 4E and S5D). These results confirmed that JMY expression was dependent on HIF1a, suggest-

ing a tight correlation between increased HIF1la levels, increased JMY expression and radiation-

induced GSC motility.

We thus investigated the effects of IMY knockdown using a specific siRNA. JMY mRNA levels
decreased by 64 and 70% in siJMY-transfected TG1N and TG16 cells, respectively, compared to siCt-
transfected cells (Figure S5E). IMY knockdown did not alter the basal migration rates of TG1N (Figure
4F) and TG16 cells (Figure S5F). In contrast, it abolished the radiation-induced migration of TG1N and

TG16 cells (Figure 4F and S5F).

Altogether, these results demonstrate that radiation-induced migration of GSCs is linked to the HIF1a-

dependent cytoplasmic accumulation of IMY.

The role of JMY in cell motility has been attributed to its actin nucleation-promoting activity (Coutts et
al., 2011; Zuchero et al., 2009). We thus quantified F-Actin in irradiated GSCs by measuring Alexa-596
phalloidin staining. Interestingly, 24 hours after irradiation (ie. at the maximum of radiation-induced
migration Figure 1, 3D and S4E), we showed a significant increase in F-actin cellular content in irradi-
ated GSCs as well as in DFO-treated GSCs (Figure 5A, 5B, 5C and 5D). By contrast, HIF1a inhibition

by YC1 treatment (Figure 5B and 5D) or by siRNA (Figure 5E and 5F), as well as the knockdown of
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JMY (Figure 5E and 5F), prevented this increase, concomitantly with the inhibition of the radiation-

induced migration (Figure 4F and S5F).

Altogether, our data demonstrate that ionizing radiation at sublethal dose enhance the migration of hu-

man GSC via a HIF1/JMY pathway involving the nucleation promoting activity of IMY.

Radiation-induced migration is related to GSC stemness

We finally investigated the dynamic behavior of our different cell lines cultured under differentiating
(diff) conditions (medium supplemented with 10% FBS without FGF2 and EGF) that let them loss their
stem cell properties (Silvestre et al., 2011). No obvious morphological changes were observed in
diff TG1N and diffTG18 cells (Figure 6A), which maintained a stable (diffTG1N) or slightly decreased
(diffTG18) migration velocity compared to their parental cells (Figure 6B). In contrast, diffTG16 cells
presented with a markedly flattened cytoplasm (Figure 6A) and a significant decrease in migration
velocity compared to the parental GSC lines (Figure 6B).

Interestingly, ionizing radiation did not increase migration velocity (Figure 6C) nor the expression of
HIF1la (Figure 6D) and JMY (Figure 6E) in the differentiated cell lines, suggesting that the radiation-
induced stimulation of cell motility is specific to GSCs due to the lack of activation of the HIF1a/JMY

pathway in differentiated cells.
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DISCUSSION

GSCs are thought to play crucial roles in GBM relapse (Bao et al., 2006; Rich, 2007). Here, we report
that sublethal doses of irradiation enhance the motility and invasiveness of human GSCs through
HIF1la nuclear accumulation that increases the cytoplasmic actin nucleator JMY. Our study is thus in
line with previous reports showing that ionizing radiation promotes migration and invasion in various
cancer cell lines (Moncharmont et al., 2014), including human glioma cell lines (Badiga et al., 2011;
De Bacco et al., 2011; Edalat et al., 2016; Hegedus et al., 2004; Kim et al., 2014; Park et al., 2006;
Rieken et al., 2012; Steinle et al., 2011; Wild-Bode et al., 2001; Zhai et al., 2006). However, to our
knowledge, our study is the first to show not only that human GSCs are prone to this radiation effect
but also that this is specifically linked to their stemness properties, as radiation did not induce this
effect in “differentiated” glioma cells. This link may explain why we were able to use a much lower
dose (0.5 Gy) to enhance GSC motility compared to the dose of 1 Gy (Park et al., 2006; Steinle et al.,
2011; Wild-Bode et al., 2001) or greater (Badiga et al., 2011; De Bacco et al., 2011; Edalat et al., 2016;
Hegedus et al., 2004; Kim et al., 2014; Rieken et al., 2012; Zhai et al., 2006) required to stimulate non-
stem-like human glioma cell lines.

Previous studies have reported that hypoxia may increase the migration/invasion capacity of various
glioblastoma cell lines in a HIF1a-dependent manner (Fujiwara et al., 2007; Joseph et al., 2015; Li et
al., 2013; Mendez et al., 2010; Zhang et al., 2013; Zhou et al., 2013), suggesting that HIF1a is involved
in therapeutic failure and GBM relapse (Alexandru-Abrams et al., 2014). Our study shows that the key
factor linking the radiation-induced enhancement of GSCs to stem-like properties is the fact that GSCs
are much more prone than differentiated cells to the activation of HIF1a in response to radiation. This
may also explain why we were able to show that 0.5 Gy enhanced the migration of GSCs, whereas Kim

et al. have reported that 6 Gy-irradiation in either single or fractioned doses, but not 2 Gy irradiation,
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was able to induce HIF1a stabilization and stimulate the migration of U87 and U373 glioma cells (Kim
et al., 2014).

We have shown that radiation induces the migration of GSCs through a HIF1a-dependent cytoplasmic
accumulation of JMY. JMY was initially described as a transcriptional cofactor cooperating with
p300/CBP to augment p53 signaling during the DNA damage response (Coutts et al., 2007; Shikama et
al., 1999). JMY has been reported to accumulate in the nucleus after exposure to ultraviolet light,
etoposide and actinomycin, promoting p53-mediated apoptosis. Since TG1N and TG18, but not TG16
(El-Habr et al., 2017), are p53 proficient, the role of JMY in radiation-induced migration is not related
to p53. Moreover, the ionizing radiation doses used in this study did not trigger the nuclear
accumulation of JMY and induced very low levels of GSC apoptosis, suggesting that JMY does not act
as a transcriptional cofactor in radiation-induced cell migration. Rather, our data show that JMY is
functioning through its previously described role in cell motility under hypoxic conditions by
controlling actin dynamics via its nucleation-promoting activity (Coutts et al., 2011; Coutts et al.,
2009).

HIF1la has been widely considered a prominent cancer drug target due to its role in the regulation of
multiple survival pathways in solid hypoxic tumors. However, targeting HIF1a is highly challenging
and may induce severe side effects due its multiple functions (Hu et al., 2013; Onnis et al., 2009; Wang
et al., 2017; Xia et al., 2012). In this context, specific targeting of JMY could provide new therapeutic
perspectives to limit radiation-induced migration of GSCs and hence prevent tumor recurrence

following radiotherapy.
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MATERIALS AND METHODS

Human glioma stem-like cell (GSC) lines and treatments

The TG1N, TG16 and TG18 GSC lines were obtained from surgical resections carried out at Sainte
Anne Hospital (Paris, France) on patients with high-grade gliomas according to the WHO classification
(El-Habr et al., 2017; Patru et al., 2010; Silvestre et al., 2011). Since then they were systematically
cultured as tumorospheres in defined stem cell culture condition (serum-free Dulbecco’s Modified
Eagle Medium DMEM/F12 supplemented with B27 without vitamin A (1X, Invitrogen), heparin (5
pg/mL, Stem Cell Technologies), human recombinant epidermal growth factor (EGF, 20 ng/ml, Sigma)
and human basic fibroblast growth factor (FGF-2, 20 ng/ml, Sigma)) at 37°C in an atmosphere
containing 5% CO>. Every week, cells were mechanically dissociated after a 10 min incubation at room
temperature with the Accutase cell dissociation reagent (Sigma) and reseeded at 0.5x10° cells per T75
flask.

Cells were y-irradiated with the indicated doses 24 hours after plating using a '3’Cs irradiator (IBL637,
CIS BIO International or GSR-D1, Gamma-Service Medical GmbH) or with a ®°Co medical irradiator
(Alcyon). When indicated, Deferoxamine (DFO, Interchim), or YC1 (Cayman Chemical) was added 2

hours before irradiation.

Time-lapse experiments

Cells were plated on 24-well plates (25-35,000 cells /well) coated with laminin (5 pg/mL;
Sigma). Videomicroscopy was carried out at least 8 hours after plating using an inverted microscope
(Olympus IX81) coupled with a Coolsnap HQ camera (Princeton Instruments) controlled with
Metamorph software (Universal Imaging) as previously described(Gauthier et al., 2012) or using a

NIKON A1R confocal laser microscope (Nikon Corp. Tokyo). Imaging conditions were maintained at
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37°C (The Box & The Cube, LIS), 5% CO> and 18% O> with a relative humidity of 95% controlled by
an active gas supply system (the Brick, LIS). Images were taken of 6-20 fields per condition using a
10X objective (Olympus IX81) or in mosaic acquisition with a 20X objective (Nikon A1R) every 10
min. Tracking and overlay of individual cell tracks over a period of 4 hours were carried out using the
track object function in Metamorph software (Molecular Devices) or using the MTrackJ plugin in
Image] software. Dynamic parameters (migration velocity, mean square displacement (MSD),
directionality) were calculated with an Excel macro developed by F. Cordelieres (Bordeaux imaging
center, UMS 3420 CNRS, France) and/or with the custom-made open-source computer program DiPer

(Gorelik and Gautreau, 2014).

Cell invasion assay

Experiments were performed using Matrigel invasion chambers (BD Biosciences) as described
previously (Silvestre et al., 2011). Briefly, 24 hours after irradiation (0.5 Gy), cell suspensions (2.5 x
10* cells/0.5 mL) were seeded in triplicate onto the upper chamber with medium lacking growth factors
(EGF and FGF). Culture medium with growth factors was added to the lower chamber. After 29 h at
37°C, adherent cells on the upper surface of the membrane were gently removed with cotton-tipped
swabs, and cells invading the lower surface of the membrane were fixed with 4% paraformaldehyde
and stained with DAPI (1 pg/ml; Sigma). Membranes were imaged with a Nikon eclipse 50i (objective
10X/NA 0.3) and a Hamamatsu CCD ORCA-05G camera controlled by NIS-element BR V3.2
software equipped with a motorized stage. The total number of DAPI-positive nuclei per membrane

was counted for each condition.
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HIFla and JMY knockdowns

After dissociation, cells were electroporated (1300 V, 10 ms, 3 pulses) with siRNAs targeting
HIFla (siHIF1la, GE Healthcare), JMY (siJMY, Santa Cruz) or a negative control (siCtrl, Santa Cruz)
using the Neon Transfection System (Life Technologies) according to the manufacturer’s instructions.
Transfected cells were then plated on laminin-coated 24-well plates. Knockdown efficiency was

assessed 24-48 hours after transfection by RT-qPCR.

