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Avant-propos 

Chaque année en France, près de 2500 cas de cancers sont diagnostiqués chez les 

enfants, adolescents et jeunes adultes. Les nombreux progrès de la médecine et de la recherche 

ont permis d’aboutir aujourd’hui à une guérison de près de 80% des patients. 

 

Parmi ces tumeurs solides de l’enfant et de l’adolescent, les tumeurs du système nerveux 

central (SNC) et plus particulièrement les tumeurs cérébrales (TC), sont les plus fréquentes. 

Elles sont à l’origine de près de 25% de cancers pédiatriques, ce qui en fait la seconde cause de 

cancer chez l’enfant après les leucémies (Figure 1) (INCA, 2017). On estime que chaque année, 

près de 500 cas de tumeurs cérébrales sont diagnostiqués chez l’enfant en France et jusqu’à 

3000 en Europe (INCA, 2017). Dans près de 70% des cas, ces tumeurs cérébrales dérivent des 

cellules gliales qui constituent le tissu cérébral. La plupart de ces gliomes pédiatriques sont dits 

de bas-grade et sont de plutôt bon pronostic, mais 15 à 20% sont des gliomes de haut-grade 

(GHG). Ces tumeurs montrent une importante hétérogénéité intra- et inter- tumorales et se 

Figure 1: Incidence des cancers pédiatriques selon la localisation cancéreuse (2007 à 2011) 
Jusqu’en 2010, étaient répertoriés les enfants de moins de 15 ans résidant en France 
métropolitaine. Depuis 2011, l’enregistrement a été étendu aux adolescents de moins de 18 ans 
et aux Départements d’Outre-Mer (Martinique, Guadeloupe, Guyane, Réunion). (Registre 
National des tumeurs solides de l’enfant (RNTSE), 2017) 
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distinguent notamment par une prolifération rapide, associée à une infiltration des tissus 

cérébraux sains. Ces différents critères les rendent particulièrement agressives et résistantes à 

la plupart des approches thérapeutiques actuelles. Malgré l’intensification des recherches et des 

essais cliniques au cours des dernières décennies, les médecins sont toujours en quête d’un 

arsenal thérapeutique efficace pour lutter contre ces GHG, qui représentent aujourd’hui la 

première cause de mortalité liée au cancer chez l’enfant (Darlix et al., 2017; Sung et al., 2021).  

Cet objectif s’est inscrit dans un contexte de développement de nouveaux outils de 

séquençages génomiques et d’analyses moléculaires, génétiques et épigénétiques. Ces 

approches ont fait entrer la recherche contre le cancer dans une nouvelle ère, visant à 

caractériser les propriétés intrinsèques des tumeurs. Elles ont permis d’identifier différents 

gènes impliqués dans divers processus oncogéniques d’une grande variété de cancers. Ils 

permettent de mieux caractériser ces tumeurs, ouvrant la voie vers la médecine personnalisée. 

Dans le cadre des GHG, l’identification de mutations clés associées aux histones a notamment 

permis de distinguer, sur le plan moléculaire, des entités anatomo-pathologiques de la ligne 

médiane spécifiques chez l’enfant, soulignant une origine tumorale différente de celle chez 

l’adulte. Cette constante évolution s’est illustrée par une révision régulière de la classification 

des tumeurs du SNC selon l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) au cours des dernières 

années.  

Cette introduction visera à présenter et décrire les caractéristiques intrinsèques des 

gliomes malins et plus particulièrement des GHG pédiatriques. Elle soulignera notamment la 

complexité et l’hétérogénéité de ces tumeurs, dans leurs aspects histologiques, génétiques et 

moléculaires. Cette hétérogénéité implique une classification spécifique des GHG et nous 

permet d’approcher de façon partielle les résistances intrinsèques des cellules malignes aux 

traitements actuels. 

Cependant, la complexité et l’hétérogénéité de ces tumeurs ne se limitent pas à leurs 

propriétés intrinsèques. En effet, celles-ci se développent au sein d’un microenvironnement 

cellulaire complexe avec lequel elles sont en constante interaction. Les GHG évoluent au sein 

du tissu nerveux, siège d’une multitude d’interactions biochimiques et bioélectriques à travers 

les réseaux des cellules nerveuses et des cellules gliales. De même, la prolifération rapide et 

anarchique des GHG reconstitue un microenvironnement tumoral hypoxique dans des 

localisations spécifiques du cerveau, qui favorisent le développement des cellules souches sous 

la gouverne de facteurs de transcription induits par l’hypoxie (HIF). La seconde partie de cette 

introduction se penchera sur l’activation de ces facteurs par le microenvironnement hypoxique 



 

 
 

25 

de ces tumeurs et leurs rôles dans le développement et l’évolution des tumeurs et des GHG 

pédiatriques. Enfin, une dernière partie consistera à présenter différents modèles d’études pré-

cliniques in-vitro qui permettent aujourd’hui de combiner les facteurs intrinsèques des GHG et 

ceux associés au microenvironnement tumoral. Certaines de ces approches ont notamment été 

développées et optimisées au cours de ce travail de thèse. 
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I. ANATOMIE GENERALE DU SYSTEME NERVEUX 
CENTRAL (SNC) 

Le SNC est composé de l’encéphale et de la moëlle épinière. Il constitue un centre de 

traitement chargé d’intégrer les informations sensorielles en provenance du système nerveux 

périphérique (SNP) (ganglions et réseaux des nerfs de la tête, du tronc et des membres), de 

coordonner les réponses motrices et de réguler le fonctionnement des autres organes du corps. 

La plupart de ces fonctions sont sous le contrôle de l’encéphale, qui relaie les informations à 

travers la moëlle épinière. Le SNC et le SNP sont associés à un système nerveux végétatif (ou 

autonome) qui assure l’innervation des vaisseaux, des viscères et des glandes.  

I.1. Anatomie générale de l’encéphale 

Anatomiquement, l’encéphale peut être régionalisé en distinguant les structures 

médianes et les structures hémisphériques, ou les zones sus- et sous-tentorielles en fonction de 

leur position par rapport à la tente du cervelet (Figure 2).  

 

Figure 2: Représentations schématiques de l’anatomie générale du cerveau humain. (A) 
Coupe sagittale médiane du cerveau (B) Organisation des lobes du cortex cérébral. (C) Coupe 
frontale médiane. (Modifiés à partir de Medical Art, Servier). 
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I.1.1. Les hémisphères cérébraux  

Les hémisphères cérébraux forment une structure bilatérale appelée télencéphale, qui 

recouvre le diencéphale et le tronc cérébral. Leur surface constitue le cortex cérébral, parcouru 

par des circonvolutions et des sillons qui délimitent quatre lobes hémisphériques : frontal, 

pariétal, temporal et occipital. Ce cortex est constitué de la substance grise, qui regroupe 

l’essentiel des corps cellulaires des neurones et peut être subdivisée en différentes aires 

fonctionnelles qui sous-tendent les fonctions cognitives supérieures (Figures 2 et 3). Les fibres 

axonales myélinisées de ces neurones se projettent en faisceaux vers les régions médianes et y 

forment la substance blanche. Elles permettent la communication du cortex avec les autres aires 

corticales et sous-corticales. Au centre de cette substance blanche se trouvent des noyaux gris 

centraux (NGC) (ou ganglions de la base), constitués du striatum (noyau caudé et putamen), du 

globus pallidus, des noyaux sous-thalamiques et du noyau accumbens. Ils reçoivent la majorité 

de leurs signaux afférents en provenance du cortex et interviennent dans la régulation de la 

motricité volontaire. Ils jouent le rôle de médiateurs avec les centres moteurs situés dans les 

structures médianes. 

Figure 3 : Représentation schématique des aires fonctionnelles du cortex cérébral chez 
l’Homme et des fonctions cognitives associées. (Neuroanatomy, Dana Foundation) 
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I.1.2. Les structures de la ligne médiane  

Les structures médianes peuvent être subdivisées en trois zones : le diencéphale, le tronc 

cérébral et le cervelet (Figure 4).    

• Le diencéphale est situé à la jonction entre les hémisphères cérébraux et contient le 

thalamus, l’hypothalamus et l’épithalamus. Le thalamus est un centre d’intégration et de relais 

des informations sensorielles et des efférences motrices qu’il transmet au cortex. 

L’hypothalamus a une fonction régulatrice essentielle du système nerveux autonome et du 

système endocrinien par son étroite relation avec l’hypophyse. L’épithalamus gère la sécrétion 

de mélatonine et contribue au contrôle du sommeil et de fonctions végétatives comme la faim 

ou la soif. 

 
• Le tronc cérébral se situe sous le diencéphale et se prolonge par la moëlle épinière. Il 

peut se subdiviser en trois zones : le bulbe rachidien, le pont (ou protubérance) et le 

mésencéphale. Le tronc cérébral contient des amas de substance grise, principalement 

représentés par les noyaux gris des nerfs crâniens (Figure 5). Il constitue un centre régulateur 

de nombreuses fonctions vitales et autonomes, notamment cardiaques, respiratoires ou 

vasomotrices. L’essentiel du corps du tronc cérébral est constitué de la substance blanche. On 

distingue globalement les voies segmentaires (nerfs crâniens), les voies intersegmentaires (= 

voies « courtes ») et les voies suprasegmentaires (voies de projection ou voies « longues »).  

Les voies suprasegmentaires font le lien entre le cortex et la moëlle épinière à travers entre les 

faisceaux ascendants sensoriels et les faisceaux descendant moteurs. On y retrouve par exemple 

la voie corticospinale où les neurones du cortex moteur (lobe frontal) projettent leurs axones 

vers la moëlle épinière pour activer les motoneurones et les interneurones de la corne antérieure 

(Smith and DeMyer, 2003).  

