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HIF-1 : régulateur
central del'hypoxie

Emmanuel Gothié, Jacques Pouysségur
> Les especes animales ont mis en place un sys-
téme ingénieux et conservé d’adaptation rapide
et durable a de fortes baisses de concentration
d’oxygene. Le stress hypoxique est " géré " par la
stabilisation et I'activation d’une sous-unité
(HIF-1a) du facteur de transcription central,
HIF-1. Ce facteur transcriptionnel coordonne
Iinduction de plusieurs genes et unités physiolo-
giques (stimulation de I’angiogenése, de I’éry-
thropoiese et de la glycolyse anaérobie, par
exemple) qui concourent & compenser la rareté
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L'homme, comme la plupart des espéces animales, pré-
sente une dépendance totale vis-a-vis de |'oxygene
(dioxygéne) pour sa survie. Sans un apport adéquat en
oxygene, |'organisme est donc condamné a mourir
extrémement rapidement. Durant I'embryogenese, les
organismes supérieurs développent des systemes respi-
ratoire et circulatoire complexes pour assurer la dispo-
nibilité de I'oxygene a toutes les cellules de I'organis-
me. Une diminution en oxygeéne (hypoxie) va donc
entrafner une réponse physiologique générale de I'orga-
nisme pour compenser ce manque. Ainsi, chez ['animal,
une réponse rapide a lieu a la suite de la détection du
taux d'oxygene sanguin au niveau de structures spécia-
lisées situées dans la crosse aortique (les barorécep-
teurs). Un signal dopaminergique est envoyé au cerveau
qui émet a son tour des signaux augmentant la respira-
tion et le rythme cardiaque. Il en résulte une augmenta-
tion de la pression sanguine et de la saturation en oxy-
geéne nécessaires au métabolisme tissulaire. Dans le cas
d'une période prolongée en condition d'hypoxie
(exemple de personnes effectuant un séjour en altitu-
de), des modifications telles qu'une augmentation du
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rouges sanguins, permettent de compenser le manque
d'oxygene et de fournir une énergie suffisante aux pro-
cessus cellulaires [1-4].

Ces réponses de I'organisme sont bien connues sur le
plan physiologique, mais aussi sur le plan moléculaire
grdce aux efforts de nombreuses équipes de recherche,
principalement au cours des deux derniéres décennies.
L'objectif de cette revue est de faire le point sur le régu-
lateur clé de cette réponse cellulaire a I'hypoxie, le fac-
teur induit par I'hypoxie-1 (HIF-1 pour hypoxia indu-
cible factor-1), et de présenter les perspectives de
recherches futures pour décrypter cette voie complexe.

Mise en évidence de HIF-1

L'hypoxie a été montrée comme étant capable de stimu-
ler I'expression de I'érythropoiétine (EP0), une hormone
glycoprotéique synthétisée principalement au niveau du
rein. Cette hormone est acheminée par voie sanguine
jusqu'a la moelle osseuse pour y stimuler les précur-
seurs des globules rouges qui vont proliférer et se diffé-
rencier en érythrocytes, augmentant le nombre de glo-
bules rouges sanguins et donc le potentiel de captage
en oxygene du sang. L'étude du promoteur de I'€PO a
permis de mettre en évidence une séquence enhancer en
position 3' non codante du gene (5’-TACGTGCT-3’) qui
est sensible a I'hypoxie et qui a été nommée HRE
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(hypoxia response element). Cette séquence fixe en
condition d'hypoxie un complexe protéique nommé HIF-
1 [5]. La découverte de cette activité HIF-1 a permis le
clonage des deux ADN complémentaires impliqués dans
cette activité [6, 7] qui codent pour les deux protéines
du complexe HIF-1, HIF-10 et HIF-1R. HIF-1R a été
identifié comme étant le facteur ARNT1 (aryl hydrocar-
bon receptor nuclear translocator), une protéine déja
décrite et impliquée dans les phénomenes de détoxifi-
cation des cellules. €n revanche, HIF-10 est spécifique
de la réponse hypoxique.