Reverse transcription—quantitative PCR (RT-qPCR)

RNA was extracted using the RNeasy Plus Mini Kit or the RNeasy plus Micro Kit (Qiagen)
according to the manufacturer’s instructions. Isolated RNAs were transcribed into cDNA using the
High capacity RNA to cDNA Master Mix (Applied Biosystems). Quantitative PCR reactions were
performed in 96-well plates in triplicate using SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems). The

primers used are listed in Table S1.

Luciferase JMY reporter assay

TGIN and TG18 GSCc (15x10% cells) were electroporated using the Neon® transfection system
(Thermo Fisher Scientific) with either 50 ng of the control (empty) pLightSwitch_empty_Prom vector
(ref #S790005) or the pLightSwitch_Prom reporter plasmid for the JMY gene promoter (#S719700;
SwitchGear Genomics), then immediately transferred in 96-well plates previously coated with laminin
(5 pg/mL; Sigma). GSCc were irradiated (0.5 Gy) 24 hours after electroporation and Luciferase
reporter activity was determined at different time points using the LightSwitch Dual Assay System

(SwitchGear Genomics) according to the manufacturer's instructions.
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Intracerebral grafts

nu/nu

Swiss™™ mice were maintained with access to food and water ad libitum in a colony room kept
at a constant temperature (19°C-22°C) and humidity (40-50%) on a 12:12 h light/dark cycle. All
animal-related procedures were performed in compliance with the European Communities Council
Directive of September 22, 2010 (EC/2010/63) and were approved by our institutional committee on
animal welfare (authorization #12-029; CEtEA-CEA DRF IdF).

Cell grafting was performed as previously described (Jeitany et al., 2015) using a stereotaxic apparatus
(David Kopf model 900 Small Animal Stereotaxic Instrument). 100,000 dissociated cells (2 pL) were
inoculated into the two hemispheres using a 33G Hamilton needle (Hamilton Bonaduz) at the following
coordinates: anteroposterior: +0.5 mm, dorsoventral: -3 mm and lateral: +1.5 (control cells) and -1.5
mm (irradiated cells). Forty-eight hours after grafting, animals were deeply anesthetized and
intracardially perfused with 4% paraformaldehyde in PBS. Brains were removed, postfixed overnight,
cryoprotected with 10% sucrose/PBS, and frozen in dry ice-cooled isopentane. A cryostat (Leica
CM3050S) was used to isolate free-floating serial coronal brain sections (30 pm) with an inter-slice
spacing of 60 pm. These sections were mounted in order to analyze the dispersion of grafted cells by
immunofluorescence staining with an anti-human nestin antibody (MAB1259, 1/400; R&D Systems)
as previously described(Jeitany et al., 2015; Silvestre et al., 2011). Images were acquired at 10x
magnification using NIS Elements software with a Pathfinder-Nikon motorized microscope (Nikon
Instruments Inc.).

GSC dispersion in the coronal plane was calculated as the sum of the surfaces in mm? occupied by
human nestin-positive cells in the different coronal slices analyzed. GSC dispersion along the antero-
posterior axis was calculated as the distance between the first and the last coronal slices containing

human nestin-positive cells.
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Immunostaining

Adherent cells were fixed for 10 min in 4% paraformaldehyde in PBS and then permeabilized
in 0.1% Triton X-100 in PBS as previously described(Silvestre et al., 2011). Cells were then incubated
with the primary antibody in blocking buffer for 1 hour at room temperature and then washed and
incubated with an Alexa-conjugated secondary antibody (1/1000, Molecular Probes) and with 2 Units
of AlexaFluor 594 phalloidin (Thermo Fisher scientific) per coverslip for one hour. Cells were
counterstained with DAPI (1 pg/ml, Sigma) and mounted with Fluoromount (Southern Biotech). The
primary antibodies used were rabbit anti-HIF1a (NB100-449, Novus Biological), mouse anti-HIF1o
(NB100-105, Novus Biological) and MA1-516, Thermo Fisher Scientific), goat anti-JMY (L.16, Santa
Cruz), mouse anti-JMY (G11, Santa Cruz) and rabbit anti-JMY (M300, Santa Cruz). Images were
captured using a BX51 (Olympus) coupled with a Retiga200R camera or using a Leica TCS SPE
confocal microscope (Leica Microsystems). Nuclear HIF1a, cytoplasmic JMY and F-actin mean
fluorescence intensities were measured using DAPI or phalloidin staining for object segmentation with

ImagelJ software.

Statistical analyses

All values are reported as the mean + SEM. Statistical significance for two groups was assessed
by the unpaired Mann-Whitney test or t-test. For comparison between more groups, a non-parametric
ANOVA was performed followed by post hoc tests. Statview (Abacus Concepts) and Prism Graphpad
7.1 software programs were used. Statistical significance levels are denoted as follow: *p < 0.05, **p <

0.01 and ***p < 0.001.
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FIGURES LEGENDS

Figure 1: y-irradiation stimulates the migration of GSCs

A Dose-dependent effects of radiation on the migration of TG1N and TG16 GSCs. Cell motility was
monitored between 4 and 28 hours post-irradiation for successive 4-hour periods by videomicroscopy.
Graphs show the effects of radiation on cell migration expressed as percentages of the respective
unirradiated controls for the indicated period of time after irradiation. The mean migration of TG1N
and TG16 GSCs were calculated from at least 120 cells (TG1N) and 80 cells (TG16).

B Effects of 0.5 Gy irradiation on the migration of human TG1N (left) and TG16 cells (right). GSCs
were irradiated 24 hours after plating. At least 80 cells (TG1N) and 90 cells (TG16) were tracked every
ten minutes over the course of 124 hours for each period of 4 hours. Histograms show the effects of
radiation on cell migration expressed as percentages of the respective unirradiated controls during the
indicated periods of time after irradiation.

C Mean migration velocity and cumulative traces of control and irradiated (0.5 Gy) TG1N, TG16 and
TG18 cells twenty-four hours after 0.5 Gy irradiation. Histograms on the left show the mean velocities
of irradiated cells and non-irradiated controls (calculated from at least 75 cells per line). Graphs on the
right show the color traces representing the tracking of 50 individual irradiated cells and non-irradiated

controls.

Figure 2

Irradiation increases the invasiveness of GSCs in vitro and in vivo.
A Boyden chambers were used to measure invasiveness of GSCs (TGIN, TG16 and TG18) 29 hours
after 0.5 Gy irradiation The results are expressed as percentages of non-irradiated controls (n = 5 per

group from 3 independent experiments).
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B Human nestin immunostaining (arrows) of coronal slices of brains of nude mice 48 hours after
striatal grafting of unirradiated (left) or irradiated (0.5 Gy, right) TGIN (upper panel) or TG16 (lower
panel).

C,D Quantification of human nestin-positive cells dispersion in the coronal plane (C) and along the
antero-posterior axis (D) of unirradiated and irradiated TGIN and TG16 cells (n = 3-5 brain per

condition).

Figure 3

A rapid and transient nuclear accumulation of HIF1a is involved in radiation-induced migration

of GSCs

A Immunostaining of HIF1a in DFO-treated (100 uM, one hour) or irradiated (0.5 Gy 1 or 4 hours PI)
TG1N GSCs. Nuclei were counterstained with DAPI. Scale bar: 100 pm.

B Percentage of intranuclear HIF1a-positive cells after DFO treatment or after (0.5 Gy) irradiation (n =
100 cells per condition).

C YC1 (50 pM) treatment 1 hour prior to irradiation (0.5Gy) prevented the radiation-induced nuclear
accumulation of HIF1a in TGIN GSCs. One hour after irradiation or DFO treatment (100 pM), nuclear
HIF1a fluorescence intensity was determined in at least 50 cells per condition.

D Effects of YC1 or DFO treatments on TGIN GSCs migration velocity 24 hours PI. Migration
velocity was expressed as percentages of the unirradiated control and calculated from at least 80 cells

for each condition.
E HIFlo knockdown prevented the radiation-induced migration of TGIN cells. TGIN GSCs were

transfected with a siRNA targeting HIF1a (siHIF1a) or a scramble control (siCt) and irradiated (0.5 Gy)
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24 hours later. Twenty-four hours after irradiation, migration velocity was determined and expressed as

percentage of the unirradiated control. Data were obtained from at least 70 cells per condition.

Figure 4

The HIF1o/JMY pathway is involved in radiation-induced migration of GSCs

A JMY immunostaining (white) of GSCs 24 hours after 0 Gy or 0.5 Gy irradiation. F-actin filament
networks are stained with fluorescent-phalloidin (red). Nuclei were counterstained with DAPI (blue).
Scale bar: 20 pm.

B Quantification of JMY fluorescence intensity. At least 20 cells were scored per condition.

C Quantification of JIMY mRNA levels by RT-qPCR in TGIN cells. Experiments were performed in
triplicate.

D JMY promoter activity in TG1N cells was estimated by luciferase reporter assay at different times
following irradiation (0.5 Gy).

E TGIN cells were treated with 50 pM YC1 one hour before irradiation (0.5 Gy). Immunostainings
were performed 24 hours after irradiation or after treatment with 100 pM DFO. JMY -fluorescence
intensity was measured (n = 30 cells per condition).

F TGN cells were transfected with siJMY or siCt and irradiated (0.5 Gy) 24 hours later. Twenty-four
hours after irradiation, cells were tracked every ten minutes over the course of 4 hours. Data were
obtained from at least 65 cells per condition. The results are expressed as percentages of unirradiated

TG1N cells transfected with siCt.
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Figure 5.