 

• Le cervelet se subdivise lui-même en une structure médiane appelée vermis et un cortex 

cérébelleux contenant les noyaux cérébelleux. Il joue un rôle majeur dans la coordination et la 

synchronisation motrices ; il intègre une multitude d’informations sensorielles en provenance 

de l’aire motrice, des noyaux du tronc cérébral, des récepteurs sensoriels proprioceptifs et des 

centres visuels et relaie ces informations aux centres moteurs corticaux et sous-corticaux. 
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Figure 5: Représentation schématique des structures de la ligne médiane du cerveau 
humain. Vue latérale du tronc cérébral (Pearson Education, 2004) 

Figure 4 : Systématisation des nerfs crâniens du tronc cérébral (coupe médiale) 
(MedinineKey) 
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I.2. Organisation morphologique et fonctionnelle du tissu nerveux 

Le tissu cérébral est constitué de deux principaux types de populations cellulaires (Figure 6) :   

• Les neurones : l’unité fonctionnelle du SNC 

• Les cellules gliales, également appelées « névroglie » ou « glie », comprenant les 

astrocytes, les oligodendrocytes, les cellules épendymaires et la microglie 

 

I.2.1. Les neurones  

Les neurones constituent l’unité structurale et fonctionnelle du système nerveux et sont 

estimés à près de 100 milliards dans le cerveau humain adulte. Ces cellules hautement 

spécialisées et interconnectées sont capables de réceptionner et d’intégrer des signaux 

bioélectriques et de les transmettre à des cellules cibles (neurones, muscles, glandes). 

La transmission de ce message nerveux implique deux propriétés physiologiques 

fondamentales :  

• L’excitabilité ; la capacité à réagir à une stimulation électrique et à y répondre en la 

convertissant en impulsions nerveuses  

Figure 6 : Représentation schématique des populations cellulaires constituant le tissu 
cérébral (Holly Fischer, CNS slide 4) 
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• La conductivité ; la capacité à conduire l’influx électrique et le transmettre à la cellule 

suivante  

La grande majorité des neurones sont des cellules post-mitotiques, qui ne se 

renouvellent pas en cas de mort cellulaire. En revanche, ils font preuve d’une importante 

plasticité, ce qui leur confère une grande longévité. 

I.2.1.1. Organisations structurale et fonctionnelle du neurone 
 

 

 
Les fonctions neuronales se reflètent dans l’anatomie singulière du neurone (Figure 7). 

Il présente un corps cellulaire volumineux appelé soma ou péricaryon, qui renferme les 

différentes organelles conventionnelles d’une cellule animale ; un noyau cloisonné par une 

membrane nucléaire et entouré d’un réticulum endoplasmique, d’un appareil de Golgi, de 

mitochondries et de ribosomes. Les corps cellulaires des neurones se concentrent dans les zones 

de substance grises décrites précédemment. A partir du soma se forment deux types de 

prolongements : les dendrites et un axone unique. Les dendrites plus ou moins ramifiées 

forment une arborescence autour du corps cellulaire. Elles sont chargées de réceptionner 

l’influx nerveux en provenance de l’élément présynaptique. L’axone conduit le message 

nerveux sous forme de potentiel d’action jusqu’à la terminaison nerveuse, pour le transmettre à 

Figure 7 : Morphologie générale d’un neurone (Biology 2nd edition, OpenStax 2020) 
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l’élément post-synaptique ». Ces axones sont entourés d’une gaine de myéline et forment les 

fibres nerveuses qui s’organisent en faisceaux et constituent la substance blanche. Les neurones 

peuvent être distingués selon trois classes selon leur fonction, à laquelle s’associe une 

morphologie particulière (Figure 8) :  

• les neurones sensoriels (ou sensitifs) : ce sont des neurones pseudo-unipolaires ; leur 

court prolongement se subdivise en deux, l’un formant les dendrites qui réceptionnent le 

stimulus en provenance des récepteurs sensoriels, l’autre formant l’axone qui transmet ce 

message au SNC. Les neurones sensoriels sont chargés de capter le message nerveux en 

provenance des récepteurs sensoriels et le relaient au SNC. 

• les motoneurones : ces neurones multipolaires présentent de courtes dendrites et un 

axone long. Leurs corps cellulaires sont localisés dans la corne antérieure grise de la moelle 

épinière ou dans les noyaux moteurs des nerfs crâniens du tronc cérébral. Ils innervent les fibres 

musculaires squelettiques avec lesquelles ils forment l’unité motrice et sont chargés de conduire 

les commandes motrices du cortex à la moëlle épinière ou de la moelle épinière aux muscles.  

• les interneurones : ces neurones multipolaires présentent deux prolongements de 

longueurs équivalentes et s’intercalent entre d’autres neurones pour réguler leur excitabilité et 

jouent un rôle majeur dans la modulation des circuits neuronaux. La plupart des interneurones 

sont des neurones inhibiteurs GABAergiques (voir 2.1.2). 

 

Figure 8: Représentation des différents types de neurones distingués selon leur 
morphologie (Brain anatomy, University of Queensland) 
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I.2.1.2. La transmission de l’information nerveuse 

La transmission des impulsions nerveuses répond à la loi du « tout-ou-rien ». Elle est 

générée et se propage sous la forme d’un potentiel d’action (PA) stéréotypé, qui se déclenche 

systématiquement lorsque l’amplitude du stimulus dépasse le seuil d’excitation du neurone. Ce 

PA est renouvelé tout le long de l’axone par une conduction saltatoire au niveau des nœuds de 

Ranvier jusqu’à atteindre la terminaison pré-synaptique. L’arrivée du PA provoque une fusion 

de vésicules avec la membrane cellulaire qui libèrent les neurotransmetteurs qu’elles 

contiennent. Ces neurotransmetteurs diffusent dans la fente synaptique et sont recaptés par des 

récepteurs membranaires de l’élément post-synaptique, propageant l’influx nerveux à la 

cellules post-synaptique (Figure 9). Les neurotransmetteurs majoritaires du SNC sont le 

glutamate, neurotransmetteur excitateur ubiquitaire du cerveau, et l’acide γ-acidobutyrique 

(GABA), principal neurotransmetteur inhibiteur dont le rôle consiste à inhiber le potentiel 

d’action membranaire en induisant une légère hyperpolarisation (Petroff, 2002; Platt, 2007).  

Leur concomitance est fondamentale pour réguler les quelques 1015 connexions 

synaptiques du cerveau humain. Un fonctionnement optimal du SNC nécessite à la fois des 

entrées excitatrices et inhibitrices régulées et passe par un équilibre entre les activités de ces 

deux neurotransmetteurs (Sears and Hewett, 2021). Une dérégulation de cet équilibre 

excitateur/inhibiteur s’observe dans des troubles/maladies neurologiques (crises d’épilepsie, 

accidents vasculaires cérébral, maladie d’Alzheimer) et des troubles du développement 

(schizophrénie, autisme). Cette interface synaptique électrique-chimique augmente 

considérablement les possibilités de modulation de la transmission du message nerveux. Celle-

ci est également sous l’influence des cellules gliales avec lesquelles les neurones sont en 

constante interaction.  
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Figure 9 : Représentation d’une synapse hypothétique illustrant la coopération des 
neurones glutamatergiques et GABAergiques dans la régulation fonctionnelle de la 
transmission synaptique. Les récepteurs ionotropes du glutamate N-méthyl-D-aspartate 
(NMDA), kaïnate et acide α-amino-3-hydroxy-5-méthyl4-isoxazolepropionique (AMPA) 
médient la transmission synaptique excitatrice rapide en induisant une dépolarisation 
membranaire liée à l’entrée d’ions Na+ et Ca2+. Les transporteurs vésiculaires du glutamate 
(vGlut1 et vGlut2) chargent le glutamate dans les vésicules présynaptiques. Les récepteurs 
métabotropes du glutamate (mGlut) sont couplés à des protéines G. Ils sont répartis à la 
fois sur les membranes pré- et post- synaptiques des neurones et des cellules gliales pour 
moduler la libération des neurotransmetteurs et l’excitabilité post-synaptique. Ils répondent 
à des expositions prolongées au glutamate. D’autres transporteurs plasmiques d’acides 
aminés excitateurs (EAAT = Excitatory amino acid transporters) et des transporteurs 
vésiculaires (VGLUT = vesicular glutamate transporter) localisés sur l’élément post-
synaptique et/ou les cellules gliales permettent de recapter le glutamate excédant et d’éviter 
une surexcitabilité toxique pour la cellule nerveuse. Les récepteurs GABAA et GABAB 
diminuent les courants calciques (Cl-) et les taux d’AMP (adenosine 3',5'monophosphate) 
cyclique et inhibent l’excitabilité postsynaptique (Swanson et al, 2005). 
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I.2.2. Le microenvironnement cellulaire glial  

Les cellules gliales ou névrogliques représentent les cellules de soutien du tissu nerveux. 

