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ERK : Extracellular Signal-regulated Kinase 
FACS : Fluorescence-activated cell sorting 
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FDA : Food and Drug Administration 

[18F]-FDG : 2-[18F]-fluoro-2-déoxy-D-glucose 
[18F]-FDOPA : 3,4-dihydroxy-6-[18F]-fluoro-L-phenylalanine 
[18F]-FET : [18F]-fluoro-éthyl-L-tyrosine 
FGF : Fibroblast growth factor 
FGFR1 : Fibroblast growth factor receptors 1 
FAK : Focal adhesion kinase 
[18F]-FLT : [18F]-fluoro-thymidine 
[18F]-FMISO : [18F]-fluoro-misonidazole 
Galc : Galactocérébroside-C 
GBM : Glioblastome 
GFAP : Glial fibrillary acidic protein 
GLUT : Glucose transporter 
GSEA Gene Set Enrichment Analysis 
GTPase : Guanosine triphosphate phosphatase 
HH : Hedgehog 
HIF-1a / 2a : Hypoxia Inducible Factor-1a / 2a 
HRE : Hypoxia Responsive Element 
IGFBP-2 : Insulin like growth factor binding protein 2 
IDH 1 / 2 : Isocitrate dehydrogenase 1 / 2 
ILK : Integrin-linked kinase 
IRM : Imagerie par résonnance magnétique 
JAK : Janus kinase 
KRAS : V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog 
LAT : L-type / Large neural amino acid transporter 
LT : Lymphocyte T 
MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinase 
MDM2 : Murine double minute 2 
MDR : Multi Drug Resistance 
MEC : Matrice extracellulaire 
MES : Mésenchymateux like 
MGMT : O6-méthylguanine-DNA methyltransférase 
MIDAS : Metal ion dependent adhesion site 
MMP9 : Métalloprotéinase matricielle 9 
NADPH : Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
NF1 : Neurofibromastose de type 1 
NF-kB : Nuclear factor-kappa B 
NOD-SCID : Nonobese diabetic-severe combined immunodeficiency 
Notch 1 / 2 : Neurogenic locus notch homolog protein 1 / 2 
NPC-like : Progéniteurs neuraux like 
NTRK2 : Neurotrophic receptor tyrosine kinase 2 
O2 : Oxygène 
Oct4 : Octamer-binding transcription factor 
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OLIG2 : Oligodendrocyte Transcription Factor 2 
OMS : Organisation mondiale de la santé 
OPC-like : Progéniteurs oligodendrocytaires like 
PD-1 : Programmed cell death protein-1 
PDGFRA : Platelet derived growth factor receptor alpha 
PD-L1 : Programmed death-ligand 1 
PFA : Paraformaldéhyde 
PFS : Progression-free survival 
PHD : Prolyl-hydroxylase 
PHSRN : Proline-Histidine-Sérine-Arginine-Asparagine 
PI3K : Phosphoinositide 3-kinase 
PTEN : Homologue de la phosphatase et de la tensine 
pTERT : Promoter Télomérase reverse-transcriptase  
Ras : Rat sarcoma virus 
RB : Retinoblastoma 
RGD : Arginine-Glycine-Asparagine 
RNAseq : RNA sequencing 
ROS : Reactive oxygen species 
RTK : Récepteur à activité tyrosine-kinase 
Sox2 : Sex determing region Y HMG-box 2 
STAT : Signal Transducers and Activators of Transcription 
SVF : Sérum de veau fœtal 
TAM : Tumor-associated macrophage 
TCGA : The Cancer Genome Atlas 
TEM : Transition épithélio-mésenchymateuse 
TEP : Tomographie par émission de positrons 
TERT : Télomérase reverse-transcriptase 
TGF-b : Transforming growth factor-b 
TMZ : Témozolomide 
TNFa : Tumor Necrosis Factor a 
TP53 : Tumor protein 53 
TTFields : Alternating electric fields therapy 
TUBB3 : Tubulin beta 3 class III 
TWIST1 : Twist Family BHLH Transcription Factor 1 
VEGF : Vascular endothelial growth factor  
VGF : VGF nerve growth factor inducible 
VHL : Von Hippel-Lindau 
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I. Le glioblastome 

1. Définition et épidémiologie 
Les tumeurs cérébrales résultent d’une prolifération anormale de cellules causée par une 

instabilité du génome qui est le résultat d’aberrations mutagènes dûes à des facteurs de risque 

tels que les rayonnements ionisants. Les tumeurs cérébrales primitives se propagent très 

rarement dans d’autres parties du corps mais peuvent se propager dans d’autres régions du 

cerveau. Elles représentent 1,6% des cancers diagnostiqués chaque année et sont une source 

importante de morbidité et de mortalité dans le monde [1]. Les gliomes sont les tumeurs du 

système nerveux central les plus fréquentes chez l’adulte, ils représentent 80% des tumeurs 

malignes cérébrales. Ces tumeurs se développent à partir de cellules gliales et se distinguent en 

plusieurs classes selon des critères histologiques : les astrocytomes, les oligodendriomes et les 

oligoastrocytomes [2].  

 

Les glioblastomes (GBM) représentent 57,7% des gliomes et sont les plus mortels et les plus 

agressifs [3, 4]. On observe une incidence de 3 à 5 / 100 000 cas par an avec une survie relative 

à 5 ans de 5% et une survie médiane de 15 à 17 mois [5, 6]. L’incidence des gliomes de haut 

grade est impactée par l’âge avec une majorité des cas qui surviennent chez des personnes de 

plus de 55 ans (90% des cas) [7]. Il a également été observé que la majorité des cas survient 

chez les hommes par rapport aux femmes (66,2 % chez les hommes contre 33,8% chez les 

femmes) [8–10]. Histologiquement, les GBM sont considérés comme des astrocytomes car ils 

ont une morphologie similaire aux astrocytes. Ce sont des tumeurs infiltrantes et diffuses, 

hautement prolifératives entrainant une progression rapide aboutissant à des zones de nécrose 

avec des signes de pseudopalissades cellulaires et une hyperplasie microvasculaire. Les foyers 

nécrotiques entourés de pseudopalissades sont la conséquence d’une hypoxie progressive au 

sein de la tumeur causée par la prolifération accrue des GBM. Ces foyers nécrotiques sont le 

signe d’une tumeur agressive et invasive [11, 12]. De plus, cette hypoxie progressive sera la 

conséquence d’une néoangiogenèse en stimulant la production de facteurs proangiogéniques tel 

que le VEGF (vascular endothelial growth factor). Cela provoquera une importante infiltration 

cellulaire du parenchyme cérébral sain. Ces propriétés histopathologiques caractérisent les 

GBM et permettent leur diagnostic [13, 14]. Les GBM présentent différentes caractéristiques 

soulignant leur agressivité telles que la chimiorésistance, une prolifération accrue, différentes 

altérations génomiques, une angiogenèse aberrante et anormale, la présence de cellules souches 

ou encore une invasion cellulaire importante (Figure 1) [15].  
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Figure 1 : Les différentes caractéristiques des GBM participant à son importante agressivité tumorale 
[15].  
 

Toutes ces propriétés du GBM aboutissent à une des caractéristiques élémentaires des GBM 

qui est sa grande hétérogénéité que ce soit sur le plan cellulaire, génétique, moléculaire ou 

histologique. Cette hétérogénéité est observée entre deux tumeurs du même diagnostic 

(hétérogénéité intertumorale) mais également au sein d’une même tumeur (hétérogénéité 

intratumorale). Elle est responsable des résistances thérapeutiques et du mauvais pronostic des 

patients atteints de GBM. Elle est la conséquence des multiples combinaisons d’altérations 

moléculaires retrouvées dans les gliomes de haut grade. Par ailleurs, la présence de cellules 

souches cancéreuses (CSC) serait également responsable de l’hétérogénéité des tumeurs. Ces 

CSC sont dotées d’une grande plasticité cellulaire en plus de leurs capacités tumorigéniques. 

Elles sont capables d’auto-renouvellement et de différentiation en populations cellulaires 

cancéreuses distinctes et seraient ainsi responsable, entre autres, de l’hétérogénéité intra-

tumorale. Ces différents aspects font du GBM une tumeur complexe à comprendre et difficile 

à traiter [16, 17]. 
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2. Diagnostic et suivi thérapeutique 

a. Signes Cliniques 

Un GBM est souvent suspecté par l’apparition de différents signes cliniques et symptômes qui 

peuvent apparaitre par trois mécanismes distincts. Le premier est un effet direct causé par la 

nécrose du tissu cérébral entrainant sa dégradation et par conséquent des troubles cognitifs et 

un déficit neural dans 40 à 60 % des cas. Les symptômes dépendent de la région du cerveau 

affectée par la tumeur et du grade de malignité. Une tumeur située au niveau du lobe frontal 

entraine des troubles de la personnalité dans 20 à 40% des cas et altère les fonctions cognitives, 

tandis qu’une tumeur dans le lobe temporal entraine des troubles auditifs et visuels. Un 

déséquilibre de la marche et une incontinence sont observés en présence d’une masse tumorale 

volumineuse [18]. Le second mécanisme est un effet indésirable due à une augmentation de la 

pression intracrânienne causée par l’augmentation progressive de la masse tumorale et de la 

présence d’œdème entourant la tumeur. Des maux de têtes sont observés dans 30 à 50% des 

cas. Leur intensité augmente à mesure que la taille de la tumeur augmente. Enfin, en fonction 

de la localisation de la tumeur, des crises d’épilepsie peuvent être retrouvées [19].  

 

b. Imagerie 

Lors de la suspicion d’une tumeur cérébrale celle-ci est confirmée par imagerie. Elle permet de 

poser le diagnostic de tumeur cérébrale et d’identifier la localisation de cette dernière de façon 

non invasive pour le patient. La technique de référence utilisée est l’imagerie par résonance 

magnétique (IRM). Elle utilise les propriétés magnétiques de l’atome d’hydrogène retrouvé à 

des degrés variables dans tous les tissus de l’organisme. Cette technique permet un bon 

contraste des tissus mous et permet de visualiser l’hétérogénéité de la masse tumorale. 

Cependant, la tomodensitométrie peut aussi être utilisée comme alternative pour les patients ne 

pouvant pas faire d’IRM, par exemple pour les patients portant un pacemaker. L’imagerie 

nucléaire a pu évoluer notamment grâce à la tomographie par émission de positons (TEP) qui 

est une autre méthode d’imagerie nucléaire non invasive qui s’applique parfaitement aux 

tumeurs cérébrales permettant un suivi des patients et ainsi d’évaluer les modifications et 

l’efficacité du traitement [20]. 

 

La TEP est une technique d’imagerie nucléaire non invasive. Contrairement à l’IRM, la TEP 

permet de faire la distinction entre les tumeurs récurrentes post-traitement et les modifications 

liées à la radiothérapie, tel que les radionécroses aussi appelées, les pseudo-progressions. Ces 



 - 31 - 

pseudo-progressions sont généralement observées dans les trois premiers mois suivant une 

radiothérapie et concernent 20% des patients atteints de GBM. Ce suivi permet une meilleure 

prise en charge des patients [21]. La TEP a donc une meilleure sensibilité par rapport à l’IRM. 

Il existe de nombreux radiotraceurs pour la TEP permettant d’étudier l’évolution tumorale et 

de suivre la réponse thérapeutique du patient. Les radiotraceurs ont chacun leurs propriétés et 

spécificités (Figure 2). L’utilisation de tel ou tel radiotraceur dépend de ce que l’on cherche ou 

du tissu étudié. Ils permettent de donner des informations complémentaires à la biopsie, de bien 

délimiter la masse tumorale ou encore de distinguer les pseudo-progressions par exemple [22]. 

La combinaison de différentes techniques d’imageries telles que l’IRM et la TEP (imagerie 

multimodale) permet également de visualiser l’hétérogénéité des GBM [23, 24].   

 
Figure 2 : Schématisation des principaux radiotraceurs utilisés en imagerie nucléaire pour les gliomes 
selon leurs caractéristiques [22]. 
 

- Métabolisme du glucose 

Le [18F]-FDG (2-[18F]-fluoro-2-déoxy-D-glucose) est l’un des premiers radiotraceurs utilisés 

en clinique pour l’évaluation des tumeurs cérébrales. Ce radiotraceur est un analogue du 

glucose. Il possède du fluor 18 à la place de l’hydroxyle du carbone 2 du glucose. Le [18F]-FDG 
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est injecté par voie intraveineuse et est capté par les cellules via le transporteur du glucose, 

GLUT1 principalement. Il sera phosphorylé par l’hexokinase II, première enzyme de la 

glycolyse. L’absence de l’hydroxyle 2 va empêcher la dégradation du [18F]-FDG-6-phosphate 

par les voies glycolytiques et entrainer son accumulation dans les cellules cancéreuses. Après 

une bio-distribution complète, les premières images peuvent être obtenues. La consommation 

de glucose est corrélée au grade de malignité du gliome [25]. De ce fait, il apparait intéressant 

d’utiliser ce radiotraceur pour imager les gliomes. Cependant, le [18F]-FDG présente une limite 

dans son utilisation pour les tumeurs cérébrales car certaines zones du cerveau tel que le cortex 

cérébral, le thalamus ou encore les ganglions de la base ont un métabolisme physiologique 

glycolytique assez élevé, pouvant entraver le diagnostic [26].  

 

- Transport des acides aminés 

L’évaluation des tumeurs cérébrales primaires et récurrentes par imagerie TEP en utilisant le 

marquage des acides aminés est plus sensible par rapport à l’utilisation du métabolisme du 

glucose et permet de faire la distinction entre les changements induits par le traitement (pseudo-

progressions) et les tumeurs récurrentes. Les acides aminés sont utilisés pour la synthèse des 

protéines. Dans les gliomes, on observe une augmentation des transporteurs des acides aminés, 

les LAT, permettant un transport accru des acides aminés au sein des cellules cancéreuses par 

rapport au tissu sain, ce qui confère un bon contraste entre les deux. Il a également été montré 

que le transport des acides aminés ne dépend pas de la perméabilité de la barrière 

hématoencéphalique (BHE) ni même du cycle cellulaire dans les tumeurs cérébrales [26]. Ainsi 

les radiotraceurs basés sur le marquage des acides aminés ont une meilleure précision pour le 

diagnostic par rapport au [18F]-FDG [21]. Il existe trois principaux radiotraceurs basés sur le 

marquage des acides aminés qui sont utilisés en clinique : la [11C]-MET ([11C]-méthionine), la 

[18F]-FET ([18F]-fluoro-éthyl-L-tyrosine) et la [18F]-FDOPA (3,4-dihydroxy-6-[18F]-fluoro-L-

phenylalanine). L'utilisation du [11C]-MET en routine clinique présente un défaut majeur en 

raison de la courte demi-vie du 11C (20 min). C’est pourquoi d’autres radiotraceurs ont été 

développés, marqués cette fois-ci au 18F tels que la [18F]-FET et la [18F]-FDOPA. La [18F]-FET 

présente certains avantages comme son absorption accrue par les tissus tumoraux ou encore sa 

stabilité. C’est pourquoi ce radiotraceur est le plus utilisé en Europe pour l’imagerie des 

gliomes. De plus, la [18F]-FET a démontré une meilleure absorption dans les radionécroses par 

rapport au [18F]-FDG. L’utilisation des radiotraceurs à acides aminés marqués est ainsi 

davantage approprié pour distinguer les tumeurs récurrentes des radionécroses [27]. 
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Tableau 1 : Avantages et inconvénients de chaque radiotraceur [22]. 
 

Label Physiopathology Advantages Drawbacks

[18F]-FDG
Carbohydrate

metabolism

- Help in guiding biopsy

- Prognostic role

- Predictive role

- Physiological brain fixation (false 

negative)

- Lack of specificity (false positive)

- No differentiation between low-

and high-grade lesion

- Disappointing in recurrence from 

radiation necrosis differentiating

- Disappointing in radiotherapy 

planning

[11C]-MET Amino acid transport

- Grading gliomas

- Help in guiding stereotactic 

biopsy

- Radiotherapy planning

- Predictive role

- Limited use to on-site cyclotron

- Controversial and results in 

differentiation between radiation 

necrosis and tumor recurrence

[18F]-DOPA Amino acid transport

- Logistical advantage thanks 

to its 18F radiolabel

- Early acquisition

- Grading gliomas

- Guiding biopsy

- Radiotherapy planning

- Recurrence from radiation 

necrosis differentiation

- Prognostic role

- Predictive role

- Disappointing in radiotherapy 

planning

[18F]-FET Amino acid transport

- Logistical advantage thanks 

to its 18F radiolabel

- No striatum uptake

- Dynamic acquisition

- Grading gliomas

- Guiding biopsy

- Radiotherapy planning

- Recurrence from radiation 

necrosis differentiation

- Prognostic role

- Predictive role

- Availability

[18F]-FLT DNA synthesis

- Grading gliomas

- Prognostic role

- Predictive role

- No distinction between non-tumor 

lesions and lowgrade tumors

- Compared to [18F]-FDG no 

superiority in discriminating 

radiation necrosis from tumor 

recurrence

[18F]-FMISO 

and
[18F]-FAZA

Hypoxia imaging

- Discriminating glioblastomas 

from other gliomas

- Prognostic role

- Radiotherapy planning: boost 

on small hypoxic tumor areas

- 18F-FMISO: requires realization 

of early and delayed acquisition due 

to a high background activity
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- Prolifération cellulaire 

L’une des caractéristiques de la transformation maligne des tumeurs est la prolifération 

anormale des cellules tumorales. De ce fait, la [18F]-FLT ([18F]-fluoro-thymidine), analogue de 

la thymidine, apparait comme un radiotraceur intéressant pour la quantification de la 

prolifération des cellules tumorales. Cet analogue de la thymidine est transporté dans les 

cellules par le transporteur ENT1 et est phosphorylé par la thymidine kinase 1 puis s’accumule 

dans les cellules cancéreuses. La thymidine kinase 1 est une enzyme exprimée dans les cellules 

en cours de prolifération lors de la synthèse de l’ADN. L’accumulation du radiotraceur 

permettra alors la détection des cellules tumorales qui ont une forte activité proliférative. Une 

corrélation entre l’expression du Ki-67 (marqueur de la prolifération) et l’absorption du [18F]-

FLT a été montrée dans les gliomes [28]. De plus, il a également été démontré qu’une réponse 

au traitement entraine une diminution de la prolifération cellulaire suivie d’un changement 

morphologique. La [18F]-FLT apparait donc comme un radiotraceur intéressant pour permettre 

une prédiction de la progression tumorale et le suivi de la réponse thérapeutique. Cependant, ce 

radiotraceur présente quelques inconvénients pour son utilisation en routine clinique tel que sa 

bio-distribution qui dépend de sa capacité à traverser la BHE. Si elle n’est pas altérée la [18F]-

FLT passe difficilement la BHE. Des études complémentaires doivent être encore réalisées pour 

son utilisation en clinique [26, 29]. 

 

- Quantification de l’hypoxie 

Les gliomes de haut grade sont des tumeurs hautement hypoxiques. Cette hypoxie résulte d’une 

importante prolifération cellulaire associée à une oxygénation insuffisante des tissus tumoraux 

en raison d’un réseau vasculaire anormal, anarchique et peu fonctionnel. Dans de nombreuses 

études, l’hypoxie intra-tumorale a été associée à la progression tumorale et à une résistance 

thérapeutique [30, 31]. Le [18F]-FMISO ([18F]-fluoro-misonidazole) est un dérivé du 

nitroimidazole qui s’accumule dans les cellules uniquement hypoxiques, ce qui en fait un 

marqueur intéressant pour les GBM. Le [18F]-FMISO est réduit par les cellules cancéreuses 

hypoxiques et va s’accumuler dans ces cellules. A l’inverse, dans les cellules normales non 

hypoxiques, ce dernier va être ré-oxydé pour finalement être éliminé. Une corrélation a été mise 

en évidence entre l’absorption du [18F]-FMISO et l’expression du VEGF. Dans les GBM, ce 

radiotraceur va s’accumuler en périphérie de la tumeur, le centre étant nécrosé, car celui-ci est 

capté uniquement par les cellules viables en hypoxie. Cependant l’absorption du [18F]-FMISO 
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est assez lente pour les gliomes malins et les données restent encore insuffisantes pour son 

utilisation en clinique [32].  

 

- Peptides RGD 

La néoangiogenèse est un phénomène important dans la tumorigenèse. Elle permet un apport 

en nutriments et en oxygène aux tumeurs, essentiel à leur croissance. Les cellules endothéliales 

qui tapissent ces néovaisseaux expriment en surface l’intégrine avb3. Cette intégrine est 

également exprimée par les cellules tumorales. Les peptides contenant un motif RGD 

(Arginine-Glycine-Asparagine) peuvent se lier de manière spécifique à certaines intégrines 

dont l’intégrine avb3 ou encore l’intégrine a5b1 de plus en plus étudiée ces dernières années. 

En effet, cette dernière a montré un grand intérêt dans le ciblage des tumeurs car celle-ci est 

fortement exprimée dans les cellules tumorales et participe à de nombreux événement 

tumorigénique. Par exemple l’équipe d’Alessandria et al., a développé le FR366, spécifique de 

l’intégrine a5b1 ou le ligand c(phg- iso DGR-( N Me)k) développé par l’équipe de Kapp et al. 

[33–37]. Ainsi, l’utilisation de peptides radiomarqués (principalement au 68Ga) contenant un 

motif RGD semble être une approche intéressante pour le diagnostic des tumeurs en imagerie 

TEP. De plus, l’utilisation de ces peptides RGD pourrait donner des informations 

complémentaires notamment pour prédire l’efficacité d’un traitement anti-angiogénique [38]. 

Une grande variété de peptides cycliques RGD ont été développés et étudiés dans l’optique 

d’une utilisation clinique en routine et se sont avérés assez prometteurs [33, 39, 40]. Les 

radiotraceurs RGD ne traversent pas la BHE saine, en revanche ils traversent facilement la BHE 

altérée par la tumeur. Ces derniers ont montré un bon contraste entre le tissu sain et le tissu 

tumoral ce qui conforte leur utilisation pour l’imagerie des tumeurs cérébrales notamment, 

contrairement aux tumeurs hépatiques en raison d’une forte absorption dû à une vascularisation 

importante de cet organe [41, 42]. Ces peptides RGD ont également montré un intérêt dans leur 

utilisation en nanomédecine afin de délivrer des thérapies en ciblant spécifiquement les tumeurs 

[43]. 

 

c. Biopsie 

Après confirmation par l’imagerie de la présence d’une masse tumorale dans le cerveau, l’étape 

suivante dans le diagnostic est généralement une biopsie, c’est-à-dire un prélèvement d’un 

échantillon du tissu tumoral pour identifier le type de tumeur ainsi que son grade pour 

déterminer le pronostic du patient. Il existe deux techniques possibles pour effectuer une biopsie 
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en fonction de la localisation de la masse tumorale si celle-ci est opérable ou non. De ce fait, 

une biopsie peut se faire soit lors de l’intervention chirurgicale effectuée pour retirer au 

maximum la tumeur, appelée biopsie ouverte, soit si le patient n’est pas opérable par la 

technique du cadre stéréotaxique, appelée biopsie stéréotaxique. Cette dernière utilise un 

système de balayage tridimensionnel à l’aide d’un ordinateur pour guider le chirurgien lors de 

la résection. Une fois prélevée, la biopsie sera analysée par des anatomopathologistes pour une 

étude histologique et moléculaire afin d’aboutir au diagnostic définitif du patient [44].  

 

Dans 20% des cas, des cellules tumorales circulantes (CTC) sont retrouvées chez les patients 

atteints de GBM. C’est pourquoi, il peut arriver qu’une biopsie liquide soit réalisée afin de 

suivre la progression tumorale ou la réponse à la thérapie [45]. Cette biopsie liquide consiste à 

prélever du liquide céphalo-rachidien par ponction lombaire pour identifier les CTC. Cette 

technique peu invasive permet un suivi personnalisé du patient et une analyse du profil 

moléculaire sans passer par un prélèvement du tissu tumoral beaucoup plus invasif [46]. 

 

3. Facteurs de risque 

a. Rayonnement ionisant 

Les rayonnements ionisants après une exposition médicale infantile correspondent au facteur 

de risque le plus avéré. Ils entrainent une augmentation de la survenue de mutations, favorisant 

l’instabilité génomique et donc la tumorigenèse, ce qui en fait un facteur de risque pour de 

nombreux cancers. Une étude en 2005, portant sur des personnes traitées pour des teignes sur 

le cuir chevelu aux rayons X dans les années 1950, a montré une augmentation significative du 

risque de développer un GBM. Une étude plus récente a également montré, que le risque de 

développer une tumeur du système nerveux central était 8 à 52 fois plus élevé après une 

radiothérapie crânienne chez l’enfant pour une tumeur antérieure par rapport à la population 

générale et cela est proportionnelle à la dose de radiation [47, 48].  

 

b. Croissance 

Il a été montré par des études de cas, que les personnes de grande taille (> 1,90m) avaient 2 fois 

plus de chance de développer un GBM par rapport aux personnes de petite taille (< 1,60). Il a 

été observé une expression plus importante de IGF (produit par l’hormone de croissance) et de 

IGFBP-2 chez les personnes de grande taille par rapport aux personnes de plus petite taille [49, 

50]. En effet, dans plus de 80% des GBM on retrouve une surexpression de IGFBP-2 (insulin 
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like growth factor binding protein 2), protéine de liaison au facteur de croissance et analogue à 

l’insuline [51]. Cette protéine représente un des biomarqueurs de malignité des GBM [52] et 

un marqueur pronostic de la survie [53]. Elle est indétectable dans les gliomes de bas grade et 

augmente en fonction du grade de malignité et de la progression tumorale [54]. 

 

c. Sommeil et mélatonine 

Aucun lien n’a été montré entre la durée du sommeil et la survenue de gliome, cependant il a 

été montré par une étude prospective qu’un trouble du sommeil avec pour conséquences un 

déphasage, une diminution des niveaux d’anti-oxydants, une immunosuppression, des 

modifications métaboliques, une carence en mélatonine, des troubles cognitifs ou des 

modifications épigénétiques, avait un effet pro-tumorigène [55]. Toutes ces modifications 

entrainent une progression tumorale plus importante et un pronostic des patients atteints de 

gliome plus sombre [56]. Il a été observé que la croissance, la prolifération et la migration des 

tumeurs cérébrales malignes sont influencées par l’expression de gènes « horloges », BMAL1 

(brain and muscle ARNT-Like 1) et CLOCK (circadian locomotor output cycles kaput). Ces 

gènes « horloges » sont des gènes dont la transcription est influencée par le rythme circadien 

[57–59]. La durée de vie des patients atteints d’un GBM était augmentée lors de 

l’administration de mélatonine lorsqu’ils suivaient une radiothérapie et la chimiothérapie était 

mieux supportée par les patients [60]. Cela était notamment due à la suppression des propriétés 

des cellules souches de GBM par la voie Notch1 [61].  

 

4. Classification OMS 
La classification de l’organisation mondiale de la santé (OMS) représente la norme 

internationale pour la nomenclature et le diagnostic des tumeurs cérébrales. La première édition 

de la classification pour les tumeurs cérébrales est apparue en 1979 où il était pris en compte le 

typage histologique, basé sur les ressemblances observées au microscope entre les cellules 

tumorales et les cellules saines [62]. Ce typage permet de prédire le comportement biologique 

d’une tumeur et d’influencer sur le choix des thérapies. Cette classification des tumeurs du 

systèmes nerveux est un classement sur une échelle de malignité selon la densité cellulaire et le 

degré de différenciation [63]. La quatrième édition de cette classification a été publiée en 2007 

et répertorie de nouveaux variants histologiques en fonction de l’âge, de l’emplacement de la 

tumeur et du profil génétique [64]. Cette classification des gliomes par l’OMS ne cesse de 

s’améliorer et de s’affiner en incorporant de nouvelles données moléculaires grâce au 
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séquençage de l’ADN à haut débit et au séquençage de l’ARN total. Ainsi, c’est dans la 

classification de l’OMS de 2016 (une mise à jour de la quatrième édition), que pour la première 

fois des caractéristiques moléculaires sont prises en compte en plus des données histologiques 

pour le diagnostic des gliomes. Ainsi, elle distingue les différents gliomes en fonction du statut 

mutationnel des gènes IDH1 et IDH2, de la codélétion 1p/19q mais également pour le 

diagnostic des oligodendrogliomes qui se fait en fonction du statut mutationnel d’ATRX et du 

promoteur de TERT, en fonction de la mutation des gènes des histones H3 pour le diagnostic 

des gliomes pédiatriques, de la méthylation du promoteur MGMT qui est un marqueur prédictif 

et pronostique et enfin pour les GBM « IDH-non muté » en fonction de diverses altérations 

(amplification de l’EGFR, perte de PTEN…) [65, 66].  

 

Une cinquième édition a été publiée en 2021, affinant le génotypage et le profil moléculaire des 

tumeurs cérébrales en intégrant l’étude du méthylome. Cela a permis une plus grande précision 

du pronostic et une meilleure approche de la prise en charge thérapeutique, notamment pour 

l’intégration des patients dans des essais cliniques afin de tester des thérapies ciblées. Ainsi, la 

classification de l’OMS de 2021 renforce le rôle de la génétique moléculaire dans le diagnostic 

des GBM avec de nouveaux marqueurs moléculaires tels que la délétion homozygote 

CDKN2A/B, les altérations de FGFR1 ou encore la mutation BRAF. Un effort de simplification 

et d’harmonisation a également été fait par rapport aux classifications des autres types de 

cancer, par exemple pour la gradation des gliomes qui ne se note plus en chiffre romain mais 

en chiffre arabe, on ne parle plus d’entité mais de type ou de sous-type. Cette nouvelle 

classification a également retiré certains sous-types et en a ajouté d’autres. Désormais, on parle 

d’astrocytome diffus pour les gliomes IDH muté et on parle de GBM uniquement pour les 

gliomes diffus et astrocytaires IDH non muté présentant certaines altérations moléculaires 

typiques. Ces derniers sont classés dans les gliomes de plus haut grade (grade 4). [67–69] 

(Figure 3). Les gliomes IDH muté sont généralement moins agressifs et ont un meilleur 

pronostic que les GBM. Histologiquement, il est difficile de différencier les GBM des 

astrocytomes diffus IDH muté. C’est par une analyse du profil génétique et plus précisément 

par la détection ou non de la mutation IDH qu’il est possible de distinguer ces deux sous-types. 

Par la suite, d’autres altérations distinctes entre ces deux groupes ont été notifiées. En effet, les 

GBM présentent fréquemment une amplification de l’EGFR, une mutation PTEN et une perte 

totale ou partielle du chromosome 10. En revanche les gliomes IDH muté, eux, sont souvent 

porteur d’une mutation du gène TP53 et d’une codélétion de 1p/19q. Malgré leurs 
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ressemblances histologiques, il s’agit donc bien de deux entités distinctes provenant de 

précurseurs différents [70, 71]. 

 

 
Figure 3 : Altération moléculaire principalement utilisée pour le diagnostic des gliomes selon la 
classification de l’OMS de 2021 [67]. 
CIC : protéine Capicua ; PMV : prolifération microvasculaire ; HD : délétion homozygote. En rouge les 
altérations prises en compte pour déterminer le type de gliome.  
 

5. Classifications moléculaires 

a. Classification de Verhaak 

En 2010, Verhaak et al. [72] ont défini une classification des GBM en parallèle de la 

classification de l’OMS à partir de données recueillies dans le TCGA en se basant sur la 

présence d’altérations génomiques typiques et récurrentes retrouvées au sein des tumeurs de 

patients. Cette classification divise les GBM en 4 classes : le sous-type proneural, neural, 

classique ou mésenchymal et chacune de ces classes intègrent des altérations moléculaires 

particulières [72] (Figure 4). 
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Figure 4 : Classification de Verhaak selon différentes altérations génomiques. 
Caractérisation des 4 sous-types de GBM selon la classification de Verhaak. Données de 116 
échantillons avec le nombre de copie et les données de mutations [72]. 
 

Les différentes classes et les altérations typiques sont décrites ci-dessous : 

 

- La classe classique : Ce sous-type présente une signature astrocytaire. L’amplification 

du chromosome 7 et la perte du chromosome 10 sont les deux altérations principalement 

retrouvées, dans quasiment 100% des GBM de cette classe. L’amplification de l’EGFR 

est également retrouvée dans 97% des cas. On retrouve également une délétion 

homozygote de CDKN2A qui affecte la voie RB et une surexpression de NES 

(précurseur neurale des cellules souches) et de l’activité de la voie Notch. 

- La classe mésenchymal : Dans ce sous-type, il est principalement retrouvé une délétion 

hémizygote du gène NF1 (53%) ainsi que la mutation du gène PTEN. Des marqueurs 

mésenchymateux et astrocytaires sont également retrouvés tels que MET et CD44 

respectivement, soulignant le caractère de la transition épithélio-mésenchymateuse et 

des cellules davantage différenciées. Des facteurs de nécroses de la voie NF-kB sont 

aussi fortement exprimés dans cette classe. Récemment, il a été montré que la classe 

mésenchymal présente une forte expression du VEGF et une présence accrue de cellules 

immunitaires. Cette classe présente le pronostic le plus sombre avec une signature 
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génétique d’un ensemble de gène liés au processus malin des tumeurs de GBM pouvant 

servir de facteur pronostique [73–76]. 

- La classe proneural : Les altérations de PDGFRA et du gène IDH caractérisent la classe 

proneural et sont retrouvées chez les patients les plus jeunes qui présentent un meilleur 

taux de survie [74]. La perte d’hétérozygotie (54%) et la mutation de TP53 sont aussi 

des altérations fréquemment retrouvées dans cette classe. Ce sous-type révèle un statut 

plutôt oligodendrocytaire du fait de la présence élevé du marqueur OLIG2.  

- La classe neurale : Ce sous-type est caractérisé par la présence de différents marqueurs 

neuronaux tel que NEFL ou encore SYT1. Il a récemment été démontré que le sous-

type neural était en réalité non spécifique des cellules cancéreuses et qu’il s’agissait de 

cellules non tumorales du microenvironnement [77].  

 

b. Classification de Neftel 

Grâce à la technique de séquençage de l’ARN de cellules uniques (scRNA-seq) il a été constaté 

qu’un groupe de cellules au sein d’une même tumeur peut récapituler chaque sous-type de GBM 

de la classification de Verhaak (sous-type proneural, classique et mésenchymal). Ces sous-types 

peuvent coexister au sein d’une même tumeur et varier au cours de l’évolution tumorale et de 

la thérapie. Cela confirme la notion de l’hétérogénéité intratumorale et de la plasticité cellulaire 

dans les GBM influencées par le microenvironnement tumoral [77, 78]. En plus de l’influence 

du microenvironnement qui engendre un premier niveau d’hétérogénéité, il existe également 

un sous-ensemble de cellules, les cellules souches de GBM (CSG) dotées d’une grande 

plasticité cellulaire participant ainsi à l’hétérogénéité des GBM [79, 80]. Ces différents niveaux 

d’hétérogénéités entrainent une grande résistance aux thérapies, c’est pourquoi il apparait 

important de mieux comprendre et classer les différents états cellulaires d’une tumeur afin 

d’affiner la médecine personnalisée. L’équipe de Neftel et al. [81] a ainsi décryptée 

l’hétérogénéité des différents états cellulaires présents dans les GBM en combinant la technique 

de scRNA-seq sur 20 échantillons de GBM adultes (24 131 cellules), l’étude de modèles in vivo 

de GBM et l’analyse de 401 échantillons du TCGA. Différentes signatures moléculaires ont été 

retrouvées au sein d’une même tumeur à des niveaux variables avec une composante majoritaire 

définissant le sous-type moléculaire global de la tumeur. Quatre groupes principaux ont été 

caractérisés : les progéniteurs neuraux like avec une signature de cellules souches (NPC-like), 

les progéniteurs oligodendrocytaires like (OPC-like), les astrocytes like (AC) et les 

mésenchymateux like (MES). Ces groupes d’états cellulaires différents sont favorisés par des 

altérations génétiques distinctes, l’amplification de CDK4 est associée aux NPC, 
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l’amplification de PDGFRA associée aux OPC, l’amplification de l’EGFR associée aux AC et 

la mutation de NF1 associée aux MES. De plus, il a été observé que dans le groupe MES 

certaines tumeurs avaient un enrichissement de la voie hypoxique et glycolytique. Ce groupe a 

donc été subdivisé en deux sous-groupes, un groupe indépendant de la voie hypoxique (MES1) 

et un groupe dépendant de la voie hypoxique (MES2). Les groupes AC et MES reflètent des 

tumeurs agressives avec un profil de cellules très prolifératives et invasives, et peuvent être 

retrouvés en combinaison dans certaines tumeurs de GBM. Il a également été montré qu’une 

cellule donnée avait la capacité de passer d’un état à un autre. Lors des récidives, par exemple, 

les tumeurs ont tendance à évoluer vers le sous-type mésenchymal. Ces travaux ont permis de 

mettre en évidence la plasticité cellulaire favorisant l’hétérogénéité des GBM [81, 82].  

 

6. Altérations moléculaires du GBM 

a. Statut IDH  
La présence de la mutation du gène de l’isocitrate déshydrogénase (IDH) a été reconnu en 2008 

par Parsons et al. [83] comme étant une étape importante dans la genèse des gliomes, 

apparaissant dans les étapes précoces de la formation tumorale. Cette IDH joue un rôle dans le 

métabolisme cellulaire, elle convertie l’isocitrate en a-cétoglutarate générant du NADPH [84]. 

Selon la classification de 2021, cette mutation du gène IDH apparait au niveau des gliomes de 

bas grade et représente de ce fait, un facteur de bon pronostic pour les patients. Depuis la 

nouvelle classification de 2021, la présence de cette mutation exclue le diagnostic de GBM, ces 

derniers sont uniquement IDH non muté. Environ 60% des personnes porteuses d’un gliome de 

grade 2 ou 3 ont une mutation du gène IDH [85]. Les tumeurs IDH muté présentent souvent 

une codélétion 1p/19q ou une mutation du gène TP53. Les tumeurs IDH non muté se retrouvent 

souvent avec un taux plus élevé de méthylation du promoteur MGMT [86]. Les mutations du 

gène IDH ont pour conséquence la production de D-2-hydroxuglutarate (D-2HG), un 

oncométabolite, qui va s’accumuler dans les cellules tumorales et qui va entrainer des 

changements épigénétiques au niveau de la tumeur. Il est intéressant de noté que ce D-2HG 

peut être dosé dans la tumeur, que ce soit via les biopsies, les liquides biologiques mais aussi 

de manière non invasive par spectroscopie IRM, permettant d’aider au diagnostic des gliomes 

[87]. 
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b. Méthylation du promoteur du gène MGMT 

La MGMT (O6-méthylguanine-DNA methyltransférase) est une enzyme responsable de la 

réparation des lésions à l’ADN. Au niveau du promoteur du gène MGMT se trouve une région 

riche en ilot CpG, cette dernière jouant un rôle clé dans la régulation de son expression. La 

méthylation du promoteur de ce gène va entrainer une diminution de l’expression du gène 

MGMT, voir une disparition de son expression lorsque le gène est hyperméthylé. Ainsi, la perte 

d’expression du gène MGMT va empêcher la réparation des dommages à l’ADN causés par la 

chimiothérapie alkylante (le TMZ) et conduire à l’apoptose. La méthylation du promoteur 

MGMT est corrélée à une bonne réponse à la chimiothérapie et est donc un facteur prédictif 

[88, 89]. 

 

c. Mutation du promoteur du gène pTERT 

Le gène TERT permet le maintien de la taille des télomères. En absence de TERT, les télomères 

se raccourcissent au fur et à mesure des divisions cellulaires, aboutissant à une sénescence 

lorsque la taille des télomères devient critique. La mutation du promoteur du gène pTERT 

(principalement sur les hotspost C228T et C250T) entraine une augmentation de l’activité de la 

télomérase afin de rallonger les télomères et permet ainsi l’immortalisation des cellules et une 

oncogenèse [90, 91]. Cette mutation du gène pTERT à un rôle important dans la transformation 

maligne des gliomes. Elle est retrouvée dans 80% des GBM et 90% des oligodendrogliomes 

codélétés 1p/19q [87]. La mutation de ce gène est un événement précoce dans la tumorigenèse 

et permet l’activation de la télomérase en recrutant des facteurs de transcription qui vont réguler 

l’expression du gène TERT. En règle générale la télomérase est réduite au silence dans les tissus 

sains sauf pour les cellules nécessitant un auto-renouvellement tel que les cellules souches 

hématopoïétiques, l’épithélium intestinal ou encore les cellules de l’ovaire [92]. 

 

d. Altérations chromosomiques 

Différentes altérations chromosomiques sont retrouvées dans les gliomes et sont associées à 

l’amplification d’oncogènes tel que l’EGFR mais aussi à des mutations de gènes suppresseurs 

de tumeurs tel que la mutation de TP53 ou de PTEN [93]. Dans les GBM, la perte 

d’hétérozygotie (LOH) totale ou partielle du chromosome 10 est l’altération chromosomique la 

plus fréquente, elle est retrouvée dans 35 à 60% des GBM. Cette altération entraine une 

mutation au niveau du gène de PTEN, ce qui suggère que cette LOH du chromosome 10 joue 

un rôle important dans le développement des GBM [94, 95]. De plus, dans les GBM, la perte 
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du chromosome 10 est souvent associée à un gain du chromosome 7 (+7/-10). Cette signature 

est liée à une amplification du l’EGFR et à l’IDH non muté. Ainsi cette association d’altération 

chromosomique +7/-10 est l’une des caractéristiques du GBM et représente un bon marqueur 

moléculaire pour le diagnostic des GBM. Il a aussi était montré que la combinaison de cette 

signature (amplification de l’EGFR et +7/-10) avec présence de la mutation du gène TERT était 

assez fréquente et exclusivement retrouvé dans les GBM IDH non muté [96].  

 

e. Amplification de l’EGFR 

L’EGFR est un récepteur de la famille des ErbB à activité tyrosine kinase activé principalement 

par son ligand l’EGF. L’activation du récepteur entraine sa dimérisation et l’activation de voies 

de signalisation telles que PI3K/AKT, Ras/MAPK et JAK/STAT. Ces dernières favorisent la 

prolifération cellulaire, la survie, l’angiogenèse et l’invasion tumorale. Dans 57,4% des GBM, 

on retrouve une amplification de l’EGFR, cette dernière représente une caractéristique typique 

du diagnostic des GBM selon la classification de l’OMS de 2021. De plus, une mutation 

oncogène de ce récepteur est fréquemment retrouvée dans les GBM, la mutation EGFRvIII. 

Cette dernière survient dans les étapes tardives de la progression tumorale. La mutation 

EGFRvIII correspond à une délétion de l’exon 2 à 7 de l’EGFR, représentant le domaine de 

fixation du ligand et entraine la formation d’un récepteur EGFR constitutivement activé [97]. 

Cette altération est un facteur de mauvais pronostic [89].  

 

f. Mutation du gène PTEN 

PTEN (homologue de la phosphatase et de la tensine) est un gène suppresseur de tumeur 

responsable de la régulation négative de la voie PI3K/AKT. Cette voie joue un rôle important 

dans la régulation de la prolifération cellulaire et le développement tumorale [98]. La mutation 

du gène PTEN est retrouvé dans 60% des GBM et la suppression de son expression peut être 

causée par une LOH du chromosome 10. Elle va entrainer une perturbation de la voie 

PI3K/AKT ce qui entrainera une prolifération cellulaire accrue et donc une progression 

tumorale plus importante et une survie plus faible des patients atteints d’un GBM. La mutation 

du gène PTEN est donc un facteur de mauvais pronostic pour les patients atteints de GBM [99]. 
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g. Mutation du gène TP53 

Le gène TP53 joue un rôle clé dans le contrôle du cycle cellulaire, l’apoptose et l’intégrité du 

génome. En absence de stress cellulaire, la protéine P53 est très peu exprimée. Son expression 

est régulée par l’enzyme MDM2 qui va se fixer sur P53 et entrainer sa dégradation. Cependant, 

un stress cellulaire, causé par exemple lors de dommages infligés à l’ADN ou d’une anomalie 

au niveau du cycle cellulaire ou du métabolisme cellulaire, va entrainer une dissociation de 

MDM2 et de P53. Cela a pour conséquence l’activation de P53 par augmentation de son 

expression. Il pourra alors effectuer sa fonction de facteur de transcription et entrainer la 

transcription de différents gènes tels que p21. Cela entraîne un arrêt du cycle cellulaire ou la 

mise en place du processus d’apoptose. Il est ainsi appelé gardien du génome. TP53 est 

également considéré comme un gène suppresseur de tumeur et sa mutation est retrouvée dans 

28% des GBM. Une dérégulation de P53 peut également survenir après la perte de l’expression 

de p14 causée par une délétion homozygote ou par une méthylation du promoteur retrouvé dans 

50% des GBM [100, 101]. 

 

7. Traitement 

a. Protocole de Stupp 

Depuis 2005, le protocole de Stupp est utilisé pour le traitement des GBM. Ce traitement 

consiste dans un premier temps à retirer la tumeur par chirurgie dans la mesure du possible. 

Cette intervention vise à retirer le maximum de la masse tumorale pour éviter au mieux les 

récidives et permet également de poser de manière définitive le diagnostic par étude 

histologique, cytologique et moléculaire. Il a été montré qu’une résection complète de la tumeur 

et une amélioration de la survie sans progression étaient augmentées lorsque la chirurgie est 

réalisée sous lumière bleu, avec un marquage fluorescent de la tumeur par l’acide 5-amino-

lévulinique (5-ALA, Gleolanã). Cet agent d’imagerie a obtenu l’approbation de la FDA (Food 

and Drug Administration) aux États-Unis en 2017 en tant qu’adjuvant pour le guidage de la  

chirurgie des gliomes de haut grade [102–104]. Dans un deuxième temps, une association de 

radiothérapie fractionnée (5 jours par semaine pendant 6 semaines) et de chimiothérapie par 

voie orale, le témozolomide (TMZ ou Témodalâ) (5/7 jours du premier au dernier jour de 

radiothérapie) est réalisé et enfin du TMZ adjuvant (5 jours tous les 28 jours pendant minimum 

6 mois) [105]. L’efficacité de la chimiothérapie peut être prédite en fonction de la présence de 

la méthylation du promoteur MGMT qui est un facteur prédictif. En effet, le TMZ est un agent 

de méthylation qui va induire des dommages au niveau des brins de l’ADN et entrainer 
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l’apoptose. Ainsi, la méthylation du promoteur du gène MGMT va inactiver ce gène, et par 

conséquent éviter les réparations des dommages de l’ADN au sein de la tumeur causés par la 

chimiothérapie [106].  

 

Malgré ce traitement le GBM récidive dans la majorité des cas et il n’existe pas de traitement 

standard pour les récidives. Les directives à suivre en cas de récidives est de privilégier les 

essais cliniques [107]. Néanmoins il existe quelques options, pour les lésions symptomatiques 

par exemple une chirurgie en traitement palliatif peut être à nouveau réalisée, en traitement 

systémique la réutilisation du TMZ ou d’une radiothérapie sont une option, mais également 

l’utilisation de nitrosouré, tels que la lomustine, de bévacizumab ou du TTFields sont également 

des options. Cependant cela reste des traitements palliatifs [108, 109].  

 

b. Bévacizumab 

Les GBM sont les tumeurs solides les plus vascularisées. La densité microvasculaire est un 

facteur pronostic chez les patients atteins de GBM. Ces derniers sont caractérisés par une 

néoangiogenèse importante (formation de nouveaux vaisseaux), c’est pourquoi, cette dernière 

représente une cible thérapeutique intéressante dans le traitement des GBM. Afin d’avoir 

l’apport en oxygène et en nutriments nécessaire à la croissance tumorale, l’angiogenèse est 

stimulée au sein des tumeurs. Cette stimulation de l’angiogenèse résulte d’une adaptation à un 

environnement hypoxique (faible taux en oxygène), entrainant l’augmentation de l’expression 

des HIFs (facteurs induit par l’hypoxie). Ces derniers entrainent une augmentation de 

l’expression du VEGF qui favorise la prolifération, la migration et la survie cellulaire. 

L’angiogenèse résulte également de la présence de certaines mutations génétiques (PTEN, 

EGFR et cMYC) activant des voies de transcription pro-angiogénique (VEGF) favorisées par 

un microenvironnement hypoxique. Ces phénomènes d’adaptation se produisent de façon 

différente entre deux tumeurs mais également au sein d’une même tumeur et contribuent à 

l’hétérogénéité tumorale. Par ailleurs, le phénomène néoangiogénique entraine la formation de 

micro-vaisseaux tumoraux anormaux, sinueux, avec un débit et un apport en oxygène ralenti 

favorisant les thromboses et les microhémorragies. Étant donné que les GBM sont des tumeurs 

se développant rapidement, l’activité angiogénique n’est pas assez importante pour soutenir un 

apport en oxygène et en nutriments suffisant ce qui provoquera un décalage métabolique et une 

hypoxie progressive. De plus, la paroi de ces néovaisseaux étant très perméable va entraîner 

des fuites qui génèrent une pression interstitielle accrue et une distribution de la chimiothérapie 

moins efficace au sein de la tumeur [110, 111]. Cela aura pour finalité une nécrose tissulaire et 
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la mise en place d’un œdème interstitiel dû à une altération de la BHE. L’œdème étant l’une 

des principales comorbidité des GBM, de nombreuses recherches sont menées afin d’évaluer 

l’intérêt de traitements anti-angiogéniques chez les patients atteints de GBM [16]. 

 

Le bévacizumab est le premier traitement anti-angiogénique étudié et approuvé par la FDA en 

2009 aux États-Unis pour le traitement de 2ème ligne des GBM. C’est un anticorps monoclonal 

humanisé recombinant qui va se lier au VEGF et inhiber son activité. La diminution de l’activité 

du VEGF va inhiber la néoangiogenèse des vaisseaux anormaux et va normaliser la 

vascularisation tumorale. De manière paradoxale cette inhibition de la néoangiogenèse 

aboutissant à la normalisation des vaisseaux, va améliorer l’oxygénation des tissus et l’accès 

des médicaments à la tumeur mais également rétablir la BHE et ainsi diminuer la formation 

d’œdème [112–114]. Une amélioration de la survie sans progression (PFS) a été observée, 

cependant les effets sont transitoires et la plupart des tumeurs progressent à nouveau après un 

délai de 3 à 5 mois, probablement dû à une adaptation de la tumeur au traitement. Il a également 

été montré in vivo et en clinique que sur le long terme la normalisation des vaisseaux par le 

traitement au bevacizumab entraine une augmentation de l’invasion tumorale [15, 115, 116]. Il 

a été montré que le bévacizumab sensibilise les cellules aux agents cytotoxiques, c’est pourquoi 

l’utiliser en combinaison avec des agents cytotoxiques pourrait permettre d’améliorer 

l’efficacité des thérapies dans les tumeurs solides [117]. Par exemple, une étude de phase II a 

été menée sur une association entre le bevacizumab et l’Irinotécan (agent cytotoxique) chez les 

patients atteints d’un GBM. L’Irinotécan est un inhibiteur de la topoisomérase I, utilisé comme 

agent thérapeutique dans les cancers colorectaux et du pancréas, et a pour avantage de traverser 

facilement la BHE. Cette étude a montré des résultats encourageants sur l’utilisation de cette 

combinaison par rapport à l’utilisation du bevacizumab seul. Il a été observé une amélioration 

de la survie sans progression avec un effet antitumoral significatif, cependant cette combinaison 

de traitement présenter également une toxicité significative [118–120].  