Irradiation increases cellular levels of F-actin in a JMY-dependent manner.

A,C F-actin staining with phalloidin in TG1N (A) or in TG16 (C) GSCs. Scale bars: 20 pM (A) and
10 pM (C).

B,D Quantification of phalloidin fluorescence intensity 24 hours after 0.5 Gy irradiation (in cells
pretreated or not with 50 pM YC1) or after 100 pM DFO for TG1N (B) and TG16 GSCs (D). At least
35 cells were scored per condition.

E,F Quantification of F-actin fluorescence intensity staining by phalloidin after irradiation (0.5 Gy) or
not in GSCs with siCt, siJMY or siHIF1a- electroporated TG1N (E) and TG16 (F). At least 20 and 25

cells were scored by condition (respectively in TG1N and TG16 GSCs)

Figure 6.

Radiation-induced migration is related to stemness.

A Typical microscopic phase contrast pictures of differentiated cancer cells plated on a laminin
substrate. Scale bar: 50 pM

B Differentiation markedly reduced the motility of TG16 cells. The mean migration velocities of GSCs
(Undiff) and differentiated cancer cells (Diff) were calculated from at least 75 cells per group 24 hours
after plating.

C Irradiation did not enhance the migration of differentiated cancer cells. Cells were tracked 24 hours
after irradiation (0.5 Gy) every ten minutes over the course of 4 hours. The mean migration velocities
of control (0 Gy) and irradiated cells was calculated from at least 120 cells per group tracked every ten

minutes over the course of 4 hours.
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D Irradiation did not increase nuclear expression of HIFla in differentiated cells. Immunostainings
were performed 1 hour after irradiation (0.5 Gy). Nuclear HIF 1a fluorescence intensity was measured
in at least 50 cells per condition.

E Irradiation did not increase JMY expression in differentiated cells. Immunostainings were performed
24 hours after irradiation (0.5 Gy). JMY fluorescence intensity was measured in at least 65 cells per

condition
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SUPPLEMENTAL FIGURE LEGENDS

Figure S1.

TGIN, TG16 and TG18 have the capacity to generate intracerebral tumors in nude mice and
have a high velocity cultured on Laminin substrate

A Representative engraftments of luciferase-expressing GSCs (10° cells) into the striatum of Swiss
Nu/Nu mice. GSC cells were transduced using a lentiviral vector containing a Luciferase cassette
(pTRIP-MND-Luciferase-Ires-GFP) and grafted (10° cells) into the striatum of female Swiss Nu/Nu
mice. Tumor growth was followed after D-Luciferin administration using an IVIS Lumina III In Vivo
Imaging System (PerkinElmer). Tumor formation was observed in all GSCs grafted mice (n >3 for each
GSC line).

B Typical microscopic phase contrast pictures of the different GSC lines 24 hours after plating on a
laminin substrate. Contrary to TG1 and TG18 GSCs that mainly adopted a bipolar and elongated shape
(Supplementary video 1 and 2), TG16 GSCs were morphologically heterogeneous forming two distinct
populations with a majority of bipolar and elongated flattened shape cells and a minority of spherical
and blebbing morphology cells (34.3 + 1.6%, white arrow). Importantly, TG16 GSCs could alternate
between these two distinct morphologies (Supplementary Video 3). Scale bar: 50 pM

C Mean migration velocity of bipolar/elongated cells and blebbing GSCs derived from GBM (TGI1N,
TG18 and TG16) plated on laminin substrate. The mean velocity of TG16 bipolar cells was similar to
that of TG1N and TG18 cells whereas TG16 blebbing cells migrated at a significantly slower velocity

Heksk

than their respective bipolar counterparts (14.15 + 0.9 pm/h, = 'p<0.001). TG16 bipolar cells migrated
with no predefined direction, in a manner similar to TG1N and TG18 cells (Supplementary Video 3).
Further analyses were thus only performed on the bipolar elongated sub-population. Human GSCs
adopt a random motility pattern with a high velocity on laminin substrates. For each cell line, at least

70 cells were tracked every ten minutes over the course of 4 hours.
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Figure S2.

Effects of ionizing radiation on TG16 clonogenicity.

A Representative images of clonogenicity assay. Briefly, TG16 cells were plated in 6-well plates at 300
cells/well and irradiated (0 to 3 Gy) 24 hours later then switched to fresh media and allowed to grow for
13 days. They were then fixed in acetic acid/methanol (1:7) and stained with crystal violet.

B Colonies were counted to determine the plating efficiency for each dose (PE = number of colonies
formed/number of seeded cells x 100). Plating efficiencies were expressed as mean + SEM from three
experiments (*P<0.05).

C The surviving fraction for each dose is the ratio of PE of irradiated sample / PE of unirradiated
control(Munshi et al., 2005). Data were expressed as mean + SEM obtained in three experiments

(*P<0.05).

Figure S3.

Irradiated GSCs explore a wider territory without alteration of theirs migration directionality.
The mean square displacement and directionality obtained from the tracking of individual unirradiated
and irradiated GSCs 24 hours after y-irradiation (0.5 Gy) over 240 min of observation. In each graph on
the left, blue and red lines represent the MSDs of control GSC and irradiated cells, respectively. In the
graphs on the right, white and black bars represent control and irradiated GSCs, respectively (0.5 Gy,

24 hours PI). Depending on the cell line, between 82 and 219 cells were scored.
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Figure S4.

Nuclear accumulation of HIF1a is involved in radiation-induced migration of GSCs.

A,B Quantification of nuclear HIF1a fluorescence intensity in irradiated (0.5 Gy) TG1N cells (A) and
irradiated (0.5 Gy) TG16 cells (B) over time (n = 50 cells per time-point).

C RT-gPCR quantification of HIF1oo mRNA in TG1N cells at different times after irradiation (0.5 Gy).
D YCI1 prevents the radiation-induced nuclear accumulation of HIF1a in TG16 cells. TG16 cells were
either treated with 50 pM YC1 and irradiated 1 hour later or treated with 100 pM DFO (F). After 1
hour, nuclear HIF1a fluorescence intensity was measured in at least 50 cells per condition.

E YC1 prevents the radiation-induced cytoplasmic accumulation of JMY, while DFO stimulates the
cytoplasmic accumulation of JMY. TG16 cells were treated with 50 pM YC1 one hour before
irradiation (0.5 Gy). Migration velocity was measured 24 hours after irradiation or after treatment with
100 pM DFO (n = 120 cells per condition).

F mRNA levels of HIF1a in TGIN cells (left panel) and TG16 cells (right panel) transfected with a
siRNA targeting HIF1a (siHIF1a) or a scrambled control siRNA (siCt).

G Migration velocity of TG16 cells transfected with siHIF1a or siCt 24 hours after 0 or 0.5 Gy

irradiation (n = 100 cells per condition).

Figure S5.
JMY pathway is involved in radiation-induced migration of GSCs.

A,B JMY mRNA levels in TG16 cells (a) and TG18 cells (b) at different times after irradiation (0.5

Gy).

C JMY promoter activity estimated by a luciferase reporter assay in TG18 cells.
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D JMY fluorescence intensity in TG16 cells: unirradiated (non irr), irradiated (one hour PI at 0.5 Gy),
pretreated with YC1 (50 pM) and irradiated (one hour PI at 0.5 Gy), and treated one hour with DFO
(100 pM) (n = 28 cells per condition).

E RT-qPCR quantification of JIMY mRNA levels in TG1N and TG16 cells transfected with siCt or
siJMY.

F Migration velocity of TG16 cells electroporated with a siRNA targeting JMY (siJMY) or a scrambled

control siRNA 24 hours after irradiation (0.5 Gy). (n = 92 cells per condition).
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Table S1: Primers used for quantitative Real-Time PCR

F1-60 Sens : TGCAACATGGAAGGTATTGCAC

R1-61 Antisens : GCACCAAGCAGGTCATAGGT

F3-68 Sens : GCCAAGAGAGACAGAGAAC

R3-69 Antisens : GCATGAGCTAGTCGTAATC

F2-96 Sens : ACCTCCAAGTATCCCAAGG

R2-97 Antisens :ACAGAAGTACAGACCGCTG

Table S2: Apoptosis 24 hours PI in GSCs is not significant until the irradiation dose of 1.5 Gy.

Fold induction of Caspase 3/7 in irradiated GSCs 24 hours PI (0.5 Gy) was measured using the Apo-

ONE= Homogeneous Caspase-3/7 Assay according to the manufacturer’s instructions.

0 Gy 0,5 Gy 1,5 Gy 3Gy
TG1N 1.00z0.01 1.09£0.01 1.07 £0.04 1.15+0.01 **
TG16 1.00z0.01 1.10£0.02 1.10£0.03 1.13+0.01
TG18 1.00z0.01 1.04£0.01 1.06 £ 0.02 1.07 £ 0.03*
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Movies S1, S2 and S3: Dynamics of TG1N (Movies S1), TG16 (Movies S2) and TG18 (Movies S3)
over time.

Each video was recorded using a NIKON A1R confocal laser microscope twenty-four hours after
plating cells on a laminin substrate. Images were taken in mosaic acquisition mode with a 20X
objective every 10 min over the course of 240 minutes. Video editing was performed with ImageJ

software and saved in AVI format at a frame rate of 10 fps.
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SUPPLEMENTAL FIGURES
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II1. Résultats complémentaires

Puisque nos précédents résultats mettent en évidence que la migration radio-induite est
spécifique du caractere souche des cellules, nous avons recherché a déterminer si une irradiation de ce
type pouvait avoir un effet stimulant sur la migration/invasion des cellules souches neurales (CSN). En
effet, il est établi que les CSG partagent avec les CSN des propriétés comparables comme la capacité a
s’autorenouveler et la multi-potence qui peuvent s’expliquer par des profils transcriptomiques
similaires et un certain nombre de voies moléculaires communes nécessaires entre autres, au maintien

de leurs propriétés d'autorenouvellement (Gangemi et coll., 2009).