Leur proportion dans le tissu nerveux a fait l’objet de nombreuses controverses ; une théorie 

populaire continue d’affirmer qu’elles sont jusqu’à 50 fois plus nombreuses que les neurones 

dans le tissu nerveux mais des études plus récentes ont obtenu des ratios bien plus équilibrés, 

de l’ordre du « un-pour-un »  (von Bartheld et al., 2016; Herculano-Houzel, 2014). La fonction 

des cellules gliales a longtemps été restreinte à un rôle de maintien structural du tissu nerveux, 

auquel elles doivent initialement leur nom (le radical grec « glia » signifie « colle »). Leur 

découverte est attribuée à Rudolf Virchow en 1846, qui décrit alors le « tissu connectique » des 

cellules nerveuses. Depuis, leur rôle s’est largement complexifié et il est aujourd’hui clairement 

démontré qu’elles interviennent dans des processus de régulation fine de la transmission 

nerveuse (Webster and Aström, 2009). On distingue deux composantes majeures des cellules 

gliales, la microglie et la macroglie :  

 
• La microglie désigne un ensemble de cellules de petite taille, essentiellement constitué 

des macrophages qui résident dans le parenchyme du SNC et y forment le principal système de 

défense immunitaire active. Ces derniers sont chargés de protéger le cerveau contre les 

pathogènes infectieux et d’en nettoyer les lésions, grâce à leur activité phagocytaire. La 

microglie fait donc partie intégrante du système immunitaire et dérive de cellules d’origine 

mésenchymateuse qui ont migré vers le SNC dans des stades avancés du développement fœtal. 

 
• La macroglie possède la même origine neuroectoblastique que les neurones et se 

distingue ainsi de la microglie par son origine embryonnaire, mais également par ses fonctions. 

Elle regroupe principalement les astrocytes, les oligodendrocytes et les cellules 

épendymaires. 

I.2.2.1. Les astrocytes 

Les astrocytes constituent la population cellulaire majoritaire dans le cerveau des 

mammifères et représentent de 20 à 40% des cellules du tissu cérébral (Herculano-Houzel, 

2014b). Ils présentent une morphologie caractéristique avec une forme étoilée, plus ou moins 

ramifiée et occupent la majeure partie de l’espace inter-neuronal. Leur rôle va bien au-delà d’un 

simple support structural pour les neurones. Ils contribuent à la cicatrisation des lésions du 

SNC, maintiennent l’intégrité de la barrière hématoencéphalique (BHE) et contribuent au 

métabolisme neuronal à travers la libération de lactate issu de la glycolyse du glucose en 
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provenance de la circulation sanguine. Ils régulent la synthèse et la libération du glutamate par 

des apports de glutamine et la sécrétion de l’apolipoprotéine E (APOE) et protègent le neurone 

d’une surexcitation toxique en recaptant le glutamate excédant dans la fente synaptique à  

travers leurs récepteurs EAAT et VGLUT (Gee and Keller, 2005) (Figures 9 et 10 ). Ces 

nombreux rôles font de l’astrocyte un partenaire clé du neurone, contribuant à la plasticité de la 

communication nerveuse à travers le modèle de la synapse tripartite (Araque et al., 1999; 

Panatier and Robitaille, 2012; Zhou et al., 2019).  

 

I.2.2.2. Les oligodendrocytes  

Les oligodendrocytes sont des cellules volumineuses présentes aussi bien dans la 

substance grise que dans la substance blanche. Elles présentent de grandes extensions de leur 

membrane plasmique qui s’enroulent autour de l’axone des neurones et forment la gaine de 

myéline qui contribue à optimiser la conduction du message nerveux. Par sa composition 

particulièrement riche en lipides (70 à 80% de sa masse totale contre 30 à 40% pour les 

membranes conventionnelles), la myéline forme un manchon multilamellaire isolant discontinu 

autour de l’axone formé d’une alternance de segments séparés les nœuds de Ranvier (0,2 à 2 

millimètres) (Figure 11) (Barateiro et al., 2016; Lubetzki et al., 2020). Dans ces zones 

dépourvues de myéline, des canaux ioniques assurent la conduction saltatoire du potentiel 

d'action le long de l’axone. La présence de cette gaine de myéline accélère la conduction de 

Figure 10: Représentation schématique de la synapse tripartite. (Jordy et al, 2018) 
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l’influx nerveux qui peut atteindre 75m/s contre 0,5m/s dans un axone non myélinisé. Les 

nœuds de Ranvier sont également des zones d’interactions entre les neurones et d’autres cellules 

gliales, notamment les astrocytes et les cellules microgliales (Barateiro et al., 2016). Les 

oligodendrocytes sont métaboliquement actifs et connectés à l’axone sous-jacent ; ils délivrent 

des produits de la glycolyse (pyruvate, lactate) au neurone via des transporteurs 

monocarboxylayte (MCT1 et MCT2) et sont coupés aux astrocytes par des jonctions lacunaires, 

ce qui leur donne accès indirectement à la BHE (Emery, 2010; Simons and Nave, 2016).  

 

 

 

Figure 11 : Représentations schématiques et microscopiques des états enveloppé et 
« déroulé » (image conceptuelle) des oligodendrocytes myélinisants. Les images en 
microscopie électronique montrent des boucles paranodales (à gauche), une vue longitudinale 
(droite) et une vue en coupe de la myéline (bas). 
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I.2.2.3. Les cellules épendymaires  

 Également appelées épendymocytes, ces cellules sont chargées de synthétiser et de faire 

circuler le liquide cérébrospinal (LCS) (ou liquide céphalo-rachidien (LCR)) dans les 

ventricules grâce aux mouvements de leurs cils vibratiles. Elles bordent les cavités du système 

nerveux (canal de l’épendyme, ventricules cérébraux) et y assurent le rôle d’interface 

fonctionnelle entre le parenchyme cérébral et le LCS.  

I.2.3. La barrière hémato-encéphalique  

La barrière hématoencéphalique (BHE) est une barrière physique et métabolique, 

localisée dans les cellules endothéliales cérébrales et dont la principale fonction et de réguler 

strictement l’infiltration dans le cerveau de cellules et de substances solubles en provenance du 

sang. La régulation de la perméabilité endothéliale est fondamentale pour préserver 

l’homéostasie cérébrale et met en jeu une architecture spécifique. Les capillaires du SNC sont 

tapissés de cellules endothéliales scellées entre elles par des jonctions serrées (Figure 12). La 

surface abluminale de l’endothélium est recouverte d’une membrane basale dans laquelle sont 

enchâssés les péricytes, dont la fonction contractile contribue à réguler l’étanchéité de la BHE. 

La BHE est imperméable aux molécules de haut poids moléculaire. Les petites molécules 

lipophiles traversent la BHE par une diffusion passive mais le transport de la plupart des 

molécules endogènes au métabolisme cérébral s’effectue via des récepteurs spécifiques situés 

sur les cellules endothéliales.  Elles présentent  des transporteurs membranaires impliqués dans 

le transport du glucose (GLUT1, GLUT3) et des acides aminés (LAT1, CAT1) et assure les 

apports métaboliques nécessaires aux neurones (Golden and Pollack, 2003). La présence de 

pompes à efflux facilite l’évacuation de substances potentiellement délétères. Les astrocytes 

périvasculaires contribuent au maintien structural de la BHE à travers leurs pieds terminaux qui 

entourent presque intégralement l’endothélium (Obermeier et al., 2013).  
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Le franchissement de la BHE constitue une étape critique dans les approches 

thérapeutiques ciblant le SNC. Pour contourner cet obstacle, certains composés peuvent être 

administrés par voie intrathécale en les injectant directement dans le liquide cérébrospinal qui 

les diffuse ensuite dans le cerveau. D’autres alternatives consistent à adapter les propriétés 

chimiques des médicaments aux propriétés physico-chimiques de la BHE et/ou aux mécanismes 

A
 

B 

Figure 12: Organisations morphologique et fonctionnelle de la barrière hémato-
encéphalique. A, Représentation schématique des interactions cellulaires au sein de la BHE 
(Obermeier et al, 2013). B, Principaux mécanismes de transports moléculaires à travers la BHE 
(Lafaye et al, 2019). 
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de transport de leurs cellules endothéliales (lipophilisation, vectorisation, cationisation, 

modulation des jonctions serrées par exemple) (Lafaye et al., 2019). 

I.2.4. La matrice extracellulaire cérébrale 

La matrice extracellulaire cérébrale (MEC) est synthétisée par les neurones et les 

cellules gliales. Elle forme un réseau macromoléculaire qui comble les espaces intercellulaires 

et représente près de 20% du volume cérébral total chez l’adulte. Elle est majoritairement 

constituée de glycosaminoglycanes (hyaluronane), de protéoglycanes (par exemple, neurocan, 

brevican, versican), de glycoprotéines (ténascine-R) et de protéines fibreuses (collagène, 

fibronectine). La MEC constitue une barrière physique naturelle qui évite la dispersion des 

molécules solubles et associés à la neurotransmission, la membrane et la migration cellulaires. 

Elle joue également un rôle majeur dans le développement des neurones et des cellules gliales 

et intervient dans la formation et la stabilisation des synapses, la croissance des neurites et les 

réparations des lésions (Burnside and Bradbury, 2014; Lam et al., 2019; Song and Dityatev, 

2018). 

I.3. Origine développementale du tissu cérébral du SNC 

L’étroite interconnectivité entre les neurones et les cellules gliales s’observe dès le 

développement embryonnaire. Ces deux populations cellulaires ont une origine commune et 

dérivent de cellules souches neuroépithéliales. Leur développement met en jeu différentes 

phases mêlant prolifération, division, migration et différenciation cellulaires qui démarrent au 

stade embryonnaire et se poursuivent jusqu’à l’âge adulte.  
 