Les génes codant pour HIF-10 et ARNTI1 ont été clonés
chez de nombreuses especes (souris, rat, xénope, droso-
phile...) et leur séquence protéique est trés conservée
(90 % d'homologie entre I’homme, le rat et la souris).
Le géne hif-1d, localisé sur le chromosome 14 (14q21-
q24), est constitué de 15 exons chez I’homme. Des iso-
formes issues d'épissages alternatifs ont été mises en
évidence pour HIF-101 d'abord chez la souris et le rat [8,
97 puis récemment chez I'homme [10]. Ces phénomenes
d'épissage ne sont pas tous conservés entre les especes
et leurs roles physiologiques restent a déterminer.

Le géne hif-18/arnt! est localisé sur le chromosome 1
humain (1g21). Des phénomenes d'épissage alternatif
sont aussi décrits pour arntl, ainsi le géne humain pré-
sente un exon alternatif retrouvé aussi chez le rat. Un
autre épissage est également décrit chez la truite.

Chez I"lhomme, les transcrits de hif-1d sont fortement

exprimés dans tous les organes de fagon constitutive
[11]. Cette expression ubiquiste a été confirmée chez la
souris [9,12]. Les transcrits du géne arnt] sont exprimés
de fagon ubiquiste et constitutive chez la souris [13],
une distribution semblable étant globalement retrouvée
chez le rat [14].

Structure de HIF-1

HIF-1 est un hétérodimére constitué des deux sous-uni-
tés HIF-1a et ARNTL/HIF-1R (Figure 1). HIF-10 et
ARNT1 humains possédent respectivement 826 et 789
acides aminés. Ils contiennent des domaines bHLH
(basic-helix loop helix) et PAS (PER-ARNT-SIM) & leur
extrémité amino-terminale et font donc partie d'une
superfamille de protéines contenant ces domaines
(AHR, aryl hydrocarbon receptor, SIM, single-minded,
PER, period, CYC, cycle...). Le motif HLH intervient dans
la dimérisation des protéines tandis que la région
basique qui le précede intervient dans la fixation et la
spécificité de la liaison de la protéine a I’ADN. PAS est le
sigle provenant des noms des protéines dans lesquelles
des séquences répétées imparfaites ont été découvertes initialement
(protéines de drosophile, PER et SIM, et la protéine des vertébrés
ARNT). HIF-10 contient d’autres domaines fonctionnels importants
pour sa fonction de régulateur de la transcription de génes cibles par
I’hypoxie. Il s’agit tout d’abord de ses deux domaines de transactiva-
tion situés dans la partie carboxy-terminale. Etudiés par plusieurs
équipes, leur structure et
leur régulation fine sont
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Figure 1. Structure des sous-unités humaines de HIF-1. Domaines fonctionnels des deux sous-unités de HIF-1 et, ~ ARNTL contient aussi un

lorsqu’ils sont connus, domaines d’interaction des co-facteurs de HIF-10. ODD : oxygen dependent degradation ~ domaine TAD dans sa par-

motif ; LXXLAP : motif conservé de C. elegans a I’homme, et reconnu par la HIF-proline hydroxylase ; pVHL: von  tie carboxy-terminale,

Hippel Lindau protein : PAS : Per, Arnt, Sim motif ; NAD et CAD : domaines de transactivation N- et C-terminal ;  mais ce dernier n'est pas

NLS : séquences de localisation nucléaire.
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impliqué dans la réponse
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a I'hypoxie [16], ce quisouligne encore que HIF-101 est I'élément clé de
la réponse a I'hypoxie.

Un domaine responsable de la dégradation (oxygen-dependent degra-
dation domain ou 0DD) de HIF-10l en normoxie par le protéasome [18]
et situé entre les acides aminés 401-603 a été mis en évidence [19]
(voir Régulation de I’activité de HIF-1). Une étude détaillée de ce
domaine a montré que les différentes sections (acides aminés 401-496,
497-529 et 530-603) étaient toutes capables de conférer des induc-
tions par I"hypoxie a des
degrés différents.