1. Impact d’une irradiation sublétale sur la migration/invasion des
cellules souches neurales

1.1. Une irradiation de 0,5 Gy stimule la migration in vitro des CSN
embryonnaires humaines et murines

Des ¢tudes menées au laboratoire ont mis en évidence qu’une irradiation de 0,5 Gy provoque
apres 24 heures, une augmentation significative de la vitesse de migration (***p<0.001, Figure 1A) des
CSN embryonnaires humaines sur un substrat laminine (identique a celui utilis€ pour les tests de
migration des CSG) et maintenues dans un milieu favorisant leur non différenciation (EGF + FGF).
Cette migration radio-induite a également été observée dans les méme conditions expérimentales (0,5
Gy, 24 heures post irradiation) dans des cultures de CSN provenant de cerveaux embryonnaires de

souris (Figure 1B, ***p<0.001).

A Taide de test d’invasion cellulaire, nous avons montré, comme pour les CSG qu’une
irradiation a la dose de 0,5 Gy provoquait in vitro une trés forte invasion cellulaire des CSN

embryonnaires par rapport aux CSN non irradiées (Figure 1C, ***p<0.001).
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Figure 1: Effets d’une irradiation sublétale (0,5 Gy) sur la migration et 1’invasion in vitro des CSN humaines et murines. A
et B, Vitesse moyenne de migration 24 heures aprés irradiation de CSN embryonnaires humaines (A) et murines (B). Pour
chaque condition, un minimum de 120 cellules a été analysé toutes les 10 minutes pendant une période de 4 heures. (C)
Pourcentage d’invasivité des CSN embryonnaires humaines irradiées par rapport a des CSN non irradiées 29 heures aprés
irradiation (***p <0.001).

1.2. L’irradiation augmente les capacités d’invasion des CSN greffées dans le
cerveau

Afin d’étudier in vivo les effets de ’irradiation sur le comportement dynamique des CSN, des
expériences de transplantation par stéréotaxie dans le striatum de souris nude adultes de CSN murines
irradiées a 0,5 Gy et exprimant constitutivement la GFP ont été menées (Figure 2A). A partir des
coupes coronales sériées obtenues deux jours apres la greffe, nous avons montré que les CSN irradiées
présentent une plus grande dispersion dans le plan coronal (Figure 2B, *p<0.05) ainsi que le long de
I’axe antéro-postérieur (Figure 2C, *p<0.05) par rapport aux CSN témoins non irradiées. Ces données

indiquent qu’une irradiation sublétale de 0.5 Gy est capable d’augmenter 1’invasion des CSN in vivo.
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Figure 2: Effets d’une irradiation sublétale (0.5Gy) sur la migration des CSN murines 48 heures aprés un greffe par
stéréotaxie dans le striatum de souris nude. (A), illustration de I’invasion des CSN exprimant la GFP non irradiées (ligne du
haut) et irradiées (ligne du bas) autour du point de greffe. (B et C), Quantification de la dispersion cellulaire (B) et de la
migration antéro-postérieure (C) des CSN. Données provenant de 4 expériences indépendantes. (*p <0.05).
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2. La migration radio-induite in vitro des CSN humaines embryonnaires
est dépendante de HIF-1a

Nous nous sommes ensuite intéressés a savoir si la migration radio-induite des CSN était
dépendante de HIF-1a, comme nous ’avions précédemment mis en évidence dans les CSG. Des
marquages immunofluorescents dirigés contre HIF-1a montrent qu’une irradiation de 0,5 Gy provoque
une accumulation nucléaire transitoire de HIF-1a dans les CSN irradiées (Figure 3A et 3B). Cette
augmentation, significative dés deux heures apres I’irradiation, revient ensuite a son niveau de base 24
heures apres I’irradiation. Cette augmentation transitoire et rapide ne repose pas sur une régulation
transcriptionnelle de HIF-1a puisque son niveau d’ARNm estimé par qRT-PCR reste constant au cours

du temps apres I’irradiation (Figure 3C).

Pour valider définitivement le réle de HIF-1a dans la migration radio-induite des CSN, nous
avons mesuré la vitesse de migration des CSN en présence de DFO qui provoque artificiellement
I’accumulation de HIF-1a dans les cellules. De cette fagon, nous avons mis en évidence que la présence
de DFO dans le milieu de CSN non irradiées augmente leur vitesse de migration a un niveau
comparable a la vitesse de migration de CSN irradiées (**p<0.01). Alternativement I’inhibition
indirecte de HIF-1a par I’inhibiteur pharmacologique YC-1 (Figure 3C) ou son inhibition spécifique
par des siARN diminue significativement la migration radio-induite des CSN irradi¢es (**p<0.001).
L’ensemble de ces résultats suggerent donc que HIF-1a est nécessaire a la migration radio-induite des

CSN humaines (Figure 3C et 3D), comme précédemment démontré dans les CSG.
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Figure 3: La migration radioinduite des CSN embryonnaires est dépendante de HIF-la. A, Accumulation nucléaire
transitoire de HIF-lo 4 heures aprés une irradiation de 0,5 Gy dans les CSN mis en évidence par un marquage
immunofluorescent. B, Quantification de I’intensité de fluorescence de HIF-1a, au cours du temps dans des CSN irradiées a
0,5 Gy. Un minimum de 50 cellules ont été analysées pour chaque temps. C, Quantification par RT-qPCR des ARNm
codant pour HIF-1a dans les CSN a différents temps aprés irradiation (0,5 Gy). D, Effets des traitements YC1 ou DFO sur
la vitesse de migration des CSN respectivement non irradiées et irradiées. La vitesse de migration est exprimée en
pourcentage d’augmentation par rapport a la vitesse des CSN non irradiées. Pour chaque condition 120 cellules ont été
suivies toutes les 10 minutes sur une période de 4 heures. E, L’inhibition de HIF-1a. empéche la migration radio-induite des
CSN. Les CSN ont été transfectées avec des siARN spécifique de HIF-1a ou un siCT puis irradiées 24 heures aprés. Un jour
apres I’irradiation, la vitesse de migration a été déterminée et exprimée en pourcentage du témoin non irradié. Les données
ont été obtenues a partir d’au moins 50 cellules par condition (*p <0.05, **p <0.01, *** p <0.001).

3. Utilisation de CSN déficientes pour HIF-1a pour valider son role dans
la migration radio-induite des CSN murines embryonnaires

Dans le but de confirmer ’implication de HIF-1a dans la migration radio-induite des CSN,
j’ai utilis€¢ des CSN issues du modele transgénique que j’ai développé au cours de ma theése. Pour
rappel, cette souris transgénique repose sur un modele knockout conditionnel inductible Glast-
CreERT2/R26R-YFP/HIF-1a1¥1°% qui est obtenu par croisement de souris Glast-creERT2-YFP

(Mori et coll., 2005 ; Ferent et coll., 2014) avec des souris HIF-1a°¥1°% (Jackson laboratories).
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HIF-1a est spécifiquement inhibé en présence de tamoxifene dans les cellules de la glie radiaire
exprimant GLAST (faisant fonction de cellules souches neurales) qui sont principalement localisées
chez I'embryon au bord des ventricules au niveau de la zone corticale ainsi que dans les éminences
ganglionnaires latérales (EGL) et a la frontiére corticostriatale. L’administration du tamoxiféene se fait
au jours E14,5 de gestation a la dose de 3 mg/ml. L’excision par la Cre de I’exon 2 du géne HIF-1a

est détectée par I’expression de la protéine YFP.

3.1. La migration radio-induite in vitro des CSN murines embryonnaires est
dépendante de HIF-1a

Deux jours apres le traitement au tamoxiféne (E16,5), les cellules corticales sont
prélevées puis triées par cytométrie en flux sur 1’expression de la YFP (cellules ayant
recombinées déficientes pour HIF-10) et de GLAST (Glast"YFP") avant leur mise en culture
dans des conditions leur permettant de conserver leur caractére souche (facteurs de croissance EGF et
FGF2). Comme les CSG, ces cellules sont capables d’adhérer sur un substrat laminine nous
permettant ainsi d’évaluer leur capacité de migration par vidéomicroscopie. Vingt-quatre
heures apres avoir été mises en adhérence sur la laminine, les CSN sont irradiées a la dose de
0,5 Gy et leur vitesse de migration est mesurée toutes les 10 minutes sur une période de 4

heures, 24 heures post-irradiation.

Comme le montre la Figure 4, I’irradiation a la dose de 0,5 Gy augmente significativement la
vitesse de migration des cellules témoins YFP positives (***p<0.001) en comparaison des cellules
témoins YFP positives non irradiées. Au contraire, nous n’avons pas observé de changements des vi-
tesses de migration dans les cellules irradiées et déficientes pour HIF-1a. Ces résultats démontrent
donc de maniere définitive que I’absence de HIF-1a au niveau des CSN embryonnaires murines pré-

vient la migration radio-induite in vitro.
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Figure 4 : La migration radio-induite des CSN murines embryonnaires est dépendante de HIF-1a. Pourcentage de la vi-
tesse de migration des CSN irradiées (0.5 Gy, 24 post-irradiation) provenant des souris controles et déficientes pour HIF-

1 o par rapport aux CSN non irradiées. Pour chaque condition, un minimum de 100 cellules a été analysé toutes les 10
minutes pendant une période de 4 heures (***p<0.001).