I.3.1. Histogenèse prénatale 

Les cellules souches neuroépithéliales constituent l’épithélium du tube neural et sont 

considérées comme les cellules souches précurseurs du SNC. Au fur et à mesure du 

développement prénatal, ces cellules souches se divisent selon un mode symétrique puis 

asymétrique pour s’auto-renouveler et donner naissance aux progéniteurs neuronaux (nPC) et 

aux cellules gliales radiales (RG), qui se divisent à leur tour pour former directement des 

neurones ou des progéniteurs intermédiaires (IPC), à destinée neuronale (nIPC) ou 

oligodendrogliale (oIPC). La plupart de ces progéniteurs sont produits dans la zone sous-

ventriculaire (SVZ) et migrent vers le manteau pour s’y différencier et former le néocortex. Les 

neurones empruntent la glie radiaire, qui s’allonge au fur et à mesure de l’augmentation en 

épaisseur du cerveau et finit par contacter les méninges, la lame basale et les vaisseaux 

sanguins. La plupart des cellules de la glie radiaire finissent par se détacher du côté apical et se 
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différencient en astrocytes. D’autres maintiennent leur ancrage apical et leurs caractéristiques 

souches pour perpétrer la synthèse de nouveaux neurones et d’IPCs jusqu’à l’âge adulte (Figure 

13 B).   

I.3.2. Neurogenèse et maturation neuronale post-natales 

A la naissance, la majorité des 100 milliards de neurones constituant le cerveau humain 

est déjà formée, mais l’essentiel de la maturation et de la complexification des réseaux 

neuronaux s’effectue pendant les trois premières années de la vie de l’enfant (Figure 13). La 

synaptogenèse et la croissance axonale sont particulièrement actives durant la première année 

post-natale, au cours de laquelle le volume cérébral augmente de 101%, en particulier dans les 

régions sous-corticales (+149%) et le cervelet (+240%) (Knickmeyer et al., 2008). Des 

précurseurs neuroblastiques continuent de proliférer dans la SVZ et migrent vers le tronc 

cérébral au cours d’une fenêtre spatio-temporelle spécifique autour de 5 à 9 ans (Monje et al., 

2011). En parallèle, des précurseurs gliaux et en particulier des OPC prolifèrent sous la 

modulation du PDGF (Platelet Derived Growth Factor) et se différencient en oligodendrocytes, 

permettant la myélinisation axonale (Figures 11, 13 et 14) (Barateiro et al., 2016; Monje et al., 

2011; Simons and Nave, 2016). Cette différenciation oligodendrogliale et leur fonction 

myélinisante peuvent être modulées par une multitude de facteurs, parmi lesquels l’activité 

neuronale et la sécrétion de glutamate ont un impact prépondérant. Initialement, le glutamate a 

un rôle inhibiteur sur la différenciation des OPCs. Les sécrétions de neuréguline et de BDNF 

(Brain Derived Neurotrophic Factor) induisent un basculement vers une myélinisation 

dépendante des potentiels d’action neuronaux et de l’activation des récepteurs NMDA par le 

glutamate (Figure 14)  (Bergles and Richardson, 2015; Gibson et al., 2014; Lundgaard et al., 

2013).  

Toutes ces étapes de maturation post-natales des réseaux neuronaux sous-tendent les 

phases d’apprentissage de l’enfant et le développement progressif des facultés sensorimotrices 

et des fonctions exécutives (Figure 13A). Elles donnent lieu à un contexte d’hyperstimulation 

cérébrale qui affine et maturent les faisceaux neuronaux. L’élagage synaptique, une forme de 

tri fonctionnel, élimine les synapses les moins stimulées (quasiment la moitié) et se débarrasse 

des neurones obsolètes et/ou déficients (Monje, 2020). Le même type de processus s’effectue 

sur les oligodendrocytes. Tout au long de ces étapes, le SNC subit un remodelage intense qui 

met en jeu des précurseurs neuronaux et gliaux et une régulation fine de leur auto-

renouvellement et/ou de leurs différenciations neuronales et gliales. Cet environnement est 

particulièrement propice à la tumorigenèse et à la formation de gliomes.  
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A
 

B
 

Figure 13: Processus de développement pré- et post- natale du cerveau.  (A) Chronologie des 
processus de maturation spatio-temporels du cerveau associés aux structures cérébrales et aus 
fonctions cognitives impliquées (Ouyang et al, 2020) (B) Mécanismes cellulaires sous-jaçents et 
rôle des NSC. IPC, intermediate progenitor cell; MA, mantle; MZ, marginal zone; NE, 
neuroepithelium; nIPC, neurogenic progenitor cell; oIPC, oligodendrocytic progenitor cell; RG, 
radial glia; SVZ, subventricular zone; VZ, ventricular zone (Kriegstein et Alvarez Buylla, 2009). 
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II. LES GLIOMES DE HAUT-GRADE PEDIATRIQUES 

II.1. Généralités sur les gliomes de haut-grade pédiatriques 

II.1.1. Définitions  
Le gliome est un terme générique qui désigne une tumeur primitive du SNC. Il englobe 

des catégories très hétérogènes de tumeurs qui prennent naissance dans le parenchyme cérébral 

et dérivent des cellules gliales qui le constituent, en particulier des astrocytes (astrocytomes) et 

des oligodendrocytes (oligodendrogliomes). Les épendynomes font également partie 

nosologiquement des gliomes, mais leurs caractéristiques biologiques et histologiques ainsi que 

leur prise en charge diffèrent. Ains, ils ne seront pas développés davantage dans ce travail. Le 

terme « haut-grade » désigne des gliomes malins très agressifs et à croissance rapide. Ils sont 

Figure 14: Représentation schématique des facteurs intrinsèques et extrinsèques impliqués 
dans la différenciation oligodendrogliale et la myélinisation axonale. La différenciation des 
OPCs en oligodendrocytes s’effectue en réponse à de multiples signaux extracellulaires et à 
travers la coordination et l’interconnexion de différentes voies de signalisations. PDGF et les 
facteurs de transcription Id2, Id4, He5 et Sox6 maintiennent les OPCs dans une forme 
indifférenciée et s’opposent à la myélinisation axonale. Leur différenciation pourrait être initiée 
par l’activité électrique de neurones environnants non myélinisés, dont les sécrétions de glutamate 
dépolarisent la membrane des OPCs. Elle nécessite notamment l’induction de facteurs de 
transcription tels que Olig1, Sox10, MRF, YY1. Elle serait également régulée à travers des 
remodelages de la chromatine induits par l’activité des histone-désacétylases (HDAC). Ces 
HDAC agissent en coopération avec YY1 pour inhiber des voies de signalisation et des facteurs 
de croissance qui s’opposent à la différenciation des OPCs (voie Wnt/β-caténine, Id2/4). (Ben 
Emery, 2010) 
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catégorisés de grade 3 ou 4 selon le grading de l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) et 

s’opposent aux gliomes de bas-grade (1 et 2) (voir II.3.) (Louis et al., 2021).  

Les GHG pédiatriques regroupent communément les GHG affectant les enfants et les 

jeunes adolescents âgés de 0 à 14 ans et peuvent être étendus à une classe d’âge de 0 à 19 ans. 

Ils comprennent une grande diversité d’entités tumorales qui se distinguent notamment par leur 

localisation cérébrale. Biologiquement, on distingue les GHG hémisphériques et les GHG de la 

ligne médiane (DMG). Parmi ces DMG, les gliomes diffus du tronc cérébral (DIPG) forment 

une entité à part. Toutes ces entités se distinguent en outre par des caractéristiques 

phénotypiques, histologiques et moléculaires qui seront présentées tout au long de cette seconde 

partie introductive.  

II.1.2. Epidémiologie  

Le taux d’incidence annuelle mondiale des tumeurs cérébrales malignes primaires est 

de 3,5 pour 100 000 habitants par an. Ces taux sont bien plus élevés dans les pays à revenus 

élevés (7,25 pour 100 000) que dans les pays à revenus moyens inférieur (2,2 pour 100 000) ou 

à faibles revenus (1,8 pour 100 000) (Sung et al., 2021). Chez l’enfant, les adolescents et les 

jeunes adultes de 0 à 19 ans, l’incidence des tumeurs cérébrales malignes est de 3,39 pour 

100 000 habitants (Figure 15) (Ostrom et al., 2014). La majorité des tumeurs du SNC sont des 

gliomes ; ils représentent 50 à 60% des tumeurs du SNC chez les 0-14 ans et 40 à 50% chez les 

0-19 ans (Figure 16). Au total, 15 à 20% de ces gliomes pédiatriques sont de haut-grade et 

l’incidence des GHG augmente avec l’avancée en âge des sujets (Bauchet et al., 2007).  

Figure 15: Incidence annuelle moyenne des tumeurs du SNC par âge et par degré de 
malignité. Données issues du rapport CBTRUS, évaluées sur la période 2007-2011. (Ostrom 
et al., 2014) 
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II.1.3. Facteurs de risques 

L’étiologie précise des gliomes pédiatriques n’est pas clairement définie à ce jour mais 

la grande majorité des GHG pédiatriques semble sporadique. Ce sont des cancers 

multifactoriels, conséquences d’une multitude d’anomalies génétiques et épigénétiques voire 

liées à l’environnement. Des facteurs prédisposants héréditaires ont également pu être identifiés 

dans les GHG sus-tentoriels (Sourty and Rousseau, 2020). 

II.1.3.1. Pathologies héréditaires prédisposantes aux tumeurs cérébrales 

• La neurofibromastose de type 1  

Cette maladie est liée à la mutation du gène NF1 qui code pour la neurofibromine, une 

protéine qui possède un rôle suppresseur de tumeurs en inhibant la protéine RAS. Cette 

mutation semble entrainer une hyperactivité de la protéine RAS, ce qui contribuerait à une 

prolifération cellulaire aberrante et pourrait prédisposer au développement de tumeurs affectant 

notamment le SNC. Néanmoins, la plupart sont relativement bénignes. La neurofibromatose est 

une maladie autosomique dominante, dont la moitié des cas résultent d’une transmission 

héréditaire du parent à l’enfant (Wolkenstein, 2001).  