cytoplasmique de la protéine. La seconde séquence
T18RKRK7?! est apparentée au NLS retrouvé dans I'antige-
ne grand-T de SV40. Cette séquence jouerait un rdle clé
dans I'import nucléaire dépendant de I'hypoxie de HIF-
la [21]. Les domaines de fixation connus des co-fac-
teurs de HIF-1, p300/CBP, SRC-1, Ref-1, HSP90 et pVHL,
sont aussi indiqués sur [a figure 1 (voir Régulation de
Iactivité de HIF-1).
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ont été décrites. La pre-  Figure 2. Régulation de I"activité de HIF-1. €n condition de normoxie, la protéine HIF-10 est trés instable. €lle fixe

miére séquence possede  pVHL, aprés une hydroxylation sur sa proline 564 dépendante de I'oxygeéne et du fer. La protéine pVHL fait partie

une structure bipartite  d’uncomplexe (contenant les élongines B et C et la protéine CUL-2) qui posséde une activité €3 ubiquitine ligase.
I’TRRKEKSRDAARSRRSKE?S  HIF-10 est donc ubiquitinylé en normoxie puis dégradé par le protéasome. €n condition d’hypoxie, HIF-10 n’est
(similaire au NLS, nuclear  plus hydroxylé et ne fixe plus pVHL. Le signal hypoxique va aussi déclencher la translocation nucléaire de HIF-1dt.

localisation sequence, de Il peut dés lors se fixer a son partenaire HIF-1R/ARNTL ainsi qu’a d’autres co-facteurs tels que p300/CBP pour

la nucléoplasmine) et est  activer des génes sous la dépendance d’éléments de réponse a I’hypoxie (HRE). Enfin, I’hypoxie permet d’aug-

localisée dans le domaine  menter directement la capacité transcriptionnelle

de HIF-1via ses domaines transactivateurs. |l est possible que

bHLH. Elle est réprimée  d’autres senseurs (oxydoréductases, cytochromes) participent aussi & I’élaboration du signal hypoxique via les

par le domaine PAS-B, ce  ROS. De retour en hypoxie, HIF-10 est rapidement dégradé, une étape pouvant étre assurée par le protéasome

qui entraine une rétention  nucléaire [55].
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Régulation de I’activité de HIF-1

Induction hypoxique de HIF-1

Si les voies de signalisation en aval du facteur HIF-1
sont bien documentées, les mécanismes en amont par
lesquels les variations d'oxygéne sont détectées au
niveau cellulaire sont demeurés trés longtemps inconnus
(Figure 2). Ainsi, plusieurs hypothéses sur la nature du
senseur de |'oxygéne étaient avancées sans pour autant
que les données disponibles soient suffisantes pour
valider un modele plutét qu’un autre. Néanmoins, les
équipes de P.). Ratcliffe et de W.G. Kaelin Jr viennent de
publier des données remarquables sur le mécanisme
d’activation de HIF-1 impliquant une activité hydroxy-
lase dépendante du fer et de I’oxygéne. L'enzyme corres-
pondante - dénommée HIF-PH pour HIF-O prolyl-
hydroxylase - serait le senseur de I’oxygene cellulaire
[22, 23]. Tout récemment, trois HIF-PH conservées de C.
elegans @ ’lhomme viennent d’étre identifiées [56-57]*.
D'autres hypotheses fondées sur I'intervention d'en-
zymes impliquées dans la formation de molécules oxy-
génées réactives (ROS pour reactive oxygen species)
sont aussi avancées (voir Perspectives dans la détermi-
nation de la signalisation en amont de HIF-1). €n ce qui
concerne HIF-1, les éléments clés de sa régulation et de
son activité sont désormais bien connus méme si cer-
taines zones d'ombre demandent encore a étre éclair-
cies. Ainsi, les ARNm des deux sous-unités de HIF-1 sont
exprimés de fagon constitutive et stable dans la plupart
des cellules [24]. Au niveau protéique, ARNTL/HIF-1R
est lui aussi stable. €n revanche, HIF-10 est dégradé
extrémement rapidement en condition de normoxie
(demi-vie de I’ordre de 5 min) [6] par le systéme ubi-
quitine/protéasome [18, 19, 25, 26].