 

c. TTFields 

Le TTFields (alternating electric fields therapy) est une nouvelle approche thérapeutique du 

GBM, utilisant des champs électriques magnétiques de faible intensité et de fréquence 

intermédiaire. Il s’agit d’une technique antinéoplasique locorégionale qui a démontré une 

certaine efficacité et sécurité chez les patients atteints de gliomes de haut grade. Lorsque ce 

dispositif est utilisé en association avec la chimiothérapie adjuvante (TMZ), une augmentation 

de la survie globale est observée [121, 122]. Cette technique cible les cellules cancéreuses en 
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altérant la migration, l’invasion, la prolifération cellulaire, l’angiogenèse, les mécanismes de 

réparation de l’ADN et en induisant des effets apoptotiques et de mort cellulaire immunogène 

mais également des effets antimitotiques (Figure 5).  

 

 
Figure 5 : Combinaison des différents mécanismes d’action du TTFields [123]. 
 

Cette combinaison de mécanismes fait de cette technique une approche intéressante en 

complément de la chimiothérapie actuelle adjuvante pour le traitement des GBM permettant 

ainsi une synergie thérapeutique. Les champs éclectiques magnétiques utilisés vont de manière 

sélective détruire les cellules cancéreuses et épargner au maximum les cellules saines. Par 

exemple pour l’effet antimitotique les champs électromagnétiques vont perturber les cellules 

en mitose en ciblant plusieurs phases du cycle et entrainer la mort cellulaire. En fonction du 

type de tumeur une certaine fréquence sera utilisée pour optimiser l’efficacité du TTFields 

tandis que l’intensité dépend de la position de la tumeur et de l’impédance des tissus 

environnants. Le dispositif sera placé différemment d’un patient à l’autre sur la tête en fonction 

de la localisation de la tumeur. Pour déterminer le positionnement optimal du dispositif, un 

logiciel approuvé par la FDA est utilisé, Novocure Patient Transducer Array Layout (NovoTAL 

™), afin d’établir une cartographie à l’aide d’un algorithme bien défini selon l’emplacement et 

la taille de la tumeur déterminés par IRM. De plus, la fréquence utilisée est différente de celle 

retrouvée dans les nerfs ou les muscles ce qui permet de les épargner. Une amélioration de la 

survie globale médiane a été observée, 21 mois avec l’association du TMZ adjuvant et du 

TTFields contre 16 mois avec le TMZ seul. De même pour la survie sans progression à 6 mois 

qui était de 56% avec l’association contre 37% avec le TMZ adjuvant seul. L’effet indésirable 
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le plus courant à l’utilisation du TTFields sont les irritations cutanées qui peuvent être traitées 

par des corticostéroïdes, par le déplacement d’un ou deux cm du dispositif ou bien en faisant 

une pause sur l’utilisation du TTFields. L’utilisation de cette nouvelle approche thérapeutique 

reste intéressante pour le traitement des GBM par son effet synergique avec le protocole utilisé 

actuellement tout en limitant la toxicité amenant à un rallongement de la vie des patients atteints 

de GBM [123].   

 

d. Thérapies ciblées 

De nombreuses recherches sont en cours afin d’identifier des cibles moléculaires pertinentes 

dans le traitement du GBM. De nombreuses altérations sont rencontrées au sein des GBM, un 

large panel de cibles thérapeutiques s’offre à la recherche pour le développement d’une 

éventuelle thérapie ciblée. Seul le bévacizumab décrit précédemment, ciblant la voie 

angiogénique via le VEGF, a été approuvé dans le traitement des GBM récurent, utilisé seul ou 

en association afin d’améliorer la qualité de vie des patients [124, 125]. 

 

Les altérations moléculaires les plus fréquentes dans les GBM sont très étudiées telles que les 

altérations de l’EGFR, la mutation de PTEN ou encore la mutation ponctuelle de la voie 

PI3K/AKT [126, 127]. L’amplification de l’EGFR est l’altération la plus étudiée pour les 

thérapies ciblées dans le GBM. Un essai clinique de phase II a récemment été mené avec un 

inhibiteur de l’EGFR associé au TMZ. Les résultats obtenus étaient assez encourageant pour 

les GBM récurents ; cependant lors de la phase III cette association a été abandonnée car il n’y 

avait aucune amélioration significative de la survie globale [128, 129]. Un inhibiteur de la voie 

PI3K (Buparlisib) a également était étudié en essai clinique de phase II. Une légère amélioration 

a été observée due à une inhibition incomplète de la voie PI3K limitant l’efficacité de cet 

inhibiteur malgré une bonne pénétration de la BHE. Cela est probablement dû à une spécificité 

de l’inhibiteur insuffisante [130]. Un essai clinique a été réalisé chez une patiente atteinte de 

GBM et porteuse d’une amplification du gène c-MET, un récepteur à tyrosine kinase. Cette 

patiente nouvellement diagnostiquée avait suivi le protocole thérapeutique habituel (protocole 

de Stupp) puis une thérapie anti-angiogénique. Malheureusement, la progression tumorale se 

poursuivait. En étudiant le profil moléculaire de la tumeur, la détection de l’amplification du 

gène c-MET a permis l’intégration de cette patiente dans un essai clinique évaluant l’intérêt 

d’un inhibiteur de MET, le crizotinib. Une amélioration clinique rapide et durable a été observée 

avec notamment une diminution de la taille tumorale. Cependant, le traitement a été stoppé au 

bout de 6 mois à cause du développement d’une thrombose veineuse. Cet essai clinique a mis 
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en lumière l’importance de la médecine personnalisée, nécessitant l’intégration d’une étude du 

profil moléculaire longitudinal des tumeurs de patients afin d’optimiser l’utilisation des 

thérapies ciblées [131].  

 

e. Immunothérapies 

Un autre type d’altération est observé dans les GBM se sont les altérations liées au système 

immunitaire. Il a été montré que les cellules des GBM portaient à leur membrane PD-L1, qui 

se fixera à la protéine PD-1 portée par les lymphocytes [132]. Cela va entrainer l’inhibition de 

ces lymphocytes et va ainsi permettre aux cellules tumorales d’échapper au système 

immunitaire. PD-L1 est exprimé dans 88% des GBM nouvellement diagnostiqués et dans 72% 

des GBM récurrents [133]. De ce fait, l’immunothérapie apparait comme un axe de recherche 

intéressant pour les GBM. Il existe différents anticorps dirigés contre ces protéines du système 

immunitaire tels que le pembrolizumab ou encore le nivolumab qui ont déjà fait leur preuve 

dans d’autres cancers comme le cancer du poumon, du colon ou le mélanome [134]. Un essai 

clinique de phase III de Checkmate 143 a comparé l’utilisation du nivolumab et du bévacizumab 

en monothérapie chez des patients atteints de GBM (369 patients) après avoir été traités avec 

le protocole de Stupp. Il a été observé qu’il n’y avait pas d’amélioration notable de la survie 

globale par rapport à l’utilisation du bevacizumab c’est pourquoi il a été arrêté. Cependant un 

sous ensemble de patients (8%) a bien répondu au nivolumab avec une durée de réponse plus 

importante, 11 mois pour le nivolumab contre 5 mois pour le bévacizumab [135, 136]. Une 

raison envisageable à cet échec est une diminution des lymphocyte T (lymphopénie) exprimant 

PD-1 causée par la radiothérapie ce qui diminuerait l’efficacité du nivolumab [137]. 

 

Malgré les nombreuses études sur les thérapies ciblées celles-ci restent peu efficaces. 

L’hétérogénéité inter- et intratumorale des GBM ainsi que la capacité d’adaptation des cellules 

de passer d’un profil à un autre par remodelage moléculaire est probablement la cause de cette 

inefficacité des thérapies ciblées. L’inhibition d’une voie sera compensée par une autre voie. 

C’est pourquoi une combinaison de traitement serait plus efficace afin de cibler un groupe 

d’altérations moléculaires. Une autre approche de la thérapie ciblée serait de contrer la source 

de cette hétérogénéité, les cellules souches de GBM qui possèdent une grande capacité 

d’adaptation et d’initiation de tumeur favorisant l’hétérogénéité.  
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8. Résistances thérapeutiques 
Le traitement des GBM reste un défi thérapeutique pour plusieurs raisons. La première est 

corrélée à sa localisation, le cerveau étant l’organe le plus délicat à traiter car il est protégé par 

la BHE qui limite les options de traitement [138]. De plus, une résection complète de la masse 

tumorale par chirurgie est très limitée étant donné le risque d’engendrer des troubles 

neurologiques ou cognitifs. Environ 35% des patients sont inopérables dû à la localisation de la 

tumeur. Dans ces cas, une simple biopsie est réalisée afin d’établir le diagnostic [139]. Enfin, 

la résistance thérapeutique des GBM résulte de leur importante hétérogénéité histologique et 

moléculaire inter- et intratumorale. De nombreuses altérations moléculaires (amplification de 

l’EGFR, mutation de PTEN…) sont retrouvées dans les GBM. Différentes combinaisons de ces 

altérations entrainent la présence de différents sous-types de GBM. Ces derniers ne répondent 

pas de la même façon aux thérapies employées, certaines cellules peuvent être sensibles, 

d’autres résistantes. Cette hétérogénéité est également le résultat d’une plasticité cellulaire. Cela 

est le cas notamment pour les CSC qui sont décrites comme étant très plastiques et hautement 

tumorigéniques. Grace à leur capacité d’adaptation au microenvironnement et au traitement ces 

CSC peuvent passer du sous-type mésenchymal au proneural et inversement, d’un état souche 

à un état différencié et inversement, tout ceci entretient la caractéristique hétérogène du GBM, 

responsable de la résistance thérapeutique [17, 140]. Le GBM est également une tumeur 

hautement invasive et envahie le parenchyme cérébral sain. C’est ce caractère invasif qui rend 

difficile la résection complète de la tumeur [141–144].  
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II. Cellules souches de glioblastome 

1. Cellules souches neurales 
Les GBM peuvent se développer à partir de différents types de cellules initiatrices qui sont les 

astrocytes, les cellules précurseurs des oligodendrocytes ou les cellules souches neurales 

(CSN). Plusieurs arguments soutiennent que les CSN correspondent aux cellules à l’origine des 

cellules souches de GBM (CSG) par leurs similitudes : présence de marqueurs des CSN, 

capacité d’auto-renouvellement et différenciation en cellules gliales.  De plus, il a été montré 

que la gliomagenèse était localisée dans 93% des cas au niveau de la zone sous-ventriculaire au 

sein de laquelle nichent les CSN [145–147]. Il a également été montré que ces CSN peuvent 

donner naissance à des cellules progénitrices d’oligodendrocytes et d’astrocytes qui par la suite 

peuvent générer des gliomes. Ces cellules initiatrices de tumeur ou CSG sont en minorité au 

sein de la tumeur (1 à 30%) mais suffisent à engendrer une récidive en raison de leur capacité 

de résistance aux traitements et de leurs propriétés tumorigéniques [148, 149]. 

 

2. Transformation des CSN en cellules souches cancéreuses 
De manière générale, les CSG suivent quasiment le même schéma de programmation 

hiérarchique que les cellules souches normales. Ces CSG peuvent résulter de différentes 

mutations survenant au sein des cellules souches normales qui entrainent l’oncogenèse de ces 

dernières, mais elles peuvent également résulter de la dédifférenciation de cellules tumorales 

(retour des cellules différenciées à des cellules à l’état souche) qui acquièrent des altérations 

moléculaires sous la pression du microenvironnement tumoral et donneront aux cellules des 

propriétés de cellules souches. Ces deux phénomènes de transformation des cellules en CSG 

co-existent et favorisent l’hétérogénéité tumorale. Á la différence des CSN, les CSG se 

différencient directement en cellules plus matures sans passer par les étapes de progéniteurs. 

On se retrouve alors avec une différenciation cellulaire aberrante (Figure 6) [150, 151].  
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Figure 6 : Modèles hiérarchiques des CSN et des CSG [150].  
 

3. Caractéristiques des CSG 
Lors de la transformation tumorale les cellules souches vont subir une régulation dynamique et 

acquérir en plus de leurs caractéristiques de base, tels que l’auto-renouvellement, la capacité à 

se différencier en différentes populations de cellules cancéreuses et la capacité à initier une 

tumeur (propriété tumorigénique). Ces CSG ont une prolifération persistante et permettent 

d’entretenir la progression tumorale (Figure 7) [79, 152]. 

 

 
Figure 7 : Caractéristiques fonctionnelles des CSG [79].  
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a. Auto-renouvellement 

L’auto-renouvellement des CSG est la capacité de se diviser complétement à l’identique par 

division asymétrique afin de conserver un stock de cellules souches [153, 154]. In vitro, cette 

caractéristique d’auto-renouvellement est démontrée par la capacité des CSG à reformer des 

neurosphères en suspension après leur dissociation en présence d’un milieu adéquat, c’est-à-

dire dans un milieu de culture dépourvu de SVF et supplémenté de facteurs de croissance, l’EGF 

et le FGF qui favorisent leur prolifération cellulaire et empêche leur différenciation [155, 156]. 

Cette caractéristique est également démontrée par le test de dilution limite qui consiste à 

ensemencer une faible densité de cellules allant de 1 à 200 cellules, après dissociation de ces 

dernières, et d’évaluer leur capacité à reformer des neurosphères. L’activation constitutive des 

voies NOTCH, Wnt et Hedgehog (HH) dans les CSG permet le maintien de l’auto-

renouvellement et la prolifération cellulaire [154, 157].  

 

b. Différenciation 

La différenciation des CSG correspond à un phénomène de division cellulaire asymétrique 

aboutissant à des cellules tumorales différenciées de type astrocytes ou oligodendrocytes. Ce 

sont les cellules différenciées qui formeront la masse tumorale. In vitro, la différenciation des 

CSG est permise via la culture des cellules dans un milieu supplémenté en SVF et sans facteurs 

de croissance. Les cellules différenciées se cultivent en monocouche adhérente et non sous 

forme de neurosphères en suspension. Elles présentent des marqueurs spécifiques en fonction 

du type de cellules considéré. Les cellules qui se différencient en cellules tumorales de type 

astrocytes exprimeront la GFAP (Glial fibrillary acidic protein), les cellules qui se différencient 

en oligodendrocytes exprimeront la galactocérébroside-C (Galc) ou OLIG2 et les cellules qui 

se différencient en cellules de type neuronale exprimerons TUBB3 (Tubulin beta 3 class III) 

[157, 158]. De plus, il a été montré que la différenciation des CSG serait régie par les protéines 

BMPs (Bone Morphogenetic protein), par exemple la protéine BMP7 qui favorise la 

différenciation astrocytaire et la migration des cellules de GBM [159–162]. 

 

Il a été montré par l’équipe de JN. Rich [163], qu’il existe une coopération entre les CSG et 

leurs congénères différenciés. Une co-implantation de CSG et de cellules différenciées in vivo 

a permis de former de plus grosses tumeurs et a réduit la survie des souris par rapport à 

l’implantation de CSG seules. Cette coopération est possible grâce à la voie de signalisation 

BDNF/NTRK2/VGF. Il a été montré que les cellules différenciées expriment le facteur 

neutrophique dérivé du cerveau, le BDNF qui joue un rôle dans la neurogenèse, tandis que les 
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CSG expriment son récepteur, le NTRK2. L’activation du NTRK2 au niveau des CSG va 

entrainer une activation de la voie PI3K/AKT qui va induire une augmentation du facteur de 

croissance neural, le VGF. Cette expression du VGF résultant de la coopération des CSG et de 

leur congénères différenciés aura pour conséquence une augmentation de la croissance des CSG 

ainsi que leur auto-renouvellement par régulation autocrine mais également le maintien de la 

survie des cellules différenciées de GBM par une régulation paracrine [163]. 

 

c. Tumorigenèse 

La tumorigenèse est la capacité des CSG à initier la formation d’une nouvelle tumeur qui 

ressemble à la tumeur initiale [164, 165]. Cette caractéristique tumorigénique des CSG est 

démontrée in vivo par transplantation de CSG en série chez l’animal immunodéprimé (souris 

NUDE ou NOD-SCID) par xénogreffe orthotopique. Une tumeur va se former et sera prélevée. 

Les cellules seront dissociées puis à nouveau injectées dans l’animal. Après chaque 

transplantation des CSG on observe la formation d’une nouvelle tumeur. De plus contrairement 

aux cellules différenciées, les CSG sont capables d’initier la formation d’une tumeur par 

injection d’une faible densité cellulaire [157].  

 

d. Expression de marqueurs de CSG 

Il existe différents types de marqueurs pour les cellules souches, tels que les facteurs de 

transcription Sox2, Nestin, Oligo2 ou encore c-Myc, mais également des marqueurs de surface 

plus faciles à détecter tels que CD133, CD44, l’intégrine a6 et A2B5 [166]. Ce dernier s’est 

avéré être un très bon marqueur des CSG. Un intérêt thérapeutique a été porté sur A2B5 pour 

cibler les CSG [167]. CD133 est le marqueur le plus utilisé, une glycoprotéine exprimée par les 

CSN et les CSG. Son expression diminue dans les cellules plus différenciées. CD133 est 

également utilisé comme marqueur pour isoler les CSN et les CSG par FACS [168]. Cependant, 

la présence de faux positifs est possible étant donné que les marqueurs ne sont pas spécifiques 

des CSG [169]. C’est pourquoi, afin de confirmer le caractère souche d’une cellule, il est 

important de combiner l’évaluation de la présence de plusieurs marqueurs et caractéristiques 

des CSG comme leur capacité à former des neurosphères in vitro ou leur capacité 

tumorigéniques in vivo [79]. De plus l’utilisation de CD133 pour l’isolement des CSG est 

controversée en raison de la présence d’une sous-population de cellules souches CD133 

négatives soulignant l’hétérogénéité tumorale des GBM. Cette sous-population négative pour 

CD133 était retrouvée dans le sous-type mésenchymal tandis que les CD133 positives dans le 
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sous-type proneural [169–172]. Récemment il a été montré que ces marqueurs de surfaces des 

CSG ne représentent pas seulement un type de cellules capables d’initier une tumeur, mais 

plutôt un état cellulaire à un moment donné qui peut évoluer en fonction du 

microenvironnement. Cette capacité d’adaptation des CSG face au microenvironnement 

favorise l’hétérogénéité intra- et intertumorale de ces marqueurs ne permettant pas clairement 

de définir l’identité d’une cellule souche [173]. 

 

4. Localisation préférentielle des CSG 
Les CSG sont essentiellement régulées par des mécanismes extrinsèques, en fonction de leur 

localisation et de leur besoin. En effet, les CSG vont développer des stratégies pour maintenir 

leur état souche et permettre une augmentation de leur prolifération qui a pour conséquence le 

maintien de la croissance tumorale. Pour cela, les voies préférentiellement sollicitées par les 

CSG sont les voies Wnt, Notch et NF-kB. Les stratégies d’adaptations développées par les CSG 

se font en fonction du microenvironnement dans lequel elles se trouvent [174]. C’est pourquoi 

pour développer ces différentes stratégies en fonction de leurs besoins, les CSG vont résider au 

sein de différentes niches de la tumeur afin de favoriser l’activation de ces voies de signalisation 

et les caractéristiques des CSG. La voie Notch par exemple, qui favorise l’état souche des 

cellules en jouant un rôle important dans le développement neuronal en inhibant la 

différenciation cellulaire, a pour particularité de converger vers différentes voies tels que la voie 

hypoxique ou encore la voie des ROS (reactive oxygen species) dans les zones périvasculaires 

pour entrainer son activation [175, 176]. Par conséquent l’un des régulateurs extrinsèques clé 

des CSG est le microenvironnement tumoral dans lequel elles résident qui va aider les CSG à 

favoriser certaines voies ou caractéristiques grâce à leur capacité d’adaptation. Ainsi les CSG 

résident dans deux types de niches principalement : les niches périvasculaires et les niches 

hypoxiques (Figure 8).  
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Figure 8 : Représentation schématique de la composition d’une tumeur de GBM.  
Les CSG résident au sein de niches hypoxiques mais également au sein de niches périvasculaires avec 
la coopération de cellules immunitaires, les TAM (recrutement des macrophages M2 et production de 
lymphocytes T régulateurs). Les CSG peuvent également se différencier et donner des cellules plus 
matures qui formeront le corps de la tumeur. Figure crée avec https://biorender.com/.  
 

a. Niches périvasculaires 

Calabrese et al. ont montré en 2007 [177] que les CSG résident au sein de niches périvasculaires 

pour entretenir une relation avec le système vasculaire par le biais d’une sécrétion de facteurs 

pro-angiogéniques notamment le VEGF, l’angiogenèse étant l’une des caractéristiques du 

GBM. Ces niches périvasculaires, crées par la micro-vascularisation tumorale, aident au 

maintien des CSG en favorisant leur auto-renouvellement et la croissance tumorale [177]. Cela 

est possible notamment par l’expression et la forte activité des récepteurs Nocth1 et Notch2 

présents à la surface des CSG résidant dans ces niches périvasculaires. Ces derniers sont activés 

par les cellules endothéliales adjacentes qui expriment en surface leurs ligands, DLL4 et JAG-

1, aboutissant à l’activation de la voie Notch [178]. On observe donc une coopération entre les 

cellules endothéliales et les CSG au sein des niches périvasculaires pour le maintien de l’auto-

renouvellement des CSG. De plus, il a été montré que l’inhibition de ces ligands en surface des 

cellules endothéliales entraine une diminution de la croissance tumorale ce qui confirme le rôle 

important de la coopération des cellules endothéliales avec les CSG [178]. L’intégrine a6 joue 

également un rôle important dans la régulation des CSG dans les niches périvasculaires. En 

effet, elle favorise l’ancrage des cellules au sein des niches périvasculaires par le biais de la 
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laminine, protéine constituant la matrice extracellulaire, composant important de cette niche et 

de l’environnement tumoral [179]. Une importante expression du TGF-b a également été 

observé au sein de ces niches périvasculaires favorisant les voies de réparation de l’ADN [180]. 

Cette augmentation du TGF-b entraine également une augmentation de l’expression de MMP9 

(métalloprotéinase matricielle 9) qui favorise l’invasion tumorale par les CSG et accentue le 

caractère très invasif de cette niche vers le parenchyme cérébral sain et donne lieu à une tumeur 

infiltrante [181]. 

 

L’une des caractéristiques clé pour la progression tumorale des cancers est de manière générale 

l’immunosuppression pour permettre aux cellules tumorales de contourner le système 

immunitaire et ainsi favoriser le développement de la tumeur. Il a été montré que les CSG 

modulent le système immunitaire à leur avantage [182]. Celle-ci vont induire des lymphocytes 

T régulateurs afin d’éliminer les lymphocytes T cytotoxiques mais également inhiber leur 

production [183, 184]. Les CSG peuvent également échapper au système immunitaire par la 

sécrétion de vésicule extracellulaire possédant PD-L1 [185]. Elles vont également entrainer un 

phénotype immunosuppresseur par le biais du recrutement de macrophages M2 en sécrétant des 

facteurs tels que l’IL-10 ou le TNF-b. Cela va permettre de favoriser la croissance tumorale et 

donc un phénotype malin du GBM. Ce phénotype immunosuppresseur est favorisé par les CSG 

qui résident au sein des niches périvasculaires où est retrouvé un taux élevé de macrophages 

M2 [186]. Les macrophages associés aux tumeurs (TAM) (macrophages M2 et microglie) 

représentent la plus grande partie des cellules infiltrantes, 30% de la masse tumorale. Ces TAM 

vont infiltrer la tumeur lors de la rupture de la BHE et sont présents en grande majorité dans le 

GBM par rapport aux gliomes de bas grade. Cette accumulation est également facilitée grâce à 

la capacité immunomodulatrice des CSG qui vont sécréter du TGF-b. Ce dernier va désactiver 

et inhiber la prolifération des lymphocytes T cytotoxiques (LT CD4+). Cette accumulation des 

TAM est également facilitée par une expression élevée de MMP9 qui facilite le caractère 

invasive de la tumeur en modifiant la rigidité de la matrice extracellulaire [187–192]. Ce 

caractère inflammatoire ainsi que la présence des TAM va favoriser une signature 

mésenchymale des GBM le sous-type le plus agressif et infiltrant [193, 194].  
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b. Niches hypoxiques 

Malgré la présence des niches vasculaires la prolifération importante de la tumeur va entrainer 

des zones dépourvues en oxygène formant des niches hypoxiques représentant 0,1 à 10% de la 

masse tumorale. On retrouve des zones à hypoxie modérée avec des taux en oxygène entre 2,5% 

et 0,5% et des zones à hypoxie sévère avec une concentration en oxygène entre 0,5% et 0,1% 

contre un taux en oxygène normal compris entre 12,5% et 2,5% d’O2 dans le tissu cérébral sain. 

Ainsi, pour l’étude de l’hypoxie dans les GBM des taux en oxygène de 5% peuvent modéliser 

les taux physiologiques retrouvés dans le cerveau sain et des taux compris entre 2,5% et 0,5 % 

peuvent modéliser les concentrations retrouvées en grande majorité dans le GBM. De plus lors 

de l’étude histologique, les zones de nécrose (conséquence de l’hypoxie) sont des 

caractéristiques pour le diagnostic d’un GBM [195]. Les CSG qui résident au sein de ces niches 

auront alors une activation de la voie hypoxique par une induction de facteurs de transcription 

induit par l’hypoxie, HIF-1a et HIF-2a principalement. Ces HIFs sont sous forme 

hétérodimérique, composés d’une sous-unité b nucléaire, aussi appelée ARNT (Aryl 

hydrocarbon receptor nuclear translocator), qui n’est pas sensible à l’oxygène et d’une sous-

unité a cytosolique qui est régulée en fonction du taux en oxygène. Ainsi, en fonction de la 

concentration en oxygène, cette dernière sera soit dégradée par le protéasome en condition 

normoxique soit transloquée dans le noyau en condition hypoxique (Figure 9) [196]. HIF-1a et 

HIF-2a présentent une homologie structurelle mais sont régulés différemment en fonction du 

temps d’exposition et du taux en oxygène rencontré. HIF-1a est très rapidement dégradé 

lorsque le taux en oxygène augmente et est présent à des taux en oxygène plus restreint. A 

l’inverse, HIF-2a est beaucoup plus stable et est présent à des taux en oxygène plus large [197, 

198]. Il a été montré dans le neuroblastome qu’un sous ensemble de cellules souches présent 

dans la niche périvasculaire exprimaient HIF-2a dans des conditions normoxiques (21% d’O2) 

[199, 200]. Il a également été montré une localisation préférentielle de HIF-2a dans le noyau 

des cellules contrairement à HIF-1a qui serait localisé dans le noyau et dans le cytosol.  Ce qui 

suggère une utilisation préférentielle de HIF-2a par les CSG [201, 202]. Cette utilisation 

préférentielle de HIF-2a par les CSG leurs permet de maintenir un état de cellule souche et 

favorise leur capacité tumorigénique [203, 204]. Il est intéressant de noter qu’une inhibition de 

l’expression de HIF-2a entraine une diminution du phénotype souche des cellules de GBM et 

resensibilise les cellules au TMZ [205]. 
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Figure 9 : Voie de signalisation de l’hypoxie en fonction du taux en oxygène.  
En normoxie on observe une hydroxylation de HIF-a par la prolyl-hydroxylase (PHD) suivi d’une 
ubiquitinylation par le suppresseur de tumeur VHL (Von Hippel-Lindau) qui entraine une dégradation 
de HIF-a par le protéasome. En hypoxie la PHD est inhibée, HIF-a n’étant plus hydroxylé il ne sera pas 
dégradé mais stabilisé. Ce dernier va s’accumuler dans le cytosol et sera transloqué dans le noyau pour 
se dimériser avec HIF-b (ou ARNT). Le dimère formé va s’associer à son cofacteur p300/CBP pour 
pouvoir se fixer aux éléments de réponse à l’hypoxie (HRE) et induire la transcription de certains gènes 
cibles tels que le VEGF ou GLUT1 [196].  
 

L’activation de la voie hypoxique aura pour conséquence la transcription de certains gènes qui 

jouent un rôle important dans la biologie des cancers comme le maintien du phénotype souche 

des cellules par le biais d’une expression accrue de facteurs souches tels que SOX2, OCT4, 

MYC ou encore NANOG, mais également un rôle dans la reprogrammation du métabolisme, 

l’auto-renouvellement, la prolifération, la survie cellulaire ou encore l’angiogenèse par une 

augmentation de la transcription du VEGF [182]. La plasticité cellulaire et donc, la capacité 

d’adaptation des CSG en fonction de leur microenvironnement, leur permet de pallier les 

restrictions nutritives en glucose rencontrées dans ces niches hypoxiques, par une augmentation 

de l’expression des gènes de la glycolyse. Cela va entrainer une captation du glucose des 

cellules environnantes plus importante aboutissant à une accumulation de lactate responsable 

d’un phénotype plus agressif du GBM [206, 207]. Ce changement métabolique aura pour 
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conséquence la production d’espèces réactives de l’oxygènes (ROS) qui favorisera la 

progression tumorale et la synthèse d’acide nitrique dépendant de l’oxyde nitrique synthase 2 

[208]. Ces différents phénomènes induits par l’hypoxie vont l’entretenir par une pseudo-

hypoxie qui va stabiliser les HIFs. En effet comme vu dans le chapitre précédant, cette pseudo-

hypoxie est la conséquence d’une formation de néovaisseaux anormaux et sinueux lors de la 

néoangiogenèse. Cette dernière va entrainer un débit en oxygène ralenti, et à mesure que la 

tumeur continue de proliférer, une hypoxie progressive va se former et entretenir les niches 

hypoxiques. Ce qui fait de ces dernières un lieu propice au développement des CSG pour le 

maintien de leur phénotype souche.  

 

Il est intéressant de noter, que les niches périvasculaires et hypoxiques coopèrent pour favoriser 

la croissance tumorale. Par exemple, l’activation de la voie hypoxique va entrainer la 

transcription du gène pro-angiogénique le VEGF et favoriser la formation de néovaisseaux pour 

maintenir la croissance tumorale par un apport en nutriment via ces néovaisseaux [203, 204]. 

Les CSG sont donc capables de remodeler et de s’adapter au microenvironnement en fonction 

de leurs besoins pour faciliter leur prolifération et échapper aux thérapies. Tout ceci promeut 

l’hétérogénéité tumorale retrouvée dans les GBM. 

 

5. Plasticité et hétérogénéité 
Un premier modèle responsable de l’hétérogénéité tumorale a été proposé en considérant 

l’hypothèse de l’évolution clonale aussi appelé modèle stochastique. Il a été considéré que 

l’initiation tumorale se fait à partir d’une évolution monoclonale, c’est-à-dire à partir de 

n’importe quelle cellule qui, au fil des divisions, va acquérir des altérations génomiques et 

épigénétiques. Cela va favoriser la transformation tumorale par l’acquisition de ces différentes 

mutations « drivers » et entrainer une hétérogénéité moléculaire par la diversité génétique. De 

plus, cette évolution clonale subit des pressions de sélection en favorisant les clones résistants 

à la chimiothérapie ou à la radiothérapie. Dans cette hypothèse de l’évolution clonale toutes les 

cellules tumorales auraient le même potentiel tumorigène [209–211].  

 

Un autre modèle a été proposé comme étant responsable de l’hétérogénéité tumorale des GBM, 

celui du modèle hiérarchique des CSG. Cette théorie conforte celle de la programmation 

hiérarchique à partir d’une sous-population de CSG capable d’autorenouvèlement, de 

tumorigenèse et de différenciation. Ce modèle hiérarchique est impacté par le 
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microenvironnement et les différents facteurs rencontrés donnant naissance à des cellules plus 

différenciées avec diverses altérations moléculaires caractéristiques qui formerons la tumeur. 

Récemment il a été montré grâce à la technique du single cell que les CSG se développent en 

suivant le programme de neurodéveloppement normal et que ce modèle hiérarchique contient 

des cellules progénitrices avec une division cellulaire rapide et une importante capacité 

tumorigénique [212].  

 

Ces deux modèles responsables de l’hétérogénéité tumorale pourraient être complémentaires 

dans la croissance de la tumeur (Figure 10) [209]. 

 

 
Figure 10 : Modèles d’hétérogénéité tumorale.  
A. Représentation du modèle clonal responsable de l’hétérogénéité tumorale par le biais d’une pression 
de sélection avec acquisition d’altérations génomiques. B. Représentation du modèle hiérarchique des 
CSG capable d’autorenouvèlement, de tumorigenèse et de différenciation qui sera la cause d’une 
hétérogénéité moléculaire selon les facteurs rencontrés dans le microenvironnement pour pouvoir 
s’adapter [209].  
 

Pendant longtemps il était considéré que les cellules souches une fois différenciées ne pouvaient 

plus revenir à un état souche. Cependant, il a été montré que les cellules cancéreuses de GBM 

étaient dotées d’une grande plasticité cellulaire et qu’en fonction des facteurs rencontrés dans 

le microenvironnement les cellules différenciées pouvaient se dédifférencier et repasser à l’état 

de cellule souche. C’est en conservant cette grande plasticité cellulaire que les CSG peuvent se 

différencier de manière bidirectionnelle afin de s’adapter au microenvironnement tumorale et 

passer d’un état de cellules souches à un état de cellules différenciées et inversement [213, 214]. 

Neftel et al. avaient également observé la capacité des cellules à passer d’un sous-type à un 

autre (mésenchymal/proneural/classique) appuyant cette caractéristique de plasticité des CSG 

récapitulant l’hétérogénéité des GBM [78, 81] (Figure 11). Un tel phénomène de 
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dédifférenciation est favorisé dans les niches hypoxiques notamment car comme vu plus haut 

les milieux restreints en oxygène favorisent l’expression de facteurs souches tels que les 

facteurs de transcriptions Sox2, Oct4, c-Myc ou encore Nanog qui favorisent l’état indifférencié 

des cellules [215–218]. Une différence a également été observée entre la biopsie des tumeurs 

de GBM primaires et les tumeurs de GBM récurrentes au niveau moléculaire. Cette différence 

serait dû à un phénomène d’hypermutation acquis lors du traitement [219, 220]. Il a été montré 

que les CSG ont la capacité de passer dans un état de quiescence lors du traitement puis de 

quitter cet état et entrainer une récidive tumorale [221]. Cela soutient la capacité d’adaptation 

et de plasticité des CSG face à la thérapie et au microenvironnement tumoral. Cette plasticité 

cellulaire réversible est l’une des causes de la grande hétérogénéité retrouvée dans les GBM 

[78, 173, 203, 222].  

 

 
Figure 11 : Schématisation de la plasticité des cellules souches neurales et de GBM. 
Dans le cerveau sain, les cellules souches neurales se différencient de manière unidirectionnelle et ont 
leur plasticité qui diminue au fur et mesure de la différenciation cellulaire. À l’inverse, les CSG se 
différencient de manière bidirectionnelle et conservent une grande plasticité cellulaire leur permettant 
de passer d’un état de cellules souches à un état de cellules différenciées et inversement ou de passer 
d’une sous-classe à une autre [214].  
 
Toutes ces sources d’hétérogénéité, l’évolution clonale par la diversité génétique, le modèle 

hiérarchique des CSG, la plasticité des cellules cancéreuses à passer d’un état à un autre et 

l’impact du microenvironnement sur le développement tumoral, co-existent et favorisent la 

diversité histologique, moléculaire et phénotypique des GBM [140, 223, 224].  
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6. CSG et résistance thérapeutique 
Comme nous venons de le voir, les CSG se trouvent au sommet du programme hiérarchique et 

contribuent à l’hétérogénéité moléculaire grâce à leurs différentes caractéristiques. Ces 

dernières ont la capacité d’être dans un état de quiescence leur permettant d’échapper à la 

thérapie et au système immunitaire. Les CSG qui ne sont pas éliminées lors du traitement 

suffisent à elles seules pour initier une nouvelle tumeur et entrainer une récidive [221, 225, 

226]. Elles vont favoriser certaines voies de signalisation, notamment les voies liées aux 

récepteurs à activité tyrosine kinase, qui vont initier le maintien de la croissance tumorale et 

rendre les cellules insensibles aux traitements. De plus, il a été montré que la résistance à la 

radiothérapie était conférée par les CSG qui accélère le processus de réparation des dommages 

causés à l’ADN [79].  

 

a. Chimiorésistance 

L’une des premières hypothèses concernant la résistance des cellules face à la chimiothérapie 

est en fonction du statut de méthylation de l’enzyme MGMT. Nous avons vu précédemment, 

que la méthylation de cette enzyme permet d’empêcher son action de réparation des dommages 

à l’ADN ce qui permet au TMZ d’éliminer les cellules cancéreuses. Cependant, cette hypothèse 

est souvent controversée. En effet, il a été montré que l’enzyme MGMT était présente au sein 

des CSG ce qui limite l’action du TMZ [227]. Mais il a également été montré, une diminution 

de l’activité de cette enzyme dans les CSG ainsi qu’une augmentation de la méthylation du 

promoteur MGMT [228]. D’autres mécanismes de résistance ont été démontré comme le 

phénomène de Multi Drug Resistance (MDR) favorisé par l’augmentation d’expression des 

transporteurs ABC (ATP binding cassette) au niveau de la membrane qui va transporter les 

agents chimiothérapeutiques hors de la cellule. Cela est possible grâce à l’énergie fournie par 

l’hydrolyse de l’ATP, qui est amplifiée par l’augmentation de la voie Notch après traitement au 

TMZ [229]. De plus, il a été montré qu’une inhibition de la voie Notch couplée au TMZ entraine 

une sensibilisation des cellules au traitement [230]. 

 

b. Radiorésistance 

La radiothérapie est un traitement utilisé en oncologie pour détruire les cellules cancéreuses à 

l’aide de rayonnements ionisants. Ces derniers peuvent agir soit de manière directe sur les 

cellules par des cassures simples ou doubles brins au niveau de l’ADN, soit de manière indirecte 

par l’intermédiaire des espèces réactives de l’oxygène (ROS). Cet effet indirect par les ROS 



 - 65 - 

(radicaux hydroxyle ou les superoxydes) provient de la radiolyse de l’eau qui va entrainer un 

stress oxydatif au niveau des cellules, en plus de celui déjà engendré par l’effet direct [231].  

 

L’efficacité de la radiothérapie est déterminée en fonctions des 4 R de la radiologie :  

 

- La Réparation des dommages à l’ADN. Ces réparations de l’ADN sont réalisées de 

manière plus efficace par les CSG qui sont hautement résistantes aux rayonnements.  

- La Redistribution des cellules dans le cycle cellulaire, c’est-à-dire qu’en fonction de la 

phase du cycle dans lequel les cellules se trouvent elles seront plus ou moins sensibles 

à la radiothérapie. Les cellules en phase G2/M sont plus sensibles par rapport aux 

cellules qui se trouvent en phase S qui présentent une importante radiorésistance.  

- Le Repeuplement de la tumeur par les CSG grâce à leur capacité d’auto-renouvellement 

facilité par l’activation de la voie Notch et de prolifération importante en passant d’une 

division asymétrique à une division symétrique. Cette capacité de passer à une division 

symétrique permet de maintenir le stock de CSG contrairement à la division cellulaire 

asymétrique qui favorise l’hétérogénéité tumorale.  

- La Réoxygénation des zones hypoxiques de la tumeur entre chaque séance de 

radiothérapie. En effet, la radiothérapie n’est pas réalisée en continu mais de façon 

fractionnée et la capacité de réoxygénation des zones hypoxiques permet d’améliorer 

les effets de la radiothérapie. Cette réoxygénation se fait grâce à la diminution de la 

pression tumorale et à la normalisation des vaisseaux suite au traitement [232]. 

 

Il a été montré que ces rayonnements ionisants entrainent un enrichissement de la sous-

population de CSG en augmentant leur capacité de clonogénicité. Ces dernières mettent en 

œuvre des systèmes de résistances à ces rayonnements en s’adaptant et en mettant en place des 

mécanismes de réparation des dommages causés à l’ADN [233]. Ces mécanismes de réponses 

aux dommages à l’ADN (DDR) sont générés par les CSG via une cascade d’activation de 

protéines en fonction de l’altération engendrée. Dans un premier temps, elles vont activer des 

protéines senseurs qui vont détecter et se lier aux altérations radio-induites au niveau de l’ADN. 

Ces protéines vont envoyer un signal de réparation à des enzymes, les ATR (Ataxia 

Telangiectasia and RAD3-related) activées en cas de blocage de la réplication et/ou les ATM 

(Ataxia Telangiectasia mutated) activées en cas de cassures doubles brins de l’ADN. Ces 

enzymes vont à leur tour activer des protéines qui contrôlent le cycle cellulaire, les Chk1 et 

Chk2 (checkpoint kinase 1 et 2). Ces mécanismes de réparation mis en œuvre par les CSG sont 
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favorisés par l’augmentation de l’activité des ATM, Chk1 et Chk2 qui potentialisent les 

contrôles du cycle cellulaire par arrêt de celui-ci et permet une réparation plus efficace des 

lésions à l’ADN. La recombinaison homologue semble être le mécanisme préférentiellement 

sollicité par les CSG pour la réparation des lésions induites à l’ADN par les rayonnements 

ionisants. Cette préférence est notamment dû à une surexpression de RAD51 dans 50% des 

GBM [234]. 

 

c. L’hypoxie, un facteur clé de résistance pour les CSG 

Le GBM est une tumeur très hypoxique avec la présence de CSG qui résident préférentiellement 

au sein des niches hypoxiques. Cette hypoxie va contribuer à la résistance thérapeutique en 

favorisant l’état souche des cellules, l’angiogenèse tumorale et l’expression de certains gènes 

de résistances tels que SOX2 ou MMP9 [235–237]. Il a également été montré que l’hypoxie 

favorise la résistance thérapeutique en privilégiant un état de quiescence des CSG  qui leur 

permet d’échapper au traitement [80, 238, 239]. L’hypoxie favorise la tumorigenèse dans les 

GBM et est associée à une mauvaise survie des patients par le biais de HIF-2a, qui favorise 

l’état souche des cellules grâce à une augmentation de facteurs souches (Oct4, Nanog, c-Myc, 

Sox2) [204, 218, 240, 241]. Nous avons vu précédemment que l’expression de HIF-2a est 

également augmentée en condition normoxique dans les CSG grâce à une transcription de ce 

dernier favorisée. HIF-2a favorise également l’angiogenèse par une augmentation de 

l’expression du VEGF et est présent au sein des CSG uniquement contrairement à HIF-1a qui 

est également retrouvé dans les cellules progénitrices neuronales normales. Cela suggère une 

utilisation préférentielle de HIF-2a par les CSG [204]. Une résistance à la chimiothérapie et à 

la radiothérapie des CSG est également observée et favorisée lorsque ces dernières sont 

cultivées en hypoxie [242]. Une stabilisation de HIF-1a est observée notamment au centre de 

la tumeur où se situe le plus grand nombre de CSG avec un phénotype plus agressif. Cela 

entraine une régulation à la hausse de MGMT et participe à la chimiorésistance [243]. On 

observe également une augmentation des transporteurs ABC dans les CSG résidant au sein des 

niches hypoxiques ce qui favorise le mécanisme de résistance MDR [244–246]. L’hypoxie dans 

les GBM joue également un rôle important dans l’invasion du tissu sain cérébral et propage 

ainsi la tumeur dans d’autres régions du cerveau [247].   
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III. Cible thérapeutique, l’intégrine a5b1 

1. Généralité 
C’est en 1986 que les intégrines ont été caractérisées pour la première fois comme étant un 

complexe protéique membranaire allostérique liant la matrice extracellulaire (MEC) au 

cytosquelette, autrement dit des récepteurs d’adhésion cellulaire. Cette adhésion des cellules à 

la MEC s’effectue par un assemblage entre la taline et les intégrines, formant un point d’ancrage 

appelé adhésion focale [248, 249]. C’est l’importance de cette intégrité de la liaison entre la 

MEC et les cellules qui a donné naissance au nom d’intégrine. En effet, cette liaison donne lieu 

à de nombreux phénomènes biologiques importants comme la transduction d’un signal, le lien 

avec le microenvironnement ou encore la communication cellules-cellules [250]. La MEC est 

un élément majeur du microenvironnement tumoral et permet aux cellules tumorales d’interagir 

avec ce microenvironnement. Comme nous l’avons vu dans la partie précédente, le 

microenvironnement joue un rôle important dans la progression tumorale. Il influence la 

migration, la prolifération et l’invasion des cellules cancéreuses en faveur du développement 

de la tumeur. De plus, il a été montré qu’une modification au cours du développement tumoral 

de l’intégrité et des propriétés de la MEC entraine une agressivité plus importante du cancer, 

ce qui est de mauvais pronostic pour les patients. Ces modifications de la MEC entrainent des 

modifications de sa composition aboutissant à une dérégulation cellulaire. Par exemple, cela va 

entrainer une augmentation de l’activité des intégrines par une augmentation de la fibronectine 

aboutissant à une progression tumorale plus importante. L’ensemble des éléments qui 

composent la MEC (la fibronectine, le collagène, la laminine, les glycoprotéines…) forme le 

matrisome [251].  

 

Les intégrines sont des protéines transmembranaires hétérodimériques constituées d’une sous-

unité a et d’une sous-unité b liées entre elles par une liaison non-covalente. Il existe 18 

isoformes de la sous-unités a et 8 isoformes de la sous-unités b. Celles-ci peuvent s’associer 

selon 24 combinaisons différentes, formant des récepteurs avec des localisations tissulaires et 

des affinités de liaisons très diverses [250]. Ces combinaisons forment quatre grands groupes 

d’intégrines se liant à des ligands spécifiques : les intégrines reconnaissant la laminine, celles 

reconnaissant le collagène, celles qui reconnaissent le motif RGD (arginine-glycine-acide 

aspartique) retrouvé en particulier dans le fibrinogène, la fibronectine, la vitronectine et enfin 

les intégrines leucocytaires [252] (Figure 12).  
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Figure 12 : Représentation des 24 associations possibles d’intégrines classées en fonction de leur ligand 
[250].  
 

Ces récepteurs d’adhésion permettent la transduction d’un signal bidirectionnel, c’est-à-dire de 

l’extérieur vers l’intérieur et inversement. Pour permettre cette transduction, les intégrines sont 

composées de trois parties : une partie extracellulaire appelée tête globulaire, qui permet la 

liaison à un ligand extracellulaire, une partie transmembranaire et une partie intracellulaire 

appelée queue qui permet la communication avec les protéines cytosoliques. Les intégrines 

peuvent adopter au minimum trois états conformationnels qui déterminera l’affinité avec le 

ligand, à savoir l’état coudé (inactif de faible affinité), l’état étendu-fermé (actif de faible 

affinité) et enfin l’état étendu-ouvert (actif de forte affinité) [253]. 

 

2. Activation et changement conformationnel des intégrines 

a. Liaison des ligands aux intégrines 

L’activation des intégrines se fait soit par la liaison d’un ligand extracellulaire de la MEC, soit 

par la liaison intracellulaire à des éléments du cytosquelette. La fixation des ligands 

extracellulaires a lieu au niveau de l’intersection entre l’hélice b de la sous-unité a et le domaine 

bI de la sous-unité b. C’est la sous-unité a qui détermine la spécificité du ligand [250]. L’une 

des caractéristiques des intégrines est leur capacité à pouvoir se lier à une grande variété de 

ligands. Les intégrines sont des récepteurs d’adhésion très dynamiques et sans activité 

enzymatique. C’est pourquoi, pour permettre la fixation de leur ligand et la transduction du 

signal, leur mécanisme d’activation est très réactif et implique la formation d’un complexe 
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d’adhésion focal via la kinase d’adhésion focale (FAK) et un élément clé Src. Cet assemblage 

a lieu de deux façons différentes : i) par regroupement des récepteurs, ce qui augmente 

l’interaction modulaire et donc le taux de liaisons des molécules effectrices, ii) par un 

changement conformationnel des récepteurs qui expose les sites de liaisons effecteurs. Ce 

dernier est le principal mode de régulation de l’affinité aux ligands et d’activation utilisé par 

les intégrines [252].  

 

b. Changement conformationnel des intégrines 

Il existe trois états conformationnels différents qui déterminent l’affinité des intégrines avec le 

ligand (Figure 13) :  

 

- L’état coudé ou courbé est l’état inactif de l’intégrine. Dans cet état, on observe une 

faible affinité de liaison au ligand. Les intégrines ont leur tête globulaire orientée vers 

la membrane plasmique, ce qui limite l’accès au site de liaison pour les ligands. Il est 

stipulé que l’état coudé est un état inactif sans liaison au ligand possible, or ce n’est pas 

totalement exact. Il a été montré que certaines intégrines telles que l’intégrine avb3 ou 

a5b1, peuvent lier un RGD en conformation coudé ou se lier à la fibronectine. Ces 

données ont été obtenues grâce à la technique de microscopie électronique qui a révélé 

des degrés de courbure différents donnant lieu à des conformations intermédiaires qui 

permettent la liaison de molécules favorisant le passage vers un état étendu-fermé de 

l’intégrine.  

- L’état étendu-fermé s’effectue à la suite de la fixation d’un activateur des intégrines qui 

influence l’état conformationnel de celle-ci, pour les rendre dans un état actif de faible 

affinité. C’est un état intermédiaire de l’intégrine. Dans cette conformation, aucun 

mouvement n’est possible entre les domaines cytoplasmiques des deux sous-unités a et 

b de l’intégrine, c’est pourquoi il est qualifié de « fermé ».   

- L’état étendu-ouvert est un état dans lequel un mouvement du domaine bI est observé 

par la rupture du pont salin entre la sous-unité a et b. Cela va créer une « ouverture » 

entre ces deux sous-unités au niveau des jambes du domaine cytoplasmique. Ce 

mouvement permet une activation complète des intégrines, de plus haute affinité pour 

la liaison d’un ligand. Cet état est provoqué par la liaison à la MEC ou par la liaison aux 

éléments du cytosquelette d’actine [252, 254].  
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Figure 13 : Illustration des différentes conformations adoptées par les intégrines.  
L’état courbé (BC), inactif de faible affinité. L’état étendu-fermé (EC), actif de faible affinité, activé de 
l’extérieur par la fixation d’un ligand extracellulaire tel que la fibronectine via la reconnaissance d’un 
motif RGD. L’état étendu ouvert (EO), actif de forte affinité, avec séparation des deux jambes du 
domaine cytoplasmique des deux sous-unités a et b par rupture du pont salin [255]. 
 

Ces changements conformationnels sont permis par deux modes de signalisation :  

 

- La signalisation inside-out (de l’intérieur vers l’extérieur) est permise par une 

interaction entre le domaine cytoplasmique (la queue) de la sous-unité b et différentes 

molécules du cytosquelette, telles que la taline qui coopère avec la kindline (co-

activateur). Cette dernière se lie également à la vinculine, la filamine ou encore l’a-

actinine. Cette interaction entraine la séparation des deux sous-unités a et b au niveau 

du domaine des jambes cytoplasmiques pour aboutir à la forme « ouverte » de 

l’intégrine. On aura alors une activation complète de l’intégrine de l’intérieur vers 

l’extérieur qui entraine une meilleure affinité pour les ligands extracellulaires. Une fois 

activée, des signaux seront transmis à travers la membrane plasmique grâce au domaine 

transmembranaire de l’intégrine [256, 257].  