 

Figure 16 : Distribution des tumeurs du SNC selon les types histologiques chez l’enfant de 
0 à 14 ans. N= 16 044, données CBTRUS évaluées sur la période 2007-2011 (Ostrom et al., 
2014) 
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• Le syndrome de Li-Fraumeni 

Dans la grande majorité des cas, cette pathologie héréditaire est causée par des mutations 

d’un autre gène suppresseur de tumeurs appelé TP53, codant pour la protéine p53 et impliqué 

dans de multiples processus cellulaires régulant des mécanismes de réparation de l’ADN, de 

croissance cellulaire et d’apoptose. Cette altération génétique prédispose les patients à 

différents cancers, en particulier les cancers du sein, les ostéosarcomes et les tumeurs cérébrales 

(Gargallo et al., 2020). 

• Le syndrome CMMR-D (Constitutional Mismatch Repair Deficiency) 

Ce syndrome rare de prédisposition héréditaire récessive aux cancers est associé au 

développement de tumeurs cérébrales au cours de l’enfance et de l’adolescence. Il est dû à une 

mutation bi-allélique homozygote ou hétérozygote de gènes impliqués dans les systèmes de 

réparation des mésappariements de l’ADN (système MMR, Mismatch-Repair). Ces gènes sont 

notamment associés au syndrome de Lynch : PMS2 ou MSH6 sont les plus touchés, plus 

rarement MLH1 et MLH2. Ces mutations inactivent les systèmes de réparation MMR et 

entrainent une instabilité génomique propice à la tumorigenèse. Elles caractérisent un 

phénotype tumoral appelé MSI (Microsatellite Instability). (Collura et al., 2019 ; Pećina-Šlaus 

et al., 2020).  

Globalement, ces différentes pathologies héréditaires ne concernent que très peu des 

tumeurs de l’enfant et de l’adolescent et donc une proportion encore plus limitée spécifique aux 

GHG pédiatriques. Néanmoins, leur mise en évidence dans des familles à risques permet des 

diagnostics plus précoces.  

II.1.3.2. Facteurs de risques liés à l’environnement 

• Les rayonnements ionisants 

Les rayonnements ionisants apparaissent aujourd’hui comme les seuls facteurs 

environnementaux clairement établis comme un cancérogène certain pour l’Homme. Ils ont été 

classés cancérogène de catégorie 1 par le Centre International de Recherche sur le Cancer 

(CIRC). Chez l’adulte, différentes études ont pu démontrer la relation entre des expositions 

externes aux rayonnements ionisants et une augmentation du risque de tumeurs cérébrales, 

notamment des suites de bombardements atomiques (Nagazaki, Hiroshima) (Preston et al., 

2002). 

Chez l’enfant, les données sont plus limitées. L’étude de « Oxford Survey of 

Childhood » a mesuré l’association entre le risque de cancer chez l’enfant et leur exposition 
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fœtale à des rayons ionisants, à l’occasion d’examens radiologiques pratiqués sur la mère au 

cours de la grossesse. Des expositions in-utero entrainaient une augmentation de 42% des 

tumeurs du SNC chez l’enfant (Doll and Wakeford, 1997; Yang et al., 2017). D’autres études 

plus récentes soulignent un impact plus modeste mais suggèrent tout de même un risque accru 

au cours des périodes prénatale et post-natale précoce (Pasqual et al., 2020).    

Dans certains cas, des tumeurs cérébrales secondaires peuvent survenir à la suite de la 

radiothérapie. Une récente étude a montré que sur 143 patients ayant subi des radiothérapies 

crâniennes, 6% ont développé des tumeurs secondaires du SNC dans les 10 années et 20% dans 

les 20 ans qui ont suivi les traitements (Fujii et al., 2020). 

• Autres facteurs environnementaux 

D’autres facteurs environnementaux sont à l’étude pour déterminer s’ils peuvent être à 

l’origine du développement de tumeurs du SNC et en particulier de gliomes. On peut 

notamment citer les rayonnements non-ionisants : champs électromagnétiques et 

radiofréquences émises par les téléphones portables et certains appareils électroménagers (étude 

MOBI-Kids) ou les champs de basses fréquences émis par les lignes électriques à haute-tension 

(Carles et al., 2020; Castaño-Vinyals et al., 2022; Pasqual et al., 2020). 

Cependant, ces facteurs restent fortement débattus et aucune donnée à ce jour ne permet 

de les associer clairement à un risque accru de tumeurs du SNC (Hardell and Moskowitz, 2022). 

II.2. Diagnostic des GHG pédiatriques 

II.2.1. Symptomatologie  

Aucun symptôme n’est caractéristique des GHG pédiatriques. Les signes cliniques 

dépendent davantage de la localisation tumorale et apparaissent rapidement en cas de croissance 

tumorale rapide. L’effet de masse peut être à l’origine d’une hypertension intracrânienne qui se 

manifeste par des céphalées, parfois accompagnés de nausées, de vomissements et/ou de 

troubles visuels. Les patients peuvent également développer différents déficits neurologiques 

en fonction de la zone cérébrale affectée. 

Les GHG de la ligne médiane, majoritaires chez l’enfant, affectent des centres de 

régulation de nombreuses fonctions vitales, où convergent les faisceaux de fibres neuronales et 

d’où partent les nerfs crâniens (cf partie I). Une croissance tumorale dans la partie postérieure 

du tronc cérébral peut induire des troubles moteurs qui se manifestent par des difficultés à la 

marche, une hémiparésie des membres ou de l’hémicorps. Lorsque la partie antérieure est 

touchée, les troubles sont plutôt de nature sensitive. Une atteinte des nerfs crâniens peut 
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entrainer des paralysies faciales, des troubles visuels (strabisme, mouvements oculaires 

incontrôlés) et/ou des problèmes de dysphagie. Les patients peuvent également montrer des 

signes d’atteintes cérébelleuses (ataxie, dysmétrie) (Srikanthan et al., 2021a). 

En cas de GHG sus-tentoriels, les symptômes dépendent plutôt des régions corticales et 

des aires fonctionnelles concernées (Figures 2 et 3). Le jeune patient peut développer des 

troubles du langage, des troubles auditifs, des modifications du comportement et des difficultés 

d’apprentissage, qui peuvent se traduire par une baisse du rendement scolaire. 

Certains enfants sont sujets à des crises d’épilepsie. Elles se présentent généralement 

sous la forme d’une ou plusieurs crises répétées focales, associées ou non à une perte de 

connaissance, mais peuvent également se manifester sous la forme de crises généralisées 

tonico-cloniques avec une perte de connaissance et des contractions musculaires (Blionas et al., 

2018; Fangusaro, 2012). 

Ces symptômes très variés peuvent être délicats à déceler chez un enfant, certains 

pouvant être assimilés à un retard de développement. Néanmoins, une accumulation de ces 

signes et leur persistance et/ou aggravation dans le temps donneront lieu à une consultation 

médicale en vue d’un diagnostic. Ils seront explorés lors de l’examen neurologique 

pathologique, qui pourra être complété par un diagnostic radiologique et des analyses 

histomoléculaires. 

II.2.2. Diagnostic radiologique 

Après l’examen neurologique pathologique, l’imagerie cérébrale permet de confirmer 

le diagnostic de tumeur et de déterminer sa localisation (Figure 17). 

Une IRM (imagerie par résonance magnétique) cérébrale ± médullaire est effectuée en première 

ligne sans et avec injection d’un produit de contraste. Elle est réalisée avec les séquences 

suivantes : 

• T1 et T2 sans et avec injection 

• T2-FLAIR (Fluid Attenuated Inversion Recovery) avec injection 

• Diffusion avec cartographie ADC (coefficient de diffusion apparent) 

Les DIPG se présentent sous la forme d’une tumeur infiltrant globalement le tronc 

cérébral avec un aspect hypointense en séquence T1 non injectée et hyperintense en T2-FLAIR. 

Des zones nécrotiques peuvent être présentes, en particulier sur les imageries en diffusion. Le 

coefficient ADC est inversement corrélé à l’agressivité tumorale ; un score ADC faible est le 

témoin d’une cellularité élevée, avec un turn-over cellulaire important. Après injection, les 
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aspects de rehaussement en T1 peuvent être localisés ou diffus. Ce rehaussement peut 

également être absent, du fait d’une vascularisation intratumorale minimale dans certains DIPG.  

Pour les GHG thalamiques et sus-tentorielles, en plus de l’ensemble de ces critères, les 

signes d’infiltration et la présence d’œdèmes péritumoraux peuvent être observés sur les 

séquences avec injection et de diffusion/perfusion. La spectroscopie avec une évaluation des 

rapports NAA/Cr (N-acétyl-aspartate/créatine), Chol/Cr (Choline/créatine) et Cho/NAA 

peuvent également apporter des informations complémentaires sur l’agressivité tumorale. 

A 

B 

C 

Figure 17: IRM de gliomes de haut-grade pédiatriques. (A) GHG sustentoriel de la région 
pariétale, séquence en diffusion (gauche), séquence T1 avec injection (milieu), séquence T2 
FLAIR avec injection (droit). (B) GHG thalamique, séquence en diffusion (gauche), séquence 
T1 avec injection (milieu), séquence T2 FLAIR (droite). (C) DIPG, séquence en diffusion 
(gauche), séquence en T1 avec injection (milieu), séquence T2 FLAIR avec injection (droite) 
L’encadré rouge localise la tumeur. (CHU Hautepierre de Strasbourg). 
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Celle-ci est d’autant plus importante que les rapports Chol/Cr et Cho/NAA augmentent et que 

le rapport NAA/Cho diminue. 