Le facteur suppresseur de tumeur pVHL (von Hippel-
Lindau) - cible de mutations dans les cellules germi-
nales donnant le syndrome de cancer héréditaire carac-
téristique de la maladie du méme nom - est clairement
impliqué dans ce mécanisme. Il forme avec les élongines
B et C et la culline-2 (Cul-2), un complexe qui présente
une activité €3 ubiquitine ligase dans des extraits cellu-
laires. Ce complexe présente aussi des similitudes de
structure et de fonction avec les composants du com-
plexe multiprotéique SCF (Skpl - Cul-1 - F-box protein),
qui cible les protéines régulatrices du cycle cellulaire au
systéme de dégradation par I'ubiquitine (=) [27, 28].
pVHL se fixe via son domaine B au domaine de transac-
tivation N-TAD de HIF-10 contenant le déterminant de
15 acides aminés, conservé entres les éléments HIF-O
[20, 27-29]. Dans cette région, le motif LXXLAP est

* Les références 56, 57 et 58 ont été incluses en toute derniére minute, ce qui explique leur
numérotation.
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extrémement important pour I’interaction entre pVHL et
le domaine N-TAD d’HIF-10, une mutation de ce domai-
ne abolissant totalement celle-ci. €n fait, pVHL recon-
nait une forme hydroxylée au niveau de la proline de ce
domaine (Pro564), une modification apportée par HIF-
PH. D’autres acides aminés comme les Leu562 et Tyr565,
et les Ser551 et Thrb52 sont aussi importants, mais sont
sans doute impliqués pour faciliter I’hydroxylation de
P564 (respectivement [22, 23] et [26]). Enfin, la lysine
K532 du domaine N-TAD est clairement essentielle pour
la dégradation d’HIF-10a1 [27]. pVHL dirige directement
P’ubiquitinylation d’HIF-10 (et d’HIF-20Q) et la dégra-
dation par le protéasome en normoxie qui s’ensuit [27].
L'hypoxie entraine la stabilisation de cette sous-unité
avec une diminution de I'ubiquitinylation de HIF-1C
[25] - un phénomeéne spécifique de HIF-10 puisque
I’hypoxie ne modifie pas I’'ubiquitinylation de p53 [29] -
permettant ainsi son accumulation et I'activation de la
voie du HIF-1 consécutive. En fait, Iinteraction
pVHL/HIF-10 n’a lieu qu’en normoxie, tandis que I’hy-
poxie, le cobalt ou la DFO, empéchant la HIF-PH d’hy-
droxyler HIF-10(, inhibent cette interaction et stabili-
sent le facteur de transcription [22, 23].

HPTF (HIF-1d proteasome targeting factor) est aussi un
facteur impliqué dans la dégradation de HIF-1a. I
fonctionne selon un mécanisme de régulation par rétro-
contrdle de la dégradation d’HIF-1a ([30] et figure 3)
analogue a celui rencontré pour le couple p53/MDM2.
Dans ce dernier, p53 regle son propre niveau d’expres-
sion en induisant I’expression de son régulateur négatif
MDM2. HPTF pourrait s’avérer étre en réalité le senseur
HIF-PH, une hypothese que nous avons récemment pro-
posée [58]*. De fagon intéressante, il a été aussi récem-
ment décrit que pb3 peut lui aussi intervenir sur la
dégradation de HIF-100 par le protéasome a la suite
d’une ubiquitinylation dirigée par MDM2 [31]. Toutefois,
cette notion demande a étre confirmée.

Une fois stabilisé, HIF-10 est transporté dans le noyau.
Cette étape est dépendante de son signal de localisation
nucléaire sensible aI'hypoxie, situé en position carboxy-
terminale. Il peut se dimériser dans ce compartiment
avec HIF-1R qui est pour sa part exclusivement nucléai-
re [32, 33]. Uhétérodimere se fixe alors sur les éléments
HRE des genes sensibles a I'hypoxie et induit la transac-
tivation de ces derniers. L'hypoxie joue donc a plusieurs
niveaux sur la sous-unité HIF-1Q : en la stabilisant, en
favorisant sa translocation nucléaire et, enfin, en aug-
mentant ['activité transactivatrice de ses deux
domaines de transactivation. Plusieurs co-facteurs
peuvent intervenir en se fixant au complexe et en aug-
mentant la transactivation. Il a ainsi été montré que
p300/CBP est capable de se fixer au domaine C-TAD de