3.2. La migration radio-induite des CSN murines embryonnaires observée in
vivo est dépendante de HIF-1a

Suite aux résultats obtenus in vitro a partir de culture de CSN GLAST YFP" déficientes pour
HIF-1o obtenues a partir de cerveaux embryonnaires de souris CKO Glast-CreERT2/R26R-YFP/HIF-
lo. &8 nous avons recherché si une irradiation a la dose de 0,5 Gy était capable de provoquer
une augmentation de la migration des cellules GLAST" dans les couches corticales
embryonnaires. Pour ce faire, aprés avoir activé la délétion de HIF-1ow dans les CSN exprimant
GLAST chez des embryons de E14,5 et irradi¢ les femelles gestantes a E15,5, les cerveaux
embryonnaires ont été récupérés 24 heures apres 1’irradiation (soit a E16,5) puis fixés avec du
PFA a 4%. Aprés avoir effectué¢ des coupes coronales a partir de cerveaux préalablement mis
en paraffine (Tissue-tek VIP processor, Leica), j'ai effectué des coupes coronales de cerveau a
I'aide d'un microtome (RM 2125 RT, Leica) pour immunomarquer les cellules exprimant I’YFP.
L’analyse du positionnement des cellules exprimant I’YFP par rapport au bord du ventricule dans la
zone ventriculaire, la zone sous-ventriculaire et la zone intermédiaire m’ont permis de montrer que 24

heures aprés une irradiation a la dose de 0,5 Gy, le pourcentage de cellules YFP' chez les embryons
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témoins (protéine HIF-1a fonctionnelle) ayant migrés dans la zone intermédiaire est significativement
plus important chez les embryons irradi€és en comparaison aux embryons non irradiés (Figure SA). Ces
résultats suggerent donc qu’une irradiation sublétale de 0,5 Gy induit une migration des CSN dans la
zone intermédiaire dans les 24 heures suivant I’irradiation. De maniére intéressante, cette migration
radio-induite n’est pas observée chez les animaux déficients pour HIF-1a. En effet, le pourcentage de
cellules YFP" dans la zone intermédiaire chez les animaux déficients irradiés est comparable a celui des
cellules YFP' retrouvé chez les animaux témoins non irradiés et significativement diminué par rapport

a celui retrouvé chez les souris témoins irradiées (Figure 5B, *p<0.05).
Ces résultats préliminaires qui devront étre confirmés suggerent que HIF-1a pourrait jouer un

role dans les mécanismes nécessaires a la migration radio-induite des CSN murines embryonnaires in

Vvivo.
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Figure 5: Une irradiation sublétale a la dose de 0,5 Gy induite une migration des cellules de la zone ventriculaire et sous-
ventriculaire vers la zone intermédiaire qui est dépendante de HIF-1a. A, Localisation des cellules exprimant la YFP sur des
coupes coronales de cerveaux embryonnaires de souris controle (GLAST-CRE YFP) et CKO (GLAST-Cre HIF-11142) en
condition normale (Irr) ou 24 heures apres irradiation (Irr). B, Pourcentage des cellules YFP positives mesurées dans la zone
ventriculaire (ZV), dans la zone sous-ventriculaire (ZSV) et dans la zone intermédiaire (ZI) (*p <0.05).
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IV. Discussion

Nous avons mis en évidence qu’une irradiation sublétale de 0.5 Gy est capable de
stimuler la migration des cellules souches de gliomes humaines (TGIN, TG10 et TG16). Cette
migration radio-induite des CSG apparait dés 12 heures aprés l’irradiation et persiste jusqu’a
52 heures post-irradiation. Nous avons également montré qu’une irradiation sublétale accentue
le pouvoir invasif des CSG aussi bien in vitro qu’in vivo au cours d’expériences de
transplantations de CSG irradiées dans le striatum de souris nude. Nous nous sommes ensuite
intéressés a rechercher quels pouvaient étre les acteurs moléculaires responsables de cette
migration/invasion radio-induite des CSG. La mise en ceuvre de différents protocoles
expérimentaux nous ont permis de démontrer que la migration radio-induite des CSG est
associée a une accumulation nucléaire du facteur de transcription HIF-1la qui intervient en
régulant la transcription d’un gene codant pour la protéine JMY. Au final, c’est grace a son
activité de polymérisation des filaments d’actine que JMY favorise la migration/invasion
cellulaire des CSG irradiées. La stimulation de la migration par une irradiation sublétale est
spécifique du caractére souche des CSG puisqu’aucune migration radio-induite n’a été
observée dans les CSG humaines différenciées et irradiées. Par ailleurs, 1’irradiation a la dose
de 0.5 Gy sur ces cellules différenciées ne provoque pas non plus d’augmentation des niveaux
protéiques de HIF-1a et de JMY. De maniere similaire aux CSG, nous avons montré qu’une
migration radio-induite dépendante de HIF-1a est retrouvée dans les cellules souches neurales

normales (CSN) murines et humaines, aussi bien in vitro qu’in vivo.

1. Role de la voie moléculaire HIF-10/JMY dans la migration en hypoxie
ou apres irradiation des CSG

1.1. Implication de HIF-1a dans la migration/invasion tumorale en hypoxie

L’expression de HIF-la induite par I’hypoxie est un facteur important dans 1’induction des
métastases cancéreuses (Zhong et coll., 1999, Rankin et Giaccia 2016). Dans le glioblastome, HIF-1a
est exprimé autour des zones nécrotiques (Kaur et coll, 2005, Zagzag et coll., 2000) et induit la

progression tumorale (Yang et coll., 2012). La migration/invasion tumorale est induite en hypoxie
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d’une mani¢re HIF-1a dépendante via I’induction de la TEM ou les cellules épithéliales perdent leur
polarité et acquicrent un phénotype mésenchymateux qui est aussi responsable de la maintenance du
caractere souche. Son inhibition inhibe cet effet migratoire invasif (Zhou et coll., 2013, Joseph et coll.,
2015). Le rdle crucial de HIF-1a dans la métastase et dans la progression tumorale qui conduit aux
¢checs thérapeutiques implique la nécessité de mieux étudier son role et cela nous aidera a limiter la
résistance aux traitements du glioblastome limitant ainsi les récurrences de la maladie a long terme.
Pour cela, il est largement intéressant de déterminer 1’implication des génes régulés par HIF-1a qui

seront aussi impliqués dans la migration/invasion radio-induite.

1.2. HIF-10 joue un role primordial dans la mise en place des mécanismes
impliqués dans la migration/invasion radio-induite des CSG

Comme décrit en condition hypoxique, I’irradiation facilite la migration/invasion tumorale
notamment par 1’induction de la transition épithélio-mésenchymateuse TEM (Jung et coll., 2007,
Lopez-Novoa et Nieto, 2009). Dans les cellules de gliomes, les mécanismes responsables de ce
processus sont multiples. Différents travaux de recherche mettent principalement en évidence
I’implication des métalloprotéases (MMP2 et MMP9) (Badiga et coll., 2011, Goetze et coll., 2007,
Canazza et coll., 2011, Desmarais et coll., 2015, Park et coll., 2012, Dong et coll., 2015, Gogineni et
coll.,, 2011, Hwang et coll., 2006, Park et coll., 2006, Rieken et coll., 2011, Rieken et coll., 2011, Wild-
Bode et coll., 2001, Mahabir et coll., 2014) ainsi que des intégrines (Wild-Bode et coll., 2001, Reiken
et coll.,, 2011, Gogineni et coll.,, 2011, Canazza et coll., 2011, Goetze et coll., 2007). De manicre
¢tonnante, une seule étude a étudié I’importance de HIF-1a dans la migration radio-induite a I’aide de
deux lignées cellulaires de gliomes (Kim et coll., 2014). Ces auteurs ont montré que 1’accumulation de
HIF-1a via la déstabilisation de pVHL et PHD2 (qui dégradent HIF-1a)) provoquée par une irradiation
fractionnée (3 x 2 Gy) ou unique (6 Gy) était associée a une augmentation de la migration des cellules
de gliomes U87 et U373. Cette migration dépendante de HIF-la est corrélée a I’augmentation de
I’expression des marqueurs mésenchymateux tels que la N-Cadherine, la Vimentine, la fibronectine et
de son régulateur Snail. Outre cette étude et malgré le peu de données directes concernant le role de
HIF-1la dans la migration radio-induite des cellules de gliomes, des observations ou démonstrations
indirectes sur d’autres types cellulaires suggerent cependant que HIF-1a pourrait représenter un acteur
majeur de la migration/invasion radio-induite du glioblastome. Ainsi, il est bien établi que I’irradiation

augmente 1’activité de HIF-1a (Dewhirst et coll., 2008 ; Gottschald et coll., 2010 ; Kedersha et coll.,
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1999 ; Moeller et Dewhirst, 2004). 11 est également connu que 1’augmentation de HIF-1a radio-induite
est impliquée dans la radiorésistance de plusieurs types de cellules cancéreuses (Huang et coll., 2011 ;
Kessler et coll., 2010 ; Staab et coll., 2011 ; Strofer et coll., 2011 ; Vordermark et coll., 2004 ; Zhang et
coll, 2004) ainsi que dans la migration/invasion radio-induite des lignées cancéreuses comme le cancer
des poumons (Kuo et coll., 2015). L’ensemble de ces données nous encouragent donc a continuer a
étudier le réle de HIF-1a dans la migration/invasion radio-induite ainsi que d’explorer les génes HIF-
la dépendants responsables de la motilité cellulaire pouvant étre impliqués dans la migration/invasion

radio-induite des CSG.