II.2.3. Diagnostic anatomopathologique intégré 

Un examen histomoléculaire est indispensable pour établir le diagnostic définitif de la 

tumeur identifiée lors de l’imagerie médicale. Il est effectué à partir d’un prélèvement tumoral 

obtenu à l’issue d’une intervention chirurgicale. 

Dans les GHG sus-tentoriels, la résection chirurgicale débute systématiquement le 

protocole de prise en charge des patients et montre à la fois un intérêt thérapeutique et 

diagnostique (cf II 5.). L’échantillon tumoral soumis à l’analyse histomoléculaire peut être 

directement prélevé sur le produit issu de l’exérèse chirurgical. 

Dans les GHG de la ligne médiane, cette exérèse chirurgicale est très rarement 

envisageable en raison de la morbidité qu’elle peut susciter en endommageant des régions 

vitales du cerveau (cf I). Néanmoins, les progrès en matière de neurochirurgie stéréotaxique ont 

permis de démocratiser les biopsies exploratoires et d’obtenir des quantités de matériels 

suffisantes pour des analyses histomoléculaires, immunohistochimiques, des extractions 

d’ADN et d’ARN et une mise en culture. (Puget et al., 2012a, 2015). A défaut de retirer la 

tumeur, ces biopsies exploratoires permettent un rendement diagnostique proche des 100% sans 

induire de morbidité supplémentaire. Leur intérêt dans un contexte diagnostique est aujourd’hui 

indéniable (Hankinson et al., 2011; Puget et al., 2015; Rajshekhar and Moorthy, 2010; Sufit et 

al., 2012).  

Les examens histomoléculaires visent à préciser la nature exacte de la tumeur et 

d’anticiper son évolution et son pronostic, dans le but d’établir un diagnostic intégré des 

tumeurs. Ces analyses se basent aujourd’hui sur un ensemble de critères histologiques et 

moléculaires intégrés dans la classification des tumeurs du SNC selon l’Organisation Mondiale 

de la Santé (OMS).  

II.3. Classification des GHG pédiatriques  

La classification des tumeurs du SNC selon l’OMS distingue notamment les gliomes 

selon leur origine cellulaire et y associe une évolution prédictive, distinguant les tumeurs les 

moins agressives (non malignes) aux plus agressives (malignes) à travers quatre grades notés 1 

à 4 : bas-grade (1 et 2) ou de haut-grade (3 et 4). Cette classification a connu une évolution 

considérable depuis sa création, en particulier depuis l’apparition des technologies de 

séquençage génomique et de cartographie moléculaire des tumeurs. Il existe d’autres 

classifications des gliomes, notamment celle de Sainte-Anne, également appelée classification 
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de Daumas-Duport (Daumas-Duport et al., 2005). Néanmoins, celle de l’OMS est à ce jour la 

plus communément admise au sein de la communauté scientifique internationale. 
 

II.3.1. La classification des tumeurs du SNC de l’OMS 

II.3.1.1. Les origines de la classification de l’OMS 

  Les prémices de la classification des gliomes sont nées avec les travaux de deux 

neurochirurgiens américains ; Percival Bailey et Harvey Cushing, qui dès 1926, tentèrent 

d’associer un pronostic à des critères histologiques de la tumeur en y observant les différents 

types cellulaires qui la constituent (Ferguson and Lesniak, 2005; MacKenzie, 1926). Leur 

classification se basait alors sur une théorie « histo-embryo-génétique », selon laquelle les 

cellules tumorales naissent de la dérivation maligne de cellules neurales embryonnaires qui 

auraient acquis un potentiel tumoral à la suite de mutations spécifiques. 

En 1938 puis 1949, Kernohan y incorpora une voie différente avec le concept d’anaplasie. Selon 

sa théorie, les cellules tumorales ne dériveraient pas des cellules embryonnaires mais seraient 

issues d’une anaplasie, à savoir une dédifférenciation des cellules gliales normales. Pour la 

première fois, Kernohan établi un système de grades de malignité croissante (notés 1 à 4) en 

fonction du taux d’anaplasie de la tumeur (Kernohan and Mabon, 1949). 

II.3.1.2. Les premières classifications histologiques 

La première classification des tumeurs cérébrales selon l’OMS apparait finalement en 

1979. Elle s’apparente alors à une forme de consensus entre la classification établie par Bailey 

et Cushing et celle de Kernohan et évalue les gliomes selon des critères essentiellement 

histogénétique, basée sur le typage cellulaire. Les gliomes y sont catégorisés selon leur 

proximité microscopique avec les cellules du tissu nerveux : astrocytes, oligodendrocytes ou 

épendymocytes. Ils sont ensuite subdivisés en grades de malignité croissante selon leur degré 

de différenciation, associé à d’autres critères tels que la diffusion, l’activité mitotique, le taux 

d’anaplasie, la capacité de prolifération microvasculaire et la nécrose (Figure 18). La 

classification des gliomes selon l’OMS a connu plusieurs révisions en 1993, 2000 puis 2007, 

mais les critères de classification y demeurent globalement inchangés et essentiellement basés 

sur des aspects histologiques.  

II.3.1.3. L’émergence de la classification intégrée de l’OMS 

Il faut attendre la quatrième révision en 2016 pour assister à une évolution majeure de 

cette classification des tumeurs du SNC selon l’OMS. La généralisation progressive des 

biopsies chirurgicales, associée aux progrès des analyses génétiques et génomiques ont permis 
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l’élaboration de cartographies moléculaires des tumeurs. Pour la première fois, la classification 

de l’OMS intègre des paramètres moléculaires avec des mutations dites « driver » et les associe 

aux critères histologiques usuels, aboutissant à un diagnostic intégré des gliomes (Tableau 1). 

Il en résulte notamment des sous-types de gliomes mutés pour IDH1, H3K27 ou H3G34.  

Les GHG adultes et pédiatriques constituent finalement deux groupes tumoraux bien 

distincts depuis la 5ème révision de la classification parue en 2021, chacun subdivisés en sous-

groupe selon leurs caractéristiques moléculaires (Tableau 1). Cette nouvelle révision ajoute un 

degré de complexité et de caractérisation supplémentaire en incorporant des paramètres 

épigénétiques liés aux analyses du méthylome de l’ADN tumoral. Elle permet d’affiner encore 

davantage le typage des gliomes avec une précision diagnostique supplémentaire  (Louis et al., 

2021). Des études montrent d’ailleurs que la classification moléculaire est bien mieux corrélée 

avec l’évolution clinique des gliomes que la classification histologique (Reuss et al., 2015a, 

2015b). 
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La classification des tumeurs du SNC selon l’OMS est donc en constante évolution, au 

rythme de celle des techniques d’étude cytologique, histologique et moléculaires, révélant 

progressivement les caractéristiques intrinsèques des tumeurs du SNC et des gliomes de haut-

grade. L’OMS la réactualise de façon fréquente avec le programme c-IMPACT NOW (Louis 

et al., 2020).  

La suite de ce travail consistera à présenter les différentes caractéristiques histologiques 

et moléculaires et leurs implications dans le diagnostic des GHG pédiatriques.  

Tableau 1: Extrait de la 5ème révision de la classification des tumeurs du SNC selon 
l’OMS.  L’encadré rouge indique le groupe spécifique des GHG pédiatriques (Louis et al., 
2021) 
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II.3.2. Caractéristiques histologiques  

Cette évaluation microscopique s’effectue principalement par des techniques de 

coloration standard à l’Hématoxyline-Eosine (HE), complétées par des études 

immunohistochimiques (IHC) de protéines spécifiques aux différents types cellulaires. 

L’activité mitotique est notamment évaluée par des marqueurs de prolifération tels que 

Ki67/MIB-1. La détermination du sous-type histologique des GHG est basée sur le phénotype 

cellulaire prédominant. L’immunomarquage de la protéine gliofibrillaire acide (GFAP) ou du 

facteur de transcription OLIG2 permettent de distinguer des lignées astrocytaires (GFAP) et 

oligodendrogliales (OLIG2). Ces approches permettent un certain typage cellulaire des gliomes 

mais ne sont pour autant des critères pathognomoniques d’un sous-type histologique (Figure 

18).  

II.3.2.1. Les astrocytomes de haut-grade 

Les astrocytomes sont des tumeurs au phénotype très varié. Chez l’enfant, la plupart 

(environ 75%) sont des astrocytomes de bas-grade, majoritairement représentés par 

l’astrocytome pilocytique. Les astrocytomes de haut-grade (grade 3 et 4) présentent des critères 

histologiques similaires à ceux de l’adulte, chez qui ils sont majoritaires (Gerges et al., 2013). 

Ils montrent notamment une importante cellularité associée à une capacité de diffusion accrue, 

des critères que l’on retrouve déjà chez les astrocytomes diffus de grade 2, mais de manière 

plus modérée. La catégorisation en grade 3 inclue également une activité mitotique de plus en 

plus anarchique de cellules qui présentent des atypies nucléaires de plus en plus marquées et un 

fort degré d’anaplasie, plus ou moins diffuse. Les astrocytomes de grade 3 regroupent 

finalement tous les astrocytomes dits « anaplasiques ».   