- La signalisation outside-in (de l’extérieur vers l’intérieur) permet l’activation des 

intégrines par la liaison d’un ligand extracellulaire via les motifs de fixation d’ions 

métalliques. Cette activation va permettre de transmettre le signal reçu par le 

microenvironnement à l’intérieur de la cellule et entrainer l’activation en cascade de 

voies de signalisation intracellulaire. Cette activation des intégrines va également 

entrainer un regroupement de ces dernières et former un « cluster » afin d’optimiser la 

transduction du signal en intracellulaire. Ce regroupement va alors entrainer l’activation 

des kinases de la famille des Src par l’intermédiaire de FAK (focal adhesion kinase) 

[253, 258].  



 - 71 - 

3. Fonctions biologiques et rôles des intégrines 
La première fonction décrite pour les intégrines est leur rôle principal de lien entre la MEC et 

le cytosquelette via le réseau cytosquelettique (filaments intermédiaires, filaments d’actines). 

Depuis, différents rôles leurs ont été attribués en plus de leur rôle d’adhésion cellulaire comme 

leur rôle dans la prolifération cellulaire, la migration cellulaire ou encore la survie cellulaire et 

ce en fonction du signal reçu par le microenvironnement. Cela est possible grâce à l’interaction 

des intégrines avec des molécules de la signalisation intracellulaire telles que la kinase liée à 

l’intégrine (ILK), le récepteur de la protéine kinase C activée (Rack 1) ou bien FAK 

principalement. Cette dernière subit une étape d’autophosphorylation qui permet une liaison à 

Src par son domaine SH2. Src va à son tour entrainer des phénomènes de phosphorylation 

supplémentaire au niveau de FAK, ce qui va amplifier le signal et permettre de créer des sites 

de liaison pour d’autres molécules de la signalisation intracellulaire. Cela va lier les intégrines 

aux effecteurs de la signalisation intracellulaire tels que PI3K/AKT, RAS, les petites GTPases 

(Rac 1, Rho) ou encore les protéines kinases activées par les mitogènes (MAPK). Ceci aura 

pour conséquence des modifications du cytosquelette et l’activation de la transcription génique 

pour réguler les différentes fonctions des intégrines [259–263] (Figure 14) . 

 

 
Figure 14 : Interaction des intégrines avec différentes voies de signalisation. 
Cela a pour conséquence divers processus biologiques tels que la migration cellulaire, la prolifération 
cellulaire ou la survie cellulaire [264].  
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a. L’adhérence cellulaire 

L’adhésion cellulaire à la MEC est un des rôles clés des intégrines. Elle permet de maintenir 

une homéostasie et contribue à la réparation de certains tissus. Ce processus comporte plusieurs 

étapes comme la liaison à la MEC, le regroupement des récepteurs et le recrutement de 

molécules du cytosquelette. Cette dernière étape comprend le recrutement de l’ILK (pour la 

liaison au cytosquelette d’actine), la FAK (module l’activité de l’intégrine et augmente la 

phosphorylation de la tyrosine), la phospholipase C et l’activation de GTPase de la famille Rho 

(pour la propagation du signal). Cette adhésion cellulaire permet la transduction de différents 

signaux aboutissant à d’autres effets biologiques tels que la migration, la prolifération ou encore 

la survie cellulaire. C’est le cas notamment de l’intégrine a5b1 qui, après fixation à la 

fibronectine, entraine de nombreux événements comme la migration ou l’angiogenèse [259, 

265, 266]. Il a aussi été montré que les intégrines a5b1, aVb1 et aVb6 peuvent entrainer, après 

leur adhésion à la MEC, la translocation cellulaire lors de la migration des kératinocytes [267].  

 

b. La migration cellulaire et l’invasion tumorale 

La migration cellulaire est un processus physiologique important, en particulier pour la 

réparation des tissus ou lors du recrutement de différents facteurs pour le système immunitaire. 

C’est également un processus clé dans certaines pathologies comme le cancer. Les intégrines 

régulent l’activité et la localisation de certaines protéases responsables de la dégradation de la 

MEC, telles que les métalloprotéinases matricielles (MMP) ou l’urokinase (activateur du 

plasminogène), ce qui favorise la migration cellulaire. De plus, la signalisation des intégrines 

est également responsable de la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) des cellules qui 

vont acquérir les caractéristiques des cellules mésenchymateuses invasives. Ce processus 

entraine une perte d’adhésion cellules-cellules et augmente la motilité cellulaire ce qui favorise 

l’invasion tumorale [260]. Ce phénomène de migration entraine l’activation de Rac par le biais 

des voies médiées par ILK et FAK. Cela va entrainer une activation focale et l’assemblage de 

certains éléments essentiels à la migration comme les lamellipodes. Le pH intracellulaire et le 

flux du Ca2+ jouent également un rôle dans la migration cellulaire médiée par les intégrines 

[268]. Il a été montré que les intégrines a5b1 et avb3 sont capables d’activer la voie PI3K qui 

joue un rôle important dans la migration et l’invasion tumorale par modification du 

cytosquelette [259, 269, 270].  
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c. La prolifération cellulaire 

La prolifération cellulaire est un processus médié par l’adhésion à la MEC. Une perte 

d’adhésion cellulaire peut induire de l’apoptose, phénomène appelé anoïkis. L’adhésion 

engendrée par les intégrines entraine la libération de facteurs de croissance et active les voies 

de signalisation en aval favorisant la prolifération cellulaire. Il a été montré que les intégrines 

ont un rôle important dans la tumorigenèse intestinale par leur rôle dans le maintien de la 

différenciation et de la prolifération des cellules souches intestinales en réponse au 

microenvironnement [271]. Les intégrines interagissent aussi avec les récepteurs de croissance 

qui régulent les cyclines en phase G1 du cycle cellulaire par des voies de signalisation 

cytosoliques entrainant la prolifération cellulaire [272, 273]. La majorité des intégrines 

entrainent une activation des protéines FAK, ERK, les MAPK et les GTPase de la famille Rho 

pour engendrer la prolifération cellulaire. Cependant, l’intégrine avb3 permet une activation 

de la prolifération en passant par les récepteurs à activité tyrosine kinase mais également par 

activation de la voie NF-kB. Il a également été montré que les intégrines a5b1, aVb3 et a1b1 

peuvent interagir avec la cavéoline qui entraine la phosphorylation de Shc favorisant la synthèse 

de l’ADN [259, 274].  

 

d. La survie cellulaire 

La survie cellulaire médiée par les intégrines permet de protéger les cellules de l’apoptose par 

résistance à l’anoïkis. Cette survie cellulaire est possible par l’activation des voies PI3K/AKT 

et ERK qui entrainent l’inhibition de protéines pro-apoptotiques [259, 274, 275]. 

 

e. L’angiogenèse 

L’angiogenèse est le processus de formation de nouveaux vaisseaux sanguins qui est cruciale 

pour de nombreux phénomènes physiologiques mais également pathologiques et notamment 

pour la progression tumorale. Certaines intégrines présentes sur les cellules endothéliales, telles 

que les intégrines a1b1, a2b1, avb3, a3b1 et a5b1, jouent un rôle dans ce processus. Elles 

permettent la régulation de la migration et de la prolifération des cellules endothéliales pour la 

formation de nouveaux vaisseaux. Les GBM sont des tumeurs très vascularisées et il a été 

montré que les cellules endothéliales associées à la tumeur présentent une expression élevée 

des intégrines avb3 et avb5 par rapport à un endothélium au repos ou à un cerveau sain. 

L’induction de l’expression de l’intégrine a5b1 au niveau des néovaisseaux a également été 

montrée et son interaction avec la fibronectine favorise l’angiogenèse [260, 276]. 



 - 74 - 

f. Le métabolisme 

Récemment il a été montré que les signaux transmis par les intégrines peuvent influencer le 

métabolisme en modulant la production d’énergie. En effet, la protéine kinase activée par 

l'adénosine monophosphate (AMPK), régulateur du métabolisme, active les processus 

producteurs d’énergie et à l’inverse inhibe les processus consommateur d’énergie. Cela permet 

une homéostasie énergétique pour l’organisme lorsque l’apport en énergie devient insuffisant. 

Cette AMPK est un élément de l’adhésome (réseau de protéine impliquées dans la régulation 

de l’adhésion cellules-cellules et cellules-MEC) et se localise là où ont lieu les mécanismes de 

migration cellulaire. Lors de la migration, les cellules consomment de l’énergie pour pouvoir 

effectuer les mouvements de migration. Lorsque le niveau d’ATP diminue et devient trop faible, 

l’AMPK est recrutée et module de manière indirecte et directe les intégrines par le biais du 

cytosquelette d’actine pour la migration. Cela va augmenter le flux de mitochondries, le niveau 

en ATP et la dynamique du cytosquelette. De plus, l’AMPK est aussi capable d’inhiber 

l’activation des intégrines en modulant l’expression de la tensine pour augmenter l’adhérence 

fibrillaire. Ces deux phénomènes contradictoires médiés par l’AMPK sur les intégrines 

dépendent du contexte cellulaire et des signaux reçus par le microenvironnement [277, 278]. 

 

g. L’auto-renouvellement des cellules souches 

Dans l’épithélium cutané, il a été montré que les intégrines b1 régulent le cycle cellulaire pour 

favoriser une division symétrique et ainsi renouveler et maintenir les cellules souches [279]. 

Les intégrines a6 et b3 sont présentes au sein des cellules souches normales et cancéreuses et 

sont utilisées comme marqueurs pour l’identification de ces cellules. Cela implique que les 

intégrines a6b1, a6b4 et avb3 jouent un rôle important dans la régulation des cellules souches 

[280, 281]. De plus, il a été montré que l’intégrine a6b1 était retrouvée à des niveaux 

d’expression élevée dans les CSG. Celle-ci se lie à la laminine et permet non seulement 

l’adhésion des cellules mais également la transmission d’un signal pour l’auto-renouvèlement 

des CSG via l’activation de FAK [282, 283].  

 

4. Intégrines et cancer 
Grâce au lien créé par les intégrines entre le cytosquelette et l’environnement extracellulaire, 

elles permettent diverses fonctions et jouent un rôle clé dans la régulation et le développement 

de phénomènes physiologiques et pathologiques. Par exemple dans le cancer, les intégrines 

vont influencer différentes voies de signalisation intracellulaire interconnectées. De nombreux 
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récepteurs de croissance, tels que l’EGFR, se lient à la MEC et sont localisés proches des 

intégrines pour interagir ensemble et coopérer [284, 285]. Cependant, les intégrines peuvent 

subir différentes dérégulations entrainant leur activation aberrante. Les dérégulations peuvent 

avoir lieu soit par une augmentation de l’expression des intégrines, soit par une augmentation 

de leurs ligands, elles subissent très rarement des mutations. L’activation aberrante des 

intégrines va permettre de maintenir le phénotype invasif des cellules tumorales et la 

modulation du microenvironnement tumoral. Cela aura pour conséquence le maintien de 

l’angiogenèse, l’activation des enzymes de dégradation de la matrice, la stimulation des cellules 

immunitaires, et le maintien des niches pour le développement des CSC et favoriser la 

tumorigenèse (Figure 15) [282, 286, 287]. 

 

 
Figure 15 : Interconnections entre les différentes voies de signalisation et les intégrines. 
A – Coopération entre les intégrines et les récepteurs à tyrosine kinase (RTK). B – Interconnections 
avec les différentes voies de signalisation intracellulaire. C – Activation de différents processus 
biologiques par le biais de la coopération des intégrines et des RTK [282].  
 
En temps normal, toutes ces voies sont régulées et limitées par des mécanismes rétroactifs en 

fonction des signaux reçus par le microenvironnement qui permet de maintenir une homéostasie 

cellulaire. Cependant, lors de la progression tumorale des évènements (changement de la MEC, 

altérations génétiques…) ont lieu perturbant cette homéostasie et favorisant la croissance 
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tumorale. Par rapport aux autres organes, le parenchyme cérébral a une composition unique et 

est caractérisé par une densité et une rigidité faible de la MEC. Mais lors de la transformation 

tumorale, des changements sont observés dans la composition, la structure et les propriétés 

mécaniques de la MEC, facilitant la croissance et l’invasion des tumeurs cérébrales dans le 

parenchyme sain [288–290]. De plus, il a été montré que HIF-1a entraine la production de lysyl 

oxydase (LOX) réticulant le collagène de type I et rigidifie la matrice tumorale [291]. Toutes 

ces modifications au niveau de la MEC favorisent la signalisation des intégrines. Cette rigidité 

matricielle va également entrainer la production de métalloprotéinases tel que MMP9 [188]. La 

MEC va également subir, lors de la transformation tumorale, une protéolyse matricielle 

responsable de ces différents changements et entrainer une augmentation de l’expression des 

intégrines. Cette protéolyse entraine la libération de facteurs de croissance et de cytokines tels 

que le VEGF et le TGF-b respectivement responsables de l’angiogenèse et de l’invasion 

tumorale [292, 293]. Toutes ces modifications que subit la MEC sont probablement dues à des 

altérations épigénétiques lors de l’oncogenèse qui favorise un profil moins différencié des 

cellules ainsi que la transition épithéliale-mésenchymateuse (TEM) aboutissant à une 

dérégulation des intégrines [282, 294].  

 

Lors de la tumorigenèse il est fréquemment observé des mutations de différents oncogènes et 

suppresseurs de tumeurs responsables d’une altération de l’expression des intégrines. Par 

exemple, une activation de la voie KRAS et BRAF entraine l’expression des intégrines a6 et 

b3, des intégrines pro-tumorigènes, par activation de ERK dans le cancer du pancréas et le 

mélanome [295]. De même pour la mutation du gène TP53 qui perturbe l’adhésion cellulaire 

par les intégrines en inhibant p63. Cette dernière entraine l’augmentation de l’expression de 

Rab, une protéine de couplage, qui entraine une augmentation du recyclage à la membrane de 

l’intégrine a5b1 et de l’EGFR favorisant l’invasion tumorale [296, 297]. De plus, il a été montré 

que le recyclage de cette intégrine dans le cancer de l’ovaire induit des facteurs de transcription 

tels que TWIST1 favorisant la TEM et augmente la formation d’amas cellulaires tumoraux. Ces 

derniers vont s’accumuler dans le mésothélium et se transformer en tumeurs péritonéales [298]. 

La mutation PTEN est également fréquemment retrouvée dans les cancers et est responsable 

d’une activation des intégrines en suractivant FAK [282, 299]. Le microenvironnement tumoral 

joue également un rôle dans l’expression aberrante des intégrines. Il a été montré que l’hypoxie 

augmente l’expression de l’intégrine a5 dans le cancer du sein ce qui a pour conséquence de 

favoriser les métastases [300].  
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Les intégrines peuvent également servir de biomarqueurs prédictifs dans le cancer. Il a été 

montré que l’intégrine avb3 était absente dans les adénocarcinomes de la prostate mais que le 

cancer de la prostate neuroendocrine primitif plus malin et ses lésions métastatiques dans le 

poumon présentaient une expression élevée de cette intégrine. Elle pourrait servir de 

biomarqueur pour la transition vers la transformation maligne dans le cancer de la prostate [301, 

302]. L’intégrine avb6 pourrait représenter un marqueur de mauvais pronostic dans le cancer 

du pancréas [303, 304]. Il a été montré que l’intégrine a5b1 joue un rôle important dans 

l’angiogenèse, la prolifération cellulaire et la formation de métastases [305–307]. De plus, il est 

intéressant de noter, que l’intégrine a5b1 pouvait être utilisée comme biomarqueur pronostic 

et prédictif pour l’utilisation du volociximab [307, 308], mais également de biomarqueur 

prédictif pour prédire la résistance au TMZ et au bévacizumab dans le GBM [309]. 

 

5. L’intégrine a5b1 dans le GBM 

Il a été montré que les intégrines étaient régulées positivement dans les glioblastomes par 

rapport au tissu cérébral sain [310, 311]. De plus, leur expression augmente avec la malignité 

du gliome. En effet, en utilisant les données transcriptomiques de la banque de donnée TCGA, 

l’expression de différentes intégrines retrouvées dans les gliomes en fonction de leur grade a 

été comparée à l’expression des intégrines retrouvées dans des échantillons de tissu cérébral 

sain (Figure 16) [260]. 

 



 - 78 - 

 
Figure 16 : Heatmap de l’expression des intégrines en comparant des tissus cérébraux normaux par 
rapport à des échantillons de gliomes.  
NB = cerveau sain (5 échantillons) ; GII = gliomes de grade 2 (248 échantillons) ; GIII = gliomes de 
grade 3 (261 échantillons) et GIV = gliomes de grade 4 ou GBM (160 échantillons) selon l’OMS 2021 
[260].  
 

Grâce à cette heatmap nous pouvons constater qu’effectivement l’expression de certaines 

intégrines augmente dans les gliomes par rapport au tissu sain et certaines des intégrines sont 

surexprimées dans les GBM. Les intégrines a5 et a3 sont particulièrement intéressantes car 

elles sont surexprimées uniquement dans les GBM par rapport au tissu sain et aux gliomes de 

bas grade. De plus, l’immunodétection des intégrines sur des coupes de tissu tumoral a permis 

la localisation de ces dernières dans des compartiments définis. Par exemple, l’intégrine avb3 

a été localisée à la surface des cellules endothéliales, l’intégrine avb8 est exprimée à la surface 

des cellules tumorales et l’intégrine a5b1 est localisée dans les zones péri-nécrotiques et 

périvasculaires [260]. Les données du TCGA sur les GBM confirment que les intégrines sont 

surexprimées dans les GBM et qu’elles sont globalement retrouvées dans le sous-type 

mésenchymal par rapport au sous-type pro-neural. De plus, il a été montré que la surexpression 

des intégrines b8 et a7 était la signature d’un sous-type classique mais qu’une expression élevée 

de l’intégrine b1 était la signature d’un sous-type mésenchymal [311]. De manière intéressante, 

nous observons également une expression de l’intégrine a5 et de l’intégrine a3 seulement dans 
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le GBM. Ces données suggèrent l’importance de ces intégrines dans la transformation maligne 

des gliomes et plus particulièrement de l’intégrine a5b1 présente dans le sous-type le plus 

agressif, le sous-type mésenchymal [260, 311]. L’intégrine a5 fait partie intégrante de la 

signature des GBM de type mésenchymal de la classification de Verhaak [72]. 

 

L’intégrine a5b1 fait partie de la famille des intégrines qui se lient à la MEC par une liaison au 

motif RGD (Arginine-Glycine-Aspartate) essentiellement de la fibronectine. C’est pourquoi, 

elle a également été appelée récepteur de la fibronectine.  L’intégrine a5b1 a pour particularité 

de se lier à un deuxième site sur la fibronectine appelé site synergique qui permet une liaison 

plus efficace par rapport aux autres intégrines reconnaissant la fibronectine. Ce site comprend 

5 acides aminés, Proline-Histidine-Sérine-Arginine-Asparagine (PHSRN). Autre élément de ce 

dimère, la sous-unité a5 ne peut se dimériser qu’avec la sous-unité b1. De fait, les études de 

variations de l’expression de l’intégrine a5 sont un reflet de l’expression du dimère a5b1 

(Figure 17) [255, 312–314]. Une fois activée, l’intégrine peut être soit ubiquitinylée et dégradée 

par le lysosome, soit être recyclée à la membrane par la voie de l’endosome. L’intégrine peut 

également être internalisée par la voie des clathrines. De plus, il a été montré que la cavéoline 

1 est capable d’internaliser l’intégrine a5b1 sans la fibronectine. Cela permet une régulation 

fine des récepteurs reconnaissant la fibronectine disponible à la membrane plasmique. Cette 

régulation de la quantité des récepteurs en surface a également été observée sur les cellules 

endothéliales [315]. 

 

 
Figure 17 : Représentation schématique des 3 sites de liaison entre l’intégrine a5b1 et la fibronectine 
pour une activation et une stabilisation de la forme active de cette intégrine. 
1 = site de liaison entre l’intégrine a5 et le site de synergie de la fibronectine. 2 = site de liaison entre 
l’intégrine a5 et le motif RGD de la fibronectine. 3 = site de liaison entre le motif MIDAS du domaine 
bI de l’intégrine b1 et le motif RGD de la fibronectine [312].  
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L’intégrine a5b1 est responsable de différents phénomènes biologiques physiologiques et 

pathologiques. En plus de son importance dans la migration cellulaire ou dans la liaison entre 

la MEC et les cellules, elle joue également un rôle dans l’angiogenèse et la progression tumorale 

[255].  

 

a. Intégrine a5b1 et angiogenèse 

Comme nous l’avons mentionné plus haut, la néo-angiogenèse est un processus de formation 

de nouveaux vaisseaux important lors de la progression tumorale. Parmi les intégrines, les sous-

unités a4, a5, av et b1 semblent nécessaires pour la régulation de cette néo-angiogenèse. Il a 

été montré que la sous unité a5 plus particulièrement joue un rôle important dans ce phénomène 

[276, 316, 317]. Il a également été montré qu’il existait une compensation de la perte de la sous-

unité a5 par la sous-unité av au niveau des points focaux d’adhésion [318, 319]. Récemment 

il a été montré qu’il existe des cellules circulantes angiogéniques de GBM avec une forte 

capacité angiogénique présentant un profil génétique particulier où il est notamment retrouvé 

une forte expression de l’intégrine a5 [320]. La sous-unité a5 n’est pas exprimée sur les 

vaisseaux matures, mais plutôt au niveau de la néo-vascularisation tumorale [321]. 

L’expression de la sous-unité a5 est régulée par différents facteurs angiogéniques tels que le 

TNFa, le FGF ou l’IL8. L’activation de l’intégrine a5b1 au niveau des cellules endothéliales 

permet la transcription de divers facteurs angiogéniques, pour l’adhésion et la transduction du 

signal. Une inhibition de cette dernière entraine des effets anti-angiogéniques et une réduction 

de la croissance tumorale [318, 322].  

 

b. Intégrine a5b1 et progression tumorale 

Les données de la TCGA indiquent que l’intégrine a5 est exprimée préférentiellement dans les 

GBM au niveau des zones périnécrotiques et périvasculaires [260, 318, 323]. Une expression 

élevée de l’intégrine a5b1 est corrélée à un mauvais pronostic et est sous le contrôle de la 

cavéoline 1 et du TGF-b [324]. Elle est associée au phénotype invasif des gliomes et favorise 

la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) dans les CSG [325]. Dans le GBM, l’intégrine 

a5 est retrouvée dans les cellules les plus invasives et son inhibition impacte la migration 

cellulaire in vitro [326, 327]. Mon équipe a pu démontrer qu’une augmentation de l’expression 

de l’intégrine a5b1 ainsi que son activation par la fibronectine était responsable d’une 

transactivation de la b-caténine, impliquée dans la TEM et aboutit à une augmentation de la 
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migration cellulaire. Ce processus est médié par la voie intégrine a5b1/AKT [328]. Un 

microenvironnement riche en fibronectine augmente la dispersion cellulaire à partir de 

neurosphères de GBM et favorise l’invasion tumorale par l’intermédiaire de l’intégrine a5b1 

[329]. De plus, l’intégrine a5b1 est un marqueur mésenchymateux corrélé à un phénotype plus 

agressif ainsi qu’à une résistance à la chimiothérapie [330]. 

 

c. Intégrine a5b1 et résistance thérapeutique 

Dans mon équipe, il a été mis en évidence que l’intégrine a5b1 module la réponse à la 

chimiothérapie par une action sur la signalisation de p53. En effet, une déplétion de l’intégrine 

a5 entraine une sensibilisation des cellules au TMZ due à une augmentation de l’activité de 

p53. La nutlin-3a, un activateur de p53, dans un contexte de p53 fonctionnelle, provoque une 

diminution de l’expression de l’intégrine a5 aboutissant à une augmentation de la cytotoxicité 

du TMZ. Une boucle de rétrocontrôle négatif entre l’intégrine a5b1 et p53 faisant intervenir la 

survivine et PEA-15 a ainsi pu être mise en évidence [331, 332]. Une inhibition de cette 

intégrine par des antagonistes spécifiques associée au TMZ entraine une diminution de la 

sénescence des cellules et facilite l’apoptose lorsque p53 est fonctionnelle [333]. L’expression 

de l’intégrine a5b1 est diminuée dans les cellules résistantes lors d’un traitement au TMZ mais 

réapparait lors de l’arrêt du traitement [334]. Il est donc important de caractériser son expression 

de façon longitudinale au cours d’une thérapie et à récurrence des tumeurs. L’expression 

protéique de l’intégrine a5b1 a été mesurée dans une cohorte de tumeurs de GBM d’une 

centaine de patients au diagnostic. L’analyse a été faite sur des patients traités par le protocole 

Stupp sans thérapie associée. Le groupe de patients à forte expression de l’intégrine montre une 

survie moindre par rapport au groupe de faible expression. Ces résultats confirment d’un point 

de vue clinique l’impact de cette intégrine dans la résistance à la thérapie standard des GBM et 

confortent son potentiel de cible thérapeutique pour une population déterminée de patients 

[335]. 

 

6. Cible thérapeutique 
Les premières études portant sur les intégrines comme cibles thérapeutiques ont montré qu’une 

inhibition par un peptide RGD d’un sous-ensemble d’intégrines telles que a5b1, avb3 et avb5 

entraine une diminution de l’invasion tumorale in vitro et la formation de métastases in vivo. 

Cette interférence avec un peptide RGD a également montré une diminution de l’angiogenèse 
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tumorale. De nombreux travaux ont été dédiés à la recherche d’antagonistes spécifiques d’une 

intégrine donnée [260]. 

 

a. Peptides antagonistes des intégrines 

Le Cilengitide est un pentapeptide possédant un motif RGD qui va se lier au motif MIDAS des 

intégrines. C’est un antagoniste avec une haute affinité pour les intégrines avb3 et avb5. Il va 

bloquer la liaison de ces intégrines à leur ligand principal, la vitronectine. Dans des essais pré-

cliniques, cet antagoniste a montré des effets sur les cellules tumorales cérébrales et les 

vaisseaux sanguins. Il entraine la mort cellulaire des cellules endothéliales angiogéniques in 

vitro. In vivo, le cilengitide entraine une diminution de la masse tumorale dans les tumeurs 

orthotopiques mais aucun effet n’a été observé dans les tumeurs hétérotopiques. Cela montre 

l’importance du microenvironnement cérébral pour l’effet du cilengitide. Les essais cliniques 

avec des antagonistes d’intégrine ont été surtout réalisés avec le cilengitide. Dans les essais 

cliniques de phases I/IIa, le cilengitide a montré une certaine efficacité sans induire de 

cytotoxicité chez des patients atteints de GBM que ce soit en monothérapie ou en association 

avec la radio-chimiothérapie. En essai clinique de phase II, des effets positifs ont été observés 

lors de l’association avec le TMZ chez des patients porteurs de la méthylation MGMT. 

Cependant, aucun effet notable n’a été observé dans l’essai clinique randomisé de phase III 

CENTRIC et de phase II CORE chez des patients nouvellement diagnostiqués pour un GBM 

[336–338]. Plusieurs raisons ont été évoquées pour cet échec : une demi-vie du cilengitide assez 

courte, sa faible accumulation cérébrale résultant d’une pénétration inefficace à travers la BHE 

et enfin une élimination trop rapide n'aboutissant pas à un effet thérapeutique. Récemment, pour 

contrer la faible accumulation du cilengitide par une mauvaise pénétration de la BHE, la 

technologie des nanoparticules a été exploitée. L’encapsulation du cilengitide à l’intérieur de 

nanoparticules a permis une pénétration et une accumulation de ce dernier plus efficace dans la 

tumeur dans un modèle de gliome chez le rat [339].  

 

Comme nous l’avons indiqué plus haut, la liaison de l’intégrine a5b1 à la fibronectine nécessite 

non seulement le motif RGD mais également un deuxième site de reconnaissance, le motif 

PHSRH, agissant en synergie avec le RGD pour renforcer la liaison. Un peptide antagoniste a 

été dérivé de cette séquence de synergie de la fibronectine, l'ATN-161 (Ac-PHSCN-NH2). Ce 

dernier a démontré une diminution de la croissance tumorale, de l’angiogenèse et a prolongé la 

survie de différents modèles animaux. De plus, l'ATN-161 a montré une bonne cytotoxicité 
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dans un essai clinique de phase I. Cependant, les études ont été interrompues en 2016 en raison 

de la faible activité de l'ATN-161 en essai clinique de phase I/II [340]. 

 

Un nouvel antagoniste candidat pour le traitement des GBM a montré des résultats 

encourageants, le GLPG0187. C’est une petite molécule bloquant plusieurs intégrines RGD, 

αvβ1, αvβ3, αvβ5, αvβ6, αvβ8 et α5β1, et qui a montré des effets antitumoraux dans les gliomes 

[341]. Des résultats préliminaires ont été obtenus dans un essai clinique de phase I montrant 

une toxicité favorable et des signes précoces de réponse clinique chez des patients atteints d’un 

GBM [342]. 

 

b. Petites molécules non peptidiques  

À la suite du développement de ces antagonistes peptidiques, des inhibiteurs non peptidiques 

ont été développés. La structure de ces molécules s’appuie également sur le motif RGD. Le défi 

consiste à trouver des molécules spécifiques d’une intégrine à RGD donnés. L’équipe du Pr. 

Kessler [343], est experte dans la synthèse d’inhibiteurs d’intégrines non peptidiques. Pour 

obtenir des ligands plus sélectifs d’une intégrine donnée, elle s’est concentrée sur les 

modifications d’orientation du motif RGD lors de sa liaison aux intégrines a5b1 et avb3. Les 

principaux éléments qui modifient l’orientation de ce motif se trouvent au niveau de la sous-

unité a dans un premier lieu. La sous-unité a5 comporte une alanine et une glutamine à la place 

d’un acide aspartique et d’une thréonine dans la sous-unité av. Cette différence aboutit à une 

structure à pH plus basique pour l’intégrine a5. L’autre différence observée se trouve entre les 

sous-unités b de ces deux intégrines. La sous-unité b1 comporte une leucine et une glycine à 

l’inverse de la sous-unité b3 qui comporte deux arginines. C’est par ces différences que la 

spécificité pour chaque intégrine a pu être obtenue en modifiant l’écart de la partie acide du 

motif RGD (par l’aspartate) et la partie amine de ce motif (par l’arginine) ainsi qu’en modifiant 

l’encombrement stérique du motif RGD sur les intégrines [343]. Les premiers inhibiteurs de 

l’intégrine a5b1 ont été décrits en 2008. Le K34c comprend une structure amide et un 

groupement aromatique méthylé qui confère une orientation particulière au ligand et aboutit à 

une importante sélectivité de liaison pour l’intégrine a5b1. Par la suite, la tyrosine du K34c a 

été remplacée par une glycine pour une rigidification augmentée du ligand et une meilleure 

sélectivité pour l’intégrine a5b1 ; ce composé a été nommé FR248 (Figure 18) [344]. Ces deux 

antagonistes ont été obtenus par une collaboration de longue date avec le Pr. Kessler et sont 
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largement utilisés dans mon équipe pour une inhibition sélective de l’intégrine a5b1 [327, 331, 

333, 334]. 

 
Figure 18 : Structure des deux antagonistes de haute affinité pour l’intégrine a5b1 [344]. 
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Objectif de l’étude 
 

Les travaux de l’équipe de recherche sont centrés sur la caractérisation de cibles thérapeutiques 

pour les gliomes de haut grade de type glioblastomes en prenant en compte la grande 

hétérogénéité moléculaire de ces tumeurs. Les études ont porté particulièrement sur l’intégrine 

a5b1 avec la démonstration préalable de son intérêt comme cible thérapeutique au moment où 

l’intégrine avb3/b5 était la plus étudiée. Les données obtenues sur des lignées cellulaires 

classiques cultivées sous forme de cellules tumorales différenciées montrent son implication 

essentielle dans la migration et dans la résistance à la chimiothérapie utilisée en clinique, le 

Témozolomide [328, 329, 331]. La confirmation que le taux de son expression en ARNm et en 

protéine dans des échantillons de patients est relié à la survie des patients montre l’intérêt 

d’inhiber cette intégrine dans une proposition de thérapie ciblée [335]. Malheureusement les 

rares essais cliniques avec des inhibiteurs de cette intégrine n’ont pas donné de résultats 

tangibles et se sont heurtés également à l’échec du cilengitide. Il apparait évident que la grande 

hétérogénéité d’expression de cibles thérapeutiques dans le glioblastome entre deux tumeurs, 

au sein d’une même tumeur dans des foyers différents, au cours de l’évolution de la tumeur 

mais également sous l’effet de chimio- et radio-thérapies doit être prise en compte pour obtenir 

une efficacité thérapeutique de leurs inhibiteurs [333]. Le ciblage de l’intégrine a5b1 doit se 

faire dans une tumeur qui l’exprime au moment de la thérapie soit au moment de sa détection 

soit après récurrence dans une démarche de médecine personnalisée.  

 

Dans ce cadre, les objectifs de mon travail de thèse ont été : 

- D’étudier la régulation de l’expression de l’intégrine dans des cellules souches de GBM 

soumises in vitro à des pressions d’hypoxie. 

- De caractériser les tumeurs obtenues in vivo après xénogreffes de cellules souches en 

particulier par méthode non invasive de type TEP. 

- D’étudier l’intégrine a5b1 dans un modèle de tumeur résistante à la chimiothérapie 

obtenu in vitro. 

 

L’ensemble des résultats obtenus seront également mis à profit dans la validation d’un réseau 

de régulateurs hautement spécifique des GBM établi grâce à une collaboration avec des bio-

informaticiens du laboratoire CANTHER de Lille. 
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Matériels et Méthodes 
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I. Culture cellulaire 

1. Culture des CSG 
Nous disposons de différentes lignées de CSG dérivées de patients. Les lignées NCH644 et 

NCH421k ont été fournies par le Dr. Herold-Mende (Département de neurochirurgie, 

Université de Heidelberg, Allemagne). Les lignées 3731 et 5706 ont été fournies par le Dr. 

Idbaih (Département de Neurologie des Hôpitaux Universitaires, Paris). Les lignées TC7 et 

TC22 proviennent de xénogreffes hétérotopiques dérivées de patients (PDX) et établies au 

laboratoire. Les lignées NCH421k, NCH644, 3731 et 5706 sont cultivées dans un milieu 

DMEM/F12+GlutaMAXTM (31331-028, GibcoTM), complété par 20% de BIT-100 (204 3100, 

Provitro), 20ng/ml d'EGF et 20ng/ml b-FGF (Reliatech). Les lignées TC7 et TC22 sont quant 

à elles cultivées dans le même milieu à la différence du BIT-100 qui est remplacé par 2% de 

B27 (12587010, Gibco). Le milieu est toujours préparé au préalable. Toutes les lignées 

cellulaires sont maintenues dans un incubateur à 37°C et 5% de CO2. Les neurosphères sont 

dissociées environ tous les 7 jours en fonction de l’acidification du milieu de culture (milieu 

jaune) et de la taille des neurosphères. Étant en suspension, ces dernières sont récupérées et 

transférées dans un tube de 15 ml pour une première centrifugation à 300g pendant 5min. Une 

fois le surnageant éliminé les sphères sont resuspendues avec 3 à 5ml d'Accutase (A6964, 

Sigma) selon la taille du culot, pour commencer la dissociation enzymatique des neurosphères. 

Ces dernières sont ensuite placées dans l’incubateur à 37°C pendant 5min. Une dissociation 

mécanique (aspiration/refoulement) avec une pipette de 10ml est effectuée dans le tube de 15 

ml puis les neurosphères sont à nouveau placées dans l’incubateur à 37°C. Selon les lignées une 

nouvelle dissociation mécanique des neurosphères est nécessaire afin de bien les dissocier. Les 

sphères sont alors transférées dans une flasque et la dissociation se fait à l’aide d’une pipette de 

10ml en réalisant des séries d’aspiration/refoulement des cellules contre la paroi de la flasque. 

Les cellules sont à nouveau centrifugées à 300g pendant 5min puis resuspendues dans du milieu 

de culture (1 à 3ml selon la taille du culot). Un échantillon de la suspension cellulaire de 10 µl 

est prélevé pour le comptage des cellules. Ces dernières sont mélangées avec 10 µl de bleu 

trypan (Biorad) puis les cellules sont comptées à l’aide d’un compteur automatisé (TC20, 

Biorad). Les cellules sont ensuite remises en culture dans une flasque T25 à une densité d’1 

million de cellules dans 5ml de milieu.  
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2. Culture des cellules différenciées 
Chaque lignée de cellule souche sont différenciées avec du milieu DMEM/F12+GlutaMAXTM 

supplémenté avec 10% de SVF. Les lignées cellulaires sont maintenues dans un incubateur à 

37°C et 5% de CO2. Le milieu cellulaire est changé au moins une fois par semaine afin 

d’éliminer les débris cellulaires et les cellules mortes lors de la différenciation. Les cellules 

différenciées prolifèrent en monocouche et lorsque ces dernières atteignent une confluence de 

80 à 90%, un passage cellulaire est effectué. Les cellules sont décrochées de la flasque avec 

3ml d’Accutase pendant 5 min à 37°C. Ces dernières sont transférées dans un tube de 15ml. Un 

rinçage de la flasque avec du DBPS 1X (Dutscher) est réalisé afin de récupérer au maximum 

les cellules décrochées. Elles sont ensuite centrifugées à 300g pendant 5min. Une fois le 

surnageant éliminé, les cellules sont resuspendues avec 1 à 2ml de milieu. Puis de la même 

manière que les cellules souches, un comptage des cellules au bleu trypan est réalisé à l’aide 

d’un compteur automatisé. Les cellules sont remises en culture à une densité de 0,5 à 1 million 

de cellules selon la lignée dans une flasque T25.  

 

3. Culture des cellules en condition hypoxique 
La culture des cellules en condition normoxique se fait dans un incubateur standard à 37°C, 5% 

de CO2 et 20% d’O2. Pour la culture des cellules en condition hypoxique ces dernières sont 

placées dans un incubateur tri-gaz qui permet de moduler le taux en oxygène par injection 

d’azote et cultiver les cellules à 1% d’O2.  

 

II. Étude du niveau d’expression de nos protéines d’intérêts et de 

la localisation de l’intégrine a5 

1. Western blot 
Après le comptage cellulaire une plaque 6 puits est ensemencée à une densité de 500 000 

cellules/puits dans 2ml de milieu. Selon les expériences les plaques sont soit directement 

placées en hypoxie 1% et dans un incubateur standard pour la condition normoxique au temps 

d’incubation correspondant en fonction de l’expérience (24h, 48h, 72h ou 6j) soit les cellules 

sont traitées (Irinotécan, PT2977, Composé 2 ou siRNA) avant d’être placées dans un 

incubateur tri-gaz à 1% d’O2 au temps d’incubation correspondant en fonction de l’expérience 

(48h ou 72h). Après chaque condition (incubation en normoxie ou hypoxie, effet des différents 

traitements et inhibiteurs, Tableau 3), les neurosphères sont récupérées pour une première 
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centrifugation à 300g pendant 1min. Une fois le surnageant éliminé les neurosphères sont 

rincées dans du DPBS 1X et sont à nouveau centrifugées à 300g pendant 1min. Ces dernières 

sont directement lysées sur glace dans 100 à 150 µl de Laemmli 2X (60mM Tris-HCl pH 6.8 ; 

20% glycérol ; 2% SDS ; 0.01% bleu de bromophénol) (Biorad) complété avec 5% de b-

mercaptoéthanol (Biorad) puis les protéines sont dénaturées par chauffage à 95°C pendant 13 

minutes. Cette extraction protéique doit être réalisée en moins de 5min afin d’éviter la 

dégradation des HIFs, notamment celle de HIF-1a qui n’est pas stable et se dégrade rapidement 

en condition de normoxie. Pour les cellules différenciées, afin de rester dans les mêmes 

conditions expérimentales, le même procédé d’extraction protéique est utilisé à la différence 

que les cellules ne sont pas centrifugées mais directement lysées dans le puit de la plaque et 

détachées à l’aide d’un grattoir puis transférées dans un Eppendorf de 1,5ml. 

 

Une migration des protéines de chaque lysat est ensuite réalisée par électrophorèse. 15µl de 

lysat sont déposés sur des gels de polyacrylamide SDS-PAGE 4-20% (Biorad) de 18 puits. 6µl 

de marqueur de poids moléculaires sont également déposés dans certains puits. Les gels sont 

immergés au préalable dans un tampon de migration Tris-Glycine 1X (Euromedex) et 5% de SDS 

(Euromedex) préparé dans de l’eau MilliQ. La migration s’effectue à 130V pendant 1h05. Les 

protéines sont transférées sur une membrane PVDF (GE Healthcare, Velizy, France) 

préalablement activée pendant 15sec à l’éthanol absolu. Le transfert s’effectue à 100V pendant 

30 min dans un tampon de transfert Tris-Glycine 1X et 20% d’éthanol absolu préparé dans de 

l’eau MilliQ. 

 

Après le transfert, les sites non spécifiques sont bloqués par une incubation des membranes 

dans du tampon de blocage TBST/lait 4% (Tris-buffered saline 1X, 1% de Tween-20 

(Euromedex) et 4% de lait (Santa Cruz, sc-2325)) préparé dans de l’eau MilliQ pendant 1 heure 

à température ambiante sous agitation. Les membranes sont ensuite incubées durant la nuit à 

4°C, sous agitation, avec l'anticorps primaire (Tableau 2) correspondant dilué dans le tampon 

de blocage. Le lendemain, une série de 3 lavages de 10min sous agitation est réalisée avec du 

TBST (Tris-buffered saline 1X et 1% de Tween-20 (Euromedex)). Puis les membranes sont 

incubées 1h à température ambiante avec les anticorps secondaires correspondant conjugués à 

de la peroxydase de raifort (HRP), dilué dans du tampon de blocage. Après 3 nouveaux lavages 

de 10 min, les membranes sont visualisées par chimioluminescence à l’aide du kit ClarityTM 

Western ECL Substrate (BioRad) ou à l'aide du kit de chimioluminescence améliorée pour 

l’intégrine a5 (ECL™ Prime Western Blotting System, GE Healthcare Bioscience) avec un 
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analyseur ImageQuant™ LAS 4000 (GE Healthcare). La quantification de l’intensité des 

bandes a été réalisée à l'aide du logiciel ImageJ (v1.53). Pour chaque expérience, minimum 3 

lysats provenant de différentes cultures cellulaires ont été utilisés. Les données ont été 

normalisées par rapport à l’a-tubuline ou la GAPDH, utilisées comme contrôle de charge. 

 

Liste des anticorps 

Cible Référence Espèce Dilution 

Intégrine a5 Cell signaling (D7B7G) Rabbit 1/1000 (WB) 

Intégrine a5 
BDBioscience IIaI 

(555614) 
Mousse 

1/100 (FACS) 

1/100 (IF) 

HIF-1a Abcam (ab51608) Rabbit 1/1000 (WB) 

HIF-2a Novus (Nb100-122) Rabbit 1/1000 (WB)  

CA9 Abcam (ab15086) Rabbit 1/1000 (WB)  

AhR Cell signaling (D5S6H) Rabbit 1/1000 (WB) 

a-Tubuline Sigma-Aldrich (T9026) Mousse 1/1000 (WB) 

Cadhérine Proteintech (20874-1-20ul) Rabbit 1/5000 (WB)  

Vimentine Proteintech (60330) Mousse 1/5000 (WB) 

Histone Cell signaling (2595) Rabbit 1/1000 (WB) 

CD31 Novus (Nb100-2284) Rabbit 1/500 (IF) 

Anti-rabbit IgG-HRP Promega (W4018) Goat 1/10000 (WB) 

Anti-mousse IgG-HRP Promega (W4028) Goat 1/10000 (WB) 

Alexa fluorTM 568 

rabbit IgG 
Invitrogen (A11011) Goat 1/500 (IF) 

Alexa fluorTM 650 

mousse IgG 
Invitrogen (SA5-10174) Goat 1/500 (IF) 

Tableau 2 : Liste des anticorps utilisés pour les expériences de western blot, FACS et 
immunofluorescence.  
 

2. Cytométrie en flux (FACS) 
Après avoir compté les cellules souches dissociées, un culot de 100 000 cellules a été réalisé 

pour chaque condition (cellules non marquées, cellules marquées avec l’anticorps secondaire 

et cellules marquées avec l’anticorps anti-intégrine a5). Les culots sont lavés 3 fois avec du 
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DPBS 1X / BSA 1% puis ont été remis en suspension et incubés pendant 30min à 4°C avec les 

anticorps primaires correspondants (Tableau 2). Ces derniers ont été dilués dans du DPBS 1X 

/ BSA 1%. Les cellules ont été centrifugées à 1300g pendant 1 min à 4°C puis lavées deux fois 

avec du DPBS 1X / BSA 1%. Après les lavages, les culots sont remis en suspension et incubés 

pendant 30 min à 4°C dans l'obscurité avec les anticorps secondaires correspondants (tableau 

2) dilués dans du DPBS 1X / BSA 1%. Après l’incubation, les cellules sont lavées deux fois 

avec du DPBS 1X / BSA 1% et sont remises en suspension dans du DPBS 1X. Les échantillons 

ont ensuite été analysés sur un cytomètre en flux (Flow cytometry research MACSQuantÒVYB, 

Miltenyi Biotec). Les résultats ont été analysés avec le logiciel FCSalyzer 0.9.22-alpha. 

 

3. Fractionnement des compartiments cellulaires 
Après comptage des cellules souches dissociées, un culot de cellules à 5M a été réalisé. Un kit 

de fractionnement subcellulaire a été utilisé pour séparer les compartiments cellulaires 

(compartiment cellulaire Qproteome (37502), kit Qiagen). Ce fractionnement consiste en l'ajout 

séquentiel de différents tampons d'extraction à un culot cellulaires suivi d'une succession de 

centrifugations. Les protéines des différents compartiments cellulaires sont sélectivement 

isolées (cytosol, membrane, noyau et cytosquelette) (Figure 19). La concentration en protéines 

est évaluée avec un spectrophotomètre UV-Visible NanoDropTMOne (Thermo Fisher). 10 µg 

de protéines ont été lysées dans 200 µl de Laemmli 2X (Tris-HCl 60 mM pH 6,8 ; 20 % glycérol 

; 2 % SDS ; 0,01 % bleu de bromophénol) (Biorad) additionné de 5 % b-mercaptoéthanol 

(Biorad) sur glace et dénaturé à 95°C pendant 13 min. Chaque compartiment a été identifié par 

western blot en utilisant des anticorps spécifiques. La membrane a été caractérisée par 

l’anticorps anti-cadhérine, le cytosol par l’anticorps anti-tubuline, le noyau par l’anticorps anti-

histone et le cytosquelette par l’anticorps anti-vimentine (Tableau 2).   
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Figure 19 : Schématisation du protocole à suivre pour la compartimentation cellulaire par le kit de 
Qiagen, Qproteome (37502).  
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III. Étude de l’inhibition spécifique des HIFs 
1. Préparation des drogues 

L’Irinotécan (HY-16562) et le PT2977 (HY-125840) ont été achetés auprès de 

MedChemExpress. Le composé 2 (Dr. Tambar UK., Dallas, Texas) et le FR248 (Dr. Kessler 

H., Munich, Allemagne) ont été obtenus grâce à des collaborations (Tableau 3). Tous ces 

composés ont été dissous dans du DMSO puis aliquotés. Ils ont ensuite été dilués à la 

concentration souhaitée en respectant un maximum de 0,1% de DMSO en concentration finale.  

 

Pour l’hypoxie chimique le chlorure de cobalt (CoCl2, 15862) et la desferroxiamine (DFO, 

D9533) viennent de chez Sigma (Tableau 3). Ils ont été dissous dans de l’eau milliQ puis 

aliquotés. 

 

Liste des composés 

Composé Référence Concentration 

Irinotécan MedChemExpress (HY-16562) 2,5 µM 

PT2977 MedChemExpress (HY-125840) 20µM 

Composé 2 Collaboration Dr. Tambar UK., Dallas 20µM 

FR248 Collaboration Dr. Kessler H., Munich 5µM ; 10 µM ; 20 µM 

CoCl2 Sigma (15862) 50µM ; 200µM 

DFO Sigma (D9533) 50µM ; 200µM 

Tableau 3 : Liste des composés utilisés dans les expériences pour étudier l’inhibition des HIFs et induire 
une hypoxie chimique.  
 

2. Transfection des cellules 
Après dissociation, les cellules ont été ensemencées à une densité de 500 000 cellules/puits dans 

une plaque 6 puits préalablement coatée de 20 µg/ml de cell-tak (CorningTM). Les cellules ont 

ensuite été transfectées avec le siRNA correspondant (Qiagen) à 100nM pour HIF-1a 

(FlexiTube 7, S103224781), 250nM pour HIF-2a (FlexiTube 5, S102663038). Un siRNA 

négatif a également été utilisé en contrôle (1027281). Une solution de siRNA à la concentration 

correspondante a été préparée dans 250µl d'optiMEM ainsi qu'une solution de 5µl de 

lipofectamine 2000 (ThermoFisher) dans 250µl d'optiMEM pour chaque condition. Les 

solutions sont ensuite incubées à température ambiante pendant 5 minutes. Après incubation, 

les 250 µl de solution de lipofectamine sont ajoutés à la solution de siRNA. Le mélange est 
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laissé à incuber à température ambiante pendant 25 minutes. Enfin, la solution 

lipofectamine/siRNA est ajouté goutte à goutte aux cellules dans le milieu de culture. Les 

cellules sont alors placées en hypoxie à 1% d'O2 pendant 48h. Après 48h, les cellules sont 

récupérées dans du Laemmli 2X (60mM Tris-HCl pH 6.8 ; 20% glycérol ; 2% SDS ; 0.01% 

bleu de bromophénol) (Biorad) complété avec 5% b-mercaptoéthanol (Biorad) sur glace et les 

protéines sont dénaturées à 95°C pendant 13 min. 

 

IV. Analyses transcriptomiques 
1. RT-qPCR 

Les cellules sont ensemencées dans une plaque 6 puits à une densité de 1 million de 

cellules/puits dans le milieu seul ou en présence de 20µM PT2977 ou 20µM Composé 2 (tableau 

3) pendant 24h en hypoxie à 1% d'O2. Après 24 heures d'incubation, les cellules sont lavées 

avec du DPBS 1X puis lysées avec 600 µl de tampon RLT plus du kit d’extraction afin d'extraire 

l'ARN. L'étape d'extraction de l'ARN est réalisée à l'aide d'un kit Qiagen (RNEasy Plus Mini 

Kit) consistant en une succession de filtres cellulaires à travers différentes colonnes pour 

éliminer l'ADN génomique. La concentration en ARN est ensuite évaluée à l'aide d'un 

spectrophotomètre UV-Visible NanoDropTMOne (ThermoFisher). La transcription inverse est 

réalisée à l'aide du kit "iScript™ Reverse Transcription Supermix" (Biorad) avec 1µg d’ARN. 

Les échantillons sont placés dans un thermocycleur (T100, Biorad) pour réaliser la réaction de 

transcription inverse avec le programme iScript qui consiste en une étape de priming (5min à 

25°C), activation de la réverse transcriptase (46 min à 46°C) et enfin une inactivation de la 

réverse transcriptase (1min à 95°C). Pour la RT-qPCR, un mélange réactionnel est réalisé pour 

chaque amorce (Tableau 4) en utilisant du SYBR GreenTM comme réactif puis 15µl sont 

déposés dans une plaque de réaction optique MicroAmpTM 96 puits (Applied BiosystemsTM). 