(=) m/s
1999, n°8-
9, p. 1008
etn® 11,
p. 1259
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HIF-1a et d'activer la transactivation [21]. TIF2 (pour
transcription intermediary factor 2) et SRC-1 (pour ste-
roid-receptor co-activators) sont aussi capables d’in-
teragir avec HIF-10 d’une maniere dépendante de I’hy-
poxie et d’augmenter le potentiel de transactivation
inductible sous hypoxie. SRC-1 peut produire cet effet
en synergie avec p300/CBP et la protéine de régulation
redox Ref-1 est capable d’augmenter fortement cet
effet, ce qui indique que ces trois protéines sont des
composants importants de la voie de signalisation de
I’hypoxie [34].
HIF-1O interagit encore avec d’autres co-facteurs tels
que la protéine chaperon HSP90 [24]. HSP90 est néces-
saire a 'activation de HIF-1 en hypoxie. Il permet
notamment, en se liant a HIF-10 en normoxie, que
celui-ci adopte une conformation activable par I’hy-
poxie, un réle cohérent avec son rdle de protéine chape-
ron [35, 36]. Uinteraction HSP90-HIF-10 semble liée aux conditions
d’oxygénation, HSP90 se dissociant de HIF-10 en situation d’hypoxie
[35]. Par ailleurs, la modification de conformation de HIF-10 par HIF-
1R dans le noyau n’a pas lieu en "absence d’une conformation de HIF-
1o dirigée par HSP90 [36].
La présence de partenaires cellulaires spécifiques éventuels peut don-
ner lieu a une réponse a I'hypoxie spécifique de tissu. Ainsi, il est pro-
posé que le récepteur nucléaire hépatique HNF4 partici-
pe avec HIF-1 au contrdle de I'expression de I'érythro-

tivation de génes nécessaires pour fournir a la cellule
I'énergie requise dans des conditions de normoxie [39].
De fagon intéressante, I'augmentation de HIF-10 dans
les VSMC est dépendante de la production de ROS. Cette
voie, pour l'instant spécifique de ces cellules, pourrait
jouerun role clé dans la production du VEGF en normoxie
et donc induire la perméabilité des vaisseaux en phase
d’inflammation [38].

Des modifications par phosphorylation / déphosphory-
lation ont été proposées comme essentielles dans la
voie menant & I'activation de HIF-1 [4]. Notre labora-
toire a récemment montré que HIF-10 était fortement
phosphorylé in vivo. Cette phosphorylation entraine des
modifications importantes dans le profil de migration de
la protéine confirmant les hypothéses de modifications
post-traductionnelles déja émises [6]. Les p42/p44
MAPK sont capables de phosphoryler HIF-10 in vivo, de
reproduire ce profil électrophorétique et d'augmenter
son activité transactivatrice [40].

L'existence d'autres membres de la famille bHLH/PAS
pouvant fixer HIF-1R (AHR, SIM...), d'isoformes de HIF-
1o récemment découvertes (HIF-201, HIF-302) ou de
formes résultant d'un épissage alternatif laisse suppo-
ser des phénomenes de compétition entre les différents

poiétine [3, 37].

Autres régulations de HIF-1 : induction non

hypoxique de HIF-1 / phosphorylation / isoformes

Bien que I'hypoxie soit le facteur majoritaire d'induc-

tion de HIF-10 au niveau des cellules, d'autres stimu-

lus, tels que I'insuline, I'IGF-1 et 2 (insulin-like growth

factor), I'€GF (epidermal growth factor) ou le FGF o}
(fibroblast growth factor), sont capables d'augmenter
le niveau de ce facteur de transcription dans certains
types cellulaires. Il a en outre été montré une activation l

HIF-1a

consécutive de genes contrdlés par des HRE tels que

vegf, glut 1 et 3, alda, pgk. Dans des cellules muscu-

laires lisses vasculaires (VSMC), HIF-10 est fortement a
augmenté en situation de normoxie par des agonistes

de récepteurs membranaires (angiotensine Il, thrombi-

ne et PDGF, platelet derived growth factor) et capable
d'induire aussi la formation du VEGF [38].

Une voie indépendante de I'hypoxie est donc aussi

‘ were @

€3 ubiquitine ligase

a 7

Hypoxie +0,
P
e o
Ye —»>
G
532
Dégradation Ubiquitinylation ~ Dégradation
parle parle
protéasome protéasome