La migration/invasion radio-induite des cellules souches de gliomes n’avait jusqu’alors pas
encore €été recherché et/ou mise en évidence. Nos données montrent qu’une irradiation de 0,5 Gy est
capable de provoquer une augmentation transitoire de la migration des CSG dépendante de
I’accumulation nucléaire de HIF-1 a. L’utilisation d’un stabilisateur de HIF-1a, le DFO, est aussi
capable de stimuler une augmentation de migration des CSG non irradiées comparable a celle observée
dans des CSG irradiées. Au contraire, I’emploi d’un inhibiteur indirect de HIF-1a (YC1) ou direct
comme des siARN anti-HIF-1a confirme que la migration radio-induite dans les CSG est dépendante
de HIF-la. Nos résultats sont en accord avec les données de Zhou et coll. qui ont montré que
I’inhibition de HIF-la par I'inhibition des activateurs des RhoGTPases provoque une perte de
I’invasivité de lignées de glioblastome (U251 et U87) normalement induite en hypoxie (Zhou et coll.,
2013). Il sera intéressant de montrer si les CSG réagissent de manicre similaire aux lignées de GBM en
condition d’hypoxie en ce qui concerne leur vitesse de migration et leur invasion. En hypoxie,
I’accumulation de HIF-1a ne sera pas transitoire comme celle obtenue apres une irradiation ce qui peut
nous laisser penser que des mécanismes de régulations différents pourraient étre mis en jeu. Il sera
¢galement nécessaire d’étudier 1’effet de I’irradiation sur des CSG cultivées en hypoxie pour établir
quelle pourraient étre les conséquences au niveau de la migration des cellules d’un double stimuli
irradiation/hypoxie. L’ensemble de ces expériences pourrait révéler de nouvelles régulations qui
pourraient a plus long terme représenter des cibles potentielles permettant de limiter la migration des

CSG.
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1.3. Implication de JMY dans la migration radio-induite des CSG

Parmi les genes cibles de HIF-la qui régulent la motilité cellulaire, nous nous sommes
particulierement intéressés a la protéine JIMY qui a été initialement décrite comme un co-facteur de
transcription en interagissant avec p300/CBP pour induire la réponse de dommage a I’ADN d’une
maniére p53 dépendante (Coutts et coll., 2007 ; Shikama et coll.,, 1999). IMY a été montré comme
s’accumulant dans le noyau aprés I’exposition a différents stress (rayons ultraviolets, étoposide,
actinomycine) pour induire I’apoptose d’une manicere p53 dépendante. Des données plus récentes
montrent également que sa régulation au niveau transcriptionelle via HIF-1a en condition hypoxique
(Coutts et coll.,, 2011) est associée a une augmentation de la motilité¢ et 1’invasion cellulaire via sa
capacité de nucléation de I’actine (Coutts et coll., 2009 ; Zuchero et coll., 2009). Ces dernieres données
nous ont donc amené a rechercher si JMY ne pouvait pas étre un acteur important dans la migration
radio-induite des CSG. Nous avons pu €tablir que vingt-quatre heures apres une irradiation de 0.5 Gy,
JIMY ¢était surexprimé spécifiquement dans le cytoplasme des CSG sans la présence d’une
augmentation nucléaire. L’augmentation du niveau transcriptionnel de JMY significative dés 8 heures
post-irradiation est dépendante de I’accumulation nucléaire de HIF-1a et est progressive et transitoire.
Son rdle est confirmé par des expériences s’appuyant sur le traitement des CSG par le DFO, le YCI1 et
les siARN dirigés contre JMY. Enfin, nous avons montré que ’augmentation de la migration apres
irradiation est provoquée par une augmentation de la capacité de JMY a nucléer I’actine comme décrit

précédemment en condition hypoxique (Coutts et coll., 2009 ; Zuchero et coll., 2009).

L’absence d’accumulation nucléaire de JMY faisant suite a 1’irradiation suggeére également que
JMY n’agit pas comme un cofacteur de transcription via p53. Cette observation est renforcée par le fait
que la migration radio-induite est retrouvée de maniére comparable aussi bien dans des CSG avec un
p53 sauvage que déficient. La mise en place d’irradiations a plus fortes doses nous permettrait d’étudier
I’impact nucléaire de JMY sur la migration cellulaire des CSG. Il serait également intéressant
d’investiguer les conséquences de la surexpression de JMY et de HIF-1a sur la migration des cellules
différenciées afin de voir si la migration cellulaire est augmentée comme celle rapportée aprés une

irradiation sublétale.

Il sera intéressant de continuer a explorer le role de JMY dans la migration radio-induite des
CSG. En effet, IMY pourrait représenter une cible thérapeutique d’importance pour éviter la migration
radio-induite des CSG pouvant avoir lieu au cours d’un protocole classique de radiothérapie. Il sera
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nécessaire de valider le réle de JMY dans I’invasion radio-induite aussi bien dans des tests in vitro
(invasion) qu’in vivo (transplantation de CSG déficientes pour JMY et préalablement irradiées). A
moyen terme, il serait nécessaire de rechercher des inhibiteurs spécifiques de JMY en mettant par
exemple en place un screening de molécules a partir de chimiothéques. Avec cet outil, nous pourrons
identifier des molécules susceptibles d’inhiber la migration radio-induite des CSG irradiées. Une fois
sélectionnées, ces molécules devront étre validées dans notre modele préclinique de greffes
intracérébrales de CSG dans le cerveau de souris (Jeitany et coll., 2015 ; Pineda et coll., 2017). A Iaide
d’un nouvel irradiateur en cours d’installation dans notre unité (SARPP), il sera intéressant d’irradier
localement les cellules greffées avec un protocole mimant un traitement de radiothérapie classique et
d’étudier in vivo par bioluminescence 1’effet de ces molécules sur I’invasion cellulaire au cours du

temps.

1.4 L’induction des métallo-protéases par HIF-1a pourrait-elle jouer un role
dans la migration radio-induite des CSG ?

Les métallo-protéases (MMPs) ont ét¢ démontrées comme responsables de 1’augmentation de
I’invasion et de I'angiogenese des gliomes (Nakada et coll., 2003, Rao 2003). La surexpression de HIF-
la induite par I’hypoxie dans différentes lignées de gliomes est capable d’induire une invasion
cellulaire importante qui est corrélée a une augmentation transcriptionelle des métalloprotéases MMP2
et a la diminution des inhibiteurs des métallo-protéases TIMP2 (Fujiwara et coll., 2007 ; Zhang et coll.,
2013). De maniére similaire a 1’hypoxie, I’augmentation de la migration cellulaire aprés irradiation
dans de nombreuses lignées de gliome est associée a une augmentation d’activit¢ des MMPs, et plus
particuliérement de la MMP2 (Park et coll., 2006, Wild-Bode et coll., 2001, Badiga et coll., 2011, Dong
et coll., 2015, Desmerais et coll., 2015, Park et coll., 2012, Furmanova-Hollenstein et coll., 2013) et de
la MMP9 (Wild-Bode et coll., 2001, Dong et coll., 2015, Cheng et coll., 2006, Furmanova-Hollenstein
et coll,, 2013). Parallélement, I’irradiation dans ces mémes lignées de gliome, provoque une diminution
des inhibiteurs de protéases comme TIMP2 (Wild-Bode et coll., 2001, Furmanova-Hollenstein et coll.,
2013). L’ensemble de ces données majoritairement obtenues in vitro met en évidence que les MMPs
joueraient un rdle important dans la migration radio-induite des lignées de glioblastomes. Il nous
semble donc nécessaire d’étudier plus en détail dans les CSG irradiées a des doses sublétales, si les

MMPs pourraient jouer un réle dans la mise en place de la migration radio-induite rapportée chez les
CSG.
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1.5 L’augmentation de JMY via HIF-1a pourrait-elle exercée une influence sur
d’autres protéines impliquées dans I’adhésion cellulaire des CSG ?

Les cadhérines, comme la E- et la N-cadherine sont des glycoprotéines qui permettent les
interactions intercellulaires (D'Souza-Schorey, 2005) et qui par conséquent sont intimement liées a la
migration/invasion cellulaire et a la progression tumorale. En effet, la perte de I'expression de I’E-
cadhérine est corrélée avec I’invasion et la métastase tumorale (Jeanes et coll.,, 2008) alors que son
expression inhibe la motilité¢ des cellules tumorales (Syed et coll., 2008, Nam et coll., 2004). De
maniere intéressante, Coutts et coll. ont mis en évidence que JMY ¢était capable de réguler 1’expression
de la E- et de la N-cadhérine (Coutts et coll, 2009). Ainsi, I’inhibition de JMY par des siARN dans des
cellules tumorales mammaires MCF7 et dans les lignées d’ostéosarcomes U20S et SAOS provoque
respectivement une augmentation significative de la E-cadhérine et de la N-cadhérine qui sont toute les
deux associées a une diminution de motilité cellulaire. Inversement, la surexpression de JMY provoque
une stimulation de la migration cellulaire (Coutts et coll, 2009). Au vue de ces données, et parce que
I’irradiation provoque une diminution d’expression des cadhérines (Jung et coll., 2007; Lopez-Novoa et
Nieto, 2009), il nous apparait donc intéressant de déterminer si une irradiation sublétale est capable ou
non d’induire des changements d’expression de ces cadhérines dans les CSG en relation avec JMY et
I’apparition d’une migration radio-induite. Le méme type d’analyse pourra également s’effectuer sur

des CSQG différenciées.

2. HIF-20a joue-t-il un role dans la migration radio-induite des CSG ?

Comme HIF-1a, HIF-2a est également exprimé au niveau nucléaire dans les cellules de GBM.
A I’instar de HIF-1a, il nous apparait normal de s’interroger sur le role que HIF-2a pourrait avoir dans
la migration radio-induite des CSG. En effet, ’analyse de la densité des cellules exprimant HIF-1a et
HIF-20 montre que I’expression de HIF-2a est plus élevée que HIF-1a dans les régions tumorales et
péri-tumorales du GBM, suggérant que ces deux facteurs pourraient jouer des roles différents dans la

régulation du développement du GBM (D’Alessio et coll., 2016).

Au niveau des CSG, HIF-1a et HIF-2a sont aussi présents avec une préférence d’expression de
HIF-2a dans les cellules souches par rapport aux cellules non souches (Binello et Germano, 2011).

D’autre part, il faut noter que :
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1) HIF-2a est impliqué dans I’induction de la TEM (Joeseph et coll., 2015) et altére la motilité
des cellules de gliomes (Xu et coll., 2015).

2) HIF-2a est capable de réguler c-myc, le responsable du phénotype indifférenci¢ des cellules
souches tumorales de la niche hypoxique (Gordan et coll., 2007a, 2007b).

3) HIF-2a favorise également le phénotype souche des cellules souches de gliomes par la
surexpression des geénes de pluripotence Sox2 et Oct4 (Bar et coll., 2010 ; Li et coll., 2009 ; Pietras et
coll.,, 2010 ; Soeda et coll., 2009, Covello et coll., 2006 ; Moreno-Manzano et coll., 2010; Seidel et
coll,, 2010). L’activation de Sox2 s’effectue via I'induction de HIF-2a (et pas de HIF-1a) par le
domaine C-terminal intercellulaire de CD44, un récepteur transmembranaire glycoprotéique considéré
comme un marqueur des cellules souches dans les tissus normaux et néoplasiques (Zoller, 2011).