L'ADNc obtenu par transcription inverse est diluée 5 fois avec de l’eau RNAse free pour avoir 

une concentration finale de 50ng/puits. 5 µl d'ADNc sont ajoutés au mélange réactionnel dans 

la plaque 96 puits. La RT-qPCR est réalisée avec l'instrument de PCR en temps réel 

StepOnePlusTM (4376357, Thermofisher) et exécutée sur le logiciel StepOneTM (v2.3). Les 

données sont analysées à l'aide de ce logiciel et l'ARN18S est utilisé comme contrôle endogène 

afin de normaliser les données. 
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Liste des Primers 
Gène cible Référence Transcrit 

VEGF Giagen (PPH00251C-200) NM_001025366 (3677pb) 

Tableau 4 : Liste des primers utilisés pour les RT-qPCR.  
 

2. Analyse d'enrichissement des gènes 
Pour explorer l'enrichissement des voies de signalisation, une analyse d'enrichissement des 

ensembles de gènes (GSEA) [345] a été réalisée entre les groupes à faible et à forte expression 

d'intégrine a5 à l'aide du logiciel Java GSEA (https://www.gsea-msigdb.org/gsea/index.jsp 

version 4.2.3) avec les ensembles de gènes Hallmark de MSigDb [346]. Les données 

transcriptomiques proviennent de la cohorte GBM du TCGA. Les échantillons de GBM sont 

divisés selon l'expression médiane du gène intégrine a5 en groupes d'expression élevée et 

faible. Seuls les résultats des groupes à forte expression d'intégrine a5 sont présentés. 

 

V. Étude phénotypique des cellules souches de GBM 

1. Étude de la prolifération cellulaire par la technologie Incucyte 
Une densité de 3 000 cellules souches/puits ou de 15 000 cellules différenciées/puits a été 

ensemencées dans une plaque 96 puits dans le milieu seul ou en présence des traitements 

correspondants (Tableau 3).  Les cellules ont été placées dans un incubateur tri-gaz (qui permet 

de moduler les niveaux d'oxygène) contenant l'Incucyte pendant 6 jours à 37°C, 5% CO2, en 

normoxie (20% O2) ou en hypoxie (1% O2). Le suivi de la prolifération cellulaire a été réalisée 

par analyse en temps réel en utilisant la technologie IncuCyteÒ. La confluence des cellules 

différenciées et la taille des neurosphères (µm2) ont été surveillées à l'aide d'un système de 

microscopie automatisé sur cellules vivantes IncuCyteTM Zoom. Des images de chaque puits 

ont été prises toutes les 4 heures. La taille des sphères et la confluence des puits ont été 

normalisées au temps zéro (1ère image prise par l’Incucyte) à l’aide du logiciel Prism. 

 

Liste des Primers 
Gène cible Référence Séquence primer Forward Séquence primer Reverse 

Intégrine a5 Invitrogen 5’-TG C TG A C TC C A TTG G TTTC A C A G -3’  5’-TCTCTCTGCAATCCTCTCGAGC-3’ 

ARN 18S Invitrogen 5’-TGTGGTGTTGAGGAAAGCAG-3’ 5’-TCCAGACCATTGGCTAGGAC-3’ 
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2. Évaluation de l’invasion cellulaire 
Les sphères sont générées par la méthode de la goutte suspendue [347]. Une suspension 

cellulaire de 2000 cellules/20µl de milieu de croissance complété par 1,2% de méthylcellulose 

(Sigma Aldrich, M0262) est déposée sur la surface interne d'une boîte de pétri de 5cm de 

diamètre (1 goutte de 20µl). La boite de pétri est ensuite retournée puis placée dans une boite 

de pétri de 15cm de diamètre. Du papier humidifié avec du DPBS 1X est placé au bord de la 

grande boite de pétri pour maintenir une chambre humide (Figure 20). L’ensemble est alors 

placé dans un incubateur à 37°C, 5% de CO2 et 21% d’O2. Après 48h, chaque sphéroïde est 

transféré dans une plaque de 24 puits préalablement coatée de poly-L-lysine à 10µg/ml (Sigma 

Aldrich, P8920) ou de fibronectine à 10µg/ml (Promocell, C-43060) (1 sphère par puits) avec 

du milieu seul ou avec le traitement correspondant (Tableau 3). Les cellules ont ensuite été 

placées en normoxie à 20% d'O2 ou en hypoxie à 1% d'O2 dans un incubateur à tri-gaz. 

L'invasion cellulaire a été contrôlée à 24 heures, puis les sphéroïdes ont été fixés avec du 

glutaraldéhyde à 1% (vol/vol) (Thermo Fisher Scientific, 16400) pendant 30 minutes. Une série 

de 3 lavages au DPBS 1X est réalisée puis une coloration au DAPI (Sigma Aldrich, D9542) à 

1µg/ml pendant 45 minutes est effectuée. Une seconde série de 3 lavages de 5min au DPBS 1X 

est réalisée puis une photo de chaque puits est prise à l’aide d’un microscope inversé à 

épifluorescence (Axio Zeiss NA 0.3 WD 73) à un grossissement 5X. Les images sont analysées 

par le logiciel ImageJ à l’aide d’une macro réalisée dans notre laboratoire. Cette dernière permet 

de déterminer le nombre de cellules migrantes, la surface du sphéroïde et la distance à laquelle 

les cellules ont migrées. 

 

 
Figure 20 : Schématisation de la technique de la goutte inversée pour la formation des sphères. 
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VI. Étude de la croissance tumorale in vivo 

1. Xénogreffe hétérotopique 
Des souris Nude NMRI femelles ont été utilisées. Les lignées U87MG, U87MG R50 et U87MG 

OFF ont été injectées en sous-cutanée au niveau des flancs droit et gauche de la souris (2 

millions de cellules/côté). Au total 6 souris par groupe ont été injectées (expérience réalisée 2 

fois avec 2x3 souris par lignée). Un suivi des souris a été fait tous les 2 à 3 jours avec une 

mesure du poids de chaque souris et mesure de la taille de la tumeur si nécessaire avec un pied 

à coulisse. Les souris ont été sacrifiées lorsque celles-ci avaient une importante perte de poids 

(20%) ou lorsque la tumeur avait atteint la taille limite (2000 mm3) (Figure 21). Les tumeurs 

ont été récupérées après sacrifice des souris puis fixées dans de l’azote liquide et stockées à -

80°C pour des analyses protéiques et transcriptomiques. Les expériences ont été réalisées 

conformément aux lois locales et à l'approbation du comité d'éthique (numéro d'approbation du 

protocole institutionnel 26600). 

 

 
Figure 21 : Représentation schématique du protocole suivi pour les xénogreffes hétérotopiques. 
Figure crée avec https://biorender.com/. 
 

2. Xénogreffe orthotopique 
Les lignées U87MG, U87MG R50 et U87MG OFF ont été injectées en intracérébral à une 

densité de 200 000 cellules dans 2µl de milieu dans le striatum gauche de souris Nude-NMRI 

femelles. Pour les lignées de cellules souches (NCH421k, NCH644 et TC22) une densité de 25 

000 cellules dans 2µl de milieu a été injectée. Les souris ont été placées dans un cadre 

stéréotaxique après avoir été anesthésiées dans une chambre à induction à l’isoflurane 2,5%. 

Durant l’opération les souris sont maintenues anesthésiées avec 2,5% d’isoflurane à l’aide d’un 

masque au niveau du museau de la souris. Les coordonnées utilisées sont X = -0,5 ; Y = +1,5 ; 

Z = -3 mm par rapport au bregma. Les cellules sont injectées à l’aide d’une seringue Hamilton 

à 1µl/min. À l'apparition de symptômes neurologiques et/ou de perte de poids (20% du poids 

de la souris), les animaux ont été sacrifiés avec un euthanasiant (EuthasolÒ) qui ont été 

préalablement anesthésiés. Les expériences ont été réalisées conformément aux lois locales et 

à l'approbation du comité d'éthique (numéro d'approbation du protocole institutionnel 26600). 
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Figure 22 : Représentation schématique du protocole suivi pour les xénogreffes orthotopiques. 
Figure crée avec https://biorender.com/. 
 

3. Imagerie TEP 
Les tumeurs ont été évaluées à partir de 10 jours après l'injection des cellules correspondantes, 

avec des séances d'imagerie hebdomadaires par tomographie par émission de positons (TEP) 

pendant un mois. Les expérimentations ont été réalisées à l'Institut Pluridisciplinaire Hubert 

Curien (IPHC, UMR 7178 CNRS, Strasbourg) à l'aide d'un PET/Scan Inviscan® dédié aux petits 

animaux. Différents radiotraceurs ont été utilisés : la [18F]-FET ([18F]-fluoro-éthyl-L-tyrosine) 

pour suivre la croissance tumorale, la [18F]-FLT ([18F]-fluoro-thymidine) pour évaluer la 

prolifération cellulaire et le [18F]-FMISO ([18F]-fluoro-misonidazole) pour quantifier l’hypoxie 

intratumorale. Chaque radiotraceur a été produit par la plateforme CYRCE (CYclotron for 

Research and Education) de l'IPHC et a été injecté par voie intraveineuse au niveau de la veine 

de la queue. Chaque souris a reçu une injection de 10 MBq en moyenne. Après injection du 

radiotraceur correspondant les souris ont été mises dans une boite avec un peu de litière déposée 

au fond, le temps de la bio-distribution correspondante pour chaque radiotraceur ([18F]-FET 

= 45min ; [18F]-FLT = 90min ; [18F]-FMISO = 75min). Une fois la bio-distribution complète 

les souris ont été anesthésiées avec 2,5% d’isoflurane puis placées dans le PET/scan Inviscan®. 

Une acquisition de 10 min en statique a été lancée puis les images ont été reconstruites à l'aide 

de l'algorithme itératif de maximisation de sous-ensemble ordonné en 3D (volume de 201 × 201 

× 120mm3). Tout au long de l’acquisition les souris sont maintenues sous anesthésie avec 2,5% 

d’isoflurane. Les images pour les figures ont été obtenues grâce au programme informatique 

HOROSÒ. Le volume de la tumeur a été calculée à l’aide du logiciel AmideÒ 

(http://amide.sourceforge.net/index.html). La tumeur est délimitée manuellement (ROI) puis le 

SUVmax (Standardized Uptake Value maximal) est calculé par le logiciel à l’aide de la formule 

suivante : 
!"#	 = ('()*+*)é	+-./0*1/2	345) 	÷ ('()*+*)é	*892()é2) ÷ (:-*;<	;2	.=	<-/>*<) 
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Le volume de la tumeur à 40% de la SUVmax est ensuite calculée ainsi que la SUVmean. Le 

seuillage à 40% permet d’exclure le biais expérimentateur lors de la délimitation de la tumeur. 

Lors de la quantification des résultats, l’hémisphère droit (tissu sain) a été utilisé en contrôle 

pour normaliser les résultats. L’index de l’activité tumoral a également été calculé par le produit 

de la SUVmean et de la taille de la tumeur.    

 

VII. Immunofluorescence 

1. Immunomarquage cellulaire 
Pour les expériences nécessitant une hypoxie cellulaire, des incubateurs tri-gaz sont utilisés 

pour moduler le taux en O2. Des lamelles en verre stérilisées de 12mm de diamètre sont placées 

au fond d'une plaque 24 puits. Un coating avec 10µg/ml de poly-L-lysine (Sigma Aldrich, 

P8920) est ensuite réalisé puis les cellules sont ensemencées à une densité de 30 000 

cellules/puits. Les plaques sont placées à incuber pendant 72h en normoxie 20% O2 ou en 

hypoxie 1% O2. Après 72h d'incubation, le milieu est retiré puis les cellules sont fixées avec du 

paraformaldéhyde à 4% (PFA, Electron Microscopy Sciences, Thermo Scientific) ou du 

méthanol à 100% froid pendant 10 minutes. Après 3 lavages avec du DPBS 1X, les cellules 

sont perméabilisées avec du tampon DPBS 1X / 0,2% Tween20 pendant 15 min. Une étape de 

saturation est ensuite réalisée pendant 1h avec un tampon contenant 1X DPBS / 1% BSA / 0,1% 

Triton™ X-100. Les cellules sont ensuite incubées pendant une nuit à 4°C avec les anticorps 

primaires correspondants (Tableau 2) préparés dans un tampon contenant 1X DPBS/1% BSA. 

Le lendemain une série de 3 lavages avec du DPBS 1X est réalisée puis les cellules sont 

incubées avec l'anticorps secondaire conjugué à un fluorochrome pendant 90min dans 

l'obscurité à température ambiante. La solution d’anticorps secondaire contient également du 

DAPI à 2µg/ml (Sigma Aldrich, D9542). Après un lavage avec du DPBS 1X, un montage 

lame/lamelle avec une colle de montage spécifique (FluoreGuard Mounting Medium HardSet, 

ScyTek) est réalisé. Les lames sont placées à 4°C dans le noir pendant 24 heures afin de bien 

laisser sécher le milieu de montage. Une fois sèches, les lames sont nettoyées avec de l’éthanol 

à 70% puis observées avec un microscope confocal à balayage (LEICA TCS SPE II, plateforme 

PIQ Quantum Efficiency, Strasbourg) à l’aide d’un objectif à immersion d'huile 63X. Les 

images obtenues sont analysées sur le logiciel ImageJ. 
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2. Immunomarquage sur tissu inclu en paraffine 
Après avoir récupéré les cerveaux de chaque souris, ces derniers ont été fixés dans 4% de 

paraformaldéhyde durant la nuit. Le lendemain, après 3 lavages au DPBS 1X, un 1er bain dans 

15% de sucrose a été réalisé pendant 24h à 4°C. Puis un 2ème bain dans 30% de sucrose pendant 

24h à 4°C. Ces différents bains de sucrose permettent une meilleure conservation des cerveaux. 

Les cerveaux ont ensuite été inclus en paraffine. Les blocs de paraffine sont coupés au 

microtome avec une épaisseur de 5 µm. Les coupes sont déposées sur des lames 

SuperfrostTMPlus (J1800AMNZ, Epredia) et déparaffinées dans du ROTIHistol pendant 6min 

puis 2 bains de 3min à l’éthanol 100% suivi de 2 bains de 3min à l’éthanol 95% et enfin 2 bains 

de 3min à l’éthanol 70% ont été effectués. Un dernier bain de réhydratation avec de l’eau milliQ 

de 3min a été réalisé puis un lavage au DPBS 1X pendant 5min. Les lames sont soumises à un 

démasquage des antigènes dans une solution de récupération DAKO (Tris / EDTA) pH9 

(Agilent Technologies, Les Ulis, France) pendant 10min à 100°C suivi d’une étape d’incubation 

à température ambiante pendant 30min sous sorbonne.  

 

Après un rinçage au DPBS 1X les lames sont incubées pendant 5min dans du DPBS 1X / 0,2% 

Triton X-100 (PBS-T). Les lames sont ensuite soigneusement égouttées sur du papier Kimteck 

en évitant de les laisser sécher. Une étape de blocage des sites non spécifiques a été réalisée 

pendant 1h à température ambiante en chambre humide, avec 150µl de tampon de blocage 

déposé sur la lame (5% de sérum de chèvre (NGS), 0,2 % de Triton, 3% de BSA dans du DPBS 

1X). Après avoir égoutté les lames celles-ci sont incubées avec les anticorps primaires (Tableau 

2) correspondants dilués dans du tampon de blocage durant la nuit à 4°C en chambre humide. 

Le lendemain 3 lavages au DPBS-T de 5min sont réalisés sous agitation. Les coupes de tissus 

ont été incubées pendant 1h30 à l’abri de la lumière avec l'anticorps secondaire approprié dilué 

dans du tampon de blocage supplémenté avec 2µg/ml de DAPI (Sigma Aldrich, D9542). Après 

deux lavages de 5min avec du DPBS-T puis deux lavages de 5min au DPBS 1X, un montage 

lame/lamelle avec une colle de montage spécifique (FluoreGuard Mounting Medium HardSet, 

ScyTek) est réalisé. Les lames sont placées à 4°C dans le noir pendant 24 heures afin de bien 

laisser sécher le milieu de montage. Une fois sèches, elles sont nettoyées avec de l’éthanol 70% 

puis observées avec un microscope confocal à balayage (LEICA TCS SPE II, plateforme PIQ 

Quantum Efficiency, Strasbourg) à l’aide d’un objectif 20X ou à immersion d'huile 63X. Les 

images obtenues sont analysées sur le logiciel ImageJ. 
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VIII. Analyses statistiques 
Lorsque deux conditions ont été comparées, les analyses statistiques ont été effectuées par des 

t-tests paramétrique ou non paramétrique suivant les données, si elles suivaient une loi Normale. 

Une valeur de p < 0,05 a été considérée comme significative avec un intervalle de confiance à 

95% avec : * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001 et ns = non-significatif. Les résultats 

sont présentés sous forme de moyenne et la barre d'erreur représente l'erreur standard de la 

moyenne (SEM). Le logiciel Graphpad Prism V8 a été utilisé pour toutes les analyses 

statistiques. 
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Résultats 
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1ère partie : Étude de l’intégrine a5 dans les 
cellules souches de glioblastome 
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I. Publication 1 

1. Résumé 
Le GBM est la tumeur cérébrale la plus agressive caractérisée par une importante invasion et 

hétérogénéité tumorale. Il existe une sous-population, les CSG considérées comme étant à 

l'origine des tumeurs cérébrales et de l’importante hétérogénéité des GBM. Elles sont également 

résistantes à la chimiothérapie et à la radiothérapie. Il a été montré que les intégrines jouent un 

rôle dans la plupart des caractéristiques du cancer telles que la migration cellulaire ou 

l’angiogenèse. Au sein de mon laboratoire, l’équipe s’est concentrée sur l’intégrine a5b1 où il 

a été montré que cette intégrine joue un rôle important dans la migration tumorale et dans la 

résistance au traitement [329, 332]. Il a également été montré qu’une expression élevée de 

l’intégrine a5 chez les patients atteints d’un GBM était de mauvais pronostic [335]. Dans cette 

première publication (en cours de finalisation) nous avons étudié la modulation de l’intégrine 

a5 dans les CSG. Pour cela une cohorte de 6 lignées de CSG a été étudiée. Une importante 

hétérogénéité de l’expression de l’intégrine a5 a été mise en évidence au sein de nos différentes 

lignées de CSG. Dans cette étude nous montrons que l’expression de l'intégrine a5 augmente 

en conditions hypoxiques et que cette augmentation est corrélée à HIF-2a. Nous montrons 

également que des inhibiteurs de HIF-2α associés à des antagonistes d'intégrine a5 représentent 

de nouvelles options thérapeutiques pour traiter les glioblastomes exprimant l'intégrine a5. 
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Introduction 
Although clinically characterized by common histological features, accumulating data report 

that glioblastoma (GBM), the most aggressive brain tumors, correspond to a family of 

molecularly distinct entities. Integrated genomic, transcriptomic, epigenomic and proteomic 

analysis allowed the definition of core biological pathways and clinically relevant subtypes of 

GBM [1–4]. A robust gene expression-based molecular classification of GBM into four 

subgroups (proneural, neural, classical and mesenchymal) has been proposed in 2010 by the 

Cancer Genome Atlas Network [5] but neural subclass was since assigned to non tumoral cells 

[6]. Other layers of complexity have been characterized including the GBM stem cell (GSC) 

subsets and their high plasticity [7–11]. As these stem-like cells are considered to initiate brain 

tumors upon orthotopic implantation, to sustain tumor growth, and to escape chemo-radio-

therapy-induced cell death [12], it is essential to understand their biology. Tumor cells with 

stem-like properties are classically cultured from glioblastoma tumor bulk biopsies by using 

conditions selecting for neural stem cells. They are able to form neurospheres in vitro that 

recapitulate the histopathology of human GBM tumors when xenotransplanted in nude mice, 

such as pseudopalisading necrosis, nuclear pleomorphism and extensive neoangiogenesis [13]. 

They also maintain the clonal and genomic complexity of the corresponding patient tumors  [9, 

14, 15].  

 

Integrins are involved in most of the hallmarks of cancer [16, 17] and their implications in brain 

tumor aggressiveness have been highlighted [18]. Some data exist on integrins in brain cancer 

stem cells [19]. Among them, the α6 integrin (ITGA6 receptor for laminin) enriches for GSC 

and has been involved in their self-renewal, proliferation and tumor formation capacity [20]. 

The α6 integrin mRNA level also negatively correlated with glioma patient survival in the 

REMBRANDT database [21]. Similarly, α3 integrin (ITGA3) was proposed to be 

overexpressed in GSC and to promote invasion [22]. More recently, α7 integrin (ITGA7) was 

shown to be specifically expressed in GSC compared to differentiated cells and to be a marker 

for aggressive and invasive tumors [23]. Finally, β8 integrin (ITGB8) similarly appeared as a 

marker of GSC involved in tumor initiation, progression and resistance to radiotherapy [24, 25]. 

We [26] and others [21, 27] have shown that patient bulk tumors express varying levels of α5 

integrin (ITGA5) mRNA, negatively correlated with glioma patient survival. Our recent data 

confirm that ITGA5 protein expression is effectively correlated to Stupp protocol treatment 

resistance [28]. No data currently support its potential role in GSC as a biomarker of 



aggressiveness. Starting from patient transcriptomic data (TGCfA data), we show by GSEA 

analysis that overexpression of ITGA5 was linked to different pathways including hypoxia. We 

therefore investigated the expression of ITGA5 (at the protein level) in GSC maintained in stem 

cell medium either in normoxia or in hypoxia as it is already known that GSC localize in 

hypoxic niches.  In contrast with data on other integrins (see above), we found that only a 

subpopulation of GSC is programmed to express it in normoxia and that hypoxic conditions 

rather increase this expression in a timely manner. Moreover, we demonstrate that among 

hypoxia-induced factors, HIF-2a predominantly modulate the expression of ITGA5. Specific 

HIF-2a inhibitors in addition with integrin antagonists thus represent new therapeutic options 

to treat ITGA5 expressing GBM. 

 
 

Results 
Integrin α5 expression is linked to hypoxia and EMT in glioblastoma patients. 
The subgrouping of glioblastoma as high and low ITGA5 mRNA- or protein-expressing tumors 

already showed a clear impact of this integrin on patient survival [19, 21, 26–28]. We used 

publically available TCGA datasets to investigate the distribution of ITGA5 mRNA in the 

glioblastoma molecular subtypes and confirmed that it was mainly associated with the 

mesenchymal subgroup already shown to be the most aggressive and resistant to therapies (Fig. 

1A). Concerning intra-tumoral heterogeneity we looked for ITGA5 mRNA expression in 

spatially defined regions of GBM recorded from a small cohort of 10 patients from the tumor 

core to the margin (necrotic, core, infiltrating and normal zones [29]). In this dataset, ITGA5 is 

significantly overexpressed in GBM versus normal brain and interestingly more expressed in 

the tumor core and in the necrotic zone than in infiltrative area. We confirmed these results 

using the IVY database showing that perinecrotic zones and perivascular zones are enriched in 

ITGA5 (Fig. 1B). Gene set enrichment analysis (GSEA) was then used to investigate the 

relationship of ITGA5 overexpression with biological processes in glioblastoma. 

Transcriptomic data of 538 patients obtained from GBM cohort of TCGA were divided into 

‘high’ and ‘low’ groups based on their ITGA5 expression according to the median expression 

of this gene. Using the Hallmark gene set, 5 pathways were highlighted with TGF b signaling 

at the top which we already described in GBM as associated with ITGA5 [30]. Hypoxia (NES 

= 1.82, FDR q = 0.039) and Epithelial to Mesenchymal Transition (EMT - NES = 1.76, FDR q 

= 0.031) (Fig. 1C) were also highlighted in this analysis. At the protein level, ITGA5 expression 



appeared heterogeneous between patients [28] but remarkably also in an intratumoral fashion 

(Fig. 1D). Interestingly high level of ITGA5 is present in pseudopalisades known to outline 

necrotic regions. As perinecrotic and perivascular zones are proposed as GSC niches [31], we 

aimed to evaluate the putative expression of ITGA5 in these cells.  

 
Heterogeneity of ITGA5 expression in GSC. 

ITGA5 protein expression was evaluated in 6 stem cell lines. Few cell lines expressed it under 

normoxia conditions after neurosphere dissociation (Fig. 2 left). Interestingly, hypoxia is 

induced in neurospheres even if the microenvironment was normoxic, as shown by increased 

CA9, HIF-1a and HIF-2a expression, well-known hypoxia markers (Fig. 2 middle). Although 

CA9 and HIF-1a required the formation of neurospheres for their expression, HIF-2a is 

constitutively present in almost all lineages, even in normoxia. These results confirm those 

observed in the literature for neuroblastoma [32, 33]. These markers appeared similarly 

expressed after 6 days under hypoxic conditions (Fig. 2, right). In this case, ITGA5 expression 

increased significantly in the two already positive cell lines (3731 and TC22), but the hypoxic 

microenvironment also leads to ITGA5 expression in the GSC line TC7 (Fig. 2, right). 

Interestingly, we observe a strong expression of HIF-1a in ITGA5-negative lines compared to 

ITGA5-positive lines (Fig. 2). Inhibition of HIF-1a seems necessary to let HIF-2a play its role 

as a transcription factor. Integrin expression occurs as expected at the cell membrane as shown 

by FACS analysis and subcellular fractionation (Fig. S1A and B). The results are in agreement 

with the heterogeneous expression of ITGA5 in the patient tumors. They also suggest that 

ITGA5 expression heterogeneity depends on molecular characteristics of specific GSC. In 

addition, hypoxia triggers an increase of this therapeutic target which may participate to the 

tumor aggressiveness. 

 

Impact of hypoxia on ITGA5 expression. 
Hypoxia appeared to modulate the expression of the integrin subunit. It is already known that 

the stability of HIFs is finely regulated by different oxygen levels. HIF-1a is expressed at lower 

levels of hypoxia compared to HIF-2a already present in normoxic conditions which is also 

more stable than HIF-1a [33, 34]. Therefore, we evaluated the potential relationship between 

HIFs and ITGA5 expression at shorter time points (24, 48, and 72 hours) (Fig. 3A). HIF-1a 

and HIF-2a behave differently in these conditions. HIF-1a increased up to 48h of hypoxia 

followed by a marked decrease at 72h while HIF-2a increased gradually from 24 to 72h for all 



cell lines. Interestingly, the temporal ITGA5 expression followed that of HIF-2a in the positive 

cell lines (3731 and TC22). It should also be noted that in both cell lines, HIF-2a reached a 

level 2.5 times higher (at 72h) than that observed in normoxia, which is not the case for ITGA5 

negative cells (NCH421k and NCH644) suggesting that an HIF-2a threshold may be involved 

in the sustained modulation of ITGA5 expression (Fig. 3A). The results obtained with hypoxia 

1% O2 were verified by chemically inducing hypoxia with cobalt chloride (CoCl2) and 

desferrioxamine (DFO). This allows for greater and more stable hypoxia. The data obtained 

confirm the modulation of the expression of ITGA5 by chemical hypoxia. The integrin negative 

line (NCH421k) remains negative and the ITGA5 positive line (TC22) has increased integrin 

expression in chemical hypoxia. These results also show a significant increase in HIF-1a from 

24 hours of chemical hypoxia. However, this is not enough to increase the expression of ITGA5. 

Its expression increases in parallel with the expression of HIF-2a from 48 hours (Fig. S2). We 

also observed a sharp and rapid decrease of HIF-1a in TC22 neurospheres cultured in normoxic 

conditions after 3 days of hypoxia, although the level of HIF-2a remained high as well as 

ITGA5 expression. Here also, HIF-1a appeared unstable and finely controlled by oxygen level 

in contrast with HIF-2a and ITGA5 (Fig. S3). 

 

Taken together, these results suggest a potential impact of HIF-2a on the expression of ITGA5 

in GSC under hypoxia. We confirmed this hypothesis by linear regression analysis between 

HIF-1a or HIF-2a and ITGA5 expressions. HIF-2a and ITGA5 levels significantly correlated 

in TC22 and 3731 cell lines in hypoxic conditions whereas it was not the case with HIF-1a. 

(Fig. 3B). HIF-2a and ITGA5 expressions appeared thus linked in hypoxic conditions. 

 

Impact of HIFs inhibition on ITGA5 expression. 

We then aimed to clarify the role of HIF-1a and HIF-2a on ITGA5 expression in hypoxia. As 

a first attempt to selectively inhibit expression of HIF-1a, we used irinotecan, a topoisomerase 

1 inhibitor, which was shown to alter the expression of HIF-1a by inhibiting its mRNA 

translation [35–37]. Integrin-positive line TC22 cells were treated with 2.5 µM irinotecan for 

72h in hypoxia 1% O2. In our GSC model, irinotecan not only inhibited HIF-1a but also HIF-

2a expression associated with a disappearance of ITGA5 expression (Fig. 4A). To address more 

specifically the impact of each transcription factor, we used specific siRNA depletion. As 

shown in Fig. 4B, HIF-1a-siRNA specifically depleted their target gene but had no effect on 



ITGA5. Inversely, HIF-2a-siRNA decreased HIF-2a expression (20%) and concomitantly 

ITGA5 by 30% (Fig. 4B). 

 

Finally, we checked specific HIF-2a inhibitors : PT2977 [38] and compound 2 [39]. These 

molecules recognize the PAS-B domain of HIF-2a and prevents its dimerization with the 

nuclear subunit HIF1-b also called ARNT thus inhibiting HIF-2a transcriptional activity. As 

PAS-B domain present a specific pocket on HIF-2a and these compounds bind to this pocket, 

they are highly specific for the inhibition of HIF-2a function [39, 40]. As a control we verified 

the effect of compound 2 on VEGF mRNA level which is a target gene of HIF-2a (Fig. S4). 

Both compounds (20 µM) proved able to decrease ITGA5 mRNA after 24h and ITGA5 protein 

after 72h treatment. Compound 2 also decreased HIF-2a expression perhaps explaining its 

better effect on ITGA5 (44% decrease with compound 2 versus 19% with PT2977) (Fig. 4C). 

Results suggest that HIF-2a is preferentially involved in the control of ITGA5 modulation 

particularly under hypoxia in GSC. 

 

HIF-2a and ITGA5 may be therapeutic targets in specific GSC. 

Based on our previous results, we hypothesized that hypoxia may affect phenotypically GSC in 

particular through ITGA5-dependent pathways. We already have shown that this integrin is 

involved in migration and therapy resistance of differentiated GBM cells [16, 41, 42]. We now 

investigated if hypoxia-driven expression of the integrin may affect proliferation and/or 

migration of GSC. First, we assessed cell proliferation, with measure of the neurosphere size 

as a readout, using IncucyteÒ technology. As shown in Figure 5A, neurosphere sizes are not 

linked to enhanced expression of ITGA5. As for example TC22 (!5+) and NCH644 (!5-) cells 

have a larger sphere size after 6 days in normoxia compared to the other lines. Hypoxia only 

affected the neurosphere sizes of two cell lines, namely 3731 and NCH644 which respectively 

express or not the integrin as shown before (Fig. 5A). These data suggest that ITGA5 expression 

does not influence stem cell proliferation either in normoxia or in hypoxia. 

 

As a confirmation, FR248, a specific antagonist of ITGA5, does not alter neurosphere sizes 

either in integrin–expressing (TC22) or in non–expressing cells (NCH421k) (Fig. 5B). We then 

combined FR248 with compound 2 (20 µM) which is devoid of effect when used alone. 

Interestingly, the combination of 20 μM of FR248 and 20 μM of compound 2 triggers an effect 

on the size of the neurospheres in the positive line for integrin only (TC22) (58% decrease) 



(Fig. 5B). Thus, there appears to be a synergistic effect with the combined inhibition of ITGA5 

and HIF-2a on the proliferation of ITGA5-positive GSC. 

 

We then investigated the impact of hypoxia on stem cell migration. Spheres formed by the 

inverted drop technique were deposited on poly-L-lysine (a neutral substrate for adhesion) or 

fibronectin (the ligand of ITGA5). No cell evasion from spheres deposited on poly-L-lysine 

was detectable. However, when the spheres are deposited on fibronectin, cell evasion was clear 

for the TC22 (!5+) line but not detectable for the NCH421k (!5-) line. Moreover, hypoxia 

increased cell evasion in the former line presumably in relationship with the increase of ITGA5 

expression. (fig. 5C). To confirm this hypothesis, the spheres were treated with FR248 (20 µM) 

which inhibited completely the cell capacity to evade from spheres and to migrate on fibronectin 

either in normoxia or in hypoxia.  Data confirm the impact of this integrin on cell migration out 

of GSC spheres. 

 

Compound 2 decreased ITGA5 expression by more than 40% in TC22 cell line. We then 

evaluated the effect of HIF-2a inhibition on stem cell migration. Interestingly, compound 2 

proved able to inhibit the cell evasion and migration by 89% in normoxia and 92% in hypoxia 

suggesting here again the interconnection between HIF-2a and ITGA5 (Fig. 5D). 

 

Together, these data show for the first time that stem cell migration on fibronectin is dependent 

on ITGA5 expression as was shown previously on differentiated tumoral cells. This migration 

is enhanced by hypoxia and HIF-2a expression specifically. These results suggest that some 

GSC in hypoxic niches would acquire a migratory phenotype through modulation of the integrin 

expression. 

 

 

Discussion 
Integrins are implicated in different hallmarks of cancer as reviewed recently [16, 43–45]. 

Blocking their functions or inhibiting their expressions have been extensively studied in 

preclinical studies with encouraging results. Clinical trials however failed to demonstrate 

integrin inhibitors efficacy in different solid tumors including GBM [46]. Among others, lack 

of knowledge on the heterogeneity of integrin expressions in the tumor of patients may be 

involved in these clinical failures.  



 

Concerning more particularly the ITGA5, its role in human cancer has been reviewed in [47].  

Data confirm its role as a prognostic biomarker in solid tumors as for examples in laryngeal 

[48], head and neack [49], or oesophageal [50] squamous cell carcinoma. ITGA5 mediates 

tumor-stroma crosstalk to promote dissemination, metastasis and angiogenesis in liver, gastric, 

breast or pancreatic cancers [51–55]. In GBM, ITGA5 has been included in the mesenchymal 

subtype signature provided in the Verhaak classification [5]. Interestingly, its prognostic and 

therapeutic value has been confirmed in a recent publication which also demonstrated an impact 

of a high integrin expression on the tumor immune microenvironment [56]. Despite all the 

preclinical and clinical evidence that ITGA5 may be considered as a therapeutic target, clinical 

trials with Volociximab (a humanized anti-a5 antibody) failed [57]. We have shown previously 

that TMZ chemotherapy greatly affected the integrin repertoire in glioblastoma cells [41] 

suggesting that anti-integrin therapies must be adjusted to the right tumor progression time and 

to the right patient.  

 

To better understand the pattern of ITGA5 expression in GBM, we analyzed patient data and 

found that high integrin expressing tumors were correlated with exacerbated hypoxia pathway. 

Hypoxia is already known to maintain a GSC phenotype, to regulate their tumorigenic capacity 

and to initiate a mesenchymal switch [58–60]. We therefore focused on ITGA5 expression in 

GSC assuming that they are at the apex of tumor development and presumably at the origin of 

integrin expression heterogeneity. Our data confirm that not all GSC express ITGA5 and that 

hypoxia enhances it in selected cell lines. Results are in line with data showing a selective 

impact of hypoxia on the modulation of ITGA5 expression in breast cancer [61]. The hypoxic 

pathway is regulated by an induction of hypoxia-induced transcription factors, HIF-1a and HIF-

2a. Both HIFs bind to a consensus HIF-binding site on the ITGA5 gene promoter in breast 

cancer cells and both are involved in ITGA5 mRNA and protein expression in these tumors 

[61]. However, HIF-2a plays specific oncogenic roles in tumors [62] and particularly in GBM 

where it appears as a key regulator in the hypoxic niche to maintain GSC stemness [63]. Our 

results are in line with HIF-2a controlling ECM-GSC interactions through modulation of 

ITGA5 expression and ITGA5-dependent cell migration. Targeting hypoxia became an 

interesting way to fight hypoxic tumors and specific HIFs inhibitors were developed. We 

focused on HIF-2a selective inhibitors in our study : PT2977 and compound 2. This later 

molecule was one of the first small molecule designed in the field [39]. It binds only to the 



PAS-B domain (Per-ARNT-Sim-B) of HIF-2a thanks to the existence of a specific druggable 

pocket [39]. It prevents the HIF-2a / ARNT dimerization and transcription of HIF-2a target 

genes. PT2977 (Belzutifan) is a second-generation inhibitor that [38, 64, 65] was approved by 

the Food and Drug Administration (FDA) in 2021 for the treatment of Von Hippel-Lindau 

disease (VHL) in patients with renal cell carcinoma, central nervous system hemangioblastoma 

and pancreatic neuroendocrine tumors [66] HIF-2a inhibitors were able to decrease ITGA5 

expression and to inhibit GSC migration without affecting cell proliferation. Interestingly, 

combination of HIF-2a inhibitor with ITGA5 antagonist results in a strong anti-proliferative 

effect. These results suggest that other pathways are implicated in the modulation of ITGA5 

expression in GSC that remain to be explored. 

 

In conclusion, we demonstrated for the first time a link between HIF-2a and ITGA5 in GSC 

under hypoxic conditions. A combination of treatment with HIF-2a and ITGA5 inhibitors could 

be more effective in developing therapies targeting ITGA5 in GBM. Prescreening patients who 

express ITGA5 would optimize treatment efficacy to improve patient survival. 

 

 

Materials and methods 
Gene Set Enrichment Analysis 
To explore signaling pathways enrichment, Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) [67] was 

performed between low and high ITGA5 expression groups using GSEA Java software 

(https://www.gsea-msigdb.org/gsea/index.jsp version 4.2.3) with MSigDb Hallmark gene sets 

[68]. Transcriptomic data are obtained from Glioblastoma (GBM) cohort of TCGA. GBM 

samples are divided according to the median expression of ITGA5 gene into high and low 

expression groups. Only results from high ITGA5 expression groups are shown. 

 

Immunohistofluorescence 
The tissues were provided by the pathology department of the University Hospital of Amiens 

in the form of tumor sections fixed in formalin and embedded in paraffin (FFPE) (thickness 5 

μm). Human tumors were deparaffinized, rehydrated, and subjected to an antigen unmasking 

protocol using Dako (Tris/EDTA) pH9 retrieval solution (Agilent Technologies, Les Ulis, 

France). Blocking buffer (5% goat serum, 0.1% Tween-20, PBS) was applied for 1 h at room 

temperature. The ITGA5 protein (Table 1) was labeled with a rabbit antibody directed against 



the cytoplasmic tail of ITGA5 by overnight incubation at 4°C. After washing in 0.1% PBS-

Tween, the tissue sections were incubated for 1h with the corresponding secondary antibody. 

Nuclei were counterstained with DAPI (10 mg/mL, Sigma-Aldrich) and coverslips were 

mounted on a tissue section using Permafluor aqueous mounting medium (Fisher Scientific). 

Images were acquired using a Leica TCS SPEII confocal laser scanning microscope at 40X 

magnification from the PIQ Quantum Efficiency Strasbourg platform (http://quest.igbmc.fr/, 

accessed 2 July 2021). The following settings were applied for DAPI and Alexa FluorTM 647, 

respectively: DAPI: excitation wavelengths = 405 nm, laser power 15%, emission spectrum = 

430–480 nm, gain = 630 volts, offset = −0.36; Alexa Fluor® 647: Excitation wavelengths = 635 

nm, laser power 19.5%, emission spectrum = 647–740 nm, gain = 830 volts, offset = −0.53. All 

confocal microscope settings were kept constant between each staining experiment. The 

quantification of ITGA5 protein was estimated as the mean red fluorescence intensity (MFI) 

per field using ImageJ software version 1.50 [69], and the mean MFI (MMFI) was calculated 

for each tumor. 

 

Cell line and cell culture for neurosphere 
Patient-derived GBM stem cell lines were obtained. NCH644 and NCH421k glioma stem cells 

were provided by Dr. Herold-Mende (Department of Neurosurgery, University of Heidelberg, 

Germany). Glioma stem cells 3731 and 5706 were provided by Dr. Idbaih (Department of 

Neurologie 2-Mazarin in Hôpitaux Universitaires, Paris). TC7 and TC22 glioma stem cells are 

from patient-derived heterotopic xenografts (PDX) established in the laboratory. Cells were 

cultured in Dulbecco's Modified Eagle medium with nutrient Mixture F-12 and GlutaMAXTM 

(DMEMF12+GlutaMAXTM, GibcoTM), supplemented with 20% of BSA Insulin Transferrin 

(BIT-100, Provitro), 20ng/mL of EGF and 20ng/mL b-FGF (Reliatech). All cell lines were 

maintained in a 37°C incubator, humidified with 5% CO2. Neurospheres are dissociated every 

7 days with accutase (A6964, Sigma) and then put back into culture.  

 

Western Blot analysis 

Cells were directly lysed with 2X Laemmli (60mM Tris-HCl pH 6.8; 20% glycerol; 2% SDS; 

0.01% bromophenol blue) (Biorad) supplemented with 5% b-mercaptoethanol (Biorad) on ice 

and denatured at 95°C for 13 minutes. Lysates are electrophoresed using 4-20% SDS-PAGE 

polyacrylamide gels (Biorad) and then transferred to PVDF membrane (GE Healthcare, Velizy, 

France). PVDF membranes were blocked in Tris-buffered saline 0.1% Tween-20 (TBST) 

containing 5% nonfat milk for 1 h at room temperature and incubated overnight with 



corresponding primary antibody (Table 1) diluted in TBST containing 5% nonfat milk at 4 °C. 

Membranes were washed with TBST and incubated with horseradish peroxidase (HRP)-

conjugated secondary antibodies (table 1) diluted in TBST containing 5% nonfat milk at room 

temperature for 1 h. After washing, the blots were visualized using the enhanced 

chemiluminescence (ECL) system (ECL™ Prime Western Blotting System, GE Healthcare 

Bioscience) with a ImageQuant™ LAS 4000 analyser (GE Healthcare). Quantification of non-

saturated images was done using ImageJ software (National institutes of Health, Bethesda, MD, 

USA). For each experiment, 3 lysates from different cell cultures were used. Tubulin was used 

as the loading control for all samples. 

 

RT-qPCR analysis 
Cells are plated in a 6-well plate at a density of 1M cells/well in medium alone or in the presence 

of 20µM PT2977 or 20µM compound 2 for 24h in 1% O2 hypoxia. After 24 hours of incubation, 

the cells are washed with 1X PBS and then lysed with 600 µL of RLT plus buffer (Qiagen kit) 

in order to extract the RNA. The RNA extraction step is performed using a Qiagen kit (RNEasy 

Plus Mini Kit) consisting of a succession of cell filters through different columns to remove 

genomic DNA. The RNA concentration is then evaluated with a UV-Visible spectrophotometer 

NanoDropTMOne (ThermoFisher). Reverse transcription is performed using the "iScript™ 

Reverse Transcription Supermix" kit (Biorad). The samples are then placed in a thermal cycler 

(T100, Biorad) to perform the reverse transcription reaction with the iScript program. For RT-

qPCR, a reaction mixture is made for each primer (Table 3) using SYBR GreenTM as reagent 

and 15 µL are deposited in a MicroAmpTM 96-well optical reaction plate (Applied 

BiosystemsTM). The cDNA obtained from the reverse transcription is diluted 5 times and 5 µL 

of DNA is added to this mixture in the 96-well plate. RT-qPCR is performed with the 

StepOnePlusTM real-time PCR instrument (4376357, Thermofisher) and run on StepOneTM 

software (v2.3). The data is then analyzed using this software and RNA18S is used as an 

endogenous control.  

 

Transfection of siRNA 
Cells were seeded at a density of 500,000 cells/well in a 6-well plate previously coated with 20 

µg/ml cell-tak (CorningTM). The cells were then transfected with the corresponding siRNA 

(Qiagen) at 100nM for HIF-1a and 250nm for HIF-2a according to the following steps. A 

solution of siRNA at the corresponding concentration was prepared in 250µl of optiMEM as 

well as a solution of 5µl of lipofectamine 2000 (ThermoFisher) in 250µl of optiMEM. The 



solutions are then incubated at room temperature for 5 min. After incubation, the 250 µl of 

lipofectamine solution is mixed with the siRNA solution. The mixture is then left to incubate 

at room temperature for 25min. Finally, the lipofectamine/siRNA mixture is added to the cells 

in the culture medium. The cells are then placed in 1% O2 hypoxia for 48h. After 48h, cells are 

recovered in 2X Laemmli (60mM Tris-HCl pH 6.8; 20% glycerol; 2% SDS; 0.01% 

bromophenol blue) (Biorad) supplemented with 5% b-mercaptoethanol (Biorad) on ice and 

denatured at 95°C for 13 min. 

 

Proliferation assays (Incucyte®) 
A density of 3,000 stem cells/well or 15,000 differentiated cells/well was placed in a 96-well 

plate in the medium alone or with the corresponding treatments (Table 2).  The cells were then 

placed in a trigaz incubator, to modulate oxygen levels, containing the incucyte for 6 days at 

37°C, 5% CO2 in normoxia (20% O2) or hypoxia (1% O2). Cell proliferation assays were 

performed by real-time analysis using IncuCyte technology. Adherent cell confluence and 

neurosphere size (µm2) were monitored using an IncuCyteTM Zoom live cell analysis system. 

The IncuCyte® technology took images every 4 hours, cell area and confluence were measured 

and then normalized to time zero. 

 

Invasion assay 
Neurospheres are generated by the hanging drop method [70]. A cell suspension of 2000 

cells/20uL of growth medium supplemented with 20% methylcellulose (Sigma Aldrich, 

M0262) is deposited on the inner surface of a Petri dish. After 48 h, each spheroid was 

transferred to a 24-well plate coated with poly-L-lysine (Sigma Aldrich, P8920) or fibronectin 

(Promocell, C-43060) (1 sphere per well) with medium alone or with the corresponding 

treatment (Table 2). The cells were then placed in 20% O2 normoxia or 1% O2 hypoxia in a 

trigaz incubator. Invasion was monitored for 24 hours and then spheroids were fixed with 1% 

(vol/vol) glutaraldehyde (Thermo Fisher Scientific, 16400) for 30 minutes, followed by DAPI 

staining (Sigma Aldrich, D9542) at 1µg/mL for 45 minutes. An epifluorescence microscope is 

used to take pictures. Using ImageJ software and a macro made in our laboratory, the number 

of migrating cells, the surface area of the spheroid and the distance to which the cells have 

migrated are determined. 

 

 

 



FACS analysis 
After counting the dissociated stem cells, a pellet of 100 000 cells was made. 3 washes with 

PBS 1X / BSA 1% were performed and then the cell pellets were resuspended and incubated 

for 30min at 4°C with the corresponding primary antibodies. the cells were then centrifuged at 

2500 rpm for 1 min at 4°C and then washed twice with PBS 1X / BSA 1%. After the washes, 

the pellets were resuspended and incubated for 30 min at 4°C in the dark with the corresponding 

secondary antibodies. 2 washes with 1X PBS / 1% BSA were performed and then the cells were 

resuspended in 1X PBS. The samples were then run on a flow cytometer. The results were 

analyzed with the FCSalyzer 0.9.22-alpha software.  

 

Subcellular fractionation 
After counting the dissociated stem cells, a pellet of 5M cells was made. A cell compartment 

kit for subcellular fractionation of cells was used (Qproteome cell compartment, Qiagen kit). It 

consists of the sequential addition of different extraction buffers to a cell pellet followed by a 

succession of centrifugations. Proteins from different cellular compartments are selectively 

isolated (cytosol, membrane, nucleus and cytoskeleton). The protein concentration is evaluated 

with a UV-Visible NanoDropTMOne spectrophotometer (Thermo Fisher). 10µg of proteins 

were lysed in 200µl of 2X Laemmli (60 mM Tris-HCl pH 6.8; 20% glycerol; 2% SDS; 0.01% 

bromophenol blue) (Biorad) supplemented with 5% b-mercaptoethanol (Biorad) on ice and 

denatured at 95°C for 13 min. Each compartment was checked by Western blot with the 

corresponding antibodies (Table 1). 

 

Statistics 
Statistical significance for the tumour growth from day 0 to day 6 was analysed by paired t-

tests. Statistical significance between the normoxic and hypoxic conditions was performed 

using unpaired t-tests. P < 0.05 was considered to be significant, and *P < 0.05, **P < 0.01, 

***P < 0.001. Results are shown as mean and the error bar represents the standard error of mean 

(SEM). Technical or biological replicates as indicated in the figure legend. Graphpad Prism 

Version 8 was used to analyze the data. 
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Figure legends 
 
Figure 1 : Integrin α5 expression is linked to hypoxia and EMT in glioblastoma 
patients. 
Hypoxia and epithelial mesenchymal transition pathways were significantly enriched in 
samples with elevated ITGA5 expression. A - Analysis of the mRNA level of ITGA5 according 
to the TCGA database (collaboration with Pr. Elati, Lille). B - ITGA5 mRNA level analysis 
according to IVY database. C - Top 5 positively enriched biological pathways from GSEA 
(Gene set enrichment analysis) hallmark gene sets. Enrichment plots generated by the GSEA 
tool of two most enriched gene sets of the MSigDb “hallmark gene set” : Hypoxia and EMT 
pathways. Normalized enrichment score (NES) is a relative value of enrichment which indicates 
how positive the enrichment of gene set is, compared to other gene sets. GSEA of Hallmark 
Hypoxia and Epithelial to Mesenchymal transition gene sets to high expression of ITGA5 in 
TCGA GBM cohorts, along with normalized enrichment score (NES) and false discovery rate 
(FDR). Each vertical line of the barcode represents a gene. Most genes on the left positively 
correlate with high expression of ITGA5 samples, most genes on the right correlate negatively 
with ITGA5 samples. As vertical lines of the barcode are overrepresented at the left side of the 
graph, this means many of the genes within the Hypoxia and Epithelial to Mesenchymal 
Transition gene set are positively correlated/enriched within samples with high expression of 
ITGA5. The score relating to this enrichment (enrichment score or ES) is indicated by the green 
line. D - Quantification ITGA5 protein expression level in GBM. Representative cases of 
immunostaining of ITGA5 intratumoral heterogeneity (magnification 40X). 
 
 
 
Figure 2 : ITGA5 expression in GBM stem cells in hypoxic conditions. 
Western blot analysis of ITGA5 expression and hypoxia markers in different GBM stem cell 
lines. The analysis of the expression of the proteins of interest is represented : in light grey for 
the cells after dissociation of the neurospheres ; in dark gray for neurospheres cultivated in 
normoxia 20% O2 for 6 days ; in red for neurospheres cultivated in 1% O2 hypoxia for 6 days. 
Relative quantifications of ITGA5 expression and hypoxia markers expression (HIF-1a and 
HIF-2a) were performed according to the expression of tubulin. Data represent the mean ± 
S.E.M of 3 independent experiments with *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,005. 
 
 
Figure 3 : Impact of hypoxia in ITGA5 expression. 
Hypoxia induces a progressive increase of ITGA5 expression in parallel with a gradual increase 
of HIF-2!. A - Western blot analysis of ITGA5 expression and hypoxia-induced factors, HIF-
1! and HIF-2!. The expression of these proteins of interest was observed kinetically in hypoxic 
conditions within the neurospheres. The relative quantifications of each protein were performed 
according to the expression of tubulin. The analysis of the expression of the proteins of interest 
is represented : in grey for the cells after dissociation of the neurospheres ; in red for 
neurospheres cultivated in 1% O2 hypoxia for 24h, 48h and 72h. Data represent the mean ± 



S.E.M of 3 independent experiments with *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,005; ns = non-
significant. B - Linear regression analysis was performed using Prism software based on the 
relationship between HIF-1! or HIF-2! expression with ITGA5 expression using Western blot 
data of GBM stem cell lines. 
 