Figure 18 : Critères microscopiques de caractérisations et de grading des gliomes 
(Wesseling et al, 2011) 
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Lorsque tous ces critères sont associés à une importante nécrose tumorale et à une 

prolifération vasculaire, la tumeur entre dans une catégorie de gliome malin extrêmement 

agressif de grade 4, plus communément appelé glioblastome et plus rare en pédiatrie. La nécrose 

de ces tumeurs fait suite à une prolifération cellulaire toujours plus aberrante, créant une 

importante hétérogénéité cellulaire de plus en plus compacte, qui a pour conséquences de 

limiter drastiquement la diffusion de l’oxygène au sein de la tumeur. Les zones nécrotiques sont 

généralement délimitées par des cellules qui prennent une forme enguirlandée et s’organisent 

en structures appelées pseudo-palissades (Rong et al., 2006a). La prolifération vasculaire prend 

alors la forme d’une néo-angiogenèse tumorale qui vise à remédier à cette absence d’oxygène. 

(Li et al., 2009a). 

II.3.2.2. Les oligodendrogliomes  

Les oligodendrogliomes regroupent des gliomes de grades 2 et 3. Ils sont rares chez 

l’enfant et représentent moins de 1% de tumeurs cérébrales chez les patients âgés de 0 à 14 ans. 

Les oligodendrogliomes de haut-grade se démarquent de leurs homologues de grade 2 par 

l’apparition d’une anaplasie plus ou moins diffuse, associée à une accentuation de l’activité 

mitotique. Ils peuvent également présenter des traces de prolifération vasculaire et/ou des zones 

nécrotiques. La densité cellulaire et les atypies nucléaires sont quant à elles moins 

caractéristiques selon les grades que pour les astrocytomes. 
 

II.3.3. Analyse histomoléculaire 

II.3.3.1. L’examen histomoléculaire 

L’examen histomoléculaire est effectué en parallèle des examens histologiques 

classiques, la plupart du temps à partir du même prélèvement de tissu tumoral (issu de la biopsie 

ou de la résection chirurgicale décrites plus haut). Il est basé sur des techniques 

d’immunohistochimie, d’hybridation in-situ et/ou de séquençages de l’ADN et de l’ARN 

tumoral. Il vise à déceler la présence d’anomalies moléculaires permettant de préciser un sous-

type tumoral plus spécifique afin de compléter le diagnostic clinico-radio-histologique. Cela 

s’effectue notamment à travers la mise en évidence de biomarqueurs prédictifs et d’altérations 

génétiques clés communément nommées mutations « driver » (Métais and Rousseau, 2021).  

II.3.3.2. Les mutations drivers 

Les mutations driver peuvent être définies comme des mutations « conductrices », qui 

déterminent le développement de la tumeur et seraient à l’origine de la dérive maligne initiale 

de la cellule. Elles sont sélectives, récurrentes, mutuellement exclusives et peuvent être 
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corrélées à des localisations cérébrales et des classes d’âge spécifiques. Associés aux 

caractéristiques anatomocliniques décrites plus haut, elles permettent d’affiner la classification 

de l’OMS à travers des sous-groupes tumoraux plus homogènes (Tableau 1).  

Chez l’enfant, la découverte clé qui illustre le mieux la singularité des GHG pédiatriques 

est l’identification des mutations somatiques des gènes codant pour les variants d’histone H3.3 

(H3F3A) et H3.1 (HIST1H3B, HIST1H3C) (Figure 19). Ces mutations entrainent des 

substitutions d’acides aminés au niveau de deux résidus clés situés sur la queue de l’histone et 

peuvent être décelées en IHC (Figure 20). La mutation H3K27M est la plus courante et 

caractérise des GHG pédiatriques de la ligne médiane. Elle entraine notamment une perte de la 

triméthylation de K27M. La mutation de type H3G34 caractérise des GHG hémisphériques ; la 

glycine est remplacée par une arginine ou une valine en position 34 (G34V ou G34R 

respectivement) (Bjerke et al., 2013; Schwartzentruber et al., 2012a; Wu et al., 2012). Hormis 

des variantes similaires retrouvées dans de rares tumeurs osseuses chez l’enfant, ces mutations 

n’ont pas été décelées dans d’autres types de cancer (Behjati et al., 2013).  

 

 

 

Figure 19 : Chromatogrammes de séquençage Sanger représentant des mutations driver 
de type K27M et G34R affectant les gènes H3F3A et/ou HIST1H3B dans des GHG 
pédiatriques comparé à un ADN normal correspondant. La mutation K27M affecte le gène 
H3F3A (gauche) ou le gène HIST1H3B (droite). La mutation G34R affecte le gène H3F3A 
(droite). La flèche rouge indique la position de la mutation (Wu et al, 2012). 
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De manière générale, la classification actuelle de l’OMS émet une première distinction 

entre les GHG pédiatriques de la ligne médiane mutés H3K27M et les GHG pédiatriques 

hémisphériques mutés H3G34V/R. Néanmoins, cette même classification appelle à stratifier 

davantage ces sous-groupes tumoraux à travers des altérations génétiques et moléculaires 

complémentaires (Tableau 2) (Louis et al., 2021).  

Figure 20: Profil immunohistochimique d’un GHG pédiatrique de la ligne médiane avec 
mutation H3.3K27M. L’histologie montre une perte de la triméthylation en K27M avec une 
absence de marquage nucléaire des cellules tumorales en comparaison avec des témoins internes 
positifs (cellules endothéliales et/ou cellules gliales résiduelles) (gauche) et une expression 
nucléaire de la protéine mutée H3K7M (droite). Révélation par diaminobenzidine (DAB), 
Grossissement x400. (Métais et Rousseau, 2021). 

Tableau 2: Tableau issu de la classification de l’OMS de 2021 définissant les critères de 
stratification des GHG (Louis et al, 2021) 
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Parmi ces altérations, la mutation V600E de BRAF (v-raf murine sarcoma viral 

oncogene homolog B1) montre une récurrence particulière dans les gliomes pédiatriques. Elle 

caractérise majoritairement des gliomes de bas-grade mais peut également définir des GHG 

hémisphériques, en particulier lorsqu’elle est associée à la mutation CDKN2A (cyclin-

dependent kinase inhibitor 2A) (Jones et al., 2017a) (Figure 21 ). Elle affecte le gène proto-

oncogène BRAF, un membre de la famille RAF (Rapif Accelerated Fibrosarcoma) et consiste 

en une substitution de la valine par l’acide glutamique en position 600 (cf II.4.1.2). 

Plus récemment, de nouvelles pistes ont mis en évidence des translocations 

chromosomiques des gènes NTRK (neurotrophic tyrosine receptor kinase) (notamment 

NTRK2) comme de potentiels drivers oncogéniques dans des GHG pédiatriques, notamment 

ceux affectant les très jeunes enfants  (Britton et al., 2021; El-Ayadi et al., 2017; Wu et al., 

2014) (Figure 22). Elles entrainent la formation d’une protéine de fusion TrkB (tyrosine 

receptor kinase B) anormalement active menant à une dérégulation de la différenciation, de la 

survie et/ou de la prolifération cellulaire. Néanmoins, ces anomalies ne font pas encore partie 

intégrante de la classification de l’OMS et nécessite de plus amples investigations. 

Ces différents driver peuvent être associés à d’autres altérations moléculaires de 

« second plan », plus couramment surnommées « passengers » et permettent d’aboutir à une 

classification avancée des GHG pédiatriques constituée de sous-groupes tumoraux plus 

homogènes. 

II.3.4. Classification histo-moléculaire avancée des GHG pédiatriques 

L’intégration des aspects anatomocliniques, des propriétés histologiques et des 

caractéristiques moléculaires des GHG permet de stratifier davantage les sous-groupes de GHG 

pédiatriques décrits par l’OMS, en distinguant notamment les DIPG des autres GHG de la ligne 

médiane (Figure 21).  

II.3.4.1. Les gliomes diffus de la ligne médiane avec mutation H3K27M 

Ces gliomes diffus de la ligne médiane (DMG) se développent dans les structures de 

la ligne médiane de l’encéphale ; thalamus, tronc cérébral et moelle épinière. Ils représentent 

60% des GHG pédiatriques. L’âge de survenue se situe habituellement entre 5 et 11 ans mais 

des formes plus rares peuvent survenir à l’âge adulte. Depuis la classification de l’OMS de 

2016, ils sont catégorisés sur le plan moléculaire par la mutation H3K27M qui les classe 

inexorablement dans la catégorie des gliomes de grade 4 (Louis et al., 2016, 2021). 

La forme la plus fréquente est le gliome diffus intrinsèque du pont (DIPG = Diffuse 

Intrinsic Pontine Glioma), communément synonyme de « gliome infiltrant du tronc cérébral » 
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ou « gliome protubérantiel diffus ». Il représente entre 80 et 90% des gliomes diffus de la ligne 

médiane et près de 50% de l’ensemble des GHG pédiatriques (Braunstein et al., 2017; 

Buccoliero et al., 2022; Srikanthan et al., 2021b). Il touche préférentiellement des enfants de 6 

à 9 ans (médiane ≈ 7 ans) et constitue une entité anatomoclinique quasiment exclusive à la 

population pédiatrique.  

Ce sous-type tumoral prend naissance au niveau de la protubérance et montre une infiltration 

locale qui augmente progressivement le volume du tronc cérébral, ce qui entraine souvent une 

atteinte des voies longues, des nerfs crâniens et un syndrome cérébelleux. La tumeur peut laisser 

apparaître des zones nécrotiques et une faible perfusion sanguine. Elle est composée de cellules 

de phénotypes astrocytaires ou indéterminés plus ou moins densifiées. Dans les DIPG, le 

système de grading basé sur des critères histologiques n’est pas applicable mais leur localisation 

et leur imagerie typiques suffisent souvent à les considérer comme des GHG (Hoffman et al., 

2018). Peu importe le grade attitré (de 2 à 4), l’évolution est similaire et dépend de la biologie 

moléculaire de la tumeur. 