=

on Hippel-Lindau
€3 ubiquitine ligase

Prolyl-hydroxylase

VEGF,EPO...
HPTF -
™ wprE HIF-10l proteasome
HPTE targeting factor

capable d'induire la formation du complexe HIF-1 fonc-
tionnel et ce par un mécanisme dépendant également
de la stabilisation de HIF-10. La corrélation entre I'in-
duction de genes impliqués dans le transport du gluco-
se oude la glycolyse par I'hypoxie mais aussi par I'insu-
line via les mémes éléments (HIF-10 et HIF-1R), laisse
penser que ces derniers sont aussi essentiels pour |'ac-
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Figure 3. Boucle de régulation de HIF-10 par HPTF (HIF-1Q proteasome targe-
ting factor). €n condition d’hypoxie, le HIF-10l s’accumule et le complexe HIF-1
entraine I'expression des génes cibles spécifiques comme le géne codant pour le
VEGF, I’EPO, mais aussi HPTF. Ce facteur s’accumule en hypoxie et participe avec
pVHL & la dégradation rapide du HIF-1d lors du retour en normoxie [30]. HPTF
accumulé sous forme “non-activé” en situation d’hypoxie serait une forme
inductible de HIF-proline hydroxylase [56-58].



éléments [24]. Par ailleurs, la présence d'autres parte-
naires potentiels pour HIF-10 (ARNT2 et ARNT33 ) laisse
envisager d'autres hétérodimeres fonctionnels pouvant
également interférer avec la voie centrale de la réponse
cellulaire dépendante de HIF-1.

HIF-1, régulateur central de I'expression de
genes en hypoxie

Décrit au départ comme le régulateur de I'expression du
géne epo en hypoxie, HIF-1 s'est révélé étre en réalité le
régulateur central de I'expression de nombreux genes
sous hypoxie. Comme vu précédemment, HIF-1 est expri-
mé dans tous les types cellulaires examinés dont la plu-
part n'expriment pas d'érythropoiétine. Ainsi, HIF-1 ne
semble pas restreint a cette seule activité. Cela a été
confirmé par I'analyse de promoteurs de genes connus
pour étre sensibles a I'hypoxie, notamment les enzymes
de la voie glycolytique qui, pour la plupart, présentent
des HRE dont Il'activité a pu étre vérifiée [41]. Ces
enzymes permettent un basculement sur le métabolisme
anaérobie et la production d'énergie (via la voie glyco-
lytique) nécessaire aux cellules lorsque les apports en
oxygene sont réduits. Des sites fonctionnels HRE ont
aussi été trouvés dans de nombreux autres genes parmi
lesquels le facteur de croissance de I'endothélium vas-
culaire (VEGF pour vascular endothelial growth factor),

qui entrafne une augmentation de I'angiogenese ren-
contrée au cours du développement, de processus phy-
siologiques ou physiopathologiques, la NO synthase
inductible (i-NOS) et I'héme oxygénase-1 (HO-1) qui
donnent lieu a la synthese des vasodilatateurs monoxy-
de d'azote (NO) et monoxyde de carbone (CO) respecti-
vement, la tyrosine hydroxylase (TH) qui est une enzyme
clé dans la régulation de la respiration, et la transferri-
ne qui comme I'€EP0 intervient dans I'érythropoiese [3,
42]. l'ensemble de ces génes permettent au niveau cel-
lulaire, mais aussi a I'échelle de I'organisme, une répon-
se adaptative a I'hypoxie et HIF-1 est la clé de volte de
I'ensemble de ces réponses physiologiques [3]. Le
tableau | présente 'intégralité des genes actuellement
connus réglés par le facteur HIF-1 (d’apres [41]).

Implication de HIF-1 dans I'embryogenése et la
physiopathologie

La démonstration de I'importance de HIF-1 dans I'ho-

méostasie de I'oxygene a été clairement établie par I'in-

validation des génes (KO pour knock-out) codant pour les deux sous-
unités du complexe. €n premier lieu, le KO de HIF-1R [43] a permis de
montrer 'importance du complexe HIF-1. En effet, I'invalidation du
geéne entraine un retard du développement, des malformations au
niveau du tube neural, de la vésicule vitelline, du placenta, qui condui-
sent a la mort embryonnaire au jour € 10,5 de la gestation. Dans un
second temps, plusieurs équipes indépendantes [44-
46] ont réalisé le KO de HIF-10 et ont ainsi pu démon-

Tableau 1 : Génes réglés au niveau transcriptionnel par HIF-1.