 
Figure 4 : Involvement of HIF-2! in increased expression of ITGA5 in GBM stem cells in 
hypoxic conditions.  
The results show a link between ITGA5 expression and HIF-2!. A - Western blot analysis of 
the effect of irinotecan treatment on the expression of hypoxia-induced factors and ITGA5. 
Stem cells were treated with 2,5 µM irinotecan for 72 h in 1% O2 hypoxia. The relative 
quantifications of each protein were performed according to the expression of tubulin. B - 
Western blot analysis of the impact of siRNAs directed against HIF-1! or HIF-2! on ITGA5 
expression. Stem cells were treated with 100 nM siRNAHIF-1! or 250 nM siRNAHIF-2! for 
48 h in 1% O2 hypoxia. Relative quantifications of ITGA5 expression were performed 
according to the expression of tubulin. C - Analysis of the effect of treatment with specific HIF-
2! antagonists on ITGA5 expression in GBM stem cells. Cells were treated with 20µM PT2977 
or 20µM Compound 2 for 24h (RT-qPCR analysis) or 72h (WB analysis) in 1% O2 hypoxia. 
Relative quantifications of the different expressions were performed based on the expression of 
RNA18S (RT-qPCR) or tubulin (WB). The analysis of the expression of the proteins of interest 
is represented : in grey for the cells after dissociation of the neurospheres ; in red for 
neurospheres cultivated in 1% O2 hypoxia. Data represent the mean ± S.E.M of 3 independent 
experiments with *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,005; ns = non-significant. 
 
 
Figure 5 : Phenotypic study, integrin !5 involved in tumor migration and aggressiveness.  
We have 6 different stem cell lines in the laboratory. A - Stem cell proliferation monitoring 
using incucyte technology. The graph represents the fold increase in the size of the spheres at 
144h (D6) in normoxia 20% O2 vs in hypoxia 1% O2. Cells cultured in normoxia are represented 
in gray. The red represents the !5+ integrin lines cultured in hypoxia and blue the !5- integrin 
lines cultured in hypoxia. Results were reported at t0. B - Evaluation of the inhibition of ITGA5 
and HIF-2! expression on cell proliferation by Incucyte technology. The graph represents the 
size of the spheres at 144h (D6) relative to t0. A concentration range with FR248 (ITGA5 
antagonist) was first performed. This was then combined with 20 µM of Compound 2 (HIF-2! 
antagonist). C - Study of the impact of ITGA5 expression on cell migration. A sphere was 
formed for 48 hours then deposited either on poly-L-lysine or on fibrinectin. After 24 hours of 
migration in normoxia or hypoxia, marking with DAPI was carried out. D - Evaluation of the 
inhibition of HIF-2! on stem cell migration. The same experiment as above was performed but 
with deposition of the spheres on fibronectin only. The spheres were treated with 20 µM of 
PT2977 or Compound 2 following deposition. 
 
 
 
 



Supplemental figure 1 : Heterogeneity and membrane localisation of ITGA5 expression 
in GBM stem cells. 
Intertumoral heterogeneity of ITGA5 expression on the cell surface. A - FACS analysis of 
ITGA5 expression in different GBM stem cell lines. In blue the ITGA5-negative stem cells and 
in red the ITGA5-positive stem cells. B - Fractionation of stem cells and western blot analysis 
of fractions. Evaluation of ITGA5 expression and markers of each cell compartment. 
 
Supplemental figure 2 : Increased ITGA5 expression in chemically induced hypoxia. 
The NCH421k (a5-) and TC22 (a5+) lines were subjected to 1% O2 hypoxia for 24h, 48h and 
72h. These two lines were then treated with 50 µM or 200 µM CoCl2 (cobalt chloride) and DFO 
(desferrioxamine) for 24h, 48h and 72h to mimic hypoxia chemically. Relative quantifications 
of ITGA5, HIF-1a and HIF-2a expression were performed in relation to tubulin expression. 
The analysis of the expression of proteins of interest is presented: in gray for cells after 
dissociation of neurospheres; in red for neurospheres cultured in 1% O2 hypoxia; in orange for 
neurospheres treated with 50 µM CoCl2 or DFO and in light red for neurospheres treated with 
200 µM CoCl2 or DFO.  
 
Supplemental figure 3 : ITGA5 persists in normoxic conditions. 
Hypoxia induces a progressive increase of ITGA5 expression in parallel with a gradual increase 
of HIF-2!. Western blot analysis of ITGA5 expression and hypoxia-induced factors after 
neurospheres were placed back into normoxic conditions. Neurospheres were cultured under 
kinetic hypoxia conditions (24h, 48h, and 72h), and then after 72 hours of hypoxia, 
neurospheres were placed under normoxic conditions. Relative quantifications of ITGA5 
expression were performed in relation to tubulin expression. The analysis of the expression of 
proteins of interest is presented: in gray for cells after dissociation of neurospheres; in red for 
neurospheres cultured in hypoxia at 1% O2 then in normoxia at 21% O2. Data represent the 
mean ± S.E.M of 3 independent experiments with *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,005; ns = 
non-significant. 
 
Supplemental figure 4 : Decrease in the expression level of HIF-2! after treatment with 
compound 2. 
The results show a better efficiency of Compound 2 for the inhibition of HIF-2!. RT-qPCR 
analysis of HIF-2! specific inhibition on VEGF. The cells were treated with 20µM PT2977 or 
20µM Compound 2 for 24h in hypoxia at 1% O2. The relative quantifications of the expression 
VEGF were carried out according to the expression of ARN18S. The analysis of the expression 
of mRNA of interest is represented: in grey for cells after dissociation of neurospheres; in red 
for neurospheres cultivated in hypoxia at 1% O2. The data represent the SEM average of 3 
independent experiments with *p < 0.05; ns = non-significative. 



Figure 1 : ITGA5 expression is linked to hypoxia and EMT in glioblastoma patients.
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Supplemental figure 1 : Heterogeneity and membrane localisation of ITGA5 expression in GBM stem cells.
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Figure 2 : ITGA5 expression in GBM stem cells in hypoxic conditions.
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Supplemental figure 2 : Increased ITGA5 expression in chemically induced hypoxia.
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Figure 3 : Impact of hypoxia in ITGA5 expression.
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Supplemental figure 3 : ITGA5 persists in normoxic conditions.

Supplemental figure 4 : Decrease in the expression level of HIF-2! after treatment with compound 2.
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Figure 4 : Involvement of HIF-2! in increased expression of ITGA5 in GBM stem cells in hypoxic conditions.
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Table 1 : List of antibodies used during the different experiments.

Table 2 : List of drugs used during the different experiments.

Drugs list
Label Reference Concentration

Irinotecan MedChemExpress (HY-16562) 2,5 µM

PT2977 MedChemExpress (HY-125840) 20µM

Compound 2 Collaboration Dr. Tambar UK., Dallas 20µM

FR248 Collaboration Dr. Kessler H., Munich 5µM ; 10 µM ; 20 µM

Antibodies list
Label Reference Species Dilution

ITGA5 Cell signaling (D7B7G ) Rabbit 1/1000 (WB)

ITGA5 BDBioscience IIaI (555614 ) Mousse 1/100 (FACS)

ITGA5 Millipore (AB1928) Rabbit 1/300 (IF)

HIF-1a Abcam (ab51608 ) Rabbit 1/1000 (WB)

HIF-2a Novus (Nb100-122) Rabbit 1/1000 (WB)

CA9 Abcam (ab15086) Rabbit 1/1000 (WB)

a-Tubulin Sigma-Aldrich (T9026) Mousse 1/1000 (WB)

Cadhérine Proteintech (20874-1-20ul) Rabbit 1/5000 (WB) 

Vimentine Proteintech (60330) Mousse 1/5000 (WB)

Histone Cell signaling (2595) Rabbit 1/1000 (WB)

Anti-rabbit IgG-HRP Promega (W4018) Goat 1/10000 (WB)

Anti-mousse IgG-HRP Promega (W4028) Goat 1/10000 (WB)

Alexa fluorTM 647 rabbit IgG Invitrogen (A32733) Goat 1/200 (IF)

Primers list
Label Reference Primer sequence Forward Primer sequence Reverse

ITGA5 Invitrogen

5’-

TGCTGACTCCATTGGTTTCAC

AG-3’

5’-

TCTCTCTGCAATCCTCTCGAGC-

3’

RNA18S Invitrogen

5’-

TGTGGTGTTGAGGAAAGCAG-

3’

5’-TCCAGACCATTGGCTAGGAC-

3’

Primers list
Label Reference Transcrit
VEGF Giagen (PPH00251C-200) NM_001025366 (3677pb)

Table 3 : List of primers used during the different experiments.
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II. Résultats supplémentaires (suite publication 1) 

1. Introduction 

Nous avons montré dans l’article précédent que les expressions de HIF-2a et de l’intégrine a5 

étaient en relation dans des conditions hypoxiques. Cependant l'inhibition de l'expression de 

l’intégrine a5 par l'inhibition spécifique de HIF-2a n'est pas totale et ne concerne que la portion 

surexprimée par l’hypoxie. De plus, HIF-2a est également exprimé (mais plus faiblement) dans 

les lignées de cellules souches de GBM sans permettre une expression de l’intégrine a5. Les 

expériences décrites ont été faites sur des lignées de cellules souches in vitro et demandent 

confirmation in vivo. Dans cette partie, les résultats préliminaires (en cours de finalisation) sont 

décrits pour d’une part appréhender de façon plus générale l’hétérogénéité moléculaire des 

cellules souches de GBM et en particulier pour l’expression de l’intégrine a5 et d’autre part 

pour évaluer la capacité des différentes lignées à former des tumeurs in vivo par l’imagerie TEP 

dans la souris Nude. 
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Figure 23 : Un réseau de régulateurs spécifique des GBM 
A - Exemple d’un réseau de régulateur de la lignée TC22. Ce réseau représente l'activité des facteurs de 
transcription et des gènes associés. L’importance des régulateurs sont en fonction de la taille des ronds. 
Les ronds en rouge représentent les régulateurs activés et en bleu les régulateurs pas activés. B - 
Cartographie des 5 nouvelles sous-classes de GBM basée sur l’influence des facteurs de transcriptions 
de chaque échantillon, déterminées à partir de l'expression de leurs gènes cibles. Trois de nos lignées 
souches et leurs congénères différenciés ont été placés sur cette carte. En vert la lignée NCH421k souche 
(421k S) et différenciée (421k D) ; En bleu le lignée NCH644 souche (644 S) et différenciée (644 D) ; 
En orange la lignée TC22 souche (TC22 S) et différenciée (TC22 D). C - Tableau récapitulatif des 5 
sous-classes avec les caractéristiques moléculaires de chaque sous-classe.  
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2. Un réseau de régulateurs spécifique des GBM 
Le projet s'est appuyé sur une étude collaborative avec l'équipe du Pr. Elati (Canther, Lille) 

pour identifier un réseau de régulateurs spécifiques du GBM en utilisant une approche de 

biologie des systèmes. L’exploitation de la banque de données CCLE 2019Q1 sur des lignées 

cellulaires de GBM permet de proposer un réseau de régulateurs/corégulateurs qui définit 

spécifiquement un GBM. Dans ce réseau de régulateurs, l'importance des facteurs de 

transcription est représentée par la taille des cercles et l'activation par la couleur (en rouge le 

régulateur est activé ; en bleu le régulateur n'est pas activé) (Figure 23A). Les données 

transcriptomiques de plus de 1500 tumeurs de patients atteints d’un GBM issu de la banque de 

données GlioVis, ont été appliquées à ce réseau et mettent en évidence 5 sous-classes montrant 

une activité différentielle des facteurs de transcription du réseau. Les sous-classes définies par 

Verhaak (proneural, classique et mésenchymal) y sont retrouvées mais 2 classes 

supplémentaires ont été mises en évidence, découpant les tumeurs classiques en 3 sous-groupes 

différenciés par le réseau et permettant une précision de la classe classique de Verhaak. Une 

cartographie de ces 5 sous-classes a été réalisée (Figure 23B et C). L’application de ce réseau 

à des données transcriptomiques, obtenues dans différentes conditions de culture de cellules, 

permet par exemple de comparer l’impact de la différenciation ou de l’hypoxie sur l’activité 

des régulateurs ou de comparer des données issues de patients au diagnostic par rapport à la 

récidive. Grâce à ce réseau, il est possible de mesurer l’impact d’une activation/inhibition d’un 

régulateur donné sur ses gènes cibles. Les données RNAseq de trois de nos lignées souches vs 

leurs congénères différenciés ont été appliquées au réseau. Cela a permis de classer ces 3 lignées 

cellulaires en fonction des 5 sous-classes de GBM (Figure 23B). A l’état souche, NCH644 et 

NCH421k se retrouvent dans la classe C2 (regroupant les tumeurs proneurales) et TC22 dans 

la classe C3 (une des sous-classes des tumeurs classiques). Après différentiation ces 3 lignées 

montrent une évolution et changent de classes. Par exemple, la lignée NCH421k à l’état souche 

appartient à la sous-classe C2 et à l’état différencié cette lignée se retrouve dans la sous-classe 

C3 qui correspond à la classe classique de Verhaak (Figure 23B et C). Les 2 lignées NCH644 

et TC22 différenciées se retrouvent dans le groupe C0 apparenté à la classe mésenchymale de 

Verhaak. Ainsi en comparant deux états cellulaires, ce réseau de régulateurs montre la plasticité 

des cellules de GBM à évoluer d’une classe à une autre. Ce réseau représente un outil intéressant 

pour l’identification de cible thérapeutique dans le GBM en comparant deux conditions et en 

étudiant les différences d’activation des régulateurs impliqués dans chaque condition. Les 

données RNAseq de toutes les lignées étudiées, en cellules souches, différenciées ou en hypoxie 

sont disponibles et sont en cours d’exploration par le réseau de régulateurs.  
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Figure 24 : Compétition entre HIF-2a et AhR pour la dimérisation à l’ARNT.  
A - Identification d'un nouveau régulateur de l'expression de l’intégrine a5 à l'aide de données 
bioinformatiques. Un réseau de régulateurs spécifiques du GBM a été identifié en utilisant une approche 
de biologie des systèmes. Ce réseau représente l'activité des facteurs de transcription et des gènes 
associés. La taille des cercles indique l'importance du facteur de transcription et la couleur indique son 
activité : en rouge le régulateur est actif ; en bleu le régulateur est inactif. B - Représentation schématique 
de la compétition entre HIF-2! et AhR dans le noyau pour la dimérisation à ARNT. Figure crée avec 
https://biorender.com/.  C - Analyse protéique de l'expression de l’intégrine a5 en relation avec HIF-2! 
et l'expression d'AhR au sein de nos différentes lignées de cellules souches en condition hypoxique et 
normoxique. Des quantifications relatives de l'expression d'AhR ont été réalisées en fonction de 
l'expression de la tubuline. L'analyse de l'expression d'AhR est représentée : en gris clair pour les cellules 
après dissociation des neurosphères ; en gris foncé pour les neurosphères cultivées en normoxie 20% O2 
pendant 6 jours ; en rouge pour les neurosphères cultivées en hypoxie 1% O2 pendant 6 jours. Les 
données représentent la moyenne ± S.E.M de 3 expériences indépendantes avec *p < 0,05 ; **p < 0,01 
; ***p < 0,005 ; ns = non significatif.  
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3. Régulation de l’intégrine a5  

L’étude des 5 sous-classes montre que l’on retrouve une expression élevée de l’ARNm de 

l’intégrine a5 uniquement dans la classe C0 apparentée à la sous-classe mésenchymale de 

Verhaak (Figure 23C). Il est intéressant de noter que HIF-2a (ou EPAS1) (et non HIF-1a) est 

retrouvé dans le réseau de régulateurs confirmant son rôle dans le GBM (Figure 23C). En 

mettant en relation les activités des régulateurs avec l’expression de l’intégrine a5 pour chaque 

lignée cellulaire, nous pourrons identifier les régulateurs potentiellement impliqués dans la 

modulation de l'expression de l’intégrine a5. L’étude du réseau de la lignée NCH421k révèle 

une inactivation de HIF-2a en relation avec sa faible expression dans cette lignée (Figure 2 de 

la publication 1). Cela pourrait expliquer l'absence d'expression de l’intégrine a5 dans cette 

lignée. Dans la lignée NCH644, nous observons une activation de HIF-2a, alors que cette lignée 

n'exprime pas l'intégrine a5 en condition basale ou hypoxique (Figure 2 de la publication 1). 

On peut faire l’hypothèse d’une contre régulation de HIF-2a par un autre facteur de 

transcription Par contre, dans le réseau correspondant à la lignée TC22, HIF-2a est activé et 

l’intégrine a5 est exprimée (Figure 24A). 

 

En comparant le réseau de ces 3 lignées, on peut remarquer une activation dans la lignée 

NCH644 et une inactivation dans la lignée TC22 de AhR (Aryl hydrocarbon receptor). Cette 

différence de régulation apparait intéressante car ce facteur de transcription a le même mode 

d'activation que HIF-2a. C'est un récepteur nucléaire qui se transloque dans le noyau lors de 

son activation pour se dimériser avec la sous-unité ARNT (Aryl hydrocarbon receptor nuclear 

translocator) et exercer son action de facteur de transcription (347) comme HIF-2a. Nous avons 

émis l'hypothèse d’une compétition entre AhR et HIF-2a pour la dimérisation avec ARNT 

(Figure 24B). Si cette hypothèse est vraie, une expression/activation élevée de AhR empêcherait 

la fonction de HIF-2a. Nous avons donc mesuré l’expression de AhR dans les lignées. La 

quantification du niveau de l'expression d'AhR a été faite par rapport à la lignée NCH421k qui 

n’exprime ni AhR ni l’intégrine a5. Les résultats indiquent une forte expression d'AhR dans les 

lignées n’exprimant pas l’intégrine a5 (NCH644, 5706 et TC7) et plus faible ou nul dans les 

lignées capables d’exprimer l’intégrine a5 (TC22 et 3731) (Figure 24C).  
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Les résultats semblent être en accord avec les informations obtenues par le réseau. Cette 

hypothèse d’une relation inverse entre l’expression de AhR et HIF-2a et l’expression de 

l’intégrine a5 doit cependant être vérifiée. Nous inhiberons l’expression d’AhR par des siRNA 

dans les lignées qui n’expriment pas l’intégrine a5 en espérant ainsi induire son expression par 

activation du complexe HIF-2a/ARNT.  
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Figure 25 : Impact de la différenciation des cellules souches. 
A – Expression de l’intégrine a5 après différenciation des CSG. La GFAP est un marqueur de 
différenciation astrocytaire. B - Étude de la prolifération cellulaire par la technologie IncucyteÒ. Le 
graphique représente la confluence des puits à 144h (J6) en normoxie 20% O2 vs en hypoxie 1% O2. Les 
cellules cultivées en normoxie sont représentées en gris (intégrine !5+ sauf lignée NCH421k !5-). Le 
rouge représente les lignées intégrine !5+ cultivées en hypoxie et le bleu représente les lignées intégrine 
!5- cultivées en hypoxie. Les données représentent la moyenne ± S.E.M de 3 expériences indépendantes 
avec *p < 0,05 ; **p < 0,01 ; ***p < 0,005.  
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4. Étude après différenciation 

Après avoir étudié l’expression de l’intégrine a5 au sein de différentes lignées de CSG, nous 

avons évalué l’expression de cette intégrine après différenciation des cellules souches. La 

GFAP a été utilisé comme marqueur de différenciation. Nous avons constaté que les lignées 

déjà positives à l’état de cellules souches pour l’intégrine a5 (TC22 et 3731) restaient positives 

après différenciation. La lignée NCH421k qui était négative pour l’intégrine a5 ne l’exprime 

toujours pas après différenciation. Cependant les lignées NCH644, 5706 et TC7 qui 

n’exprimaient pas l’intégrine a5 à l’état de cellules souches, l’exprime après différenciation 

des cellules (Figure 25A). Ces résultats sont à mettre en relation avec les données du réseau 

concernant la lignée NCH644. Après différentiation, la lignée NCH644 se retrouve comme la 

lignée TC22 dans la classe C0 regroupant les tumeurs mésenchymales. Ces résultats montrent 

une plasticité des cellules souches à exprimer l’intégrine a5 après différenciation favorisant 

l’hétérogénéité inter- et intratumorale.  

 

Nous avons par la suite évalué la prolifération cellulaire des cellules après différenciation en 

hypoxie 1% O2 vs normoxie 20% O2. Nous avons d’abord observé que la lignée négative pour 

l’intégrine a5 (NCH421k) ne proliférait pas. Ces résultats suggèrent que la prolifération des 

cellules différenciée est influencée par l'expression de l'intégrine !5 contrairement aux cellules 

souches. Les résultats montrent également une prolifération cellulaire ralentie en hypoxie pour 

les lignées TC22, TC7 et NCH644 (Figure 25B). Ces premiers résultats indiquent que les 

cellules différenciées ont une capacité d’adaptation inférieure en condition hypoxique par 

rapport aux cellules souches qui gardent une bonne prolifération cellulaire en hypoxie. Il serait 

intéressant d’étudier l’expression de l’intégrine a5 dans les cellules différenciées en condition 

hypoxique pour évaluer si son expression diminue et voir si cela pourrait être la cause d’une 

prolifération ralentie.  
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Figure 26 : Évaluation de la croissance tumorale par imagerie TEP. 
A - Protocole suivie pour les injections orthotopiques des cellules souches. 200 000 cellules ont été 
injectées en intracérébrale puis 10 à 15 jours après les injections la première séance d’imagerie a été 
réalisée. 1 séance par semaine pendant 3 à 4 semaines est réalisée. Lorsque les souris ont atteint leurs 
points limites (perte de poids et/ou symptômes neurologiques) ces dernières ont été sacrifiées.  B - Suivie 
de la progression tumorale avec la [18F]-FET. Images 3D-MIP (maximum intensity projection) en coupe 
frontale des souris obtenues lors des séances TEP et représentation graphique de la quantification du 
volume tumoral (à 40% de la SUV) et de l’index de l’activité tumorale en fonction des jours post-
injection. C - Suivie de la prolifération cellulaire avec la [18F]-FLT. Images 2D en coupe frontale des 
souris et représentation graphique de la quantification du volume tumoral (à 40% de la SUV) et de 
l’index de l’activité tumorale en fonction des jours post-injection. D - Photo de cerveaux récupérés après 
sacrifice des souris fixé en PFA. Cerveau transplanté avec la lignée NCH421k à gauche et avec la lignée 
TC22 à droite. E - Représentation graphique de la courbe de survie des souris imagées avec la [18F]-FET 
et la [18F]-FLT. F – Évaluation de l’hypoxie tumorale avec le [18F]-FMISO. Images 3D-MIP (maximum 
intensity projection) en coupe frontale des souris lors des séances TEP. Un exemple en coupe sagittale 
d’une souris au 9ème jour après l’injection est représenté. La flèche orange montre le point d’injection.   
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5. Études in vivo par TEP 

L’hétérogénéité de l’expression d’une cible thérapeutique, telle que l’intégrine a5, dans les 

cellules souches de GBM est liée aux caractéristiques moléculaires initiales de la cellule mais 

également au microenvironnement qu’elle rencontre (par exemple dans les niches hypoxiques). 

Les conclusions des expériences précédentes ont été obtenues in vitro. Il est important de les 

soutenir par des expériences in vivo. Nous nous sommes intéressés à la capacité des cellules 

souches à induire une tumeur in vivo et de l’impact de l’expression de l’intégrine dans ces 

cellules. Nous avons choisi de suivre les tumeurs de façon non invasive par imagerie TEP. Pour 

ces expériences nous avons sélectionné trois lignées qui expriment différentiellement 

l’intégrine a5 in vitro : la lignée NCH421k qui n’exprime jamais l’intégrine a5, la lignée TC22 

qui exprime l’intégrine a5 à l’état souche et différencié et la lignée NCH644 qui exprime 

l’intégrine a5 seulement après différenciation mais jamais à l’état de cellules souches (Figure 

26A). Dans un premier temps, nous avons effectué des xénogreffes hétérotopiques sous-

cutanées dans des souris Nude NMRI femelle. Différentes densités cellulaires ont été testées 

mais aucune prise de tumeur n’a pu être mise en évidence suggérant le rôle important d’un 

microenvironnement approprié pour la formation d’une tumeur.  

Des greffes orthotopiques dans le cerveau (striatum gauche) de souris Nude NMRI ont été 

effectuées. Un suivi de la croissance tumorale a été réalisé par imagerie TEP (Figure 26A). 

Plusieurs radioligands synthétisés au laboratoire de l’IPHC (plateforme CYRCE) ont été testés. 

La [18F]-FET ([18F]-fluoro-éthyl-L-tyrosine) permet de suivre la progression tumorale au cours 

du temps. Une souris contrôle (sans injection de cellules tumorales) permet de vérifier que le 

milieu avec lequel les cellules ont été injectées n’induit pas de toxicité pour la souris. Chaque 

lignée cellulaire a été injectée dans un groupe de 5 souris. Lors de la quantification des résultats 

l’hémisphère droit (tissu sain) a été utilisé en contrôle pour normaliser les résultats (voir 

matériels et méthodes pour la description du protocole). En ce qui concerne la lignée TC22, une 

prise de tumeur est observée dès le 17e jour. Toutes les souris de ce groupe ont été sacrifiées 

avant la dernière séance d’imagerie car elles avaient atteint leur point limite (atteinte 

locomoteur et/ou perte de poids des souris). Les xénogreffes des lignées NCH644 et NCH421k 

sont visibles par TEP [18F]-FET à partir du 24ème jour et du 31e jour après injection 

respectivement (Figure 26B). Ces résultats montrent également une prise de tumeur et une 

progression tumorale plus rapide pour une lignée positive in vitro pour l’intégrine a5 (TC22) 

par rapport à une lignée négative (NCH421k). Ces données suggèrent une implication 
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potentielle de l’intégrine a5 dans la progression tumorale in vivo des lignées de cellules souches 

de GBM. La [18F]-FET apparait comme un radiotraceur pertinent pour le suivi de la progression 

tumorale.  

 

Nous avons ensuite évalué la capacité proliférative de ces trois lignées cellulaires in vivo en 

utilisant le radiotraceur [18F]-FLT ([18F]-fluoro-thymidine) qui est un marqueur de prolifération. 

Le même protocole a été utilisé avec 3 séances d’imagerie au lieu de 4 dans le protocole 

précédent (problème de disponibilité du PET-scan). La 1ère séance de TEP a été réalisée 19 jours 

après injection des cellules. Ce radiotraceur émet un signal plus faible que la [18F]-FET. Les 

images représentées dans la figure 3C sont celles obtenues en 2D car en 3D-MIP (maximum 

intensity projection) le signal n’est pas assez élevé pour être visible. Les résultats ont montré 

un volume tumoral plus important pour la lignée positive à l’intégrine a5 (TC22) par rapport à 

la lignée négative (NCH421k). On observe un volume tumoral moyen de 14 mm3 à 26 jours 

après l’injection des cellules TC22 tandis que les tumeurs obtenues avec les cellules NCH644 

atteignent ce volume (16 mm3) à 33 jours après l’injection. Les tumeurs obtenues avec les 

cellules NCH421k n’atteignent qu’un volume de 6 mm3 lors de la dernière séance de TEP. La 

lignée positive pour l’intégrine a5 (TC22) montre également une captation du radiotraceur 

(index de l’activité tumorale) plus importante par rapport à la lignée négative (NCH421k) qui 

ne présente pas de prolifération cellulaire détectable (Figure 26C). L’utilisation de ce 

radiotraceur suggère une implication de l’intégrine a5 dans la prolifération cellulaire entrainant 

une progression tumorale plus rapide et affectant la survie des souris. En compilant les données 

obtenues avec les deux radiotraceurs ([18F]-FET et [18F]-FLT), les résultats montrent que les 

souris de la lignée TC22 ont une survie moins importante que les deux autres lignées (Figure 

26D).  

 

Nous avons montré in vitro que l’expression de l’intégrine a5 était modulée par l’hypoxie. 

Nous avons donc évalué l’hypoxie intratumorale à l’aide du [18F]-FMISO ([18F]-fluoro-

misonidazole) qui est un marqueur hypoxique. Le protocole utilisé pour les radiotraceurs 

précédents a été appliqué pour ces expériences. Curieusement un signal était détecté dès le 9ème 

jour après injection des cellules pour toutes les lignées. Ce signal se positionne en avant du 

cerveau et représente un marquage non-spécifique et non tumoral de ce radiotraceur. En 

analysant ce marquage plus en détail nous observons en coupe sagittale le point d’injection des 

cellules montré par une flèche sur la figure 26E. Mais le signal se situe plus haut, au niveau du 



 - 156 - 

museau de la souris confirmant l’aspect aspécifique du marquage par ce radiotraceur (Figure 

26E). Récemment il a été montré que le FMISO et ses dérivés marqués au 18F ou au 64Cu 

pouvaient être captés par le bulbe olfactif chez l’animal qui serait sensible à l’hypoxie. Il a 

également été montré qu’une anesthésie par inhalation pouvait réduire la pression partielle en 

oxygène et ainsi favoriser la captation du FMISO par le bulbe olfactif [348–350]. Par 

conséquent l’utilisation de ce radiotraceur dans le petit animal n’est pas appropriée pour la 

quantification de l’hypoxie des tumeurs cérébrales en utilisant ce protocole. Pour éviter la 

captation du FMISO au niveau du bulbe olfactif il faudrait trouver une alternative à l’anesthésie 

par l’isoflurane en utilisant un anesthésiant par injection sous-cutanée par exemple. 

L’utilisation du [18F]-FAZA (18F-fluoroazomycine arabinoside), un nitroimidazole de 

deuxième génération pourrait également être une bonne alternative pour étudier l’hypoxie des 

tumeurs cérébrales. Il a été montré que ce radiotraceur présente une demi-vie biologique plus 

longue et un contraste plus élevé avec les tissus non marqués par rapport au [18F]-FMISO. Le 

[18F]-FAZA présente également une meilleure qualité d'image due à un rapport tumeur sur bruit 

de fond amélioré. Cependant, il est plus hydrophile que le [18F]-FMISO et s'accumule 

difficilement dans les tumeurs dont la BHE est préservée [351–355].   

 

L’équipe de Notni et al. [356] a mis au point un radiotraceur marqué au 68Ga hautement 

spécifique de l’intégrine a5b1 et testé chez les rongeurs, le [68]Ga-aquibeprin [356–358]. Afin 

d’étudier l’évolution de l’expression de l’intégrine a5 au cours du développement tumoral de 

nos différentes lignées de cellules souches, une discussion avec le Dr. Notni a été engagée. Une 

collaboration aurait pu nous permettre d’utiliser ce peptide RGD spécifique de l’intégrine a5 

pour caractériser in vivo la modulation de l’expression de l’intégrine a5 au cours du temps. 

Cette compréhension de l’évolution temporelle de l’expression de l’intégrine a5 pourrait nous 

aider à mieux comprendre le fonctionnement de cette dernière dans l’optique d’un traitement 

personnalisé visant l’intégrine a5. Cependant ce peptide marqué au 68Ga ne pouvait être 

synthétisé au laboratoire. La crise sanitaire et les nombreux confinements ont entravé 

l’avancement de cette partie du projet qui n’a donc pas pu aboutir. Néanmoins, le marquage au 
68Ga est maintenant disponible au sein du laboratoire IPHC et pourrait permettre d’avancer sur 

ce point.    
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6. Discussion et perspectives 
L’implication des intégrines à différentes étapes de la progression tumorale a largement été 

démontrée depuis de nombreuses années [329, 359–362]. Au sein du laboratoire l’attention 

s’est portée sur l’intégrine a5 qui est retrouvée dans le sous-type mésenchymal de la 

classification de Verhaak, le sous-type le plus agressif [72, 260, 311]. Il a été montré que cette 

intégrine est de mauvais pronostic dans les GBM et qu’elle joue un rôle dans la résistance 

thérapeutique [334, 335, 363]. Cela fait de l’intégrine a5 une cible thérapeutique attrayante 

pour le traitement du GBM.  

 

Au cours de ma thèse, j’ai pu mettre en évidence une hétérogénéité de l’expression de 

l’intégrine a5 au sein de différentes lignées de CSG, à mettre en relation avec une expression 

hétérogène retrouvée dans les tumeurs de patients. Pour une même lignée, le 

microenvironnement (hypoxie) ou l’état cellulaire (différentiation) peut moduler l’expression 

de l’intégrine rendant plus complexe l’impact de son inhibition sur une tumeur donnée. Il 

semble important de comprendre les mécanismes responsables de cette modulation de 

l’expression de l’intégrine a5 en fonction du microenvironnement tumoral pour pouvoir ajuster 

une thérapie anti-intégrine et être plus efficace.  

 

L’hypoxie est principalement régulée par deux facteurs induits par l’hypoxie, HIF-1a et HIF-

2a. Il a été montré dans le cancer du sein que les deux HIFs se lient à un site consensus de 

liaison sur le promoteur du gène de l’intégrine a5 et qu’ils étaient tous deux impliqués dans 

l'expression de l'ARNm et de la protéine de l’intégrine a5 [300]. Ce lien entre l’hypoxie et 

l’intégrine a5 a également été montré dans le cancer gastrique. Une augmentation de 

l’expression de l’intégrine a5 a été observée en hypoxie liée à une augmentation du VEGF 

[364]. Nos résultats montrent un effet préférentiel de HIF-2a sur l’expression de l’intégrine a5 

dans les CSG. De plus, HIF-2a fait partie intégrante du réseau de régulateurs spécifique du 

GBM que nous avons caractérisé avec nos collaborateurs. HIF-2a se démarque ainsi largement 

de HIF-1a dans le GBM au contraire d’autres tumeurs solides. D’autres travaux montrent 

également que les CSG utilisent préférentiellement HIF-2a pour maintenir leur état de cellules 

souches [203, 204]. Globalement HIF-2a se profile comme une cible thérapeutique intéressante 

pour le GBM. De plus, nous avons observé en hypoxie que la migration des cellules souches 

est augmentée potentiellement en relation avec la surexpression de l’intégrine a5. L’inhibition 
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de HIF-2a et l’inhibition de l’intégrine affecte cette migration suggérant là encore une relation 

entre les deux. Ainsi pour la première fois dans le GBM, notre étude montre un lien important 

entre HIF-2a et l’intégrine a5 qui se répercute sur le phénotype des CSG. L’augmentation de 

l’évasion cellulaire en hypoxie serait responsable d’une invasion tumorale plus importante des 

CSG positive à l’intégrine a5. Ces résultats font écho à ceux obtenus précédemment dans 

l’équipe sur la capacité migratoire dépendante de l’intégrine a5 dans des cellules tumorales 

différenciées de GBM [329]. 

 

Étant une cible intéressante dans le cancer, des inhibiteurs pour contrer les facteurs d’hypoxie 

ont été développés. Nous venons de voir que HIF-2a est préférentiellement utilisé dans les 

GBM, c'est pourquoi nous nous sommes focalisés sur cette cible pour développer une éventuelle 

thérapie combinant le ciblage de HIF-2a et de l’intégrine a5 dans le GBM. Deux inhibiteurs 

spécifiques de HIF-2a ont été utilisés dans notre étude : le PT2977 [365] et le composé 2 [366]. 

Ce dernier va se lier au domaine d’interaction protéine-protéine PAS-B (Per-ARNT-Sim-B) de 

HIF-2a et empêcher sa dimérisation avec ARNT (due à des changements conformationnels de 

HIF-2a). Cela aura pour conséquence d’empêcher la transcription des gènes cibles de HIF-2a. 

Cette spécificité du composé 2 pour HIF-2a est due à la cavité du domaine PAS-B qui est plus 

grande par rapport au domaine PAS-B de HIF-1a. Par conséquent, le composé 2 va 

préférentiellement se lier à HIF-2a qui a une cavité assez grande pour accueillir le composé 2 

et ainsi diminuer son activité (Figure 27) [366].  

 
Figure 27 : Structure chimique du composé 2 [366]. 
 

En se basant sur la structure chimique du composé 2, Wallace et al. ont mis au point le PT2385 

montrant une efficacité supérieur dans les carcinomes rénaux à cellules claires ainsi qu’une 

efficacité pharmacologique in vivo plus efficace par rapport au composé 2. De plus, il a été 

montré que le PT2385 diminue également le taux en ARNm et en protéine de HIF-2a en plus 
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de diminuer la transcription des gènes cibles de HIF-2a. Il a été montré que la surexpression de 

la protéine HIF-2α améliore l'activité du promoteur du gène de HIF-2a (EPAS1) [367, 368]. 

Le PT2977 est la 2ème génération du PT2385. Cette molécule est 2 à 3 fois plus spécifique pour 

HIF-2a par rapport au PT2385. Cette spécificité est due au déplacement du fluor d’une position 

trans à une position cis qui rend le PT2977 moins lipophile entrainant une réduction 

significative de la liaison aux protéines plasmatiques. Ces composés se lient préférentiellement 

à HIF-2a et empêchent sa dimérisation avec ARNT entrainant une diminution de la 

transcription des gènes cibles de HIF-2a (Figure 28) [365].  

 

 
Figure 28 : Structure chimique du PT2385 et du PT2977 [365]. 
 

Au cours de notre étude nous avons montré une meilleure efficacité du composé 2 par rapport 

au PT2977 pour l’inhibition de la transcription du VEGF, un des gènes cibles de HIF-2a mais 

également une diminution du niveau d’expression protéique de HIF-2a. L’impact plus 

important du composé 2 sur la diminution de HIF-2a a entrainé une diminution plus efficace 

de l’expression de l’intégrine a5. Ainsi nos données montrent une meilleure efficacité du 

composé 2 dans les CSG par rapport au PT2977.  

 

Nos résultats montrent également que la combinaison du composé 2 et du FR248 (antagoniste 

de l’intégrine a5) serait intéressante dans le traitement des GBM. Ces deux composés (20µM) 

administrés seuls n’ont pas d’effet sur la taille des sphères des cellules souches. Cependant, leur 

combinaison entraine diminution significative de la taille des sphères pour la lignée TC22 

(a5+). Il serait intéressant d’évaluer l’effet de cette combinaison sur des modèles pré-cliniques 

in vivo pour démontrer sa pertinence. Il serait aussi primordial de pouvoir suivre l’évolution 

temporelle de l’intégrine a5 lors de ce traitement pour confirmer son implication dans 

l’agressivité tumorale. Ce suivi pourrait également nous permettre de mieux caractériser 
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l’évolution de cette intégrine au cours du développement tumoral. Ainsi l’idée d’exploiter le 

RGD radiomarqué spécifique de l’intégrine a5 du Dr. Notni [356] reste pertinente dans nos 

modèles pré-cliniques et plus largement à plus long terme en clinique humaine. Cela permettrait 

également de sélectionner les patients les plus pertinents pour recevoir une thérapie anti-

intégrine (patients intégrine a5 positifs). 

 

L’inhibition de l’intégrine a5 en présence d’un inhibiteur de HIF-2a ne permet pas d’inhiber 

complétement l’expression de cette intégrine. Il est donc clair que d’autres acteurs entrent en 

jeu pour moduler l’expression de l’intégrine. Mes investigations ont porté tout d’abord sur la 

partie de l’expression de l’intégrine liée à l’hypoxie / HIF-2a. En utilisant le réseau de 

régulateurs, nous nous sommes focalisés sur AhR, qui utilise ARNT (comme HIF-2a) pour 

exercer son rôle de facteur de transcription dans les cellules. Des revues récentes de la littérature 

mettent en avant son rôle dans les tumeurs cérébrales [369, 370]. AhR serait un suppresseur de 

tumeur dans les GBM. Une inactivation de AhR dans les GBM entraine une augmentation de 

la migration et de l’invasion cellulaire en relation avec une augmentation de l’axe 

CXCL12/CXCR4/MMP9 et une augmentation de certaines intégrines (ITGA2, ITGA4). La 

perte d’AhR provoque une augmentation de la liaison de la polymérase II aux promoteurs de 

CXCL12, CXCR4 et MMP9 et de l’intégrine a5 [371]. Ces résultats suggèrent 

qu’effectivement AhR est susceptible d’empêcher l’expression de l’intégrine a5 dans nos 

modèles de CSG. Il est maintenant important de confirmer que cet effet peut passer par la 

compétition avec HIF-2a pour la liaison à ARNT (HIF-1b). Mes résultats préliminaires 

semblent aller dans ce sens car son expression apparait inversement reliée à celle de HIF-2a et 

de l’intégrine. Mais cette hypothèse doit être confirmée par inhibition de AhR dans les lignées 

qui n’expriment pas l’intégrine a5 pour l’induire. Une autre hypothèse pourrait être pertinente 

pour expliquer la modulation de l’intégrine a5 dans les CSG, il s’agit des modifications 

épigénétiques. Dans la littérature, il a été montré que l’hypoxie réduit l’activité des 

déméthylases (TET) et entraine des hyperméthylations [372]. L’étude du méthylome des CSG 

(qui est faisable au laboratoire) pourrait nous indiquer s’il existe des modifications 

épigénétiques en hypoxie qui pourrait influencer l’expression de l’intégrine a5. Cela pourrait 

expliquer pourquoi la lignée NCH421k n’est jamais capable d’exprimer l’intégrine a5 que ce 

soit en condition hypoxique ou après la différenciation des CSG.  
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Il serait également intéressant de comprendre les mécanismes de modulation de cette intégrine 

dans les cellules différenciées pour optimiser l’inhibition de cette cible thérapeutique dans les 

GBM. Une expression élevée de l’intégrine a5 est retrouvée dans le sous-type mésenchymal 

de la classification de Verhaak [260, 311] et l’analyse GSEA des données de patients indiquent 

que la transition épithélio-mésenchymateuse est une des voies mise en jeu dans les tumeurs sur-

exprimant l’intégrine a5. La compréhension des mécanismes impliqués dans l‘induction de 

l’expression de cette intégrine dans les cellules différenciées donnera des informations 

complémentaires sur la potentialité de trouver de nouvelles cibles thérapeutiques. L’étude du 

réseau de régulateurs peut là encore nous donner des pistes. Il s’agira de comparer cellules 

souches vs cellules différenciées pour mettre en évidence les régulateurs activés/inhibés 

différentiellement. 

 

Mes résultats mettent en avant toute la difficulté d’une thérapie ciblant une protéine pro-

tumorale particulière, ici avec l’exemple de l’intégrine a5. Les cibles thérapeutiques sont 

exprimées de façon hétérogène entre 2 tumeurs ou même dans une tumeur donnée. En 

combinant les connaissances acquises sur les cellules souches et leurs congénères différenciées, 

on pourrait imaginer une thérapie pour inhiber une même cible dans les 2 types de cellules. 

Dans notre exemple, un antagoniste de HIF-2a inhiberait l’expression de l’intégrine dans les 

niches hypoxiques et un antagoniste de l’inducteur de l’intégrine lors de la différentiation, 

ciblerait les cellules différenciées. Cette combinaison de traitement permettrait de diminuer 

l’expression de l’intégrine a5 dans les cellules souches et les cellules différenciées pour avoir 

une efficacité plus importante sur la tumeur globale. De plus, il a été montré par l’équipe de JN. 

Rich [163] une coopération entre les CSG et leurs congénères différenciés. Une co-implantation 

de CSG et de cellules différenciées in vivo a entraîné la formation de tumeurs plus importantes 

et réduit la survie des souris par rapport à l’implantation de CSG seules [163]. Pour mettre au 

point cette thérapie combinée visant les cellules souches et les cellules différenciées il serait 

intéressant de réaliser des cocultures avec ces deux types cellulaires et d’observer l’effet de la 

combinaison sur la survie des deux populations cellulaires. L’utilisation de tumoroïdes 

cérébraux pourrait également être une option pour mettre au point une thérapie combinée anti-

intégrine visant ces deux types cellulaires. L’utilisation des organoïdes de GBM permettra de 

récapituler l’hétérogénéité et la plasticité cellulaire pour le développement de thérapies 

personnalisées [238, 373–375]. 
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2ème partie : Étude de l’intégrine a5 dans 
des lignées résistantes au témozolomide 
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I. Publication 2 

1. Résumé 
Le GBM est la tumeur cérébrale la plus agressive avec dans la quasi-totalité des cas une 

récidive, malgré le traitement intensif suivi par les patients. C’est pourquoi il est essentiel de 

comprendre les résistances thérapeutiques observées afin d’améliorer le traitement des GBM. 

C’est dans ce contexte que l’équipe a étudié les modifications moléculaires et phénotypiques 

induites par le TMZ, traitement chimiothérapeutique de référence des GBM. Cette étude a été 

menée sur un modèle cellulaire de référence pour les GBM, les cellules U87MG. Ces cellules 

ont été traitées avec 50µM de TMZ jusqu’à obtenir des cellules résistantes. Ces cellules 

résistantes stables sont cultivées en présence de TMZ et appelées cellules U87MG R50. Une 

autre lignée résistante de façon stable a été obtenue en enlevant la pression du TMZ et appelées 

U87MG OFF. Les cellules U87MG OFF peuvent être considérées comme des mimes de 

tumeurs récidivantes après arrêt du traitement d’un patient. Une étude transcriptomique 

comparative des 3 lignées a montré des changements moléculaires pendant et après le 

traitement, et notamment sur le répertoire des intégrines. Nous nous sommes concentrés sur 

l’intégrine a5b1, notre cible thérapeutique de prédilection. L’expression de cette intégrine 

(ARNm et protéine) diminue sous l’effet du TMZ (U87MG R50) mais revient au niveau initial, 

existant avant traitement (U87MG), dans les cellules U87MG OFF. Les 2 lignées U87MG et 

U87MG OFF ont des caractéristiques phénotypiques identiques in vitro en termes de 

prolifération ou de migration dépendante de l’intégrine a5b1. La lignée U87MG ainsi que les 

lignées dérivées résistantes expriment une protéine p53 sauvage. Nous avons pu montrer que 

l’activation de p53 par l’idasanutlin (un inhibiteur de la liaison entre p53 et MDM2) combinée 

à une inhibition de l’intégrine par des antagonistes spécifiques était très efficace dans les 

cellules U87MG et U87MG OFF. Ces résultats montrent que le traitement chimiothérapeutique 

modifie profondément tout le répertoire des intégrines des cellules tumorales et en particulier 

l’expression de l’intégrine a5b1. Nous proposons une nouvelle thérapie combinant un 

activateur de p53 et un antagoniste d’intégrine qui serait efficace pour des tumeurs à p53 

sauvage et exprimant l’intégrine a5. Cette association thérapeutique pourrait s’avérer 

intéressante dans le cas de récidives tumorales qui se révèlent après l’arrêt du traitement.  
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Simple Summary: Glioblastomas are the deadliest brain tumours. The standard of care associates
surgery, radio- and chemotherapy with Temozolomide as the reference drug. Despite this treatment,
most of the tumours recur. The characterization of resistance mechanisms is of paramount importance
to enable the proposal of more effective therapies. In this work we aimed to evaluate the molecular
changes occurring during and after Temozolomide treatment in a glioma cell line. A high plasticity in
the integrin repertoire exists in these cells. As an example, variations of the ↵5�1 integrin expression
were observed with a reduction during the treatment and re-expression after removal of the drug. The
association of integrin antagonists with p53 reactivators appears to be efficient in recurrent tumours.
Specific integrins may thus be particularly targetable at different time points of glioblastoma treatment
and combination therapies evaluated according to their time-dependent expression.

Abstract: Despite extensive treatment, glioblastoma inevitably recurs, leading to an overall survival
of around 16 months. Understanding why and how tumours resist to radio/chemotherapies is crucial
to overcome this unmet oncological challenge. Primary and acquired resistance to Temozolomide
(TMZ), the standard-of-care chemotherapeutic drug, have been the subjects of several studies. This
work aimed to evaluate molecular and phenotypic changes occurring during and after TMZ treatment
in a glioblastoma cell model, the U87MG. These initially TMZ-sensitive cells acquire long-lasting
resistance even after removal of the drug. Transcriptomic analysis revealed that profound changes
occurred between parental and resistant cells, particularly at the level of the integrin repertoire.
Focusing on ↵5�1 integrin, which we proposed earlier as a glioblastoma therapeutic target, we
demonstrated that its expression was decreased in the presence of TMZ but restored after removal
of the drug. In this glioblastoma model of recurrence, ↵5�1 integrin plays an important role in the
proliferation and migration of tumoral cells. We also demonstrated that reactivating p53 by MDM2
inhibitors concomitantly with the inhibition of this integrin in recurrent cells may overcome the
TMZ resistance. Our results may explain some integrin-based targeted therapy failure as integrin
expressions are highly switchable during the time of treatment. We also propose an alternative way
to alter the viability of recurrent glioblastoma cells expressing a high level of ↵5�1 integrin.
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1. Introduction
Glioblastoma (GBM) is the most common and most aggressive malignant brain tumour

in adults and is characterized by high proliferation, invasion into normal brain tissue and
resistance to therapies [1,2]. Currently there is no effective long-term treatment for this killer
disease, but the standard of care (Stupp protocol) is maximal surgical resection, followed
by radiotherapy with concomitant and adjuvant Temozolomide (TMZ) chemotherapy [3].
However, the prognosis of patients with glioblastoma remains poor and has not improved
despite numerous clinical trials on new therapeutic propositions [4]. Therefore, there
is an urgent need for novel therapeutic strategies, which may be supported by a deep
understanding of GBM and surrounding microenvironment crosstalk.

Primary and acquired resistances are the major challenges for the clinical use of stan-
dard and targeted therapies in GBM [5,6]. One of the mechanisms of glioblastoma resistance
to TMZ involves O6-methylguanine DNA methyl transferase (MGMT), a suicide enzyme
that allows the direct repair of the lesions caused by TMZ, through the removal of a methyl
group in position O6 of guanine [7]. Previous studies have shown that intracellular accumu-
lation of the tumour suppressor protein p53 downregulates the expression of MGMT [8,9].
The p53 protein is mutated in about 30% of glioblastomas [10], although a subtype of
glioblastoma expressing mostly wild type p53 has been identified in an integrated genomic
analysis [11]. However, even if wild type p53 is expressed in 70% of GBM, its functions are
frequently suppressed by MDM2/MDM4, E3 ubiquitin ligases that mark and target p53 for
proteasomal degradation [12–14]. MDM2, a zinc finger nuclear phosphoprotein and nega-
tive regulator of the p53 protein, is often overexpressed in GBM and has been implicated in
cancer cell proliferation and survival. Inhibition of the p53–MDM2 interaction can prevent
p53 degradation and restore p53 transcriptional activity, leading to the p53-mediated induc-
tion of tumour cell apoptosis, thus making the p53–MDM2 complex a promising target for
glioblastoma expressing wild type p53 [15–17]. The discovery of the p53–MDM2 inhibitor
Nutlin-3a represented a breakthrough in the development of p53-activators 14. The more
recent development of RG7388 (Idasanutlin), a second-generation MDM2 inhibitor with
greater potency, selectivity, bioavailability and effective p53-activating ability leading to
the p53-mediated induction of tumour cell apoptosis, is promising for cancers, including
GBM [18,19].