4) Le ciblage de HIF-2a dans les CSG, qui est co-localisé avec les marqueurs des cellules
souches, inhibe I’autorenouvellement, la prolifération et la survie in vitro et atténue le potentiel
d’initiation de tumeur des CSG in vivo (Li et coll., 2009).

5) Enfin, la sous-expression de HIF-2a diminue spécifiquement la survie des CSG alors que la
sous-expression de HIF-la diminue la survie aussi bien des CSG que des cellules non souches de

gliomes (Li et coll., 2009).

Au vue de ces données, et méme si I’inhibition de HIF-1a ou de HIF-2a diminue de fagon
identique la tumorigénicité des CSG (Li et coll., 2009), il semble bien établi que HIF-2a joue un rdle
important dans le maintien du caractére souche des CSG. En revanche, a notre connaissance il n’existe
pas encore d’études s’intéressant spécifiquement au rdle que pourrait avoir HIF-2a dans les
phénomenes de migration des cellules de GBM. Il nous apparait ainsi intéressant de déterminer si HIF-
2a. est susceptible de jouer un role direct ou indirect dans la migration et/ou la migration radio-induite

des CSG.

3. Importance du caractere souche et non souche des cellules de GBM
dans la migration/invasion radio-induite

Des preuves de plus en plus nombreuses indiquent que 1’irradiation pourrait favoriser
un comportement métastatique des cellules cancéreuses (Barcellos-Hoff et coll., 2005; Madani
et coll.,, 2008). Les données traitant le mécanisme des métastases cancéreuses induites par

I’irradiation sont multiples. Ainsi, de nombreuses études utilisant différents types de lignées
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cancéreuses et plus spécifiquement des lignées de gliomes ont mis en évidence que I’irradiation (a des
doses d’irradiation variées comprise entre 1 Gy et 20 Gy pour les gliomes) induit une augmentation de
la migration/invasion (Tableau 4 et 5 ; Moncharmont et coll., 2014., Falk et coll., 2014., Sundahl et
coll,, 2018). En revanche, de maniére surprenante jusqu’a maintenant aucune étude n’avait mis en
¢vidence une induction de la migration/invasion dans les CSG aprés un stress radiatif. Les résultats
découlant de ces recherches sont d’autant plus importants puisque les cellules souches différent des
autres cellules tumorales par leur capacité a maintenir une hiérarchie cellulaire, a s'auto-renouveler, et a
avoir une sensibilité diminuée a 1’apoptose radio-induite in vitro et in vivo (Bao et coll., 2006 ; Diehn et
coll., 2009 ; Chargari et coll., 2012 ; Jamal et coll., 2012). Elles sont aussi décrites comme étant
impliquées dans la radiorésistance des tumeurs (Bao et coll., 2006 ; Pajonk et coll., 2010 ; Qiu et coll.,
2011 ; Jamal et coll., 2012). C’est pourquoi nous avons €tudié si une irradiation ionisante était capable
de stimuler la migration/invasion des cellules souches de gliomes. Outre la démonstration qu’une
irradiation sublétale de 0.5 Gy provoque une migration/invasion radio-induite des CSG, nous avons pu
établir que la stimulation de la migration/invasion par la dose sublétale de 0.5 Gy est observée
uniquement dans les CSG et pas dans les cellules différenciées issues de ces CSG. Nos données sont en
accord avec la majorité des études précédemment publiées qui, sur des lignées de gliome non souche,
ont pu mettre en évidence une augmentation de la migration/invasion uniquement a des doses
supérieures a 1 Gy (Badiga et coll., 2011, De Bacco et coll., 2011, Goetze et coll., 2007, Canazza et
coll., 2011, Ghosh et coll., 2014, Desmerais et coll., 2015, Park et coll., 2012, Dong et coll., 2015,
Fehlauer et coll., 2007, Hwang et coll., 2006, Park et coll., 2006, Rieken et coll., 2011, Steinle et coll.,
2011, Wild-Bolde et coll., 2001, Kim et coll.,, 2014, Mahabir et coll.,, 2014, Wick et coll., 2002,
Furmanova-Hollenstein et coll.,2013, Zhai et coll., 2006). Ces données associées a nos résultats
suggerent donc que le seuil minimal d’irradiation nécessaire a la stimulation de la migration pourrait
étre dépendant du caractére souche. En d’autre terme, la migration radio-induite des CSG se
déclencherait a un seuil d’irradiation plus faible que pour des cellules de gliome non souches. Pour
confirmer cette hypothese, il serait ainsi intéressant d’irradier les cellules différenciées issues des CSG
avec des doses croissantes d’irradiation (supérieures a 0,5 Gy) afin de confirmer si des doses
d’irradiation supérieures a 1 Gy sont capables d’induire une augmentation de la migration dans ces

cellules.
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3.1. La différenciation in vivo des CSG peut—elle prévenir la
migration/invasion radio-induite des CSG ?

Le traitement conventionnel des GBM ne donne pas de réponses efficaces et satisfaisantes au
vue de la durée de survie des patients qui reste inférieure a deux ans (Wen et Kesari, 2008 ; Stupp et
coll,, 2009). La présence des CSG au sein des GBM serait en grande partie responsable de cette
résistance aux traitements. La mise en évidence d’une migration radio-induite des CSG pourrait
contribuer de maniere significative a cette radiorésistance des GBM. Du fait de la plasticité du
programme de différenciation des cellules tumorales (Leszczyniecka et coll.,, 2001 ; Staudt et coll.,
2007), il serait intéressant d’envisager d’induire la différenciation des CSG permettant ainsi d’entraver
la capacité d'autorenouvellement des CSG et donc de réduire la production de CSG capables de
repeupler la tumeur ayant été irradiées. D’autre part, si nos résultats in vitro montrant que des CSG
« différenciées » ne sont pas capables de stimuler leur migration aprés une irradiation sont validés in
vivo, cette approche de différenciation des CSG empécherait indirectement ’apparition de la migration
radio-induite. Cette approche pourrait étre utilisée en concomitance avec la radiothérapie et étre moins
toxique que 1’utilisation des agents chimiothérapeutiques anticancéreux conventionnels (Leszczyniecka
et coll., 2001 ; Staudt et coll., 2007). Bien qu'un certain nombre d'agents aient déja été testés dans cet
objectif au cours des dernic¢res années, l'agent de différenciation le plus étudié et cliniquement testé est
I’acide rétinoique (AR ou Vitamine A). L’AR induit une différenciation cellulaire et cible les CSG
(Gudas et Wagner, 2011 ; Karsy et coll., 2010 ; Sell 2004) en régulant négativement leurs marqueurs
souches (CD133, nestine, sox2), et en diminuant in vitro la formation de colonies issues de ces CSG
(Campos et coll., 2010). De manicre intéressante, I’ AR est également capable d’inhiber 1'expression des
MMP2 et MMP9, inhibant ainsi la migration et l'invasion cellulaire (Papi et coll., 2007). De ce fait, il
sera intéressant de tester I’effet de I’AR sur la migration/invasion radio-induite des CSG tout en
analysant son effet sur le niveau d’expression de HIF-loa, de JMY et des voies moléculaires

précédemment décrites dans les lignées de glioblastomes (MMPs, etc...).

Une autre stratégie pour induire la différenciation des CSG serait de favoriser I’expression des
cadhérines permettant d’éradiquer les cellules souches cancéreuses (Beug et coll., 2009). Cette stratégie
est d’autant intéressante que comme précédemment mentionnée, I’inhibition de JMY a été démontré
comme capable d’induire une augmentation de I’expression de la E- et N-cadhérine qui par

conséquence inhibe la migration des lignées cancéreuses (Coutts et coll, 2009).
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3.2. La dédifférenciation des cellules cancéreuses de GBM favoriserait-elle la
migration radio-induite ?

Différentes études ont rapporté dans plusieurs types de cancers (cancer du sein, de la prostate,
du foie, mélanomes) que I’irradiation thérapeutique pouvait étre a ’origine de I’induction du caractére
souche des cellules cancéreuses (Ghisolfi et coll., 2012, Cho et coll., 2012 ; Lagadec et coll., 2012, Lee
et coll,, 2015). Au niveau du cancer de prostate par exemple, I’irradiation induit une augmentation de la
population souche cancéreuse exprimant le marqueur souche CD44" (Cho et coll., 2012).
Similairement, l'exposition de cellules cancéreuses hépatiques a un rayonnement gamma ionisant
favorise dans des conditions de culture « souche », I’apparition d’hepatospheres, suggérant que certains
régulateurs des cellules souches sont ré-exprimés dans les cellules cancéreuses faisant suite a
I’irradiation (Piao et coll., 2012). Au niveau moléculaire, 1'analyse de l'expression des genes radio-
induits montre une régulation positive des ARNm codant pour des marqueurs associés au caractere
souche comme Sox2 et Oct3/4 (Ghisolfi et coll., 2012, Lagadec et coll., 2012). D’autres études ont mis
en évidence que des facteurs de transcription comme HIF-1a (Helczynska et coll., 2003 ; Jogi et coll.,
2003) et/ou des voies de signalisation impliquant Snail, STAT3, Notch, PI3K/Akt ou bien encore des
MAPK sont activées dans ces processus de dédifférenciation cellulaire (Phillips et coll., 2006, Wu et
coll., 2016). Concernant les GBM, il a été montré par exemple que le traitement de lignées de GBM
avec un alkylant (Carmustine) induisait I’apparition d’une population de cellules souches cancéreuses
exprimant des marqueurs souches (CD133, CD117, CD90, ...) possédant des capacités de multipotence
et capable de générer des tumeurs apres transplantation dans des cerveaux de souris SCID (Kang et
Kang 2007). Plusieurs autres études avaient avancé 1’hypothese que les cellules de GBM possédaient la
capacité de se dédifférencier en cellules souches cancéreuses lorsqu’elles étaient soumises a des stimuli
appropriés (Charles et Holland, 2009). Cette hypothése est étayée par des études montrant qu’en
condition hypoxique, ou en présence de facteurs de croissance ou de témozolomide, un tel phénomene
de dédifférenciation est possible dans les cellules de GBM (Heddleston et coll., 2009 ; Auffinger et
coll, 2014 ; Li et coll, 2011). Une irradiation est également capable d’induire 1’expression de
marqueurs souches (comme Sox2, nestin et CD133) dans des lignées de GBM (Kim et coll., 2011).
Enfin récemment, Dahan et coll. ont confirmé ces données en concluant qu’une radiothérapie est
capable d’induire un shift des cellules de GBM vers un phénotype souche qui pourrait ainsi participer a
I’expansion des CSG et finalement favoriser une récurrence rapide de ces cancers du cerveau