Métabolisme du glucose

trer un role global de HIF-10t au niveau du développe-
ment et de la physiologie vasculaire. &n effet, des sou-

Adénylate kinase 3, aldolase A, aldolase C, énolase 1, glucose transporteur ris HIF-10-- ne sont pas viables (mort embryonnaire au
1, glucose transporteur 3, glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase, jour € 10,5 de la gestation) présentant une déficience
hexokinase 1, hexokinase 2, lactate déshydrogénase A, NIP3, phosphofruc- au niveau de la vascularisation et des malformations
tokinase L, phosphoglycérate kinase 1, pyruvate kinase M, triosephosphate cardiaques et neuronales [44]. Des similitudes avec le

isomérase

Prolifération cellulaire / viabilité

phénotype d’embryon VEGF- [47,48] montrent un lien
clair entre I’expression du VEGF et celle de HIF-1Q,
nécessaire pour un développement harmonieux de la

Insulin-like growth factor 2, IGF binding protein 1, IGF binding protein 2, structure vasculaire. Les différentes isoformes d’HIF-

IGF binding protein 3, p21, transforming growth factor 83

Métabolisme du fer et érythropoiése

10 ou d'HIF-1R ne peuvent pas remplacer les sous-uni-
tés manquantes et compenser totalement leur fonction
dans la réponse a I'hypoxie. HIF-10 et HIF-1R ne sont

Céruléoplasmine, érythropoiétine, transferrine, récepteur de la transferrine donc pas des génes redondants et I’hétérodimere HIF-1

Développement vasculaire /remodelage et tonus vasomoteur

exerce indiscutablement un réle essentiel dans le déve-
loppement embryonnaire.

Récepteur O,5-adrénergique, adrénomédulline, endothéline-1, héme oxy- Les études réalisées sur des cellules €S HIF-1Q~- ont
génase-1, nitric oxyde synthase 2, plasminogen activator inhibitor 1, vas- aussi pu démontrer le rdle central de ce facteur de
cular endothelial growth factor (VEGF), récepteur du VEGF R1(FLT1) transcription dans la régulation des genes impliqués
Autres 1: aussi nommé EPAS1 pour endothelial PAS domain protein 1, MOP2 pour member of PAS

Anhydrase carbonique 9, p35stj, prolyl-4-hydroxylase a (1)

superfamily, HLF pour HIF-1a like factor , HRF pour HIF-related factor.
: aussi appelé MOP7
: aussi appelé MOP3, JAP3, BMALI pour brain and muscle Arnt-like protein 1 ou Cycle
(cy0).

M/Sn®l, vol. 18, janvier 2002

75



76

dans le métabolisme glycolytique [44, 45].
l'adaptation des cellules cancéreuses a I'hypoxie est
une étape critique pour la progression tumorale. Des
tumeurs induites chez la souris nude, par injection de
cellules d'hépatome c4 déficientes en ARNTI, sont signi-
ficativement moins abondantes que celles induites par
les cellules sauvages Hepal et présentent une densité
capillaire moindre corrélée a une absence de transcrits
du VEGF [49]. €n ce qui concerne HIF-10, les tumeurs
induites chez la souris nude par injection de cellules €S
HIF-1a-- sont faiblement vascularisées et moyenne-
ment hémorragiques contrairement a celles issues de
cellules €S HIF-1a+/+. Le facteur de transcription HIF-1
joue donc un réle clé dans le développement tumoral par
son action angiogénique via le contrdle de I’expression
du VEGF.