Integrins have become, in the past 20 years, the subject of numerous studies because
of the vital role they play in tumour progression [20,21]. The integrins are transmembrane
heterodimeric cell surface receptors that mediate cell adhesion to the extracellular matrix
(ECM) and support cell–cell interactions in multiple physiological and pathological condi-
tions [22,23]. The frequent deregulation of integrin expressions and pathways in cancer
cells underscores specific integrin major contributions in tumour growth and resistance to
therapies [24]. The disruption of the integrin signalling pathways by integrin antagonists
has been shown to inhibit tumour growth and sensitize tumours to therapies in preclinical
contexts. Cilengitide [25] was the first integrin ↵v�3/�5 antagonist to reach the clinic, but
clinical trials for GBM with cilengitide in combination with the standard of care (Stupp
protocol) were unsuccessful [26]. Several reasons may explain these failures, as reviewed
in [27]. However, knowledge on integrin expressions and functions in GBM merits further
investigations to adapt integrin-based therapies to specific subpopulations of patients.
In this way, expression of ↵5 subunit of the ↵5�1 integrin heterodimer is enhanced in
the mesenchymal subgroup of glioblastoma patients as compared to the others [11,28],
presumably conferring to these patients a better sensitivity to anti-↵5 integrin therapy. We
and others showed previously that ↵5�1 integrin is an interesting therapeutic target for
GBM. Its overexpression at the mRNA [29,30] or protein [31] levels define populations of
patients with worse prognostics. In preclinical experiments it was shown that this integrin
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is involved in survival, migration, resistance to therapies and neo-angiogenesis, all being
hallmarks of GBM [32–35].

Integrin expressions in GBM vary after therapies [36]. As an example, it was shown
that in tumours recurring after bevacizumab treatment, ↵5�1 integrin was overexpressed in
a subpopulation of patients [37]. In particular, we demonstrated the existence of a negative
crosstalk between ↵5�1 integrin and p53 pathways supporting an implication in glioma
resistance to chemotherapies [30,38]. We also showed that the inhibition of the integrin
concomitantly with p53 activation with Nutlin 3a in ↵5-overexpressing cells led to a huge
increase in cell apoptosis [39].

In this study, we aimed to investigate if Temozolomide treatment affects the integrin
repertory in glioma cells, taking the U87MG cell line as an example. Resistant cells were
obtained that conserve the resistance even after removal of the drug. Transcriptomic
analysis of non-treated U87MG cells and resistant cells cultured in the presence or absence
of TMZ showed a high variation in integrin expressions. Interestingly, ↵5�1 integrin
expression decreases in the presence of the drug but recovers after its removal, suggesting
that it may represent a therapeutic target for recurrent glioblastoma. We also investigated
if treatment of these recurrent TMZ-resistant cells may be sensitive to a combination of
highly active and selective ↵5�1 integrin antagonists and p53 reactivators. Our results
may add new therapeutic perspectives for recurrent glioblastoma expressing high level of
↵5�1 integrin.

2. Materials and Methods
2.1. Drugs

Temozolomide (TMZ), 8-carbamoyl-3-methylimidazo[5,1-d]-1,2,3,5-tetrazin (3H)-one
5 (Sigma-Aldrich), was prepared as a 100 mM stock solution in DMSO and stored at 4 �C
until use. Nutlin-3a, (4-[4,5-bis-(4-chlorophenyl)-2-(2-isopropoxy-4-methoxy-phenyl)-4,5-
dihydro-imidazole-1-carbonyl]-piperazin-2-one), the active enantiomer, was from Cayman
chemical company (Interchim, Montluçon, France). Nutlin-3a was prepared as a 10 mM
stock solution in ethanol and stored at �20 �C until use. Idasanutlin, also known as RG7388
(C31H29Cl2F2N3O4), was from Euromedex (Souffelweyersheim, France). Idasanutlin was
prepared as a 10 mM stock solution in DMSO and stored at �20 �C until use. RITA (5,50-
(2,5-furandiyl) bis-2 thiophenemethanol) was from Cayman chemical company (Interchim,
France). RITA was prepared as a 10 mM stock solution in ethanol and stored at �20 �C until
use. Antagonists of ↵5�1 integrin, 34c and 1b (respectively named K34C and FR248 in this
work) were synthesized according to the procedure described in [40,41]. Their structures
and binding activities for integrin ↵5�1 and integrin ↵v�3 are shown in [34]. Compound 9
was prepared as described in [42]. They were prepared as 10 mM stock solutions in DMSO
and stored at 4 �C until use.

2.2. Cell Culture

U87MG glioblastoma cell line (p53 wild type) was from American Type Culture
Collection (LGC Standards Sarl, Molsheim, France). Cell lines were routinely cultured in
EMEM (Minimum Essential Medium Eagle) supplemented with 10% heat-inactivated foetal
bovine serum, 1% Na pyruvate and 1% non-essential amino acids at 37 �C in a humidified
atmosphere containing 5% CO2. All cells were periodically authenticated by Multiplexion
GmbH and tested for the presence of mycoplasma.

2.3. Generation of Temozolomide-Resistant Glioblastoma Cells

U87MG cells (500,000) were seeded in T25 cm2 cell culture flask containing EMEM
(Eagle’s minimal essential medium) supplemented with 10% serum, 1% Na pyruvate and
1% non-essential amino acids. Cells were allowed to adhere for 24 h, and the medium
was replaced with a fresh medium containing 50 µM of TMZ. Cell treatment was repeated
twice a week for several weeks, resulting in a sub-population of stable TMZ-resistant cells.
The sub-population of resistant cells generated were continuously cultured in a medium
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containing TMZ and named U87MG R50. After two months, a subpopulation of U87MG
R50 cells was cultured in medium without TMZ and named U87MG R50 OFF (or U87MG
OFF). The maintenance of resistance in this cell line is checked regularly (every three
months) by the Incucyte technology and resistance has appeared stable for at least one year.

2.4. IncuCyte Cell Confluence Assay as an Index of Proliferation

Cells were plated (2000 cells in 100 µL per well) into 96-well culture plates. The control
solvent or drugs at 2⇥ concentration in 100 µL of 2% FBS-containing medium was added
to the appropriate wells. To monitor cell growth, the plates were placed into the IncuCyte
live-cell analysis system and allowed to warm at 37 �C for 30 min prior to standard scanning
with 4⇥ objective every 3 h for at least 96 h. The captured phase contrast images were
analysed using the IncuCyte ZOOM software provided by the manufacturer.

2.5. Senescence Assay

The �-galactosidase activity at pH 6 was determined using the Senescence Cells
Histochemical Staining Kit (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France) according to
the manufacturer’s instructions. Briefly, cells were plated (2000 cells/200 µL) into a 96
well plate. The cells were washed twice with 1xPBS and fixed with 1⇥ fixation buffer for
7 min at room temperature. The fixation buffer was aspirated and wells rinsed thrice with
1 ⇥ PBS. After washing, the cells were covered with staining mixture and incubated at
37 �C without CO2. After 12 h of staining, light microscopy was used to identify senescent
(blue-stained) cells.

2.6. Western Blotting

Cells were plated (200,000 cells per well) into 6-well culture plates and treated with the
control solvent or drugs. For the basal level values of proteins of interest, cells were used
24 h after plating. Proteins were extracted from adherent and floating cells after lysis with
Laemmli sample buffer (Bio-Rad, Marnes La Coquette, France) on ice and lysates heated
at 95 �C for 10 min. Proteins were separated on precast gradient 4–20% SDSPAGE gels
(Bio-Rad) and transferred to PVDF membrane (GE Healthcare, Velizy, France). After 1 h of
blocking at room temperature, membranes were probed with appropriate primary antibod-
ies (Table 1) overnight at 4 �C. Membranes were subsequently incubated with anti-rabbit
or anti-mouse antibodies conjugated to horseradish peroxidase (Promega, Charbonnieres
les- Bains, France), developed using chemoluminescence (ECL, Bio-Rad) and visualized
with Las4000 image analyser (GE Healthcare, France). Quantification of non-saturated
images was done using ImageJ software (National Institutes of Health, Bethesda, MD,
USA). GAPDH or tubulin was used as the loading control for all samples.

Table 1. List of antibodies used in the study.

Antibody Blocking Solution Antibody Dilution

Anti-↵5 integrin H104 (Santa Cruz) 5% milk/1 ⇥ TBS/0.1% Tween -20 1/1000
Anti-�1 integrin TS2/16 (Millipore) 5% milk/1 ⇥ TBS/0.1% Tween -20 1/1000

Anti-↵v integrin (Cell signalling) 5% milk/1 ⇥ TBS/0.1% Tween -20 1/1000
Anti-�3 integrin (Cell signalling) 5% milk/1 ⇥ TBS/0.1% Tween -20 1/1000

Anti-p53 (BD Bioscience) 5% milk/1 ⇥ TBS/0.1% Tween -20 1/1000
Anti-pp53ser15 (Cell signalling) 5% BSA/1 ⇥ TBS/0.1% Tween -20 1/1000

Anti-p16 (Cell signalling) 5% milk/1 ⇥ TBS/0.1% Tween -20 1/1000
Anti-p21 (Cell signalling) 5% milk/1 ⇥ TBS/0.1% Tween -20 1/1000
Anti-MDM2 (Calbiochem) 5% milk/1 ⇥ PBS/0.1% Tween -20 1/1000
Anti-GAPDH (Millipore) 5% milk/1 ⇥ TBS/0.1% Tween -20 1/5000

Anti-tubulin (Sigma-Aldrich) 5% milk/1 ⇥ TBS/0.1% Tween -20 1/3000
Mouse HRP-conjugated secondary antibody 5% milk/1 ⇥ TBS/0.1% Tween -20 1/10,000
Rabbit HRP-conjugated secondary antibody 5% milk/1 ⇥ TBS/0.1% Tween -20 1/10,000
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2.7. RNAseq Data

RNA-Seq libraries were generated from 400 ng of total RNA using TruSeq Stranded
mRNA Library Prep Kit and TruSeq RNA Single Indexes kits A and B (Illumina, San Diego,
CA, USA), according to manufacturer’s instructions. Briefly, following purification with
poly-T oligo-attached magnetic beads, the mRNA was fragmented using divalent cations
at 94 �C for 2 min. The cleaved RNA fragments were copied into first-strand cDNA using
reverse transcriptase and random primers. Strand specificity was achieved by replacing
dTTP with dUTP during second-strand cDNA synthesis using DNA Polymerase I and
RNase H. Following addition of a single ‘A’ base and subsequent ligation of the adapter on
double-stranded cDNA fragments, the products were purified and enriched with PCR (30 s
at 98 �C; (10 s at 98 �C, 30 s at 60 �C, 30 s at 72 �C) ⇥ 12 cycles; 5 min at 72 �C) to create the
cDNA library. Surplus PCR primers were further removed by purification using AMPure
XP beads (Beckman Coulter, Villepinte, France), and the final cDNA libraries were checked
for quality and quantified using capillary electrophoresis. Libraries were then sequenced
on an Illumina HiSeq4000 system as single-end 1 ⇥ 50 base reads. Image analysis and base
calling were performed using RTA 2.7.7 and bcl2fastq 2.17.1.14. Reads ((Illumina, San Diego,
CA, USA)) were preprocessed using Cutadapt version 1.10 in order to remove adapter,
polyA and low-quality sequences (Phred quality score below 20), and reads shorter than 40
bases were discarded for further analysis. Reads mapping to rRNA were also discarded
(this mapping was performed using Bowtie version 2.2.8). Reads were then mapped onto
the hg38 assembly of human genome using STAR version 2.5.3a (twopassMode Basic).
Gene expression was quantified using htseq-count version 0.6.1p1 and gene annotations
from Ensembl release 99. Statistical analysis was performed using R 3.3.2 and DESeq2 1.16.1
Bioconductor library. Sequencing was performed by the GenomEast platform, a member of
the ‘France Génomique’ consortium (ANR-10-INBS-0009).

Gene expression data obtained with DESeq2 were used to generate the heatmaps and
dendrogram with R. Only genes expressed in all conditions (defined if normalized reads
count divided by median of transcripts length in kb is greater than 1 for gene across all nine
libraries) were taken into account for visualization. Hierarchical clustering method was
performed according to pairwise complete-linkage method and using Pearson correlation
for row clustering and Spearman correlation for column clustering. The biological signifi-
cance of differentially expressed genes (DEGs) obtained was explored using ReactomePA,
an R/Bioconductor package for reactome pathway analysis and visualization. |Log2 (fold
change) | > 2 (|log2FC|>2) and an adjusted false discovery rate (FDR) < 0.05 (using
Benjamini–Hochberg correction) were used as the cut-off criteria of DEGs samples.

2.8. Confocal Microscopy and Image Analysis

Coverslips were coated with fibronectin (20 µg/mL in DPBS), and 25,000 cells were seeded
in 10% serum containing medium and cultured for 24 h. Cells were then fixed in 4% (v/v)
paraformaldehyde for 12 min and permeabilized with 0.1% Triton-X100 for 2 min. After 1 h
of blocking step in 3% bovine serum albumin (BSA)-PBS solution, cells were incubated with
primary antibodies against integrin ↵5 (clone IIA1 Pharmingen, 1 µL/100 µL in 3% PBS-BSA)
and �1 integrin (purified anti-human CD29, Clone:TS2/16, 1 µL/100 µL in 3% PBS-BSA)
overnight at 4 �C. Cells were rinsed in 1 ⇥ PBS and incubated with appropriate secondary
antibodies (Alexa fluor@ 647 goat anti-mouse (A21236) 1 µL/200 µL in 3% PBS-BSA and Alexa
fluor@ 688 goat anti-mouse 1 µL/200 µL in 3% PBS-BSA) and 40, 6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI) (1 µL/2000 µL in 3% PBS-BSA was added for nuclei staining) for 45 min. Samples
were mounted on microscope slides using fluorescence mounting medium (Dako). Images
were acquired using a confocal microscope (LEICA TCS SPE II, 63⇥ magnification). For each
experiment, identical background subtraction and scaling was applied to all images. Pearson
correlation coefficient from 10–12 images (4–5 cells per images) from 3 independent experiments
was calculated using JACoP plugin ImageJ software.
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2.9. Spheroid Migration Assays

A single-cell suspension was mixed in MEM supplemented with 10% foetal bovine
serum, 1% Na pyruvate, 1% non-essential amino acid containing 20% of methylcellulose.
Spheroids were made by the hanging drop method with 2000 cells in a 20 µL drop as
previously described [43]. Tissue culture plates were coated with fibronectin or polylysine
(10 µg/mL in DPBS solution) for 3 h at 37 �C. Two-day-old spheroids were allowed to
adhere to fibronectin-coated plates and migrate in complete medium (MEM, 10% FBS, 1%
Na pyruvate and 1% non-essential amino acids) either with solvent or supplemented with
20 or 5 µM of K34C or FR248. Eighteen hours later, cells were fixed with glutaraldehyde
1% (Electron Microscopy Sciences) and stained with DAPI diluted at 1 µg/mL in 3% PBS-
BSA (Sigma-Aldrich). Nuclei were picturized under the objective 5⇥ in the fluorescence
microscope ZEISS-Axio (ZEISS). To evaluate the number of cells that migrated out of the
spheroid and the average distance of migration out of the spheroid, image analysis was
performed with ImageJ software using a homemade plugin [43]. Phase-contrast images
(EVOS Xl, Core10⇥ magnification, Thermo Scientific) were also acquired.

2.10. Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using Student’s t-test with GraphPad Prism soft-
ware. All data are presented as mean ± SEM from three or more independent experiments
with *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001.

3. Results
3.1. Long-Term Exposure of U87MG Cells to TMZ Generates Persistent Resistant Cells

To generate TMZ-resistant cells, we subjected U87MG cells to 50 µM of TMZ for
several weeks, resulting in a sub-population of stable TMZ-resistant U87MG cells. The
sub-population of resistant cells was either continuously cultured in the medium containing
50 µM of TMZ (U87MG R50) or, after 2 months in the presence of TMZ, cultured in the
medium without TMZ (U87MG R50 OFF). We confirmed that the parental cells were
sensitive to 50 µM of TMZ and that the U87MG R50 cells were insensitive to TMZ for up to
96 h (Figure 1A). Interestingly, TMZ resistance was maintained in U87MG R50 OFF cells
(Figure 1A). Furthermore, while the parental cells were dose-dependently sensitive to TMZ,
the U87MG R50 and U87MG R50 OFF cells remained insensitive to varying concentrations
up to 100 µM of TMZ (Supplementary Figure S1).

Phase-contrast images obtained from the IncuCyte (Figure 1B) showed that the cellular
morphology of U87MG R50 cells differed from their parental cells by having a more spread,
enlarged and flattened morphology. The U87MG R50 OFF cells displayed a mixed mor-
phology, with some cells presenting the morphology of U87MG R50 cells while the others
presented the morphology of the parental cells. TMZ treatment for 3 days produced a pro-
found change in the cellular morphology of the parental cells, causing extensive branching,
reduction in total cell number and confluence (Figure 1B). On the contrary, both the U87MG
R50 cells and U87MG R50 OFF cells appeared healthy, with no obvious morphological
changes 72 h post TMZ treatment (Figure 1B). Overall, these results demonstrate that a
fraction of the U87MG cells that survived prolonged exposure to TMZ developed acquired
TMZ-resistance, which was maintained even after the withdrawal of TMZ. According to
the sample RNAseq data (see below), this resistance is not due to MGMT expression as no
increase in MGMT mRNA was observed.
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Figure 1. Confirmation of acquired TMZ resistance in U87MG GBM cells: (A) Generation of TMZ
resistance U87MG R50 and U87MG R50 OFF cells. (B) Representative histograms showing the effect
of TMZ (50 µM) on cell confluence of U87MG, U87MG R50 and U87MG R50 OFF cells from 0 to 96
h of treatment. Results are expressed as the relative area of plate covered versus the area covered
by solvent-treated control cells. Histograms represent mean ± S.E.M. of at least three separate
experiments. (C) Representative phase contrast images from the IncuCyte showing the cellular
morphology of U87MG, U87MG R50 and U87MG R50 OFF cells 72 h post treatment with 50 µM of
TMZ. Scale bar, 300 µm. *, p < 0.05; ns, non-significant.
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3.2. TMZ Induces Senescence in U87MG Cells

Since the resistant cells showed the morphological features of senescent cells, we next
tested the senescence marker SA-�GAL. Upon short incubation in 50 µM of TMZ, the
remaining cells were all positive for SA-�GAL staining. Positive cells were maintained
in the U87MG R50 cells but largely decreased in U87MG R50 OFF cells (Figure 2A). Ac-
cordingly, a significant increase in the expression of proteins p16 and p21, known to be
involved in senescence, was observed in U87MG R50 cells as compared to the parental
cells. An increase in p16 but not in p21 was recorded in U87MG R50 OFF cells (Figure 2B).
Altogether, the results confirm that TMZ triggers senescence in U87MG cells, as already
reported in [44], which is resumed after TMZ removal.

Figure 2. TMZ induces senescence in U87MG cells: (A) Representative photomicrographs showing
cellular senescence after staining with SA-�Gal. Arrows: senescent cells. (B). Representative Western
blot analysis showing basal expression of p16 and p21 in TMZ-resistant cells (U87MG R50 and
U87MG R50 OFF) compared to the parental cells. Histograms represent the mean ± S.E.M. of
three separate experiments, and GAPDH expression was used as the loading control. *, p < 0.05;
**, p < 0.01; ***, p < 0.001; ns, non-significant.
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3.3. Extracellular Matrix Organization and Integrins Are Affected by TMZ

We used RNAseq analysis to compare the three cell lines. Analysis of global gene
variations by unsupervized hierarchal clustering showed that profound changes occurred
during TMZ treatment, with the largest differences recorded between U87MG and U87MG
R50 cells (Figure 3A). U7MG R50 OFF were more closely related to the U87MG non-treated
cells. The most significant genes were subjected to gene ontology analysis. Biological
pathways mostly impacted by long-term Temozolomide treatment (R50 versus control
cells) are extracellular matrix organization, O-linked glycosylation and integrin cell surface
interactions (Figure 3B). By contrast fewer biological pathways, including neuronal system
and extracellular Matrix organization, appear to be impacted in U87MG R50 OFF cells
compared to non-treated cells (Figure 3C).

Figure 3. Cont.
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Figure 3. RNAseq analysis of TMZ-resistant and parental cell gene expression: (A) Heatmap grouped
the nine samples based on the global expression profiles. Colour scale shows high and low expressions
as green and red, respectively. Dendogram depicting correlation among different samples based
on global expression profiles. (B) Top 15 enriched reactome pathways for differentially expressed
genes in U87MG R50 cells versus control. Enrichment map with the inter-relation of the top three
enriched reactome pathways and visualization of DEGs. (C) Top five enriched reactome pathways
for differentially expressed genes in U87MG R50 OFF cells versus control. Enrichment map with the
inter-relation of the top three enriched reactome pathways and visualization of DEGs.

Focusing on the integrin genes, profound rearrangements of integrin subunit expres-
sion levels were observed (Figure 4A). Four main clusters exist, which define particular
integrin expressions in the different cell lines. Cluster 1 corresponds to integrins expressed
in U87MG control cells but repressed in R50 cells and with intermediary expression in
R50 OFF cells (Integrins ↵2, ↵3, ↵4, ↵5, ↵10, ↵11, ↵v, �1, �3). Cluster 2 involves integrins
overexpressed in U87MG R50 OFF cells as compared to the two other cell lines (↵6, �6
and �8), of which ↵6 and �8 are described as markers of glioma stem cells [36,45,46].
Cluster 3 corresponds to integrins repressed in U87MG R50 OFF cells (↵7, ↵9, ↵x, ↵D,
�5, �7). Cluster 4 includes integrins overexpressed in U87MG R50 cells (↵1, ↵L, ↵M,
�2, �4), including some leucocyte specific integrins. Data confirm that integrin mRNA
expressions are subjected to specific variations during the time course of chemotherapy
with Temozolomide.
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Figure 4. Cont.
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Figure 4. Integrin variations during TMZ treatment: (A) Heatmap visualization comparing expression
of genes encoding integrins between samples with dendrogram to show clustering. Colour scale
shows high and low expressions as green and red, respectively. (B) Representative Western blot
analysis showing basal expression of ↵5, �1, ↵v and �3 integrins in U87MG R50 and U87MG
R50 OFF cells compared to the parental cells. Histograms represent the mean ± S.E.M. of three
separate experiments, and GAPDH was used as the loading control. (C) Representative fluorescence
confocal microscopy images and mean grey value of basal ↵5 and �1 integrin subunits expression
in TMZ-resistant U87MG R50 and U87MG R50 OFF cells compared to the parental cells. Scale bars:
20 µm. Histograms represent mean ± S.E.M. of three separate experiments. *, p < 0.05; **, p < 0.01;
***, p < 0.001; ns, non-significant.

As we demonstrated previously that integrin ↵5�1 is involved in TMZ resistance [30],
we next focused on this integrin and examined its expression at the protein level in the
parent and TMZ-resistant cells lines. By Western blot, we observed a clear decrease in
the ↵5 subunit in U87MG R50 cells without a significant change in that of the �1 subunit.
Interestingly, the ↵5 integrin level increased after removal of TMZ in the U87MG R50 OFF
cells, reaching those seen in non-treated cells without changes in the �1 integrin level
(Figure 4B). By contrast, the ↵v integrin level did not change between the three cell lines,
although �3 integrin expression followed those of ↵5 integrin, showing that both ↵5�1 and
↵v�3 integrins, which are largely involved in glioblastoma aggressiveness, were affected
by Temozolomide treatment. As a confirmation we checked the expression changes of ↵5�1
integrin by immunohistochemistry. As can be seen in Figure 4C, the expression of both
↵5 and �1 integrins was reduced in U87MG R50 but reappeared after removal of TMZ in
U87MG R50 OFF cells.

3.4. TMZ Affects Glioma Cell Proliferation and Migration through Modulation of a5b1 Integrin

The capacity to fill the culture wells as well as the proliferation index was slightly de-
creased for U87MG R50 cells as compared to parental and U87MG R50 OFF cells (Figure 5A)
presumably due, at least in part, to the decrease in integrins. To confirm the impact of ↵5�1
integrin on proliferation, we used the integrin antagonists K34c and FR248, which are RGD-
based peptidomimetics optimized for high affinity to ↵5�1 integrin with a reduced affinity
to ↵v�3 integrin. We already showed that both antagonists recognize ↵5�1 integrin and
inhibit glioma cell adhesion to fibronectin and cell migration [35]. As shown in Figure 5B,
K34c proved able to decrease the cell adherence for all three cell lines, inhibiting the cell
spreading and forming some sphere-like structures, particularly in U87MG and U87MG
R50 OFF cells. FR248 is less efficient in inhibiting cell spreading than K34c and particularly
ineffective in U87MG R50 cells. A quantification of cell confluence after 3 days of treatments
confirmed these morphological observations (Figure 5C). FR248, which is slightly more
selective than K34c for ↵5�1, is inactive in U87MG R50 cells in accordance with the low
level of ↵5�1 integrin in these cells. The data suggest that U87MG and U87MG R50 OFF
cells may be similarly sensitive to ↵5�1 integrin antagonists at least for the inhibition of
cell adherence and confluence.
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Figure 5. Proliferation and effects of integrin antagonists on TMZ-resistant and parental cells: (A) (left).
Cell confluence was calculated using IncuCyte Zoom software based on phase-contrast images of U87MG,
U87MG R50 and U87MG R50 OFF cells from 0 h to 96 h. (right) Proliferation calculated as the number
of viable cells after 6 days in culture compared to the number of plated cells at day 0. (B) Representative
phase contrast images from the IncuCyte showing the cellular morphology of U87MG, U87MG R50 and
U87MG R50 OFF cells 72 h post treatment with solvent, K34c (20 µM) and Fr248 (20 µM). Scale bar, 300 µM.
(C) Cell confluence was calculated using IncuCyte Zoom software based on phase-contrast images of
U87MG, U87MG R50 and U87MG R50 OFF cells at 72 h post treatment. For all panels: mean ± S.E.M. of
at least three independent experiments with **, p < 0.01; ***, p < 0.001; ns, non-significant.

Integrins are largely involved in glioma cell migration, as we have shown previously
for ↵5�1 integrin [33,34,43]. The capability of cell dispersion out of gliomaspheres in a
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fibronectin-rich environment was then compared among the three cell lines. As shown in
Figure 6, U87MG and U87MG R50 OFF cells were able to disseminate out of the spheres, but
dissemination was blocked in U87MG R50 cells. This dissemination was clearly impacted
by the expression of ↵5�1 integrin as it was largely inhibited by K34c and FR248 at 20 µM
(Figure 6) but also at 5 µM (Supplementary Figure S2) in U87MG and U87MG R50 OFF cells.
TMZ acute treatment of U87MG and U87MG R50 OFF cells did not affect cell migration,
nor did TMZ removal affect U87MG R50 cells (Supplementary Figure S3). Both cell lines
were unable to migrate strongly on polylysine, a nonspecific substrate, as compared to
fibronectin, the privileged ECM substrate of ↵5�1 integrin (Supplementary Figure S4). The
results show that TMZ-resistant U87MG R50 OFF cells recover their capacity not only to
proliferate but also to migrate on a fibronectin-rich substrate.

Figure 6. Cont.
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Figure 6. Cell evasion from spheroids and effects of integrin antagonists on TMZ-resistant and
parental cells: (A) (left) Representative phase-contrast images of TMZ-resistant (U87MG R50 and
U87MG R50 OFF) or parental cells spheroids after 18 h of migration and treatment with solvent,
K34c 20 µM or Fr248 20 µM. Scale bars, 500 µm. (right) Representative fluorescence images (DAPI
staining) of TMZ-resistant (U87MG R50 and U87MG R50 OFF) or parental cells spheroids after 18 h of
migration and treatment with solvent, K34c 20 µM or Fr248 20 µM. Scale bars, 500 µm. (B) Analysis
of the number of cells that migrated out of the spheroid and (C) analysis of the average distance of
migration out of the spheroid for TMZ-resistant cells (U87MG R50 and U87MG R50 OFF) compared
to parental cells, treated during 18 h with solvent, K34c 20 µM or Fr248 20 µM. Image analyses were
performed with ImageJ software using a homemade plugin [43]. For all panels: mean ± S.E.M. of at
least three independent experiments with *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001; ns, non-significant.

3.5. p53 Signalling Pathway in U87MG and TMZ-Resistant Cells

TMZ is known to activate the p53 pathway. We checked p53 stabilisation and activation
in the three cell lines in the basal conditions of the culture. In U87MG R50 cells as well
as in the U87MG R50 OFF cells, p53 is stabilized, and its target genes MDM2 and p21
are both increased at the mRNA level in the former cell line but only MDM2 in the latter
one (Figure 7A). These data are confirmed by the protein level of both p21 (see Figure 2B)
and MDM2 (Figure 7A). MDM2 may thus be used as a target in these resistant cells. We
considered three inhibitors of MDM2/p53 interactions already known to reactivate p53
signalling. The different molecules used were Nutlin-3a and Idasanutlin, which bind to
the MDM2 part and RITA, which binds to the p53 part of the MDM2–p53 complex. As can
be seen in Figure 7B, all three drugs enhanced the stability of p53 as well as its activation
(shown by the increase in MDM2 protein). No differences could be observed between
control U87MG cells and their TMZ-resistant counterparts as far as the activation of p53 is
concerned. In these experiments, Idasanutlin was the most efficient activator of the p53
pathway, even at 0.1 µM (a concentration 10 times lower than for Nutlin-3a and RITA), and
RITA was less efficient after 24 h of treatment. The results suggest that TMZ-resistant cells
may benefit from an alternative way to activate the p53 tumour suppressor pathway.
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Figure 7. Modulation of the p53 pathway in U87MG, U87MG R50 and U87MG R50 OFF cells.
(A) Representative Western blot of p53 (upper panel) and RT-qPCR analysis of p53 target genes
mdm2 and p21 (middle panel) in U87MG R50 and U87MG R50 OFF compared to the parental
cells. Representative Western blot of MDM2 is shown (lower panel) as well as the correspond-
ing histograms. (B) Representative Western blot of p53 stabilisation and MDM2 expression 24 h
post treatment with Nutlin-3a (1 µM/N1), RITA (1 µM/R1) and Idasanutlin (0.1 µM/IN 0.1) in
U87MG R50 OFF cells compared to the parental cells. Histograms represent the mean ± S.E.M. of
three separate experiments and GAPDH was used as the loading control. *, p < 0.05; **, p < 0.01;
***, p < 0.001; ns, non-significant.

3.6. p53 Activation and Integrin Inhibition as a Therapeutic Option for TMZ-Resistant Cells

We described previously negative crosstalk between ↵5�1 integrin and p53 signalling
pathways implicated in the chemotherapy resistance of glioma cells. We showed that
activating p53 concomitantly with inhibiting integrin ↵5�1 led to an increase in p53 sig-
nalling in ↵5 integrin subunit overexpressing cells [39]. We thus wondered if similar results
might be obtained in TMZ-resistant cells. We investigated the association of p53 activators
Nutlin-3a and Idasanutlin with the two integrin antagonists on cell confluence. Data are
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summarized in Table 2. As an example, results after 72h of treatment with Idasanutlin
(0.1 µM) in association with K34c (20 µM) or FR248 (20 µM) are shown in Figure 8A. In
addition, the p53 signalling pathway appears over-activated in U87MG R50 OFF cells after
the association of Idasanutlin with FR248 (Figure 8B).

Table 2. Summary of Incucyte experiment results at 3 days after treatment with the different drugs
alone or in combination. Results are expressed as mean ± s.e.m. of 3 to 5 independent experiments. *
refers to statistical comparison between control and treatment and # comparison between combination
therapies and each treatment alone. * and # are indicative of p < 0.01. ns = non significant.

Treatment U87MG Cells U87MG R50 OFF Cells U87MG R50

Control 1 1 1
TMZ 0.57 ± 0.01 * 0.94 ± 0.02 ns -
K34c 0.44 ± 0.01 * 0.54 ± 0.03 * 0.65 ± 0.04 *

FR248 0.78 ± 0.04 * 0.78 ± 0.04 * 0.86 ± 0.09 ns
Nutlin-3a 0.35 ± 0.01 * 0.42 ± 0.02 * 0.42 ± 0.01 *

Idasanutlin 0.52 ± 0.05 * 0.45 ± 0.02 * _
Nutlin-3a + K34c 0.21 ± 0.01 * # 0.24 ± 0.01 * # 0.25 ± 0.008 * #

Nutlin-3a + FR248 0.28 ± 0.02 * # 0.33 ± 0.01 * # 0.37 ± 0.01 * ns
Idasanutlin + K34c 0.265 ± 0.005 * # 0.244 ± 0.007 * # -

Idasanutlin + FR248 0.399 ± 0.005 * # 0.319 ± 0.009 * # -

Figure 8. Cont.
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Figure 8. Effect of Idasanutlin and integrin antagonists on TMZ-resistant and parental cells. (A) Cell
confluence was calculated using IncuCyte Zoom software based on phase-contrast images of U87MG
and U87MG R50 OFF cells at 72 h after treatment with solvent, Idasanutlin (0.1 µM), K34c (20 µM) or
FR248 (20 µM) alone or in combination. (B) Representative Western blots of p53 stability and activity
(phosphorylation at ser15) and the p53 target gene MDM2 expression in U87MG R50 OFF compared
to the parental cells 24 h post treatment with Idasanutlin (0.1 µM) and Fr248 (20 µM) either separately
or in combination. Histograms represent the mean ± S.E.M. of three separate experiments with
GAPDH as the loading control. For all panels: *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001; ns, non-significant.

Compound 9 was described as a potent ↵5�1 and ↵v�3 integrin inhibitor coupled
with an inhibitory activity on MDM2 and MDM4, thus combining the effects we were
studying [42]. We thus checked the effect of compound 9 in our cell lines. It was highly
effective in inhibiting cell confluence in both U87MG and U87MG R50 OFF, cells even at
low doses with 50% inhibition around 0.6 µM and profound changes on cell morphology,
as shown in Figure 9A,B. Low doses of compound 9 (0.1 to 0.6 µM) hardly affected U87MG
cells that were knocked down for the ↵5 integrin gene by the CRISPR/Cas9 technology
(U87MG ↵5KO cells), confirming its capability to recognize this integrin (Supplementary
Figure S5). Interestingly, in low doses, compound 9 (0.6 µM) behaved as integrin inhibitor
K34c treatment alone but in high doses (above 5 µM), it had similar effects to the association
of K34c with p53 activators in U87MG and U87MG R50 OFF cells (compare with Figure 8A).
It seems that high doses are needed to activate p53 target genes (data not shown). The
results suggest that compound 9 behaves as a strong inhibitor of naïve and TMZ-resistant
U87MG cells through the concomitant inhibition of integrins and MDM2/MDM4.
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Figure 9. Effects of compound 9 on TMZ-resistant and parental cells: (A) Dose—response effects
of compound 9 on cell confluence in U87MG and U87MG R50 OFF cells. (B) Representative phase
contrast images from the IncuCyte showing the cellular morphology of U87MG and U87MG R50
OFF cells 72 h post treatment with compound 9 (1.2 µM). Histograms represents the mean ± S.E.M.
of three separate experiments after 72 h treatment with TMZ or compound 9.

4. Discussion
Although TMZ is currently the only approved chemotherapeutic drug known to

significantly improve the overall survival of GBM patients [47,48], the development of
acquired TMZ resistance leading to treatment failure remains one of the challenges to be
resolved. Numerous works aimed to understand intrinsic and acquired TMZ resistance
and recent reviews dedicated to this topic are available [49,50]. It appears clear that a
multifaceted view is to be considered related to the high molecular heterogeneity of GBM
and the plasticity of GBM cells. A consensus already exists about the role of MGMT,
through which epigenetic regulation (promoter methylation or demethylation) is involved
in the clinical response to TMZ. However, GBM-expressing or non-expressing MGMT can
develop resistance to TMZ. Acquired resistance was also often linked to DNA damage
repair pathways leading to new therapeutic avenues [51].

In this work, we generated TMZ-resistant cells by subjecting U87MG cells to TMZ
50 µM treatment as an in vitro model of MGMT-negative TMZ resistance. We aimed to
compare cells continuously grown in the presence of TMZ (U87MG R50) with resistant
cells growing in the absence of TMZ (U87MG R50 OFF), using this last model as a reflection
of clinical recurrence. We confirmed that U87MG cells were sensitive to TMZ, resulting in
large percentage of cell death at the treatment, beginning with few cells remaining alive
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but exhibiting hallmarks of senescence. Senescence is considered a favourable response to
chemotherapy as it blocks tumoral cell proliferation. This view has been challenged as the
irreversibility of drug-induced senescence remains under debate and the pro-tumorigenic
properties of the senescent-associated secretory phenotype (SASP) are clearly demon-
strated [52,53]. It has already been demonstrated that TMZ induces senescence rather
than apoptosis in glioma cells [44,54,55]. In line with this, we demonstrated that the few
U87MG cells that remained alive after one-week incubation with TMZ were all positive
for SA-�GAL staining. In our experimental conditions, the regrowth of the few surviving
cell population occurred in the presence of TMZ from these stained cells, suggesting that
senescence was reversible, but this point remains to be confirmed. The regrowth of U87MG
cells after TMZ treatment to obtain resistant cell populations is largely described in the
literature. However, treatments followed different experimental procedures (with large
variations in the chosen doses, duration of treatments, time of omics or phenotypic evalua-
tions, etc . . . ) that may result in different biological outcomes [50]. The characterization of
TMZ-resistant cells was generally made at the endpoint of cell treatment rather than along
the treatment protocol. Recently the development of resistance was studied in a glioma
cell line. Interestingly, a transient state (from day 3 to 9 after treatment) defined by slow
growth and morphological and metabolic changes was characterized. Resistant cells will
emerge from these transient state cells [56]. The link with senescence has not been studied
in this work.

In our work we aimed to analyse another step of the TMZ resistance, i.e., how resistant
cells behave after removal of the drug, to gain an understand of what may happen in
patients before or at the point of recurrence. To he best of our knowledge, the molecular and
phenotypic characterization of resistant cells before and after removal of the drug has not
been extensively studied. Interestingly, profound changes were observed between U87MG
R50 cells and the non–treated cell, whereas U87MG R50 OFF cells showed more closely
related characteristics to the control cells. One of the most affected pathways was, in both
cases, extracellular matrix organization, including integrin expression level modifications.
Interestingly, profound changes in ECM–receptor interactions were also noted in the
response of the glioma to ionizing radiation [57]. The heatmap of integrins (Figure 4)
revealed particular sets of integrins overexpressed in each cell line, suggesting that anti-
integrin therapeutic options have to be considered in a timely manner during therapies.
As an example, U87MG R50 OFF cells overexpress ↵6 and �8 integrins, both known to
be glioma stem cell markers [36,45]. Accordingly, a dedifferentiation of differentiated
cells towards glioma stem cells has been reported in tumours after radiotherapy or TMZ
chemotherapy [58,59]. Specific anti-↵6 and/or �8 integrin therapies may thus be used for
recurrent as well as for primary tumours.

In this work we focused on RGD-integrins such as ↵5�1 and ↵v�3, as we demonstrated
in previous studies that ↵5�1 integrin is involved in TMZ resistance [30]. We found that
continuous treatment with TMZ decreased the expression of ↵5�1 integrin (as well as those
of �3), while recovery of expression was found after removal of the drug. Interestingly,
phenotypic alterations (proliferation and migration) are coupled with the level of this
integrin. These findings portray ↵5�1 integrin as a promising target for recurrent GBM, as
was proposed in studies examining bevacizumab-treated recurrent glioblastoma [37,60].
In our previous work [31], we showed that ↵5 integrin expression in primary tumours
was not impacted by their MGMT status. Whether this absence of a relationship remains
recurring is currently not known and deserves further studies.

Beside integrin changes, resistant cell lines exhibit p53 pathway activation with a
long-lasting increase in MDM2 expression. Restoration of the tumour-suppressor function
of p53 by disrupting the MDM2-p53 protein–protein interaction is considered an attractive
therapeutic strategy for GBM expressing p53 wild type. Combination therapy of TMZ
with Nutlin 3a, an MDM2 antagonist, was already shown to enhance the survival of
mice engrafted with a GBM cell line by activating p53 and downregulating DNA repair
proteins [61]. Preclinical evaluation of RG7112, another MDM2 antagonist, showed a
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reduced tumour growth of p53 wild-type patient-derived cell lines with the amplification
of MDM2 [17]. The significant efficacy of this drug in a subset of non-MDM2-amplified
models has also been observed. We show in this work that TMZ-resistant cells remain
sensitive to MDM2 inhibitors and that the p53 pathway can be over-activated in these cells
by three different drugs. Our previous results point out a negative crosstalk between ↵5�1
integrin and p53 signalling pathways implicated in chemotherapy resistance of glioma
cells. Activating p53 concomitantly with inhibiting integrin ↵5�1 led to an increase in p53
signalling and glioma cell death in ↵5 integrin subunit-overexpressing cells [30,39]. We
evaluated this strategy on the TMZ-resistant U87MG R50 OFF cells, which re-express the
integrin. The results obtained in experiments associating Idasanutlin (the most efficient
MDM2 antagonist) with FR248 (the most specific ↵5�1 integrin antagonist) suggest that
resistance to TMZ may be overcome by this strategy. The U87MG R50 OFF cell line
appeared more sensitive than the non-treated cells, even if the expression of the ↵5�1
integrin was similar between the two cell lines. We cannot exclude at this point that other
molecular changes participate in this phenomenon, which deserves further studies. We
thus propose a new therapeutic option for recurrent GBM expressing ↵5�1 integrin: p53
activation along with inhibition of the integrin. This therapy may be achieved with a
single molecule, compound 9, which is able to target RGD-integrin-expressing cells and
inhibit MDM2 at the same time [42]. We show here that this molecule is able to target
U87MG and TMZ-resistant U87MG R50 OFF cells at lower concentrations than integrin
antagonists, suggesting decreased potential side effects. Future works have to be carried
out to more precisely investigate this compound, which may be very interesting to treat
recurrent glioblastoma.

In conclusion, our work shows a huge impact of Temozolomide on the integrin
repertoire of U87MG cells. The integrin expressions appear highly switchable during
the course of temozolomide treatment. Specific integrins may be particularly targetable
at different time points of glioblastoma treatment and combination therapies evaluated
according to their time-dependent expression. Although confirmation in patient-derived
cell lines and other preclinical models is needed, our data add new evidence that ↵5�1
integrin has a role to play as a therapeutic target in recurrent glioblastoma.
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.3390/cancers14020369/s1, Figure S1: Dose- dependent effect of Temozolomide on the 3 cell lines,
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resistant and parental cells, Figure S3: Temozolomide effect on cell migration. Figure S4: Cell evasion
from spheroids on polylysine versus fibronectin Figure S5: Effect of compound 9 on U87MG-↵5
integrin KO cells.
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II. Résultats supplémentaires (suite publication 2) 

1. Introduction 
Les données présentées dans cette publication ont toutes été obtenues in vitro. Mes travaux ont 

alors été consacrés à les confirmer in vivo en utilisant des xénogreffes des 3 lignées en 

conditions hétérotopiques et orthotopiques.  Mon expertise dans la technique TEP a été mise à 

profit pour suivre les tumeurs de façon non invasive pour les xénogreffes orthotopiques. 

D’après les résultats obtenus in vitro, l’hypothèse de départ était de confirmer une croissance 

rapide des tumeurs obtenues par injection des cellules U87MG et U87MG OFF (exprimant 

toutes deux l’intégrine a5b1) et une croissance plus lente des tumeurs obtenues par injection 

des cellules U87MG R50. Les données transcriptomiques de ces 3 lignées cellulaires ont 

également été appliquées au réseau du Pr. Elati (détaillé dans la 1ère partie) pour vérifier 

certaines observations du réseau de régulateurs. 
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Figure 29 :  Évaluation de la croissance tumorale in vivo par xénogreffe hétérotopique.  
A – Protocole suivi pour l’expérimentation. Deux millions de cellules ont été injectées sur le flanc droit 
et gauche de chaque souris puis les souris ont été suivi tous les deux à trois jours par semaine. Les souris 
ont été sacrifiées lorsqu’elles ont atteint leurs points limites (perte de poids et/ou 2000 mm3 pour la taille 
de la tumeur). B – Photos des souris après sacrifice ainsi que des tumeurs sous-cutanées récupérées. C 
– Représentation graphique du volume tumorale en mm3 en fonction des jours post injection. D – Courbe 
de survie en fonction des jours post injection. E – Analyse de l’expression de l’intégrine a5b1 par 
western blot. L’expression de l’intégrine a5b1 a été évaluée dans les tumeurs sous-cutanées vs dans les 
différentes lignées de cellules U87. Les quantifications de l’expression de l’intégrine a5b1 a été 
normalisée en fonction de l’a-tubuline ou de la GAPDH. Les données représentent la moyenne ± S.E.M 
de 3 expériences indépendante avec ***p < 0,005; ns = non-significatif.   
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2. Étude de la croissance tumorale in vivo des lignées U87MG sensibles et 

résistantes au TMZ par xénogreffes hétérotopiques.  
Les 3 lignées ont été injectées dans le flanc droit et gauche de souris Nude NMRI. La croissance 

des tumeurs a été mesurée par la technique du pied à coulisse (Figure 29A). De façon 

surprenante, la prise de tumeur est équivalente pour les lignées U87MG et U87MG R50 (Figure 

29C). Les tumeurs obtenues avec les cellules U87MG OFF ne sont apparentes qu’au bout de 

40 jours après injection des cellules. Les résultats montrent également une croissance tumorale 

plus importante pour la lignée U87MG par rapport à la lignée U87MG R50 (Figure 29C). On 

observe à 25 jours post-injection un volume tumoral de 1250 mm3 ± 843 mm3 pour les tumeurs 

de cellules U87MG et de 450 mm3 ± 625 mm3 pour les tumeurs de cellules U87MG R50. A 25 

jours post injection, aucune tumeur n’est visible pour la lignée U87MG OFF. Après un temps 

de latence de 40 jours post-injection, les tumeurs deviennent mesurables et atteignent un volume 

moyen de 845 mm3 ± 455 mm3 après 60 jours. Les résultats indiquent un retard de croissance 

pour les tumeurs obtenues avec les cellules U87MG OFF. En relation avec ce taux de 

croissance, la survie des souris est affectée différemment pour les 3 types de tumeurs (Figure 

29D). Les souris avec des tumeurs de la lignée U87MG ont toutes été sacrifiées à 25 jours post-

injection (points limites atteints), les souris avec des tumeurs U87MG R50 à 48 jours post-

injection tandis que les souris de la lignée U87MG OFF ont toutes été sacrifiées à 61 jours post-

injection (Figure 29D). Au moment du sacrifice, nous pouvons observer visuellement des 

tumeurs très infiltrées par du sang pour la lignée U87MG par rapport à la lignée U87MG OFF 

(Figure 29B) ce qui laisse supposer une angiogenèse plus importante. Ces données montrent 

des tumeurs plus agressives pour les lignées U87MG et U87MG R50 par rapport à la lignée 

U87MG OFF. Ces observations in vivo sont contradictoires avec les résultats obtenus in vitro. 

 

Nous nous sommes alors demandé si l’expression de l’intégrine a5 était identique à celle 

observée lors de la caractérisation des modèles cellulaires. Une moitié des tumeurs a été 

récupérée pour en extraire les protéines. Les analyses protéiques des tumeurs ont été comparées 

avec les analyses in vitro de chaque lignée cellulaire. Nous observons une inversion de 

l’expression protéique de l’intégrine a5 entre les lignées U87MG R50 et U87MG OFF. Dans 

les modèles cellulaires nous avons un niveau d’expression de l’intégrine a5 significativement 

plus important pour les lignées U87MG et U87MG OFF (comme montré dans la publication 2) 

mais dans les modèles in vivo, nous observons un niveau d’expression de l’intégrine a5 plus 
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important dans les tumeurs provenant de la lignée U87MG R50 par rapport aux 2 autres lignées 

(Figure 29E).  
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Figure 30 : Évaluation de la croissance tumorale in vivo par xénogreffe orthotopique. 
A – Protocole suivi pour l’expérimentation. Lorsque les souris ont atteint leurs points limites (perte de 
poids et/ou symptômes neurologiques) ces dernières ont été sacrifiées. B – Images en plan frontal 
recueillis lors des séances d’imagerie TEP. Représentation graphique de la quantification du volume 
tumoral (à 40% de la SUV) et de l’index de l’activité tumorale en fonction des jours post-injection. Le 
radiotraceur utilisé est la [18F]-FET pour le suivi de la croissance tumorale. C – Radiotraceur utilisé la 
[18F]-FLT, marqueur de prolifération. D – Représentation des courbes de survie en fonction des jours 
post-injection.   
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3. Étude de la croissance tumorale in vivo des lignées U87MG sensibles et 

résistantes au TMZ par xénogreffe orthotopique. 
Ces résultats surprenants ont été confirmés par des études de xénogreffes orthotopiques avec 

les 3 lignées cellulaires. Les lignées ont été injectées dans le striatum gauche de la souris puis 

un suivi de la croissance tumorale par imagerie TEP a été réalisé à l’aide du [18F]-FET et du 

[18F]-FLT. Les résultats ont été normalisés à l’aide de l’hémisphère sain du cerveau (Figure 

30A). L’évaluation de la croissance tumorale et de la prolifération cellulaire montrent des 

résultats similaires aux résultats obtenus avec les xénogreffes hétérotopiques. On observe un 

début de croissance tumorale à J9 post-injection pour les lignées U87MG et U87MG R50 tandis 

que pour la lignée U87MG OFF on observe un retard de la croissance tumorale qui débute 

seulement à J31. Les résultats montrent également une activité du radiotraceur plus élevée pour 

les lignées U87MG et U87M R50 par rapport à la lignée U87MG OFF (Figure 30B et C). La 

survie des souris est affectée car on observe une survie plus longue des souris transplantées 

avec la lignée U87MG OFF par rapport aux souris transplantées avec les deux autres lignées. 

Les souris de la lignée U87MG présentent la moins bonne survie (Figure 30D). Ces résultats 

confirment ceux obtenus lors des xénogreffes hétérotopiques avec les lignées U87MG et 

U87MG R50 qui ont une croissance tumorale et une prolifération cellulaire plus importante 

avec une mauvaise survie par rapport à la lignée U87MG OFF.  
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Figure 31 : Application des lignées U87MG sensibles et résistantes au TMZ au réseau de régulateurs. 
A – Les lignées sensibles et résistantes au TMZ ont été placées sur la carte représentant les 5 sous-
classes. En bleu la lignée U87MG (U87MG) ; En orange le lignée U87MG R50 (R50) ; En vert la lignée 
U87MG OFF (OFF). B - Tableau récapitulatif des 5 sous-classes avec les caractéristiques moléculaires 
de chaque sous-classe. C - Vérification de l’activité de PAX8 et EGFR observé dans le réseau de 
régulateurs des lignées U87MG, U87MG R50 et U87MG OFF en fonction de leur niveau d’expression 
protéomique. Le rond rouge signifie que le régulateur est activé dans le réseau et en bleu qu’il est inactif. 
Des quantifications relatives de l'expression de PAX8 et EGFR ont été réalisées en fonction de 
l'expression de la GAPDH et la tubuline respectivement. Les données représentent la moyenne ± S.E.M 
de 3 expériences indépendantes minimum avec **p < 0,01 et ***p < 0,005. 
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4. Données transcriptomiques et réseau de régulateurs  
Les données transcriptomiques des lignées cellulaires U87MG, U87MG R50 et U87MG OFF 

ont été appliquées au réseau de régulateurs (détaillé dans la partie 1 des résultats). Il est 

intéressant de noter que ces 3 lignées cellulaires se trouvent dans des sous-classes différentes. 