caractérisés par une agressivité et une invasivité importantes (Dahan et coll., 2014). Ainsi, méme si
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d’autres études restent nécessaires pour préciser les mécanismes impliqués dans ce phénoméne de
différenciation de cellules de GBM, ces données suggerent que ’irradiation des GBM favoriserait une
dédifférenciation de certaines cellules en cellules souches leur permettant au final de « redevenir »
sensibles aux faibles doses d’irradiation et d’acquérir des capacités de migration/invasion accrues apres
irradiation. Du fait que le protocole de radiothérapie classiquement utilisé repose sur des expositions
fractionnées sur plusieurs jours, ce processus de dédifférenciation puis de migration radio-induite n’est
pas a exclure. La mise en place d’un protocole reposant sur des irradiations fractionnées et localisées
chez des souris développant un GBM aprés une greffe de CSG au niveau du cerveau, nous serait d’une
grande utilité pour mieux caractériser les effets des irradiations sur les GBM en générale et en
particulier sur ces phénomenes de différentiation des CSG et de la dédifférenciation des cellules de

GBM sans oublier bien entendu les processus de migration radio-induite.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

237



238



Au cours de ce travail de thése, je me suis intéressée a étudier le role de HIF-la dans la
neurogengse corticale embryonnaire en développant un modéle murin transgénique conditionnel Glast-
YFP-CreERT2 ; HIF-10 1¥1* dans lequel HIF-10 est spécifiquement inhibé dans les cellules de la glie
radiaire GLAST", cellules faisant office de cellules souches neurales chez l'embryon. Parallélement a
ce travail, j’ai participé a la caractérisation d’une nouvelle voie moléculaire dépendante de HIF-1a

impliquée dans la migration radio-induite des cellules souches de glioblastomes.

HIF-1a, connu comme le principal facteur de transcription induit en condition hypoxique, a par
ailleurs €té montré comme étant essentiel pour le développement précoce des mammiferes (Iyer et coll.,
1998, Kotch et coll., 1999). Son rdle au niveau de la neurogenése corticale embryonnaire n’avait
jusqu’alors été que peu étudié notamment au niveau des sous-populations cellulaires du cortex en
développement. Une fois j’ai mis en évidence une diminution significative de HIF-1a dans les cellules
souches neurales GLAST" préalablement triées par cytométrie de flux, j’ai pu montrer que la délétion
de HIF-1a provoquait a deux temps de développement diftérent (E14,5 et E16,5) des effets similaires
se résumant a une altération de I’angiogenese, de la prolifération cellulaire et du nombre de figures
mitotiques. J’ai également montré que HIF-1a est nécessaire au développement harmonieux du cortex
cérébral puisqu’en son absence, le nombre de CSN exprimant Sox2 ou Pax6 diminue rapidement de
maniere significative au niveau de la ZV et ZSV alors que le nombre de progéniteurs intermédiaires
Tbr2" et le nombre de neurones post-mitotiques Tbrl" augmente au niveau de la ZSV et de la ZI
respectivement. Ces altérations sont associées a une diminution globale de 1’épaisseur du cortex sans

que des phénomenes d’apoptose cellulaire soient mis en évidence.

Dans le but de valider et /ou de préciser ces résultats, il serait intéressant de compléter nos
résultats par des analyses ex vivo réalisées a ’aide d’immunomarquages sur des cellules YFP' par
cytométrie en flux, en utilisant par des anticorps dirigés entre autres, contre Pax6/Sox2/Tbr2/Tbr1 afin
d’analyser la proportion des différentes sous population cellulaire provenant des animaux HIF-1o CKO
par rapport aux animaux témoins. Ces données nous permettront de confirmer nos données
d’immunofluorescence effectuées sur les coupes coronales de cerveaux. La mise en place de cultures in
vitro de CSN YFP" issues des souris témoins et HIF-1a. CKO nous permettra d’étudier I’impact de HIF-
la sur de nombreux processus biologiques mesurables in vitro comme la prolifération cellulaire, le
cycle cellulaire, la différenciation cellulaire ou encore la migration de ces cellules. Enfin, 1’utilisation
de ce modele devrait également nous permettre d’identifier de nouveaux acteurs moléculaires

dépendants de HIF-la nécessaire a la neurogenése embryonnaire. La mise en place d’une étude
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transcriptomique devrait nous permettre d’identifier plus précisément de nouveaux geénes dépendants
de HIF-1a impliqués dans la mitose, la prolifération et la différenciation des CSN. Ces genes, une fois
validés par des RT-PCR, seront étudiés in vitro sur des cultures de CSN par des expériences de sous-
expression ou de surexpression. Leur localisation pourra étre également recherchée sur des coupes

coronales de cerveau.

Ce modele de souris conditionnel inductible Glast-YFP-CreERT2 ; HIF-1a11°% peut également
étre utilisé pour étudier I’impact de HIF-1a au niveau des CSN dans le cerveau adulte. Des études
préliminaires effectuées au laboratoire ont ainsi permis d’inhiber HIF-1a au niveau des CSN dans le
but d’étudier I’'impact de HIF-1a sur le neurogenese adulte en analysant le devenir des différentes sous-

populations corticales par immunomarquage et/ou cytométrie en flux.

La deuxieme partie du travail a permis de mettre en évidence 1’implication d’une nouvelle voie
moléculaire dépendante de HIF-1a dans les mécanismes associés a la migration/invasion radio-induite
des CSG. Cette voie qui fait intervenir la régulation de la protéine JIMY par HIF-1a a été montrée
comme spécifique du caracteére souche des CSG puisqu’absente des CSG différenciées et irradiées a la
dose de 0,5 Gy (dose nécessaire et suffisante pour activer la migration radio-induite des CSG). La
découverte de cette voie de régulation est d’autant plus intéressante et prometteuse au niveau clinique,
la majorité des patients avec un GBM présente un pronostic de survie faible s’expliquant par la
présence quasi-systématique de récurrences pouvant étre lices a 1’échappement des CSG a la
chimiothérapie et a la radiothérapie. L’identification, et a plus long terme I’inhibition de ces
mécanismes moléculaires stimulant la migration radio-induite des CSG au cours de la radiothérapie
pourrait donc permettre d’assurer une amélioration de I’efficacité des traitements des patients atteints
de glioblastomes limitant ainsi les complications et les récurrences associées aux Glioblastomes. De ce
fait, le ciblage thérapeutique de la voie HIF-1a/JMY pourrait peut-étre permettre d’augmenter
I’efficacité de la radiothérapie en inhibant la migration radio-induite des CSG. Il a d’ores et déja été
montré in vivo que le blocage de HIF-la dans les tumeurs hypoxiques améliore les effets de la
radiothérapie (Moeller et coll,, 2005). Cependant au vue des nombreuses voies de signalisation
dépendantes de HIF-1o, il reste facile d’imaginer que son inhibition pourrait entrainer de nombreux
effets secondaires déléteres. En effet, méme si certaines molécules pharmacologiques font 1’objet
d’essais précliniques et cliniques dans différentes pathologies cancéreuses dont le Glioblastome, il n’y
a encore a I’heure actuelle aucun médicament inhibant directement les HIFs qui a été approuvé pour le

traitement de patients cancéreux en raison de leur efficacité thérapeutique limitée. Ainsi, le ciblage de
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JMY pourrait représenter une cible plus spécifique pour ’inhibition de la migration radio-induite des
CSG. Cependant 1a encore de nombreuses études devront étre effectuées pour valider définitivement le

possible intérét thérapeutique que peut représenter IMY.

Nos résultats concernant la migration radio-induite des CSG ont principalement été obtenus au
cours d’expériences in vitro. 1l est maintenant nécessaire de poursuivre nos recherches en validant ces
données dans des modéles in vivo. En effet, certaines études ont montré que la radio-sensibilité in vitro
de plusieurs lignées cellulaires tumorales (Diehn et coll., 2009; Sedelnikova et coll., 2002) ainsi que
celle des cultures primaires (Banath et coll., 2004) ne prédisent pas la réponse a la radiothérapie in vivo
(McCord et coll, 2009). Ainsi, la mise en place de transplantations de CSG ou de CSG
« différenciées » sur ou sous exprimant HIF-la ou JMY seront nécessaires. Couplé a ces greffes
intracérébrales, il faudra, comme déja proposé, mettre en place un protocole d’irradiation mimant les

protocoles de radiothérapie utilisé pour traiter les GBM chez 1’homme.

En conclusion, la mise en place et le développement d’un modele transgénique knockout
conditionnel inductible Glast-YFP-CreERT2; HIF-1a1/M%% effectué au cours de ce travail de thése m’a
permis de montrer que HIF-1a retrouvé au niveau des CSN représente un acteur essentiel dans la
neurogenese embryonnaire. HIF-1ow joue notamment un réle dans le maintien ou la perte de certaines
sous-populations cellulaires corticales nécessaires au développement du cortex cérébral. Concernant la
migration radio-induite, HIF-1ow est un élément clé initiateur de ’activation de ce processus chez les
CSG par sa fonction de facteur de transcription. Il semble clair qu’outre la voie HIF-10/JMY, HIF-1a
régule un ensemble d’autres génes impliqués dans la migration radio-induite qui restent a confirmer ou

a découvrir dans les CSG humaines.
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