Perspectives dans la détermination
de la signalisation en amont de HIF-1

La découverte de I'implication de plusieurs HIF-proline
hydroxylases est une avancée majeure dans les méca-
nismes “senseur” d’oxygéne de la signalisation
hypoxique. Les futures investigations devront révéler les
étapes qui controlent I’activité de ces enzymes, leur
inductibilité, notamment par I’hypoxie (voir HPTF et
auto-contrdle), leur distribution et localisation subcel-
lulaire. Par ailleurs, les phénomeénes de phosphorylation
sont essentiels dans la signalisation du HIF-1: a quels
niveaux interviennent-ils et quelles sont les
kinases/phosphatases responsables de la régulation de
Iactivité de HIF-1. Existe-t-il aussi d’autres facteurs
intermédiaires ? Enfin, si les effets du cobalt et de la
DFO sont expliqués par leur action au niveau de la proli-
ne hydroxylase, plusieurs observations expérimentales
concernant notamment les ROS, restent a éclaircir. Ces
métabolites de I'oxygéne pourraient effectivement
constituer des seconds messagers impliqués dans la
signalisation de I’hypoxie, et les enzymes les engendrant
étre d’autres senseurs d’oxygene cellulaires. Par
exemple, une oxydase NAD(P)H et la superoxyde-dismu-
tase peuvent respectivement produire des anions super-
oxyde (0;) et de I'eau oxygénée (H,0,). Dans ce sens,
une oxydoréductase NAD(P)H de type cytochrome b a
été identifiée chez les mammiferes et proposée comme
senseur d'oxygene [50]. La diminution de la formation
de ces especes oxygénées réactives en hypoxie pourrait
étre le déclencheur de la signalisation d’HIF-1 [51]. Par
ailleurs, les cytochromes oxydases - éléments de la
chafne mitochondriale de transport des électrons -
pourraient elles aussi avoir un réle dans cette signalisa-
tion. En effet, en condition d'hypoxie, la réduction de
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I'oxygéne en eau est diminuée au profit de la formation
d’0,7, un résultat inverse du modele précédent.
Néanmoins, diverses expériences ont donné des résul-
tats en faveur de I'un ou I'autre des modeles, et restent
ainsi insuffisantes pour trancher le débat [51]. Les limi-
tations inhérentes aux outils pharmacologiques sont
donc ici indiscutables et il s'avere nécessaire de déve-
lopper des approches génétiques pour décortiquer
entierement cette voie de signalisation complexe. Une
premiéere approche consistant a exprimer dans des cel-
lules des marqueurs de surface exprimés en hypoxie &
I'aide de constructions sous contréle d'éléments de
réponses a 'hypoxie, a permis d'isoler plusieurs mutants
exprimant faiblement ou pas le marqueur de surface. Un
seul s'est révélé positif et correspondait @ une mutation
pour HIF-10 [52]. Dans I'étude menée, aucun autre élé-
ment de la voie de I'hypoxie n'a pu étre découvert. Notre
laboratoire développe actuellement une approche simi-
laire, mais fondée cette fois sur une sélection négative.
L'objectif est de faire exprimer dans des lignées cellu-
laires des constructions cytostatiques ou cytotoxiques
sous la dépendance de HRE. Des clones cellulaires résis-
tants devront présenter des mutations au niveau de la
voie de signalisation d’HIF-1. Une étude de ces mutants
devrait nous permettre de caractériser des éléments de
régulation de la proline hydroxylase spécifique de HIF-O
et éventuellement d’autres intermédiaires de la voie de
['hypoxie.

Par ailleurs, les cellules tumorales situées au sein des
tumeurs solides étant trés souvent extrémement résis-
tantes a la radiothérapie, I’utilisation de tels vecteurs
activables par I’hypoxie reste un outil thérapeutique
potentiel. Une expérience similaire réalisée par Ruan et
al. a notamment déja permis de montrer que "expres-
sion réglée par I’hypoxie d’une protéine toxique (protéi-
ne apoptotique Bax sous la dépendance de HRE) est
possible dans des cellules tumorales de cerveau (U-87
MG et U-251 MG-NCI) et entrafne la mort par apoptose
des cellules transfectées sous anoxie [53].

Le role essentiel du facteur HIF-1 au cours du dévelop-
pement, dans la physiologie ou au niveau pathologique,
fait de la découverte des mécanismes clés de son acti-
vation un véritable challenge. Les découvertes a venir
sur cette voie de signalisation permettront sans aucun
doute de nouvelles approches thérapeutiques de mala-
dies séveres comme le cancer, ou les ischémies céré-
brales ou cardiaques. Allant dans ce sens, il a été
récemment montré que le peptide apparenté a la cathé-
line PR39 (prolin and arginine-rich peptide) est capable
d'induire fortement I'angiogenese en inhibant la dégra-
dation d’HIF-10 par le systeme ubiquitine/protéasome.
Ce peptide et des analogues de celui-ci pourraient donc



s'avérer étre des agents efficaces pour I'induction de
I'angiogenése thérapeutique [54]. ¢
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SUMMARY

HIF-1 : a central regulator of hypoxia

Animal species have evolved an ingenious and conserved
mechanism for rapid and durable adaptation to a seve-
re reduction in oxygen concentrations. The hypoxic
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