La lignée U87MG est dans la sous-classe C0 (classe mésenchymale de Verhaak), la lignée 

U87MG R50 dans à la sous-classe C3 (classe classique de Verhaak) et la lignée U87MG OFF 

dans la sous-classe C2 (classe proneurale de Verhaak) (Figure 31A). Ces 3 lignées ont été 

utilisées afin de vérifier les caractéristiques moléculaires indiquées par ce réseau de régulateurs. 

Parmi le top 10 des gènes régulateurs nous retrouvons PAX8 et EGFR (Figure 31B). Une 

différence d’activation de ces deux gènes régulateurs peut être notée dans le réseau de ces 3 

lignées cellulaires. Les données montrent une inactivation de PAX8 et EGFR dans la lignée 

U87MG R50 tandis que le réseau des lignées U87MG et U87MG OFF montrent une activation 

de ces gènes régulateurs. Le niveau protéique de PAX8 et EGFR est significativement moins 

important dans la lignée U87MG R50 par rapport à la lignée U87MG (Figure 31C). Ces 

résultats mettent en relation le taux d’activation et l’expression de PAX8 et EGFR dans la lignée 

U87MG R50 par rapport à la lignée U87MG. Ce réseau peut ainsi donner des indications pour 

évaluer la plasticité des cellules à passer d’une classe à une autre en fonction du 

microenvironnement mais également pour identifier les régulateurs différemment activés 

associés à cette plasticité. 

  



 - 201 - 

5. Discussion et perspectives 
Cette 2ème partie visait à évaluer les changements moléculaires et phénotypiques survenant 

pendant et après le traitement par Témozolomide (TMZ), chimiothérapie de référence dans le 

GBM, dans un modèle de cellules de GBM, les U87MG. Ces cellules initialement sensibles ont 

été rendu résistantes au TMZ de manière durable même après l'arrêt du TMZ. L'analyse 

transcriptomique a révélé que des changements importants se produisent entre les cellules 

parentales et résistantes, en particulier au niveau du répertoire des intégrines. En se concentrant 

sur l'intégrine a5, il a été démontré que son expression est diminuée en présence de TMZ mais 

restaurée après l'arrêt de la chimiothérapie. Dans ce modèle in vitro de glioblastome récurrent 

après traitement, l'intégrine a5 joue un rôle important dans la prolifération et la migration des 

cellules tumorales. Ces résultats peuvent expliquer l'échec de certaines thérapies ciblant les 

intégrines car leur expression est variable au cours du traitement. Il semblerait plus judicieux 

d’appliquer des thérapies anti-intégrine sur des tumeurs à récidive plutôt qu’en combinaison 

avec le protocole Stupp. En appui de cette proposition, une publication de 2012 [376] mettait 

en évidence 2 types de GBM récurrents après une thérapie anti-angiogénique avec le 

Bevacizumab dont l’une plus hypoxique exprimait l’intégrine a5 et la fibronectine. 

 

Ces données observées in vitro ont ensuite été vérifiées in vivo. Il est intéressant de noter une 

différence notable dans nos modèles in vivo par rapport aux lignées in vitro. Les données in 

vivo ont montrés une croissance tumorale plus importante avec la lignée U87MG R50 par 

rapport à la lignée U87MG OFF qui sont toutes deux résistantes au TMZ. L’inverse est observé 

in vitro avec une prolifération plus importante de la lignée U87MG OFF par rapport à la lignée 

U87MG R50. L’expression de l’intégrine a5 suit la même logique avec une expression 

importante de l’intégrine a5 dans la lignée U87MG R50 in vivo mais une faible expression in 

vitro. Ces données montrent l’importance du microenvironnement dans le développement 

tumoral qui impacte le profil moléculaire et a des conséquences phénotypiques. C’est pourquoi 

il est important de vérifier les données in vitro dans un modèle in vivo en cancérologie. Pour 

mieux comprendre les différences observées, les tumeurs hétérotopiques ont été prélevées et 

soumises à une analyse transcriptomique par RNAseq. Ces données transcriptomiques vont 

également être intégrées au réseau de régulateurs. Ceci nous permettra de faire une étude 

comparative des régulateurs activés/inhibés in vitro vs in vivo pour les 3 lignées.    
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Conclusion Générale 
 

Tout au long de mon projet de thèse, je me suis focalisée sur l’étude d’une cible thérapeutique 

identifiée et étudiée au laboratoire, l’intégrine a5b1, dans le glioblastome. Les cellules souches 

sont reconnues comme étant à l’origine de l’hétérogénéité moléculaire des GBM. Cette 

hétérogénéité est le résultat de la plasticité inhérente des CSG, leur permettant de s’adapter en 

fonction du microenvironnement rencontré (hypoxie vs normoxie) ou du traitement. Il est donc 

primordial de comprendre les mécanismes et d’identifier les acteurs impliqués dans 

l’hétérogénéité moléculaire qui caractérise le GBM. Cette compréhension permettra de mieux 

appréhender les thérapies ciblées de manière générale. C’est dans ce contexte que les deux 

principaux objectifs de mon projet de thèse étaient : 1) d’étudier la régulation de l’expression 

de l’intégrine a5 dans des CSG en normoxie puis soumises in vitro à des pressions d’hypoxie 

et 2) d’étudier l’intégrine a5 dans un modèle de tumeur résistante à la chimiothérapie obtenu 

in vitro. Les deux modèles ont également été explorés pour leur capacité à initier des tumeurs 

in vivo en particulier par la technique d’imagerie non invasive TEP. 

 

Dans la 1ère partie de ma thèse j’ai mis en évidence une importante hétérogénéité de l’expression 

de l’intégrine a5 au sein de lignées de CSG, en relation peut-être avec une expression 

hétérogène retrouvée dans les tumeurs de patients. Cette expression de notre cible thérapeutique 

est impactée par l’hypoxie mais également par la différenciation des CSG. Nous avons montré 

que les CSG utilisent préférentiellement HIF-2a pour moduler l’expression de l’intégrine a5 

en condition hypoxique. L’augmentation de l’intégrine a5 en hypoxie a entrainé une 

augmentation de la migration cellulaire. La combinaison d’un inhibiteur de HIF-2a et d’un 

antagoniste de l’intégrine a5 s’est montrée efficace dans le cas de cellules exprimant l’intégrine 

a5. Notre étude met en évidence pour la première fois un lien entre HIF-2a et l’intégrine a5 

qui se répercute sur le phénotype des CSG et qui peut aboutir à une nouvelle combinaison 

thérapeutique.  

 

Dans la 2ème partie de ma thèse, nous avons mis en évidence une plasticité des cellules 

différenciées de GBM (U87MG), qui s’adaptent en fonction du traitement chimiothérapeutique 

(TMZ). Nous avons observé une diminution de l’expression de l’intégrine a5 pendant le 

traitement au TMZ qui est restaurée lors de l’arrêt du traitement. Ces résultats montrent une 
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nouvelle fois l’importante capacité des cellules de GBM à pouvoir s’adapter au 

microenvironnement, dans ce cas modifié par une chimiothérapie.  

 

Mes résultats soulignent non seulement une hétérogénéité d’expression initiale d’une cible 

thérapeutique mais également une hétérogénéité induite par des facteurs exogènes du 

microenvironnement tumoral (niches, molécules thérapeutiques…). Cela peut expliquer en 

partie l'échec de thérapies ciblant les intégrines car leur expression apparait très variable d’une 

tumeur à une autre, à l’intérieur d’une tumeur donnée et au cours du traitement 

chimiothérapeutique. Cela rend également plus complexe la sélection de patients pouvant 

bénéficier d’une thérapie anti-intégrine a5. Le suivi longitudinal des tumeurs par TEP à l’aide 

d’un ligand spécifique radiomarqué serait un vrai plus pour cette sélection. 

 

La résolution de l’hétérogénéité moléculaire des GBM est un sujet d’actualité. Le nouvel outil 

développé en collaboration avec l’équipe de bioinformaticiens du Pr Elati est de ce point de vue 

très intéressant. Les résultats préliminaires obtenus dans le cadre de mon projet confirment son 

intérêt pour mieux appréhender la plasticité des tumeurs de type GBM. Le logiciel sera 

disponible rapidement pour la communauté scientifique intéressée par les GBM et complètera 

les possibilités d’analyse des données transcriptomiques des tumeurs. Un de ses avantages est 

de pouvoir compiler des données provenant de différentes sources (Affymetrix, RNAseq) 

puisqu’il ne s’adresse pas à la quantification des ARNm mais à l’activité de régulateurs. Mes 

travaux seront complétés prochainement par l’analyse de toutes les données collectées sur les 

différentes lignées de GSC dans différentes conditions de culture. Nous aurons ainsi la 

possibilité de proposer de nouvelles cibles thérapeutiques adaptées à la plasticité des cellules 

tumorales.  
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ABSTRACT 

Integrins are heterodimeric transmembrane proteins able to connect the cells with the micro-

environment. They represent a family of receptors involved in almost all the hallmarks of 

cancer. Integrins recognizing the Arg-Gly-Asp (RGD) peptide in their natural extracellular- 

matrix ligands, have been particularly investigated as tumoral therapeutic targets. In the last 

30 years, intense research was dedicated to design specific RGD-like ligands able to 

discriminate selectively the different RGD-recognizing integrins. Efforts of chemists led to the 

proposition of modified peptide or peptidomimetic libraries to be used for tumor targeting 

and/or for tumor imaging.  Here we review, from the biological point of view, the rational 

underlying the need to clearly delineate each RGD-integrin subtype by selective tools. We 

describe the complex roles of RGD-integrins (mainly the most studied αvβ3 and α5β1 

integrins) in tumors, the steps towards selective ligands and the current usefulness of such 

ligands. Although the impact of integrins in cancer is well acknowledged, the biological 

characteristics of each integrin subtype in a specific tumor are far from being completely 
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resolved. Selective ligands may help to reconsider integrins as therapeutic targets in specific 

clinical settings.  

 

 

1 INTRODUCTION 

Integrins are heterodimeric transmembrane proteins recognized first as adhesion molecules 

on specific extracellular matrix (ECM) components. They were further assigned to a true 

receptor family as their ability to initiate intracellular signaling pathways was largely 

emphasized. In the hallmarks of cancer as defined by Hanahan and Weinberg in 2000 
[1]

, 

integrins were acknowledged as actors of self-sufficiency growth signaling, as regulators of 

anti-apoptotic signaling, angiogenesis and adaptation to new environments during invasion 

and metastasis of tumor cells. New hallmarks were added ten years later 
[2]

,in particular, the 

contribution of the tumor microenvironment (TME) to tumorigenesis. The TME does not only 

contain ECM but also recruits immune and stromal cells able to facilitate tumor growth. 

Changes in the repertoire and expression level of integrins in these non tumoral cells were 

described to support aggressive tumoral phenotypes 
[3]

. Integrins were recognized early as 

therapeutic targets in cancers 
[4–6]

. The most studied integrins in oncology belong to the RGD-

integrin subfamily  with αvβ3/β5 and α5β1 integrins in the spotlight for the two last decades 

[7]
. The RGD (Arg-Gly-Asp) peptidic motif is found in ECM proteins (fibronectin, vitronectin, 

osteopontin, thrombospondin among others) and represents a selective binding site for 

integrins to ECM. Since activation of integrins by adhesion to their ECM ligands was shown to 

be essential to non-tumoral adherent cell survival 
[8,9]

, similar effect was expected for tumoral 

cells. Disrupting the interactions between integrins and ECM through RGD-like compounds 

appeared therefore a valuable strategy to trigger tumor cell apoptosis. Research in the design 

and characterization of integrin antagonists as cancer drug candidates has expanded rapidly 

[10]
. Cilengitide, a cyclic RGD peptide, was the first αvβ3/β5 integrin antagonist that reached 

the clinic 
[11]

. Despite numerous preclinical encouraging data, cilengitide failed to improve 

glioblastoma patient’s survival in phase II/III randomized clinical trials 
[12,13]

. No better 

outcomes were obtained with Volociximab or MINT1526A, both α5β1 integrin inhibitory 

antibodies, in several clinical settings 
[14,15]

. These disappointing results impeded considerably 

research on RGD-integrins as therapeutic targets in oncology. However, recent reviews on 

integrins and cancer emphasize the need to reconsider the topic 
[6,7,16–20]

. In this review we 

will focus mainly on RGD-integrins αvβ3 and α5β1 as most ligands have been designed for 

them. We will support the idea that integrins should still be considered as targets for anti-

cancer therapies. In addition, ligands specific for definite subtypes of integrins will help in 

understanding how and where integrins must be targeted and will shed more light on the 

complexity of the topic.  

2 RGD-integrins in cancer  

2.1. Integrins in focal adhesion and cell migration 

Common rules of integrins have been extensively reviewed elsewhere (for a recent review see 

[21]
). In human, 18 α and 8 β subunits can combine to form heterodimeric transmembrane 
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proteins with specific ligand recognition properties. They share an architecture comprising an 

extracellular domain, a transmembrane region, and a generally short intracellular part. If 

specific adhesion to ligands lies in the composition of the αβ extracellular head, integrins 

signal inside the cells by structural changes and recruitment of cytoplasmic proteins in  

complexes named adhesomes 
[22]

.  Such complexes contain about 2000 proteins among which 

a highly dynamic “consensus adhesome” of 60 proteins may control integrin dependent cell 

adhesion and signaling 
[23]

.  Mechanical forces can influence the assembly/disassembly of 

these macro-molecular structures adding a further level of complexity 
[24]

. Recent work 

pointed that β3 integrins were more strongly bound to their substrate in adhesion sites 

submitted to high tension than β1 integrins 
[25]

. The dynamic nanoscale organization of 

integrins and their regulators within focal adhesion points was shown to differ between  β3- 

and β1-integrins in the control of signaling during cellular functions 
[26,27]

. Although both 

integrins recognize fibronectin, striking differences between α5β1 and αvβ3 integrin signaling 

pathways have been described in normal/tumoral cells. Most data addressed the question of 

focal adhesion point maturation and cell migration. αvβ3 integrins were associated with 

persistent migration through activation of Rac-mDia1, whereas α5β1 integrins were linked to 

RhoA-Rock-MyoDII pathway and random migration 
[28]

.  The role of both fibronectin-binding 

integrin classes can begin with an initial competition followed by a cooperative crosstalk 
[29]

. 

Alternatively, blocking αvβ3 integrin may activate α5β1 integrin recycling back to membrane 

and increase cell migration 
[30]

. Distinct mechanisms and/or efficient crosstalk between both 

integrins have emerged over the years 
[31]

. New insights on focal adhesion maturation have 

been made possible using ligands specifically designed to target either αvβ3 or α5β1 integrins. 

It was shown that focal adhesion maturation on α5β1 integrin-selective substrates is 

dependent on αvβ3 integrin recruitment 
[32–34]

. Most of the above described knowledges were 

obtained in non-tumoral cells and translation to cancer cells may be even more decisive for 

their functional behavior as the expression of integrins and the ratio between αvβ3 and α5β1 

integrin levels are specifically altered in tumoral tissues as is the case for the expression of 

their common ECM ligand fibronectin 
[35]

. 

2.2. Integrins in hallmarks of cancer 

Thirty years ago integrin αvβ3 emerged as a marker of tumoral neo-angiogenesis which was 

inhibited by specific antagonists such as cilengitide in preclinical models 
[36–38]

. These results 

were challenged as enhanced pathological angiogenesis and increased primary tumor growth 

were observed in mice lacking β3 or β3/β5 integrins 
[39]

. Specific overexpression of Integrin β3 

in tumor cells suppressed tumor growth in a human model of gliomagenesis 
[40]

. Additionally, 

it was shown that nanomolar concentrations of RGD-mimetic αvβ3/αvβ5 inhibitors can 

enhance the growth of tumors in vivo by promoting VEGF-mediated angiogenesis 
[41]

. These 

data may explain in part why the therapies with these inhibitors have failed in humans 
[12,13]

. 

Other integrins participate in angiogenesis 
[42]

 and the proangiogenic function of α5β1 integrin 

has been clearly demonstrated 
[43–45]

. It was shown that reduced expression of the α5 subunit 

is associated with reduced blood vessel formation and tumor growth
[46]

 and that α5β1 integrin 

was overexpressed in tumoral vessels 
[47]

. It will be essential to reconsider and to revisit 

fundamental biology underlying how these integrins coordinate angiogenesis to successfully 

target them 
[48]

.  
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Beside their role in angiogenesis, both integrins are overexpressed in many tumoral cells and 

thought to participate in enhanced survival and resistance to therapies 
[7,20,49–52]

. This 

overexpression is mainly characterized at the mRNA level but less data exist at the protein 

level in cohorts of patients. The large transcriptomic databanks available nowadays for 

different tumor types help not only to define the inter-patient heterogeneity but also to 

correlate specific gene overexpression in tumor subtypes to patient survival.  They have been 

used for high grade brain tumors (glioblastoma, GBM) for example 
[53]

. In these tumors, α5 

and β1 integrin  mRNAs are overexpressed in GBM versus normal brain but even more in the 

GBM mesenchymal subgroup 
[54]

; it was less subgroup dependent for αv and β3 integrin mRNA 

[55]
.  α5 and β1 genes are included in the GBM mesenchymal signature so that they represent 

biomarkers of this aggressive subtype. Interestingly α5 integrin is also overexpressed in 

subclones of pediatric brain tumors 
[56]

. Extensive evaluation and comparison of integrin gene 

expression in different tumors and tumor subtypes would be a first step towards efficient anti-

integrin therapeutic strategies. Even if determination of integrin proteins in cell lines is a 

prerequisite to characterize functional implication in vitro, the missing link is however the 

characterization of integrins at the protein level in clinical studies. Few data on small- to 

medium-sized patient cohorts are available in the literature. Immunohistochemical analysis of 

αv or β3 integrin protein expression in such cohorts were recently reported in osteosarcoma 

[57]
, hepatocellular carcinoma 

[58]
, leukemia 

[59]
 and the relationships with patient survival 

established. A retrospective immunohistochemical analysis of αvβ3, αvβ5 or αvβ8 integrins in 

the glioblastoma patient cohorts of cilengitide clinical trials was done. It revealed that only 

αvβ3 integrin expression in tumoral cells may predict benefit from cilengitide inhibition in a 

subset of patients with glioblastoma lacking MGMT promoter methylation 
[60]

. Similarly, high 

levels of α5 or β1 integrin protein expression corresponded to worse survival in oral carcinoma 

[61]
, triple negative breast cancer 

[62]
, pancreatic cancer 

[63]
, osteosarcoma 

[64]
 and colorectal 

cancer 
[65]

. In the last period, data concerning integrin expressions and functions in non-

tumoral cells in the microenvironment of tumors have been increasingly reported. Roles of 

integrins in Cancer Associated  Fibroblasts (CAF) have been reviewed recently 
[66]

. Engineered 

mice models allowed deletion of integrin gene in specific population of cells. It was shown that 

acute deletion of β3 integrin in endothelial cells transiently diminished tumor growth and 

angiogenesis but long term deletion was ineffective 
[67]

. Specific deletion of this gene in 

myeloid cells resulted in enhanced tumor growth 
[68]

 and increase of M2 macrophages at the 

tumor site thus promoting pro-tumoral functions in the microenvironment 
[69]

. In another 

work, it was shown that tumor- associated -macrophages (TAM) accumulation correlated with 

tumor cell expression of αvβ3. This characteristic was used to design an αvβ3 antibody-

dependent cellular cytotoxicity (ADCC) against tumoral cells 
[70]

. Two recent works underlined 

the expression of α5 integrin in the stroma of pancreatic 
[71]

 and colorectal tumors 
[72]

.  In the 

former study, inhibition of this integrin in pancreatic stellate cells attenuates tumorigenicity 

and potentiates efficacy of chemotherapy; in the latter, integrin depletion reduced the ability 

of CAF to promote cancer cell migration presumably by the down regulation of fibronectin.  

All the non-exhaustive recent findings described in the first part of this review suggest that we 

need to better understand the roles of RGD-integrins in tumors. Encouraging preclinical 

discoveries with integrin inhibitors did not translate to clinical successes due to the complexity 
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of integrin biology. We will have to consider not only integrins in tumoral cells and vessels but 

also in the tumor microenvironment including the immune system (Figure 1). For this point, 

preclinical modeling of the clinical reality remains a challenge. The overexpression of some 

integrins in treatment-resistant cells or at metastasic sites must be thoroughly characterized. 

We will have to refine the positive or negative crosstalk between different integrins and their 

relationships in specific tumor area or in specific subset of patients. We need to compare 

different integrin subtypes more systematically to address their respective contribution to 

tumorigenicity and optimize the use of specific inhibitors. The availability of specific and 

selective integrin ligands is of great importance to go further on. 

3 RGD-integrin ligands 

Three main classes of integrin ligands have been proposed: antibodies, RGD-derived peptides 

and RGD-mimetic small molecules (Figures 2 and 3). More recently, aptamers (short nucleic 

acid sequences) have been included in this list 
[73,74]

. While antibodies may be highly integrin 

subtype-specific by nature, RGD-derived ligands may recognize all RGD-binding integrins. 

Efforts towards achieving high selectivity of RGD-integrin ligands were actively made during 

the last two decades with, for example, the pioneer works of  H. Kessler’s group. Although 

recognizing the same tripeptide sequence in their natural ligands, similarities and differences 

between RGD-integrins have been highlighted based on their crystal structures. The structures 

of the extracellular fragment of integrins αvβ3, αIIbβ3 and α5β1 were respectively resolved in 

2001 
[75,76]

, 2004 
[77]

 and 2012 
[78]

 helping to understand how ligands fit in the integrin binding 

sites.   

3.1.  Specificity, selectivity, and activity of integrin ligands. 

Until today, integrin ligands were mainly tested for their capacity to bind integrins and to 

disrupt their interactions with their preferred natural ligands, using as a readout the role of 

integrin as adhesion proteins. For the evaluation of large libraries of compounds, tests must 

be rapid and reliable for lead characterization and optimization. They are based either on cell 

adhesion assays or on purified soluble integrins adhesion assays on specific ECM substrates. 

Results (expressed as IC50 values) obtained by both approaches are strongly variable 

depending on several parameters. Rational design of such tests appears crucial to compare 

ligands for one integrin or one ligand for different integrins. Recent works give insights in this 

topic 
[79,80]

. Concerning activity, the notion of integrin antagonism versus agonism is fairly 

taken into account in the first steps of ligand selection. This point becomes critical in the field 

of oncology where disruption of cell adherence does not automatically relate to cell death. 

Moreover, RGD-like compounds may behave as true agonists mimicking the ECM natural 

ligand-dependent activation of integrins and subsequent pro-tumoral signaling pathways 
[41]

. 

Very interestingly, recent developments on integrin pure antagonists have been published 

supporting a new area in integrin ligand research 
[81–84]

. Based on electron microscopy, X-ray 

chrystallography and receptor priming studies, it was shown that these new classes of integrin 

antagonists do not induce the integrin conformational changes associated with activation.  

3.2 Antibodies 
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Specific antibodies against RGD-integrins contributed to study integrin activation-state 

regulation, integrin biology and integrin-based therapeutics. In contrast with peptides or 

peptide-mimetics acting essentially at the RGD binding domain, they cover a large set of 

epitopes localized in different structural parts of the α or β integrin subunits 
[85]

. They can be 

classified into three main groups: stimulatory or activation-specific, inhibitory and non-

functional antibodies as largely described by the group of M. Humphries 
[86–88]

. It must be 

emphasized here that integrin conformations are known to be variable in relation to their 

functional status which addressed mainly their capacity to adhere to ECM ligands. The bent, 

the extended closed and the extended open global conformations are likely to be shared by 

the majority of integrins. Using electron microscopy and biophysical thermodynamic analysis 

on α5β1 integrin and with the help of specific antibodies, it was shown that only the extended-

open conformation mediates adhesion to fibronectin and that intrinsic affinity depends on 

specific integrin conformational states 
[89,90]

. Antibodies against α5β1 and αvβ3 integrins are 

thus widely used in preclinical studies to depict fundamental cues, label or inhibit these 

integrins. Among inhibitory antibodies, some reached early phases clinical trials (volociximab 

for α5β1 integrin and Intratumumab/CNTO95 or abituzumab for αvβx integrin) 
[91,92]

. But 

despite being well tolerated, they failed to progress to phase II/III trials.  

3.3. RGD-derived peptides 

Cilengitide, a cyclic pentapeptide, developed twenty years ago by Horst Kessler and his group, 

became the prototype of RGD-derived peptides with enhanced selectivity towards αvβ3 

integrin. The story of cilengitide is extensively described in 
[93]

 explaining the different steps 

of development from a linear, flexible and non-selective RGD peptide to a cyclic, rigid and 

selective one. In the search for peptides with increased selectivity either towards αvβ3 or 

α5β1 integrins, multiple strategies have been explored using isoDGR motifs 
[94,95]

, cyclic aza-

peptides 
[96]

 or di-N- methylation of cilengitide 
[97]

. Cilengitide remains the reference 

compound in the field and integrin binding characteristics of new integrin ligands are often 

compared to it. Other groups worked around the cyclic pentapeptide structure. For example, 

cyclic RGD pseudopentapeptide incorporating bicyclic lactams were described 
[98]

 and further 

optimized leading to potent antagonists of αvβ3/β5 integrins 
[98–101]

. Series of cyclo-

octapeptides including RGD have also been described. Based on One-bead One-Compound 

combinatorial library technology, the lead compound LXW7 was discovered 
[102]

 and optimized 

as LXW64 and LXZ2 
[103,104]

. These compounds proved able to selectively label tumoral cells 

expressing αvβ3 in vitro and in vivo. Recently, a novel specific integrin αvβ3 targeting linear 

pentapeptide, RWrNK, was described 
[105]

. Its development used a structure-based 

pharmacophore method integrated with molecular docking. Bifunctional diketopiperazines 

were introduced into cyclic peptidomimetics containing the RGD sequence (DKP-RGD)  leading 

to compounds specific for αvβ3/β5 integrins 
[106]

. Interestingly, these compounds exhibited 

binding affinities towards α5β1 integrin but always lower than for αvβ3 integrin 
[107]

. Thus 

using several approaches, numerous peptidic ligands specific/ selective for αvβ3/β5 integrins 

have been made available unlike those for α5β1 integrin. The isoDGR peptide library  
[95]

 was 

screened to confer to the small lead pentapeptide selectivity towards the fibronectin- binding 

integrins α5β1 and αvβ6 
[94]

. Through sequential N-methylation, the biselective c(phg-isoDGR-

k) was converted to c(phg-isoDGR-(NMe)k) which appeared as a selective α5β1 integrin ligand 
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[108]
. It should be noted that other peptides highly selective for α5β1 integrin have also been 

proposed without an RGD sequence. The first example is the Cys-Arg-Arg-Glu-Thr-Ala-Trp-Ala-

Cys (CRRETAWAC) peptide originally discovered in 1993 from the screening of a  phage-display 

library in which heptapeptides were flanked by cysteine residues, thus making the inserts 

potentially cyclic 
[109]

. Further investigations showed that residues of the α5 subunit involved 

in recognition of RRETAWA are predicted to lie close to those involved in RGD binding but do 

not completely overlap 
[110]

. The second example is ATN161, a capped five amino-acid peptide 

derived from the synergy region PHSRN of fibronectin (which contributes to high affinity 

recognition of fibronectin by α5β1 integrin). It was shown to be very selective for α5β1 integrin 

over αvβ3/β5/β6/β8 integrins in an ELISA test using soluble purified integrins 
[79]

. Compared 

to other integrin ligands, ATN-161 has the particularity of not competing with the fibronectin 

binding and thus is unable to detach the cells from the matrix. It was included in two clinical 

trials (for advanced renal cancer and recurrent glioblastoma) but no results were posted to 

date. 

Panels of selective RGD-derived peptides are available. Few of them have been studied as true 

antagonists of integrin signaling pathways and pro-tumoral effects. However, knowledge on 

the mode of binding of RGD-containing peptidomimetics has largely increased with the advent 

of computer-assisted docking studies in the crystal structure of the integrin binding sites. This 

helped and will further improve the design of new ligands. 

3.4.  Small molecules as RGD-mimetics. 

In parallel with the design of RGD-derived peptides, search for RGD-mimetics, led to the 

discovery of selective more stable and bioavailable small molecules as integrin ligands. The 

first goal of research was to obtain selectivity for αvβ3 versus αIIbβ3 integrins. This latter RGD-

integrin is involved in platelets regulation and undesirable antagonist side effects had to be 

avoided. The second goal was to evaluate the possibility of distinguishing the αvβ3 integrin 

from the α5β1 in order to have highly selective ligands even though their RGD binding site are 

highly homologous. Both goals were achieved by pharmaceutical and academic groups. A 

review recapitulated the αvβ3 antagonists available in 2000 
[111]

. The field has progressed and 

began to focus also on α5β1 integrin. The initial series of αvβ3 integrin ligands were generally 

also recognized by α5β1 integrin. A series of nonpeptide integrin ligands containing spirocyclic 

scaffolds was described including SJ749 and SJ755, the first highly selective molecules for α5β1 

integrin 
[112,113]

. Their biological effects have been characterized : they behave as potential 

enhancers of antibiotic efficacy by interfering with α5β1 integrin/fibronectin/M1 protein-

dependent  bacterial entry in epithelial cells 
[114]

, as blockers of angiogenesis 
[115]

 and as 

inhibitors of proliferation and migration of glioma cells 
[116,117]

. Docking of SJ749 into a built 

3D model of the binding domain of α5β1 integrin has permitted the identification of two 

potentially important and unique regions of this integrin compared to others 
[118]

. This model 

was largely used for the rational design of highly active and selective ligands for α5β1 and 

αvβ3 integrins achieving a selectivity ratio as high as 10000 
[119–121]

. The differentiation 

between the α5β1 and αvβ3 integrin-dependent glioma migration modes was possible using 

such ligands and revealed that αvβ3 integrin antagonists increased single cell migration 

whereas α5β1 integrin antagonists decreased it 
[122]

. Additionally, we showed that, unlike 
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αvβ3 integrin antagonists, those selective for α5β1 integrin pushed glioma cells towards 

apoptosis when combined with chemotherapy or p53 activators 
[123–125]

. Starting from a virtual 

combinatorial library designed to cover the chemical space specific for RGD-like compounds, 

Stragies et al synthesized dual α5β1/αvβ3 specific inhibitors 
[126]

. Optimization of one lead 

gave JSM6427 which exhibits 10000 times more affinity for α5β1 versus αvβ3 and showed 

inhibitory activity in several models of pathological angiogenesis 
[127–129]

. It was further 

developed for the treatment of macular degeneration but did not overpass the phase 1 clinical 

trial. 

More recently, new β-lactam derivatives were designed to target integrins. Interestingly, the 

concept of integrin agonists has gradually emerged since compounds with azetidinone as the 

only cyclic framework increased integrin-dependent cell adhesion rather than decreasing it 

[130]
. Substituent variations around the β-lactam core led to the discovery of selective 

compounds for different integrins including α5β1 and αvβ3/β5. Similar selectivity ranges were 

obtained for these integrins by competitive solid-phase binding assays using purified integrins 

and cell-adhesion based assays 
[131,132]

. Increase in cell adhesion by integrin “agonists” was 

corroborated by an increase in integrin-dependent ERK signaling pathway. First characterized 

as racemic compounds, it was demonstrated that only (S)-enantiomers maintain the agonist 

activity thus revealing an important stereochemical requirement for integrin recognition and 

activation 
[133]

. Whether integrin agonists could play a role as therapeutic drugs in oncology 

remains to be demonstrated 
[134]

. 

Taking together all the data concerning these RGD-mimetic ligands, structural determinants 

discriminating different RGD-binding integrins have been characterized based on compound 

structure-activity relationships and computer-assisted docking on crystallographic integrin 

models. As is the case for the RGD-derived peptides, few of these original ligands are currently 

under investigations to check their potential anti-tumoral effects. The main knowledge 

concerns their ability to inhibit/increase integrin-dependent cell adhesion. Analysis of their 

roles on integrin signaling pathways has become an urgent need to more clearly decipher the 

biological cues of specific RGD-integrins in tumoral or surrounding stromal cells.  

4 Current applications of RGD-ligands 

Huge efforts to get more and more selective RGD-ligands led to interesting libraries of 

compounds. Due to the failure of the lead cilengitide to improve patient survival in clinical 

trials, none of them appears to be developed as anti-cancer therapeutics. Currently they are 

being exploited as useful tools either as tumor diagnostic or tumor targeting markers. They 

also serve for functionalization of biomaterials helping to solve several selective integrin-

dependent cell phenotypes. 

4.1. RGD-ligands for tumor diagnostic 

As stated above, the input of RGD-integrins in hallmarks of cancer is largely acknowledged. 

Their heterogeneous expression in patient tumors closed the way to use their antagonists as 

therapeutics in unselected cohort of patients. Characterization of the integrin expression 

panel by a noninvasive way may be of importance to delineate patient subpopulations and 

adapt therapies. From early 2000 to 2015, huge efforts to characterize Positron Emission 
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Tomography (PET) markers for αvβ3 integrin were made. Radiolabeled cyclic RGD peptides 

(with 
18

F, 
64

Cu/
68

Ga  tracers) were thoroughly designed and characterized (for review see 
[135]

 

and 
[136]

).  Several were investigated in the clinic 
[137–139]

. By contrast very few radiotracers 

specific for α5β1 integrin are available (Table 1) as this integrin moved in the forefront of 

cancer research more recently, in particular for its unambiguous role in neoangiogenesis. The 

first α5β1-selective integrin antagonist useful as a PET tracer was described in 2013 by the 

group of H. Kessler 
[140]

. A selective α5β1 integrin peptidomimetic (described in 
[119,141]

) was 

functionalized with the NODAGA chelator, labelled with 
68

Ga and named FR366 
[142]

.  FR366 

has a high affinity for α5β1 integrin, a specific integrin uptake in vivo and a good tumor-to-

background contrast. A further step was achieved by trimerization of an azide-functionalized 

pseudopeptide 
[143]

 using a 1-pot click chemistry procedure with a TRAP chelator scaffold 
[144]

. 

The compound  
68

Ga-Aquibeprin obtained by this way has affinity and selectivity for α5β1 

integrins and gave high contrast PET imaging in vivo 
[145,146]

. A similar approach was used with 

c(phg-isoDGR-(NMe)k peptide (see above) which was conjugated to pentynoic acid on the 

lysine side chain and then trimerized by the TRAP chelator. In a proof of concept experiment 

this compound labeled with 
68

Ga behaved as a potential PET agent for noninvasive imaging of 

α5β1 expressing tumors 
[108]

. Other PET peptidic radiotracers for α5β1 integrin were proposed 

(based on CRETTAVAC or KSSPHSRN(SG)5RGDSP linear peptides) but they lack an efficient 

accumulation in α5β1 integrin-positive tumors in vivo 
[147,148]

.  

4.2. RGD-ligands for tumor targeting 

Integrins appear as valuable entry door for anti-cancer drugs in a tumor selective way. Based 

on the overexpression of αvβ3 and α5β1 integrins in tumor vasculature and cells and their 

ability to get internalized through endosomes 
[149]

, strategies have been developed to achieve 

specific transport for therapeutics. RGD-ligands coupled to cytotoxic drugs can serve as direct 

carriers and are intensively investigated. The drug is coupled to the RGD peptide by a linker 

which may be cleaved inside the cell to allow the therapeutic effect (for review see 
[150,151]

. 

Examples of RGD-ligands and cytotoxic drug complexes can be found in two recent reviews ( 

[152,153]
. Recent advances in the field included dual-functional complexes that incorporate one 

fluorophore on one side for imaging and a cytotoxic pro-drug on the other side 
[154]

. But 

currently intense efforts are mainly directed towards nanocarriers functionalized with RGD-

ligands. We will not develop here this topic as recent reviews are available to which readers 

can refer 
[155–161]

.  

Although huge literature exists concerning the applications available with RGD-ligands for 

targeting tumors, they appear, to our knowledge, non-dedicated to address specifically the 

selectivity of RGD-integrins. The RGD-ligands mainly used in these studies have been designed 

to target αvβ3 integrins. From a biologist point of view, further improvements will be achieved 

when tailored systems will be proposed to target specifically either αvβ3 or α5β1 integrin 

expressing tumors.  

5 Summary and outlook 

In this review we focused on two RGD-integrins which are important players in oncology, the 

αvβ3 and α5β1 integrins. It is important to note that other RGD-integrins become under 
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spotlight as for example the αvβ6 integrin 
[162]

. Selective Inhibitors and PET tracers have been 

designed 
[163–167]

 which will be useful to detect and treat epithelial carcinoma for example. 

Integrins remain therapeutic targets in oncology (as assessed by 2 recent reviews 
[168,169]

) but 

we have to reconsider their roles in the area of personalized medicine.  

Our goal in this review was to give the biologist point of view regarding the chemical 

approaches to design selective compounds differentiating RGD-integrins in preclinical and 

clinical settings. According to the data (even the recent ones), the αvβ3 integrin still remains 

the gold standard tumoral target. Efforts are however made towards other integrins. This is 

an important point in order to have a better knowledge of the complex integrin world. To go 

further, we have to set up a virtuous circle by increasing the knowledge on one particular 

integrin using selective ligands and inversely to take into account this knowledge to design 

new ligands with improved efficacy. The biological tests are crucial as are the preclinical 

models. It is time to progress towards models that better reflect the clinical reality to test 

integrin antagonists. For example, replacing 2D by 3D sphere cultures and hence by 

organoids/tumoroids to test integrin antagonists is nowadays accessible steps. In addition, we 

have to develop high/medium throughput assays aiming to characterize the biological effects 

of RGD-ligands on not only integrin/cell adhesion but also on oncogenic signaling pathways. 

We have also to keep in mind that integrin antagonists/agonists may inhibit/activate general 

mechanisms which are under the control of several players. It will be of great interest to 

evaluate more thoroughly the benefit of their association with other targeted therapies. 

Transdisciplinary networks involving biologists, clinicians and chemists will greatly help to go 

through preclinical investigations towards clinical benefits with integrin ligands.  
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ligand Cell line models references 

68
Ga-NODAGA-

peptidomimetic 

  Neubauer et al, 2013 

68
Ga-NODAGA-

peptidomimetic 

(FR366) 

Human colon 

carcinoma (RKO cells) 

Human melanoma 

(M21 cells) 

Heterotopic 

xenografts in mice 

D’Alessandria et al, 

2016  

68
Ga-TRAP-

peptidomimetic 

(Aquibeprin) 

  Notni et al, 2016 

18
F-peptide 

(CRRETAWAC) 

Human prostate 

carcinoma (DU145 

cells) 

Heterotopic 

xenografts in mice 

Hauber et al, 2014 

18
F-NOTA-peptide 

(KSSPHSRN(SG)5RGDSP) 

Murine melanoma 

(B16-F10 cells) 

Human colorectal 

carcinoma (SW48 

cells) 

Heterotopic 

xenografts in mice 

Jin et al, 2015 

68
Ga-TRAP-peptide 

(c(phg-isoDGR-

(NMe)k)) 

Human melanoma 

(M21 cells) 

Heterotopic 

xenografts in mice 

Kapp et al, 2018 

 

Table1: PET radiotracers selective for α5β1 integrin. Different xenografted tumoral cell lines have 

been used with differential expression of α5β1 and αvβ3 integrins. RKO cells : α5β1 +,  αvβ3 -; M21 

cells: α5β1 +/- and αvβ3 +; DU145 cells: α5β1 +,  αvβ3 -; B16-F10: α5β1+, αvβ3 +/-; SW48 cells: α5β1 

-, αvβ3 +/-. 
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Legends to figures 

Figure 1: Integrins in hallmarks of cancer. Altered expressions of integrins are detected in tumor 

cells but also in non tumoral cells in the tumor microenvironment. Integrin-activated signaling 

pathways have pro-tumoral functions. 

Figure 2: RGD-integrin ligands. Integrins αvβ3 and α5β1 both recognize Fibronectin (FN). Ligands 

able to interfere with FN-integrin complexes have been developed mainly as integrin antagonists of 

cell adherence (RGD-based peptides, RGD-mimetics). Antibodies recognize epitopes in- or outside 

the RGD binding sites and are useful to mark integrins in inactivated or activated states. Non-RGD 

peptides have been developed based on the FN synergy site (PHSRN) recognized by α5β1 integrin.  

Figure 3: Chemical structures of some RGD-integrin ligands. Cilengitide was the first RGD-containing 

cyclic peptide reaching the clinic for glioblastoma treatment [93]. LXW7 is a cyclooctapeptide 

described in [102]. C(phg-isoDGR-NMe)k) is described in [108]. SJ755 was one of the first small 

molecule specific for α5β1 integrin [112]. Compound 1 is described in [141] and compound 17 is an 

α5β1 integrin agonist [131]. 
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Abstract: The brain tumor microenvironment has recently become a major challenge in all pediatric
cancers, but especially in brain tumors like high-grade gliomas. Hypoxia is one of the extrinsic tumor
features that interacts with tumor cells, but also with the blood–brain barrier and all normal brain
cells. It is the result of a dramatic proliferation and expansion of tumor cells that deprive the tissues
of oxygen inflow. However, cancer cells, especially tumor stem cells, can endure extreme hypoxic
conditions by rescheduling various genes’ expression involved in cell proliferation, metabolism and
angiogenesis and thus, promote tumor expansion, therapeutic resistance and metabolic adaptation.
This cellular adaptation implies Hypoxia-Inducible Factors (HIF), namely HIF-1↵ and HIF-2↵.
In pediatric high-grade gliomas (pHGGs), several questions remained open on hypoxia-specific role
in normal brain during gliomagenesis and pHGG progression, as well how to model it in preclinical
studies and how it might be counteracted with targeted therapies. Therefore, this review aims to
gather various data about this key extrinsic tumor factor in pHGGs.

Keywords: high-grade gliomas; pediatric; hypoxia; HIFs

1. Introduction

Pediatric high-grade gliomas (pHGG) are aggressive and incurable tumors of the central nervous
system (CNS). These infiltrative solid tumors account for 15% to 20% of all pediatric brain tumors
and represent the leading cause of morbidity and death related to cancer during childhood and
adolescence [1]. Only forty percent of the pHGGs originated from cerebral hemispheres and the
remaining 60% are located in the midline (half in the brainstem and pons and half in the thalamus) [2].
The common standard protocol to treat hemispheric pHGG is largely inspired by adult glioblastomas
and starts with surgical resection of the tumor, followed by radiotherapy and chemotherapy [3–5].
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Unfortunately, with this type of protocol, up to 80% of children will finally relapse in the two following
years, more rapidly than adult high-grade gliomas (aHGGs). In midline pHGGs, due to the widespread
invasiveness of HGG cells, complete surgical resection is quite complex with the coexistence side by
side of malignant and healthy cells. While many other pediatric cancers have experienced therapeutic
management advances in recent decades, the median survival of pHGG has remained unchanged,
with a range from 12 to 15 months in hemispheric and thalamic locations and from 9 to 12 months in
Di↵use Intrinsic Pontine Gliomas (DIPGs). For all these reasons, there is a pressing need for novel
therapeutic approaches to treat pHGGs. The first step was to understand and characterize intrinsic
and extrinsic tumor features to reproduce pHGG conditions and be able to model it in in vitro and
in vivo preclinical studies.

Since 2010 [6–8], clearer intrinsic pHGG features have arisen from molecular and genomic studies
that led to the update in 2016 of the World Health Organization (WHO) classification of CNS tumors
and its continuous improvement [9,10]. These molecular insights differentiated pHGGs from their adult
counterparts, except for thalamic locations, where similar genomic features can be described in both [11].
Those studies evidenced driver mutations on histone H3 and their impact on patient outcome, linking
H3.3 mutations to a specific brain location and to a worst evolution compared to H3.1 mutation [2,12,13].
Additionally, to those genomic modifications, several mutations or CNVs (Copy Number Variations)
are also described mainly on ACVR1 (Activin A receptor type I), TP53, EGFR (Epidermal Growth Factor
Receptor), ATRX (Alpha-Thalassemia/mental Retardation X-linked), PTEN (Phosphatase and TENsin
homolog) or PDGFRA (Platelet Derived Growth Factor Receptor Alpha) [2,6–8,12–14]. Other rare driver
mutations are also observed on BRAF or IDH1 (Isocitrate DeHydrogenase 1). All these molecular
abnormalities opened the path to new treatment approaches, but also increased knowledge on tumor
heterogeneity and, thus, tumor complexity [15,16]. These molecular aspects are fundamentally different
from those observed in aHGGs, explaining the specificities of pHGG and how they are divergent
from the aHGGs in terms of cellular origins, epidemiology, genetic complexity, driver mutations,
but also their specific extrinsic tumor features such as interactions with local hypoxic environment and
brain locations [17].

For extrinsic tumor features, studies mainly focus on brain microenvironment, taking into account
vascular cells, brain cells and their electric activity, but also immune cells [18,19]. As most solid
tumors, one key of the brain microenvironment in pHGGs seems to be hypoxia, as a result of the
dramatic proliferation and expansion of tumor cells that deprive the tissues of oxygen inflow [18,20–25].
Basically, hypoxia has deleterious e↵ects on normal cells that rapidly undergo apoptosis or necrosis
after prolonged oxygen deprivation [26]. However, cancer cells, especially tumor stem cells, can endure
extreme hypoxic conditions by rescheduling various genes’ expression involved in cell proliferation,
metabolism and angiogenesis and thus, promote tumor expansion, resistance, and metabolic adaptation.
This cellular adaptation implies HIFs (Hypoxia-Inducible Factors), namely HIF-1↵, HIF-2↵ and
HIF-3↵ [27–29]. These transcription factors mediate several key pathways in cancer and might
represent interesting targets for cancer treatments, especially in pHGGs [21,24,29]. Nevertheless,
several questions remained open specifically in pHGGs on the role of hypoxia in the brain during
gliomagenesis, pHGG cell proliferation and widespread across normal structures, as well how to
model it in preclinical studies and how it might be counteracted with targeted therapies. Therefore,
this review aims to gather various data about extrinsic and intrinsic pHGG features that might interfere
with intra-tumor hypoxia and where HIFs play central roles (Figure 1).
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Figure 1. Specific questions on pediatric high-grade gliomas (pHGGs): hypoxia links with locations
(orange), cell properties (grey), propensity to migrate especially from and in a subventricular zone
(SVZ) (yellow) and the neuronal/blood–brain barrier environment (blue).

2. Role of Brain Physiological Hypoxia Location or Brain Physioxia and the Sub-Ventricular Zone

in pHGGs

Hypoxia is a general concept referring to decreased oxygen (O2) amounts reaching a tissue.
However, in humans, physiological O2 levels in healthy tissues vary from 3% to 10% [21,30,31].
Thus, the physiologically hypoxic conditions are organ-dependent and can be renamed physioxia.
Furthermore, O2 is not homogeneously distributed into one single organ but unevenly distributed
in tissues, creating O2 gradients [32]. The brain is ones of the organs with the poorest tissue oxygen
concentrations, covering a range from 3% to 4.5% [30,31,33]. This is the equivalent of an oxygen partial
pressure (pO2) of about 25 to 48 mmHg, depending on altitude. Any oxygen level below this value
would be considered brain hypoxia. The high brain energy requirements compared to the paradoxically
low brain energy reserves implies that the brain will need continuous oxygen inflows through a very
developed and active vascularization. In fact, any important oxygen fluctuation can cause nerve
cell injuries. Hippocampus and cerebellum neurons seem very sensitive and hypoxia-intolerant [26],
whereas neural stem-cells require hypoxic niches to remain in an undi↵erentiated state and maintain
their pluripotency [34]. The physiological hypoxic niches are notably located in the sub-ventricular
zone (SVZ) along the lateral walls of the lateral ventricles, the major site of post-natal continuous
neurogenesis [23,34,35]. Controversial studies have investigated this SVZ niche as a region originating
glioma stem cells [36,37]. Among those publications, signaling via mTORC1 (mammalian target
of rapamycin complex 1), protein activating HIF-1↵, has been proposed to regulate self-renewal,
proliferative divisions, di↵erentiation, and brain ventricle morphogenesis in this SVZ [38]. HIF-1↵
was also described as a repressor of BMP (Bone Morphogenetic protein) and thus, promoting HGG
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precursors in the SVZ niche [21]. On the other hand, glioma stem cells might directly result from the
intra-tumoral hypoxic gradient [39] and explain how the glioma stem cells are located away from the
SVZ [40–42]. They are directly initiated in the periphery of the necrotic/hypoxic regions, where HIFs
are highly expressed (Figure 2).
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Figure 2. Organization of hypoxic regions across tumors. The pediatric high-grade gliomas are
composed by necrotic regions surrounded by pseudopalissade structures and associated with stem
cell niches. Neovascularization is starting from the periphery of the tumor and is decreasing in the
center. Three hypoxic profiles are, then, described within pHGG tumors: acute, cyclic and/or chronic
oxygen tensions.

Despite these contradictory results between SVZ and local hypoxia, it appears that physiological
neural stem cells benefit from hypoxic conditions in a healthy brain and are thus capable of self-renewing
to give birth to neural cells that migrate while di↵erentiating into mature and functional neurons.
Probably, these normal stem cell capacities in hypoxic niches are also used by pHGG stem cells, leading
to an even more complex HGG hypoxic environment, unlimited and slow self-renewal and a high
propensity to migrate rapidly [43]. This can also explain why a really frequent invasive terminal
process in this SVZ is present during pHGG progression. It results from mTor/HIF-1↵ expression in
the tumors and its close hypoxic environment [13,38,44].

3. Macroscopic and Microscopic Aspects of pHGG Hypoxia within the Tumors

Hypoxia in brain tumors might be closely related to the dramatic proliferation of tumor cells.
Tumor expansion progressively deprives tissues from oxygen inflows by increasing their distance from
blood vessels. In response to this oxygen deprivation, tumor cells promote neovascularization via
VEGF (vascular endothelial growth factor) secretion. However, this tumor neovascularization is very
anarchic; it results in the formation of altered and disorganized blood vessels and is unable to assure the
complete oxygen delivery to tumor tissues [44]. Even VEGF and its receptor VEGFR hyperexpression
have not frequently been observed in the molecular publications on pHGGs; angiogenic features
and interactions with angiogenesis have been frequently discussed in preclinical studies, as well as
in pHGG and DIPG trials [5,45–48]. For this specific blocking, usually, bevacizumab was used as
single agent or in combination with chemo- or radiotherapy. The study of Castel et al. associated this
pro-angiogenic signature to H3.1 K27M mutated tumors, but other studies using Magnetic Resonance
Imaging (MRI) analyses on T2-weighted sequences showed a direct link between necrotic and hypoxic
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zones within pHGGs and more aggressive subtypes like H3.3 K27M mutated DIPG or those bearing
TP53 mutation [47,49]. Typical DIPG images have depicted it as arising from the brainstem and
being di↵usively involved in more than half of the pons. Surprisingly Ho↵mann et al. found that
the MRIs of short-term survivors were associated with a low necrosis percentage but a less frequent
ring enhancement [50]. All those studies might explain a balance between level of hypoxic zones,
neoangiogenesis and the high di↵usive phenotype of the pHGG cells side to side with normal neurons
and fibers, especially in pons.

The MRI imaging also showed a heterogeneous hypoxic environment in pHGG with various
oxygen gradients inside one single tumor. In the same tumor, the oxygen level typically can di↵er
in a spatio-temporal manner, creating pockets of regions with a low oxygen level surrounded
by regions with a normal oxygen level that could vary over time and might be mostly localized
at the tumor periphery (Figure 2). This process can be subdivided into acute, chronic and/or
cyclic hypoxia [18,22,27,39,50–52]. Acute hypoxia acts on peripheral cells that are incompletely and
intermittently oxygenated by an aberrant neovascularization. The temporal scale for acute hypoxia is
generally considered from minutes to several hours. After 24 h of poor oxygen levels, the tumor cells
are considered in a chronic hypoxic state and usually located in the furthest part of the tumor from
the blood vessels. Lastly, the cyclic hypoxia might be considered as a kind of intermediary between
acute and chronic hypoxia. The cells from the intermediate layer of the tumor endure very low oxygen
levels for a few minutes to several days before being briefly re-oxygenated by immature blood vessels.
These variations can explain HGG stem cell niches [29,36,53], as well as the microscopic architecture
characterized by central pseudopalissades associated to neovessels and necrosis [54]. They outline
the di↵erences observed between peripheral cells of the tumor, which are oxygenated and bear less
aggressive features, and inner core cells with less ring enhancement in the MRI and a very aggressive
cell phenotype [37,50] (Figure 2). Usually, those extrinsic hypoxic-related features are correlated
to a worst outcome and resistance to treatments (e.g., radio- and chemotherapy) [21,24,50].

4. Hypoxia Inducible Factors (HIFs) in pHGGs

Hypoxia-Inducible Factors are heterodimeric transcription factors composed of a regulating ↵

subunit, which is sensitive to oxygen, and a constitutively expressed � subunit also named ARNT (Aryl
hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator). Three di↵erent homologous ↵ subunits are commonly
described, namely HIF-1, HIF-2 and HIF-3 [18,20,22,27,28,55]. For instance, knowledge is very limited
regarding the HIF-3↵ role, but HIF-1↵ and HIF-2↵ are frequently described in hypoxia regulation.
HIF-↵s are a type of on/o↵ switch for cellular adaptation to hypoxia. In the presence of oxygen, the
regulating ↵ subunit undergoes hydroxylation by the PHD (Prolyl Hydroxylase Domain) enzymes,
which use oxygen and ↵-ketoglutarate as substrates and iron and ascorbate as cofactors. HIF-↵s
are, then, degraded through the proteasome pathway after being recognized and ubiquitinated in
the presence of VHL (Von Hippel-Lindau) tumor suppressor. As oxygen level decreases, PHD is
inhibited and the HIF-↵ subunit is no more degraded and accumulates in the nucleus, where it
binds to the ARNT subunit. This heterodimeric complex can then fix the HRE (Hypoxia Response
Element), inducing various genes’ expression mediating cell response to hypoxia. HIF-1↵ and HIF-2↵,
sharing 48% of their sequences, bind to the same HRE sequences and have many overlapping target
genes. However, growing evidence suggests that HIF-1↵ and HIF-2↵ are di↵erentially regulated
in a time-dependent manner. In fact, HIF-1↵ is dedicated to acute hypoxia, whereas HIF-2↵ seems to be
expressed during chronic phase of hypoxia to maintain immature cells and probably pHGG stem cell
niches [27,29,35,53,54]. Their hyperexpressions are quite frequent in DIPG and pHGG cohorts. They are
usually associated to mTor activation or PI3K (PhosphoInositide 3-kinase)/Akt signaling, just above the
central node HIF-1↵/HIF-2↵ [2,8,13,24,48]. Preclinical studies inducing HIF-2↵ knockdown reduced
only in vitro glioma stem cell-mediated angiogenesis and increased glioma cell apoptosis, whereas
HIF-1↵ knockdown resulted in reduced cell growth in both stem cells and non-stem cells [24,55].
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5. HIF Target Genes in pHGG

As already described above, hypoxia, subsequently to HIFs induction, is associated to the
expression of various proteins that will increase oxygen inflows in tissues through erythropoiesis (EPO
(erythropoietin), transferrine, transferrin receptor) and aberrant neoangiogenesis in tissues (secretion
of VEGF and iNOS (inducible Nitric Oxide Synthase)) [18,20–22,28]. A metabolic adaptation to these
low oxygen concentrations is also present with the Warburg e↵ect, inducing glucose transporters and
glycolytic enzymes. pHGGs, like most other solid tumors, are highly glycolytic cancers producing
large amounts of lactate as a metabolic by-product, increasing resistance to radiotherapy. All these
genes have a common objective: adapt the pHGG cells to the newly encountered hypoxia conditions
and maintain their proliferation and homeostasis [24,25,56,57].

For cell proliferation, HIF-1↵ and HIF-2↵ seem to govern di↵erentially their downstream signaling
pathways, although in opposite ways [24,27,28] (Figure 3). To regulate cell cycle progression, HIF-1↵
inhibits MYC, while HIF-2↵ promotes MYC/MYCN stabilization. On cell lines with poor MYC
expression but high HIF-2↵ expression, this latter was su�cient to promote cell proliferation in the
absence of MYC/MYCN deregulation. Indeed, the unique inhibition of HIF-2↵, but not HIF-1↵, was
su�cient to decrease cell proliferation in MYC amplified cells, suggesting a complex transcriptional
synergy between HIF-1↵ and HIF-2↵. MYC seems also to maintain self-renewal exclusively in pHGG
stem cells by selective binding to the HIF-2↵ promoter and the activation of the HIF-2↵ stemness
pathway [58]. The balanced expression of HIF-1↵/HIF-2↵ probably is one of the key drivers of pHGG
cell survival and renewal concomitantly to a high level of Oct4 or CD133+ cells [40,58].
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Figure 3. E↵ects of Hypoxia-Inducible Factors’ (HIF-1↵ and HIF-2↵) hyperexpressions in pediatric
high-grade gliomas. HIFs have a specific role in metabolism, radioresistance, cell survival and
stemness maintenance, but also in vascularization, neuronal activity and pHGG cell migration.
(OxPHOS =mitochondrial oxidative phosphorylation system, ROS = Reactive Oxygen Species).
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For cell homeostasis, in addition to the glycolytic switch, the mitochondrial oxidative
phosphorylation system (OxPHOS) usually appears when Warburg e↵ect decreases during tumor
reoxygenation, and promotes a smaller pHGG cell viability [56] (Figure 3). However, HIF-1↵ and
HIF-2↵ led the cells to a final complete metabolic reprogramming with the activation of glutaminolysis,
serinolysis and/or phospholipid metabolism [24,25]. Glutamine addiction is usually associated to
glycolysis impairment and Akt induction in those HGG cells [6]. This was demonstrated in patients’
tumors, as well as in pHGG-derived cell lines [24,25]. Glutaminolysis and serinolysis were associated
significantly to histone H3F3A mutation and phospholipid metabolism to a poorer outcome [25,59,60].
These metabolic alterations represent an onco-requisite factor of pHGG progression and probably
tumorigenesis. These metabolism modifications can be explored by MRI spectroscopy as well as
FDG-PET (Fluoro-Deoxy-Glucose/Positron Emission Tomography) [61].

Following the metabolic modifications and linked to the oxidative stress, ROS (Reactive Oxygen
Species) can increase dramatically and lead to important DNA damages, aiming to destroy tumor
cells [62]. The ROS in brain tumors has long been studied since they are major criterion for radiotherapy
resistance. Nevertheless, lower is the oxygen level, lower is the rate of ROS produced, resulting in lower
DNA damages for the same radiation dose. Hypoxic tumors are, thus, considered as radioresistant
cancers. Thus, high hypoxic regions in pHGG are predictive of poor response to radiotherapy with
poor overall survival in direct correlation with ROS production. This ROS increase can also lead to
autophagy induction and interplay with mTORC1 and MTORC2 hyperexpressions [38].

All those adaptive processes favor invasion and cell migration [21]. In addition, the aberrant
vasculature resulting from HIF-hypoxia signaling allows a higher permeability of vessels. In addition
to regular vessels, in the brain, there is a specific structure named the blood–brain barrier (BBB)
that is considered as the major obstacle to adequate drug delivery in brain tumors [63,64]. The BBB
is a neurovascular unit composed of endothelial cells and surrounding pericytes (Figures 1 and 3).
Both are characterized at the molecular level by tight junction proteins. Directly on the BBB, astrocytic
feet, neurons and microglia are described. Indeed, neurogenesis and angiogenesis share regulatory
factors that contribute to the simultaneous formation of vascular networks and neuronal circuits in
the brain. The driving pathways of this interplay are usually based on VEGF/VEGFR balance as well
as neurotransmitters like dopamine or glutamate that activate hypoxia response and the other way
around [19,36,65] (Figure 3). Moreover, the interaction between hypoxic pHGG cells and neuronal
activity or neurotransmitters might be now an opening field understanding further tumorigenesis and
pave the way for innovative therapeutic strategies.

For instance, to our knowledge, studies in pHGGs on the interplay between immune response and
hypoxia or genomic instability are very rare and would give further insight to treatment possibilities.

6. Comparison with Adult High-Grade Glioma (aHGG) Hypoxia

The aHGG are quite di↵erent from pHGG in various aspects, explaining the di↵erential roles of
hypoxia during their gliomagenesis. Epidemiology, clinical features, outcome, brain locations, as well
as genetic and epigenetic abnormalities, are completely divergent between the two age entities.

Immunity and genomic instability are clearly two specific interplays already described with
hypoxia in aHGGs. In fact, pHGGs are driven by epigenetic events, mainly mutations involving Histone
3 that are confer a hypomethylated profile, setting them clearly apart from their adult counterparts,
where a predominant DNA hypermethylation is usually present [66]. These epigenetic modifications
have a direct impact on tumor development and their features. DNA methylation patterns are described
in adult cancers as a mechanism explaining the changes in splicing patterns under hypoxia. Recent
publications in aHGG described this post-transcriptional process as a new hallmark of aggressiveness
and linked intra-aHGG hypoxia to hypermethylation [67]. This RNA splicing is not present and
induced in pHGG in association with hypoxia. The other additional impact of hypoxia is its role in
aHGG genomic instability, where genomics, epigenomics and hypoxia are directly linked together [68].
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The other main di↵erence between adult and pediatric patients is the tumor location that we did
not precisely describe in the previous paragraphs. In fact, aHGG are mainly located in hemispheres,
whereas pHGG are frequently located in midline brainstem and thalamic structures. As already
mentioned, O2 tensions and hypoxic niches are not directly located in those brain areas [21,23,34,35,43].
Nevertheless, both aHGG and pHGG invade the SVZ at the end of their evolution with di↵erences in
the invasive process under the pressure of hypoxic regions and gene deregulations [36]. The starting
points in the brain of age HGG-entities may also result in di↵erences between hypoxia locations
changing during brain development and neuronal maturation during life [21,23].

All those observations bring grist to the mill for separate hypoxic-related consequences in aHGGs
and pHGGs.

7. Hypoxia Modelization in pHGG In Vitro Studies

Today, the most accurate in vitro model for pHGG is a patient-derived cell line initiated from
tumor biopsy at diagnosis or at relapse time [13,24,25,69]. Therefore, a worldwide e↵ort was dedicated
in the last decade to develop such models to mimic accurately the intrinsic patient tumor behavior.
Nevertheless, in vitro hypoxia induction is underdeveloped in the preclinical pHGG studies, but as
we discussed above, HIFs seem to be key drivers for pHGG cell proliferation, survival, migration
and stemness maintenance. To recreate acute, chronic and cyclic hypoxic conditions in pHGG,
di↵erent techniques can be proposed: either chemically hypoxia induction using Cobalt (II) Chloride
hexahydrate (CoCl2) or Deferoxamine (DFO or DFX), either “physically” using a modular incubator
chamber, 3D organoid/spheroid models or cells cultured in microenvironment matrix [24,25,32,70].
CoCl2 inhibits the PHD enzyme, which is then unable to mark HIF-1↵ subunit, stop its degradation
and favor its accumulation in the nucleus, leading to the expression of its target genes. CoCl2 mimics
only one aspect of hypoxic conditions, which is HIF-1↵ stabilization, but little is known about its e↵ects
on HIF-2↵. We can probably obtain the same e↵ect with recently developed PHD inhibitors [70,71].
For DFO, an iron chelator, its use in cells also leads to HIF-1↵ and VEGF accumulations due to MAPK
(Mitogen-Activated Protein Kinase) signaling activation, with the same questioning on HIF-2↵.

Finally, the only way to better reproduce the global hypoxic conditions in cells is using a hypoxic
chamber or incubator in which oxygen levels can be regulated from 21% (normoxia) to the most extreme
hypoxia encountered in HGG with O2 less than 0.1%. It can easily help us to study the variations in
oxygen levels to understand the acute versus chronic versus cyclic hypoxia and then decipher the
dynamics of HIF-↵ signaling [24,25]. Another tool that can help to quantitatively dissect the e↵ects
of hypoxia is microfluidic devices, as well as 3D and matrix environment cultures, which enable to
mimic successfully the tumor microenvironment in vitro with varying concentrations of oxygen in
the presence of brain cells in addition to pHGG cells and/or the BBB structures [63]. Those models
are thereafter used for drug screening to find the appropriate therapies in pHGGs combined or not
with irradiation, but taking into account this major microenvironment actor. In fact, the hypoxia
environment impacts pHGG cell response to conventional or new therapies [24,25] through their
proliferation, their metabolism and their gene expressions.

8. HIF Targeted Therapies

Beyond the understanding of hypoxia-related actors in pHGG, this pathway and especially HIF↵s
can be new therapeutic options to improve conventional chemo- and radiotherapy, but also as specific
targeted therapies. Despite their close homologies in amino-acid sequence, HIF-1↵ and HIF-2↵ proteins
conformations are very di↵erent and probably need specific targeting. Several mechanisms and targets
can stop ↵↵ activity when inhibited: mRNA or protein HIF expression, HIF-↵/HIF-� dimerization,
DNA binding at HRE, transcriptional activity or increase of proteasomal degradation [71]. To target all
these steps, di↵erent drugs are proposed.

For mRNA, partial or total downregulation of HIF-1↵, aminoflavone, an aryl hydrocarbon receptor
ligand, has been described, as well as synthetic antisense oligonucleotides, like EZN-2968. They only
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partially impact HIF-2↵ mRNA expression. The translation of HIF-↵ mRNA is also controlled by
growth factor signaling pathways such as the PI3K/Akt/mTor pathway, that can be targeted with
specific drugs. Irinotecan and topotecan are topoisomerase I inhibitors also able to downregulate
HIF-1↵ and HIF-2 ↵ levels [24,25].

To avoid HIF-↵/HIF-� complex assembly, small molecules were recently developed to interact with
PAS domains in the HIF-↵ and HIF-1�/ARNT subunits, like cyclic peptide inhibitor (cyclo-CLLFVY)
for HIF-1↵, PT2385 or PT2977 for HIF-2↵ and acriflavine for both HIF-↵s. This blocking prevents HIFs
transmission factor activity. Another way is to stop p300/CBP co-activator binding to HIF-↵/HIF-�
complex with chetomin, bortezomib or amphotericine B, for example. Transcriptional activation of
target genes by HIFs requires a direct binding at HRE. Echinomycin or specific polyamides are those
inhibitors. The last mechanism that might be used for therapeutic inhibition is an induction of HIF-1↵
proteasomal degradation in a VHL-independent manner (heat shock protein inhibitors) or not (histone
deacetylase inhibitors). This approach is not fully understood for HIF-2↵ inhibition [71].

Another strategy that has been rarely, but recently, described is using drug-enhancing oxygen in
the tumors, like trans sodium crocetinate [72].

In the very last trials in pHGG which have not yet been published—but information on them is
available on the ClinicalTrials.gov website—the use of topoisomerase I inhibitors and PI3K/Akt/mTor
targeting is frequent. As it is a frequently induced pathway in the pHGG environment, more and
more studies will probably be opened or are currently recruiting with specific HIF inhibitors, like our
French national RAPIRI phase I trial based on our previous preclinical work using a mTor and HIF-1↵
targeting [24].

Nevertheless, only partial HIF inhibition is for now available with those inhibitors and a lot of
e↵ort will be applied in the next decade to search for potent specific HIF-1↵ and HIF-2↵ antagonists.
In addition to the lack of a complete antagonism of HIF-↵, we might also be able to face, in the case of
the entire inhibition of one single HIF-↵, the balanced pathway based on HIF-1, HIF-2 and probably
HIF-3 expressions and/or upstream and downstream reinduction able to overpass this inhibition.
For other targeted therapies, a deep knowledge on their functional inhibition will help us to refine
accurately the future trials in pHGGs.

9. Conclusions

In conclusion, HIF-hypoxia signaling seems to be very frequently involved in each step of pHGG
development or progression and might be a new path for tumorigenesis and treatment resistance
understanding. Nevertheless, we need many more pHGG studies to extend our knowledge and to
select which specific groups of pHGG will benefit from these therapeutic strategies targeting the
hypoxia-driven pathway. This might also be an indispensable factor to consider when developing
preclinical drug screening in future pHGG trials because of its particularly high impact on cell resistance
to therapies (e.g., radiotherapy or targeted drugs).
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Abstract: Osteosarcoma is the most frequent primary bone tumor diagnosed during adolescence
and young adulthood. It is associated with the worst outcomes in the case of poor response to
chemotherapy and in metastatic disease. While no molecular biomarkers are clearly and currently
associated with those worse situations, the study of pathways involved in the high level of tumor
necrosis and in the immune/metabolic intra-tumor environment seems to be a way to understand
these resistant and progressive osteosarcomas. In this review, we provide an updated overview of the
role of hypoxia in osteosarcoma oncogenesis, progression and during treatment. We describe the
role of normoxic/hypoxic environment in normal tissues, bones and osteosarcomas to understand
their role and to estimate their druggability. We focus particularly on the role of intra-tumor
hypoxia in osteosarcoma cell resistance to treatments and its impact in its endogenous immune
component. Together, these previously published observations conduct us to present potential
perspectives on the use of therapies targeting hypoxia pathways. These therapies could a↵ord new
treatment approaches in this bone cancer. Nevertheless, to study the osteosarcoma cell druggability,
we now need specific in vitro models closely mimicking the tumor, its intra-tumor hypoxia and the
immune microenvironment to more accurately predict treatment e�cacy and be complementary to
mouse models.

Keywords: osteosarcoma; hypoxia; progression; immunity; druggability; preclinical models

1. Introduction

The overall survival (OS) of osteosarcoma (OTS) patients has remained stable for three decades.
For that reason, it is important to find new therapeutic strategies and new biomarkers to be able to
predict the outcome and refine the prognosis of those children from the diagnosis. Pediatric high-grade
OTS is the most common primary malignant bone tumor in children and adolescents. Those tumors
account for more than 50% of primary bone cancers each year. The annual incidence is around 2 per
million persons [1,2] with an incidence peak during puberty in a gender-dependent manner (males
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are more a↵ected than females) [3]. Ten-year OS is 65% for patients diagnosed without metastases
and decreases to 20% for patients with metastatic disease at diagnosis [4]. The most frequent tumor
localizations are metaphyseal areas of long bones (e.g., 42% in the femur, 19% in the tibia and 10%
in humerus) [5]. These metaphyseal bones are close to the growth plates, where there is rapid bone
growth. OTS is characterized by an impaired balance between the osteoblast, osteoclast and the
mesenchymal precursor activities. They are defined by an extracellular osteoid and sometimes
chondroid matrix produced by the malignant osteoblasts and a rapid proliferation with early micro-
and macro-metastases [5]. At diagnosis, 80% of the patients present “invisible” micro-metastasis and
23% of the patients will have already visible metastases, which are located for more than two-thirds of
the cases in the lungs and 16% in bones [4,5].

This bone cancer is known as a highly necrotic tumor even at diagnosis, where this histological
feature is frequently observed on biopsies. This necrosis might be the consequence of the excessive and
rapid growth of cancer cells, which are proficient in creating a hypoxic microenvironment [6,7] and an
abnormal neoangiogenesis [8,9]. Besides finding tumor necrosis at biopsy, OTS is also characterized by
necrotic rate assessment on surgical tumor resection after a neoadjuvant multichemotherapy approach.
The histological Huvos grading classifies OTS patients in 2 groups considering the number of residual
tumor cells and their paired necrotic percentage [7,10]. A rate of less than 10% viable cells is the
witness of good histological response (GR): grade III GRs have less than 10% residual tumor cells
and grade IV GRs have a complete tumor necrosis. A rate above 10% viable cells is related to a poor
histological response (PR): grade II PR is between 10 and 50% residual tumor cells and grade I PR
is above 50% of residual tumor cells. The 5-year OS in localized GR patients is 80%, whereas this
OS decreases dramatically at less than 30% in patients with PR, an unresectable tumor, a primitive
metastatic tumor or a therapeutic resistance [7,11]. Tumor necrosis is believed to represent the endpoint
of severe chronic hypoxia. This necrosis can promote oxidative stress and modify metabolic responses
due to inducing hypoxia-related biomarkers. Hypoxia itself can induce necrosis in the heart of the
tumor, but, oppositely, can also induce inhibition of apoptosis and necrosis during cancer progression
and treatment [12]. The cancer-related hypoxia is in addition to in vivo physiological oxygen tension,
called physioxia (Figure 1). The atmospheric oxygen level (21% oxygen) is a non-physiological
environment and can be considered as hyperoxia. The physioxia within human organs ranges from 5
to 9% depending on body regions (e.g., breast is at 8.5%, bone marrow at 7% and 5% for bones) [12–14].
Therefore, the hypoxic level can be probably defined in tumors and OTS as the rate of oxygen, which is
below physiological oxygen concentration, then, less than 9% (Figure 1). This hypoxia directly induces
the overexpression of hypoxia-inducible factors (HIFs). These hypoxia-related biomarkers were in
past studies found to be frequently associated with the worst OS in many cancers, including OTS.
HIF-1↵ hyperexpression was significantly linked with metastatic disease, poor prognosis and outcome
in OTS, supporting its probable role at diagnosis and during progression [15–18]. Usually, hypoxia
confers a more aggressive phenotype by activating a cascade of molecular events partly mediated and
regulated by HIFs. These also play an essential role in immunological responses and are considered
as crucial physiological regulators of homeostasis, vascularization and anaerobic metabolism. So,
the hypoxia-specific tumor microenvironment might be of importance during OTS oncogenesis,
progression and during their treatment. Therefore, we try to decipher the normoxic/hypoxic pathways
in normal tissues, bones and osteosarcomas to understand their role and to estimate their druggability
in OTS. To study the e�cacy of drugs inhibiting hypoxic biomarkers, we now need specific in vitro
models closely mimicking the tumor and its intra-tumor hypoxia.
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Figure 1. Oxygen tensions in bone tissues. Description of the signaling pathways controlling responses
to oxygen variations.

2. Biomarkers Related to Hypoxia Regulation in Normal Tissues

In response to a decrease in oxygen level, HIFs are induced and will rapidly after induction regulate
the downstream- and upstream-related pathways (descriptions in Figures 1 and 2). These transcription
factors are heterodimeric DNA-binding complexes with a basic helix-loop-helix-PAS domain and
comprise one ↵ subunit (HIF-1↵, HIF-2↵ or HIF-3↵) and the paired � subunit. Knowledge is very
limited for the role of HIF-3↵, but HIF-1↵ and HIF-2↵ are frequently described in hypoxia regulation [19].
The aryl hydrocarbon nuclear translocator (ARNT), the � unit, is constitutively expressed in the cell
nucleus and its rate is constant and independent of oxygen tension. The ↵ subunits are in normoxic
conditions hydroxylated at their proline residues (PHD) by HIF prolyl-hydroxylases to be, thereafter,
ubiquitinated by the pVHL (protein Von Hippel-Lindau) ubiquitin ligase complex and degraded by
the proteasome (Figure 2A). In hypoxia, HIF prolyl-hydroxylases are inhibited and HIF-↵ subunits
are stabilized to translocate into the nucleus, where they heterodimerize with the � unit (Figure 2B).
The heterocomplex composed of the HIF-↵ and HIF-� will bind the hypoxia response element (HRE)
with the coactivators CBP and p300 and recognize the promoters of a large number of genes to enhance
their transcription [20–23]. Physioxia (Figure 1) seems to be part of these hypoxia-related pathways
and is associated with a modulation of stress signals that can induce a balance between proteasomal
degradation of HIFs-↵ and their stabilization [24]. No clear-cut threshold separates physioxia from
hypoxia nor normoxia.

Globally, HIFs are regulated by their upstream signaling cascade in all oxygen tensions
(Figure 2A,B). When PI3K/AKT/mTOR or RAS/RAF/MEK/ERK pathways are upregulated, HIF-↵
mRNA transcriptions and protein translations are promoted [25–28]. The distinct roles of HIF-1↵
and HIF-2↵ cover the regulation of cell di↵erentiation and promotion of the tumor cell resistance and
invasion. HIF-1↵ is known to activate acutely more than one hundred genes [19] in combination with
PI3K/AKT/mTOR [29,30], RAS/MAPK [21,30] and NF-kB pathways [31]. These molecular cascades will
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activate cell proliferation and oncogenic features, cell migration and invasion [32]. Locally or during
metastatic processes, HIF-1↵ will induce a neoangiogenesis with VEGF/VEGFR (vascular endothelial
growth factor and receptor) cascade and an anaerobic glycolytic switch, pushing cells in a specific
phenotype in case of acute hypoxia. It will also play a role in epithelial–mesenchymal transition,
as well as in the tumor cell resistance to therapies through p53 or upstream signaling [16,20,30,33–35].
HIF-2↵ regulates, like its HIF-1↵ counterpart, many physiological functions, such as local or metastatic
neoangiogenesis, cell proliferation, and migration [23,30,33,36]. For the metabolism, HIF-2↵ seems to
promote an alternative metabolic switch like phospholipid or amino acid metabolisms [37]. Through its
specific roles, HIF-2↵ mostly drives the response to chronic hypoxia, maintaining immature tumor
cells [23,32,33,38,39]. Both HIFs are modulated and combined to adapt normal and cancer cells
to oxygen variations and tensions. They have probable compensatory activities because, when
HIF-1↵ is underexpressed, HIF-2↵ can in di↵erent conditions increase its expression. Nevertheless,
this modulation is probably in a tissue dependency manner [11,19,23,24,40].
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Figure 2. Schematic description of the biomarkers involved in normoxia (A) and hypoxia (B) and
their interplay.

Just upstream to HIFs (Figures 1 and 2), there is the mammalian target of rapamycin (mTOR),
a serine/threonine kinase, which is represented by two subunits: mTORC1 and mTORC2. They have
several common components: mTOR kinase, which is the central catalytic component, mLST8,
a sca↵olding protein, and Deptor, a regulatory subunit. mTORC1 is associated with Raptor, a sca↵olding
protein necessary to stabilize its subcellular localization and with PRAS40, inhibiting mTORC1 activity
in absence of growth factor. mTORC2 is composed of Rictor and mSin1, a negative regulator. Rictor and
Raptor have similar functions [41,42]. To simplify, usually, mTORC1 upregulates HIF-1↵ via the S6
ribosomal protein (S6K), whereas mTORC2 directly activates HIF-2↵ [25,32,33].

Upstream to mTOR, we have two signaling cascades, both stimulated by tyrosine kinase
receptor phosphorylation: PI3K/AKT and RAS/ERK/MAPK. The production of phosphatidylinositol
(3,4,5)-triphosphate (PIP3) will directly activate mTORC2, which phosphorylates Akt on ser473.
mTORC1 is activated by PI3K/AKT in two di↵erent ways: either by phosphorylation of PRAS40 or by
the inhibition of tuberous sclerosis complex 2 (TSC2) [43,44]. RAS indirectly activates mTORC1 and
ERK HIF-1↵ through S6K [45].

In parallel to these cascades, where oxygen variations are predominant drivers [46], there are
two oxygen-independent conditions where HIFs can be regulated by other mechanisms than the
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pVHL-induced proteasomal process. Indeed, HIF-1↵ will also undergo proteasomal degradation,
after it binds p53 protein leading to ubiquitination by MDM2 (Murine Double Minute 2), another
ubiquitin ligase. Another mechanism of HIF-1↵ degradation is driven by glycogen synthase kinase 3b
(GSK3B). In fact, GSK3B is known to phosphorylate HIF-1↵ and then enhance its degradation [47].
Furthermore, a specific mechanism, called pseudo-hypoxia (Figure 1), is also described for HIF-↵
induction in normoxic conditions. It is a compromised cellular capacity of utilizing oxygen due to
decreased levels of nicotinamide adenine dinucleotide (NAD), which can cause the accumulation of
NADH with the occurrence of NADH/NAD redox imbalance. These metabolic modifications might
induce HIF production or stabilization mainly through stress signals and ROS accumulations [19].

3. Normal Bone and Hypoxia: Involvement in Osseous Production and Formation and
Osteoclast-Mediated Bone Resorption

Bone and its associated marrow microenvironment o↵er access to growth factors, cytokines, blood
supply and tumor-supportive cells including macrophages, T cells and stromal cells. The osteoblasts
and the osteoclasts play a pivotal role in skeletal development and remodeling. Bone can form through
two di↵erent mechanisms: intramembranous or endochondral ossification. The intramembranous
bone formation is dedicated to flat bones. It develops from mesenchymal cells that directly di↵erentiate
into osteoblasts for the skull. In other flat skeletal locations, it derives from a chondrocyte anlage that
is replaced by bone [48–50]. For the endochondral bone development, we have three steps where
physioxia and hypoxia play major roles. The first step is the condensation of mesenchymal cells,
which will next di↵erentiate into chondrocytes and, at the end, generate the growth plates. In the
growth plates, chondrocytes are highly proliferative and will form columnar layers, where, in the
most distal part, cells will stop proliferating, exit the cell cycle and di↵erentiate into hypertrophic
chondrocytes associated with mineralization [50,51]. The growth plate is a unique mesenchymal
tissue with avascular and hypoxic regions [52]. To overpass this challenging microenvironment,
the chondrocytes need HIF-1↵ expression and production of VEGF-A to induce the angiogenic switch
and be able to replace cartilage by bone [51]. This overexpression is associated with pVHL expression,
that is modulated by HIF-1↵, and the stabilization of HIF-2↵, which is balancing HIF-1↵ action [53].
In fact, the HIF signaling pathway has a critical role in regulating both the osteoblastic and the vascular
niches during the endochondral process. HIF-1↵ is considered as a positive regulator of bone formation,
as well as osteoblast number and activity. It stimulates non-oxidative glycolysis in osteoblasts and can
delay osteoclastogenesis, favoring the senescence of bone macrophages [51]. So, HIF-1↵ will play a role
of regulator of osteoclast-mediated bone resorption, but with little e↵ect on osteoclast di↵erentiation
itself [54]. It stimulates the expression of cytokines that might regulate the di↵erentiation process
and increases both the glycolytic and mitochondrial metabolic rate to provide an adaptive support
to the macrophages during bone resorption [35,55]. By contrast HIF-2↵ can, then, be considered as a
negative regulator of bone mass accrual with a direct action on osteoblast lineage [51]. In compensation,
MIF (macrophage migration inhibitory factor) seems to regulate HIF-1↵ activity in a p53-dependant
manner. This physiological oxygen tension and pathological hypoxia during cancer processes might
in this context of hypoxic growth plate be a good site to favor tumor cell homing and initiation,
as well as tumor expansion. It can also explain the tight interactions between malignant osteoblast
and its immune environment, as well as blood vessel formation and the macrophages infiltrating
tumor microenvironment.

4. Presence of Hypoxic Biomarkers in Osteosarcomas Is Related to Progression and Resistance
to Treatment

Hypoxia seems to be an important key in OTS local and distant environments. As described
above, the local environment of growth plates is conducive to favor variations in oxygen levels and is
typically the location where osteosarcoma cell arise. The hypoxic biomarkers seem to be modulated
during osteosarcoma initiation and progression. Correlations have been established in numerous
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publications between OTS poor prognosis and those biomarkers including HIFs, mTOR or CA IX
(Carbonic Anhydrase IX) [16–18,47,56–58]. They are underlining the dominant driving force of hypoxia
for OTS cancer progression, drug resistance and metastatic propensity. When looking at the material
used in studies, the proof of concept for hypoxia in osteosarcomas was made in in vitro or in vivo
preclinical models, as well as in tumor collections. However, constantly, HIF-1↵ was the central
hypoxia-related marker involved in OTS and is frequently hyper-expressed in locally aggressive
and metastatic OTS [17–19,58,59]. It is associated with GLUT-1 (GLucose Transporter 1), CA IX or
VEGF/VEGFR overexpression [57–59], explaining a global enhancement of the hypoxia pathways from
the membrane to the nucleus and the increase of intra-tumor microvessel density [20]. HIF-1↵ was,
then, mostly described as a major driver of tumor microenvironment modulation. HIF-2↵ was less
studied in OTS than its homologues, but seems to be implicated in OTS cell proliferation and apoptosis
and promotes OTS stemness features [17,36,38,56,60,61]. So, HIF-2↵ was mostly described as a major
driver in OTS cells with specific metabolic switch [40]. mTOR was frequently involved in direct
links with autophagic processes and was associated with Pi3K/AKT upstream signaling stimulated by
di↵erent tyrosine kinase receptors [62–64], combining an OTS cell and tumor microenvironment e↵ect.
Nevertheless, it is for instance not so clear how all those biomarkers specifically interact during OTS
progression and metastatic propension, as hypoxia is present since the OTS cell initiation. A balanced
HIF-1↵/HIF-2↵, as well as a variation of expression of both markers, are now more precisely described
to explain the intermittent role of hypoxia signaling pathways in many cancer types, but must be more
studied in OTS [33,47].

Recent insights also associate a global intra-tumor hypoxia to elevated genomic instability in
cancer cells, including osteosarcomas, where a high level of chromosomal breakage and chromothripsis
are usually observed [15,65]. This genomic instability and complexity is linked to a poor outcome and
is frequently correlated in such tumor types with a high dysregulation of microRNAs subsequent to
hypoxia. In OTS, it is miRNA-133a that was probably shown to be part of chromosomal deregulation
and osteosarcoma progression [66].

The epithelial–mesenchymal transition (EMT) is a mechanism also playing a role in OTS
proliferation and cell invasion. One central signaling pathway was particularly deciphered in
OTS EMT process, which is Wnt/�-catenin signaling. Surprisingly, studies more often describe
a balance of down- and up-regulation to explain the role of the Wnt/�catenin pathway. In fact, it is
up-regulated to favor cell proliferation, colony formation and migration [67], but it is down-regulated
by hypoxia and, then, promotes cell resistance to chemotherapies through stemness properties and
MDR (MultiDrug Resistance) induction [68]. For these treatment resistances, several other studies
have focused on hypoxia as a way for OTS cells to adapt to their new environment and induce
neoangiogenesis to favor cell proliferation and tumor growth, avoiding autophagic and apoptotic
response to therapies [8,11,33,38,68,69]. They confirmed that MDR phenotype is reactivated during
oxygen hypoxic tension [70]. Another process was the inhibition by PI3K/AKT and HIF-1↵ of MAX
dimerization protein 1 (Mxdm1), a member of the Myc/Mxd/Max family, to notably overpass cisplatin
DNA toxicity in OTS cells [70,71]. Finally, the overproduction of reactive oxygen species (ROS)
interplays with OTS hypoxia and the AMPK signaling pathway, as well as autophagy and another
hypoxic biomarker [71,72], to promote treatment resistance for chemotherapeutic strategies and for
irradiation [57].

5. Immune Response, Hypoxia and Osteosarcoma Cells

The OTS microenvironment is surprisingly characterized by specific immune infiltrates in which
mostly macrophages and osteoclasts are present. T cell response, able to fight against the tumor
cells, is suppressed in OTS leading to a T-cell exhaustion. It induces immune tolerance and prevents
excessive immune responses leading to tumor growth, drug resistance and/or metastatic spread [73–75].
Besides the fact that programmed death receptor-1 (PD-1) and its ligand PD-L1 seem to be interesting
cancer targets, PD-L1 is absent in the OTS primary tumor. The PD-1/PD-L1 expression is described
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mostly in metastatic locations and is linked to a poorer outcome [76,77]. Indoleamine 2,3-dioxygenase 1
(IDO1) is another suppressive protein, which is also minimally expressed as PD-1 and only in metastatic
disease [77]. Nevertheless, this T-cell immunity is rare in OTS, explaining the fact that predominant
immune system balance is macrophage based [74,77–80]. Hypoxia is known to attract myeloid-derived
suppressor cells and tumor-associated macrophages (TAMs).

In the innate immune response, osteoclasts favor metastatic OTS spread with local environment
destruction. A balance between M1, considered as pro-inflammatory and anti-tumoral macrophages,
and M2, considered as pro-tumoral macrophages, is frequently described in OTS to explain the response
to macrophage modulators, as well as the capacity to have local or distant progression. This M2
polarization phenotype and specific TAM infiltration change during OTS tumor growth represents
a whole dynamic process precisely regulated by hypoxia [59,79,81,82]. Hypoxia and especially the
PI3K/AKT/mTOR upstream pathway are known to regulate this osteoclastogenesis phenomenon [82,83],
but also the immune system through cell surface protein modulations. This balanced M1/M2 phenotype
in OTS is complex, but growing evidence suggests that a high density of M2 TAM is associated
with OTS primary and metastatic locations. The TAM recruitment in the OTS microenvironment is
hypoxia-dependent and in direct link with several chemokines and their receptors.

In fact, M1 macrophages, which are activated by interferon � or lipopolysaccharide, exhibit
anti-tumor properties through the production of pro-inflammatory cytokines (interleukin-1� and
interleukin-6) and inducible factors against pathogens such as the tumor necrosis factor ↵ (TNF-↵) and
the nitric oxide synthase (INOs). HIF-1↵upregulation usually stimulates the amino acid metabolism and
promotes nitric oxide synthase activity. When suppressing the M1 macrophage activity, as in the recent
OS2006 therapeutic protocol, it can promote a poorer outcome in metastatic disease [81]. The presence
of the M1 subtype was therefore linked to a better OTS patient outcome [78–80]. M2 macrophages,
instead, are activated by anti-inflammatory cytokines (interleukine-4 and interleukine-10) and
the PI3K/AKT/mTOR pathway, and exert immunosuppressive e↵ects associated with enhanced
angiogenesis and tumor progression, pushing OTS cells in stemness status [78,82,83]. In fact, they are
able to suppress T cell proliferation [84], favor angiogenesis through VEGF and angiopoietin signaling,
and enhance cancer stem cell properties by upregulating CD133+ cells [34].

Additional e↵ects of hypoxia reinforce this M2 pro-tumoral phenotype. In fact, hypoxia can also
decrease the expression of cell surface MHC class I-related chain molecules A (MICA) and prevents
the immune cells degrading the tumor cell via a HIF-1↵-dependent pathway linked to increased
expression of metalloproteinase (MMP) [77]. Macrophage migration inhibitory factor (MIF) interplays
with HIF-1↵ protein overexpression and stabilization [50] for the promotion of OTS tumorigenesis,
whereas osteoclast activity is enhanced by the hypoxia-induced ANGPTL4 (angiopoietin-like 4)
overexpression [8].

Recent studies have linked hypoxia and immunomodulation scores in OTS [77,85]. This score also
supports the idea that hypoxia-driven immunity is associated with glycolytic metabolic switch, collagen
biosynthesis and redox regulation. Globally, HIFs and mTOR pathway exert a tumor-promoting e↵ect
by intra-tumor immunosuppression.

6. HIFs Targeting in OTS

All these findings point out the crucial role of HIFs in osteosarcoma initiation, progression and
immune dynamic modulation. They suggest that HIFs and their upstream and downstream pathways
might be key targets in OTS treatments. Many hypoxia inhibitors exist to stop directly or indirectly the
hypoxic pathways and now are progressively used in clinical trials. When focusing on HIFs, several
levels of inhibition can be listed and are summarized in Figure 3. In fact, a growing number of molecules
have been demonstrated to inhibit HIFs by reducing mRNA or protein levels, DNA-binding activity or
the trans-activation of some HIFs related genes [85]. They can also block HIFs/HIF-1� dimerization.
The synthesis of HIF-1↵ is strictly related to mTOR activity. As described above, the continuous
activation of PI3K/AKT and RAS/MAPK signals determines the increase of mTOR activity and the
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consecutive activation of HIFs [26,27]. Thus, inhibitors of those biomarkers are also able to inhibit HIF
activity and reduce their impact on OTS cell adaptation.
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HIFs, as transcription factors, have been considered undruggable for a long time [40]. To date,
no specific inhibitors of HIF-1↵ have been brought to the market, but the use of indirect or partial
inhibitors are currently increasing in trials and recently in OTS protocols. Oppositely, recent direct
inhibitors of HIF-2↵ have been developed and commercialized, such as PT2385 or PT2977, but are
not used directly in OTS and only preclinical data show that HIF-2↵ targeting can attenuate the
proliferation, migration and invasion of OTS cells [61,85,86]. Those specific inhibitors of HIF-2↵
destabilize heterodimerization of HIF-2↵ with ARNT, leading to inhibition of target genes and tumor
regression. These treatments were used recently in clinical trials for patients with clear cell renal cell
carcinoma, where the majority of patients had a partial response or a stable disease associated with a
good tolerance [61,85,86]. The HIF-1↵ inhibitors are mostly decreasing HIF-1↵ expression with a proven
mRNA downregulation in the OTS preclinical models or in cancer trials [85–90]. So, molecules like
EZN-2968 or EZN-2208 and topoisomerase I (irinotecan) and II (topotecan and GL331) are frequently
used for this purpose. A small number of pediatric studies have proposed these molecules, which were
well tolerated and e�cient in hypoxic tumors like neuroblastomas. Only topotecan seems to have a dual
e↵ect of HIF-1↵/HIF-2↵. Histone DeACcetylase (HDAC) inhibitors, like vorinostat or panobinostat,
can also block HIF-1↵ nuclear translocation via direct acetylation of its associated chaperone, heat
shock protein 90 (Hsp90) [90]. Artificially, the same mechanism of inhibition was also shown with
Bisphenol A that is not used in clinics [91]. Another way to stop HIF transcription is to interrupt
interaction between HIF-1↵ and its coactivator p300, which results in a mitigation of hypoxia-inducible
transcription [92]. Proteasome inhibitors like bortezomib might also interact with HIF transcription
and can be used e�ciently alone or in combination with other targeted therapies of the mTOR/HIF
pathway [93,94]. Upstream to HIFs, PI3K/AKT, RAS/ERK/MAPK and mTOR are also good candidates
for targeted treatments using specific mTORC1 and/or mTORC2 inhibitors or combining mTOR and
PI3K antagonists [62,72,95,96]. In parallel, RAS/BRAF/MEK/ERK mitogen-activated protein kinase
cascade is known to be involved in OTS. It integrates signals from cell surface receptors to activate ERK
and such upregulation can be also targeted by MEK or BRAF inhibitors. In fact, multiple selective,
orally available, non–ATP-competitive small-molecules are now available in clinics to block MEK1 and
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MEK2 (MAPK kinase) proteins and might be administered in new OTS trials. They might be proposed
in a single drug approach or combined with BRAF inhibitors.

Finally, when inhibiting mechanisms induced by hypoxia, e�cient drugs should promote tumor
growth and cell proliferation arrest through an up-regulation of caspase-3. These molecules might
also attenuate tumor angiogenesis leading to e�cacy antitumor strategies and reduce usually radio-
and chemoresistance of human OS cells in hypoxic conditions. Nevertheless, frequent oncogenic
addictions are described due to an AKT reinduction after mTOR or HIFs inhibition, leading to a
selective resistance to these inhibitors and conducting the proposal of more and more combinations in
phase I and II trials [62,72,94].

When looking ar osteosarcoma trials on the https://clinicaltrials.gov website, fewer than 15 currently
opened protocols are using such strategies with HIFs inhibitors such as irinotecan, mTor inhibitors
(ridaforolimus, everolimus, sirolimus) or AKT/Pi3K inhibition with dual mTOR/PI3K targeting.
More recently, other therapies independently from HIFs, such as the CA IX inhibitors or strategies
targeting metabolic OTS cell vulnerabilities, seem to be e↵ective in in vitro and in vivo models with an
increase of cytotoxicity on OTS cells [97].

The future of all those therapies’ proposals is to combine treatments in order to increase the e↵ects
and decrease therapeutic resistance.

7. In Vitro and In Vivo Models to Recreate OTS Hypoxic Microenvironment

To study hypoxia features and test druggability of those biomarkers, a recent e↵ort was made to
develop appropriate models to mimic closely both OTS patient cells and the tumor microenvironment
(Figure 4). First, the OTS cells themselves are now mostly patient-derived cell lines based on diagnostic
tumor or relapse tissue specimens. In fact, for several years, there have been commercial cell lines
allowing the study of OTS. In order to get as close as possible to the physiological conditions, it is
important to develop cell models able to recreate the OTS behavior and heterogeneity and the
tumor microenvironment, where several supporting stromal cell subtypes are present [98]. For this
purpose, more and more 3D-based approaches have been developed and o↵er advantages over the
monolayer-based cultures (Figure 4).
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The evolution of 3D OTS culture systems now takes into account the engineered osteoid matrix,
as well as oxygen concentrations, angiogenic cells or intrinsic immune components (e.g., macrophages
or lymphocytes). They overlap the tumor spheroids to the complex organoid-derived models, where
the endogenous infiltrating immune stroma is automatically present. In sphere culture, co-culture
with angiogenic cells like HUVEC, as well as macrophages, can partially replace the stromal or
immune subtypes observed in initial patient tumors. For the bone environment, one major part is
the osseous matrix, which can be mimicked by natural (e.g., collagen, Matrigel) or synthetic sca↵olds
(e.g., hydrogels) [99]. For hypoxia features and oxygen variations, hypoxia chambers are the most
accurate culture environment, where deep intra-tumor hypoxia might be approximate (Figure 4).

Patient tumor cells can also be injected subcutaneously or orthotopically in mouse models [100].
Unfortunately, in these models, metastatic modelization is variable and probably more frequently
accessible during orthotopic injections. To facilitate tumor cell dissemination and metastatic spread,
some publications describe femoral artery ligation close to the orthotopic injection to promote a hypoxic
environment and enhance the probability of success in obtaining pulmonary metastases.

The final goal of all those models is to obtain more representative results after drug testing and
allow a rapid translation of those preclinical data into new innovative therapeutic trials for patients.

8. Conclusions

Development of innovative therapies for worst outcome OTS is an unmet medical need.
The extended knowledge in hypoxia-driven OTS development o↵ers understanding of crucial key
points of OTS progression and interaction with its immune environment. It also helps to support the
development of personalized hypoxia-targeting trials in OTS, as drugs are available and might be used
in combination. Nevertheless, to improve targeting hypoxic biomarkers, a number of challenges need
to be addressed in specific 3D preclinical models integrating hypoxia, bone matrix, patient-derived
OTS cells and the endogenous immune-infiltrating macrophages.
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Annexe 4 
 

Comunications orales et posters : 
 
Communication orale : Messé M., Bernhard C., Mercier M.C., Foppolo S., Laquerrière P. and 
Dontenwill M. Modulation of expression of therapeutic targets in glioblastoma ; Example of 
the α5β1 integrin. Pour les journées campus d’Illkirch le 19 avril 2021.  
 
 
Poster : Messé M., Bernhard C., Mercier M.C., Fuchs Q., Foppolo S., Thomas L., Marchand 
P., Jessel B., Laquerrière P., Herold-Mende C., Entz-Werlé N., Dontenwill M. Heterogeneity 
and plasticity of integrin a5b1 expression in glioblastoma stem cells. Pour le congrès national 
ANOCEF, le 1er et 2 juillet 2022 à Rouen (Prix meilleur poster). 
 
Poster : Messé M., Bernhard C., Mercier M.C., Fuchs Q., Foppolo S., Thomas L., Marchand 
P., Jessel B., Laquerrière P., Herold-Mende C., Entz-Werlé N., Dontenwill M. Heterogeneity 
and plasticity of integrin a5b1 expression in glioblastoma stem cells. Pour le congrès 
international SUNRISE, le 8 et 9 juin 2022 à Paris.  
 
Poster : Messé M., Bernhard C., Mercier M.C., Fuchs Q., Foppolo S., Thomas L., Marchand 
P., Jessel B., Laquerrière P., Herold-Mende C., Elati M., Entz-Werlé N., Dontenwill M. Study 
of the modulation of integrin a5b1 expression in glioblastoma. Pour les ED days, le 21 et 22 
avril 2022 à Strasbourg. 
 
Poster : Messé M., Bernhard C., Mercier M.C., Fuchs Q., Foppolo S., Herold-Mende C., 
Namer I., Bund C., Elati M., Entz-Werlé N., Dontenwill M. Heterogeneity and plasticity of 
integrin α5β1 expression in glioblastoma stem cells. Pour le congrès international EANO, le 25 
et 26 octobre 2021 en visio.   
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Mélissa MESSÉ 

Hétérogénéité et plasticité de l’intégrine a5 dans les 
cellules souches de glioblastome 

Résumé 
Les glioblastomes (GBM) sont les tumeurs les plus fréquentes et les plus agressives du système 

nerveux central. Depuis 2005, le protocole Stupp est suivi pour le traitement du GBM 

(chirurgie, radiothérapie/chimiothérapie). Malgré ce lourd traitement, les patients récidivent. 

L’hétérogénéité moléculaire intra- et inter-tumorale du GBM ainsi que la présence de cellules 

souches cancéreuses (CSC) sont en partie responsables des échecs thérapeutiques. Le 

microenvironnement module les caractéristiques des CSC, entrainant une plasticité. Ce projet 

porte sur l'étude d'une cible thérapeutique, l'intégrine α5β1, dont l'expression est associée à une 

résistance thérapeutique et à un mauvais pronostic. Il vise à caractériser la plasticité des CSC 

et particulièrement l'impact de l’hypoxie et du traitement sur l'expression de l'intégrine α5 dans 

des modèles in vitro et in vivo. L'étude de l'influence de cette expression sur le phénotype 

tumoral confirmera son intérêt comme cible thérapeutique pour des populations spécifiques et 

permettra de proposer des alternatives thérapeutiques pour une médecine personnalisée. 

 

Mots clés : Hétérogénéité, plasticité, intégrine a5, HIF-2a, glioblastome. 

 

Abstract 
Glioblastomas (GBM) are the most frequent and aggressive tumors of the central nervous 

system. Since 2005, the Stupp protocol has been followed for the treatment of GBM (surgery, 

radiotherapy/chemotherapy). Despite this heavy treatment, patients recur. The intra- and inter-

tumoral molecular heterogeneity of GBM as well as the presence of cancer stem cells (CSC) 

are partly responsible for the therapeutic failures. The microenvironment modulates the 

characteristics of CSCs, leading to plasticity. This project focuses on the study of a therapeutic 

target, integrin α5β1, whose expression is associated with therapeutic resistance and poor 

prognosis. It aims to characterize the plasticity of CSCs and particularly the impact of hypoxia 

and treatment on α5 integrin expression in vitro and in vivo models. The study of the influence 

of this expression on the tumor phenotype will confirm its interest as a therapeutic target for 

specific populations and will allow to propose therapeutic alternatives for a personalized 

medicine. 

 

Keywords : Heterogeneity, plasticity, a5 integrin, HIF-2a, glioblastoma. 
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