Sur ce plan, la présence de la mutation K27M des gènes des histones H3 confirme le 

diagnostic de grade 4. Elle concerne 70 à 80% des DIPG et affecte majoritairement le gène 

H3F3A (90%), plus rarement HIST1H3B/C (10%). Elle se traduit par une perte de la 

triméthylation K27M et une hypométhylation globale et s’accompagne souvent d’une mutation 

du gène TP53 voire d’une perte d’expression d’ATRX (cf II.4.2.2.) (Johnson et al., 2017; 

Khuong-Quang et al., 2012; Solomon et al., 2015).   

Les DIPG restent à ce jour inopérables en raison de leur forte infiltration et de leur localisation 

dans les régions cérébrales sensibles régissant des fonctions vitales de l’organisme. Leur 

pronostic est particulièrement sombre ; la médiane de survie globale est de 9 mois et la plupart 

des enfants ne survivent pas plus de 2 ans après le diagnostic (Grill et al., 2012; Mackay et al., 

2017).  

Les gliomes thalamiques infiltrant de haut-grade constituent l’essentiel du reste des 

DMG. Ils peuvent être de phénotype astrocytaire ou oligodendroglial et de grade 3 ou 4. Ils 

concernent des enfants légèrement plus âgés, avec un âge médian au diagnostic de 11 ans. Les 

imageries décrivent une atteinte thalamique essentiellement unilatérale au niveau du corps 

calleux. Sur le plan moléculaire, ces GHG sont typiquement mutés pour H3K27M, 

essentiellement pour le gène H3F3A. Ils montrent eux-aussi une perte de la triméthylation 

H3K27me3 et une hypométhylation globale de l’ADN. Là encore, leur localisation profonde et 
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leur diffusion les rendent inopérables. Leur pronostic est intermédiaire entre les DIPG et les 

gliomes hémisphériques, avec une médiane de survie de 12 mois. 

II.3.4.2. Les gliomes hémisphériques infiltrants de haut-grade  

Les GHG hémisphériques représentent 40% des GHG pédiatriques. Ils concernent des 

patients plus âgés et sont davantage diagnostiqués à l’adolescence, avec un âge médian de 19 

ans (Jones et al., 2017b).  Histologiquement, ils sont très similaires à ceux de l’adulte et sont 

catégorisés comme des glioblastomes (GBM), même s’ils ne partagent pas toujours les mêmes 

aspects en imagerie. Ils montrent une prolifération tumorale infiltrante avec une nécrose et une 

prolifération endothélio-capillaire. Ils présentent une activité mitotique élevée et les cellules 

expriment la GFAP mais rarement OLIG2 (Métais and Rousseau, 2021).  

Sur le plan moléculaire, près d’un tier de ces gliomes hémisphériques présentent la mutation 

H3.3G34V/R, la plupart du temps en concomitance avec les mutations TP53 et ATRX. Ils 

montrent également une hypométhylation globale de l’ADN mais conservent bien la 

triméthylation H3K27me3. 

Une petite proportion de ces GHG corticaux (5 à 10%) est mutée pour BRAFV600E. Ces GHG 

concernent des classes d'âge plus jeunes que les G34V/R. Les mutations BRAF sont courantes 

dans les gliomes de bas-grade, mais la BRAFV600E est associée à un pronostic similaire aux 

GHG. Ces gliomes mutés partagent des critères histologiques et épigénétiques communs avec 

les xanthoastrocytomes et sont souvent associés à des mutations CDKN2A (Huillard et al., 

2012; Korshunov et al., 2016). Du fait de leur localisation corticale et la possibilité d’une 

résection chirurgicale, leur pronostic est sensiblement meilleur avec une médiane de survie de 

15 à 20 mois selon la mutation driver. 
 

II.3.4.3. Les GHG considérés comme non-muté (WT) 

Le reste des entités tumorales restantes forment un groupe hétérogène de gliomes non 

mutés pour les driver connus (« wild type »). On y retrouve des facteurs putatifs potentiels et 

des altérations génomiques et/ou épigénomiques qui se chevauchent mais ils ne dessinent à ce 

jour aucun sous-groupe clinico-biologique précis et validé. Une faible proportion de ces GHG 

wild-type peut être mutée pour IDH1 (Isocitrate deshydrogenase 1. Cette mutation est 

considérée comme un driver des GHG adultes mais elle est très rare chez l’enfant. De nouvelles 

pistes sont actuellement à l’étude pour l’identification de nouvelles mutations driver 

potentielles, à travers les fusions NTRK2 qui semblent définir des GHG hémisphériques chez 

les très jeunes enfants (Barritault et al., 2021; Gambella et al., 2020) ou les surexpressions 

EZHIP (Antin et al., 2020; Jenseit et al., 2022).  
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Il apparait aujourd’hui clairement que la classification moléculaire est bien mieux 

corrélée avec l’évolution clinique des GHG que la classification histologique (Reuss et al., 

2015a, 2015b). Néanmoins, aucune mutation driver n’a pu être identifiée dans près de la moitié 

des GHG pédiatriques et une importante hétérogénéité tumorale subsiste au sein même des 

sous-groupes associés aux mutations des histones ou de BRAF, en fonction des altérations 

(épi)génétiques concomitantes. De meilleurs diagnostics et prises en charge des GHG 

pédiatriques nécessitent d’explorer toujours davantage la biologie moléculaire de ces tumeurs. 

Figure 21 : Sous-groupes de GHG pédiatriques définis selon la mutation driver associée 
à l’ensemble de leurs proximités biologiques et cliniques (âge de diagnostic, pronostic, 
altérations génétiques et épigénétiques). (Jones et al, 2017a) 
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II.4. Biologie moléculaire des GHG pédiatriques 

Depuis les années 2000, le développement des techniques de séquençage et de 

génotypage à haut-débit ont ouvert la voie à une étude pangénomique des tumeurs, à travers 

des analyses intégrées du génome en termes d’anomalies quantitatives du nombre de copies de 

gènes et de perte d’hétérozygotie (CGH array), de mutations (exome), d’expression 

(transcriptome) et d’anomalies épigénétiques (méthylome).  

Dès 2010, les caractérisations moléculaires des GHG pédiatriques n’ont cessé de 

souligner un profil moléculaire bien distinct de leurs homologues adultes (Bax et al., 2010; 

Johnson et al., 2017; Jones and Baker, 2014; Mackay et al., 2017; Schwartzentruber et al., 

2012b). Elles ont permis d’établir des profils moléculaires combinant les mutations driver 

présentées précédemment à d’autres altérations génomiques appariées (Figure 22). Dans la suite 

de cette partie introductive, nous présenterons brièvement les caractéristiques et les 

conséquences biologiques des altérations génétiques et moléculaires les plus courantes dans les 

GHG pédiatriques.  

Figure 22 : Profils moléculaires et caractéristiques cliniques associées des sous-groupes de 
GHG pédiatriques. (A) Représentation des altérations moléculaires les plus communes dans 
les GHG pédiatriques selon leur emplacement anatomique. (B) Diagrammes circulaires des 
fréquences relatives des altérations moléculaires des GHG pédiatriques selon leur localisation 
cérébrale. (C) Répartition par âge des altérations moléculaires les plus courantes des  GHG de 
l’enfant et du jeune adulte. (Sturm et al. 2017).  
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II.4.1. Les mutations drivers 

II.4.1.1. Les mutations des histones 

 
Les histones sont des protéines basiques impliquées dans le repliement et la compaction 

de la molécule d’ADN afin d’en former la structure de base de la chromatine : le nucléosome. 

On y trouve deux exemplaires de chacune des quatre variantes d’histones : H2A, H2B, H3 et 

H4, qui forment le cœur du nucléosome. La molécule d’ADN s’enroule autour de cet octamère 

d’histones à raison de 146 paires de bases sur 1,65 tours par nucléosome. Une cinquième histone 

notée H1 se fixe sur la molécule d’ADN et stabilise l’ensemble de la structure (Figure 23A). 

Cet enroulement multiplie par six le degré de compaction par rapport à un brin d’ADN nu de 

longueur équivalente (Olins and Olins, 2003). L’enchainement bout à bout de ces nucléosomes 

Figure 23: Représentation schématique de l’assemblage de la chromatine et de sa 
régulation par les histones. (A)  L’ADN s’enroule autour des octamères d’histones s’organisent 
et se compacte. Cette conformation régule des processus de réplication, la transcription et la 
réparation de l’ADN. (B) Le complexe ATRX/DAXX permet d'intégrer H3.3 au niveau des 
télomères et de l'hétérochromatine. L'absence d’ATRX favoriserait le phénomène d’allongement 
des télomérases et la dérive maligne de la cellule. (C) Proposition de modèles 
physiopathologiques des GHG pédiatriques (Khuong-Quang et al, 2012). 
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constitue le nucléofilament, communément représenté sous une forme dite « en collier de 

perle », visible en microscopie électronique. De cette manière, le nucléosome régule le degré 

de compaction de l’ADN et donc son accès à des facteurs modulant la transcription, la 

réplication ou la réparation de l’ADN. Il est aussi le siège d’une régulation épigénétique de 

l’expression génique à travers des modifications post-traductionnelles intervenant aux 

extrémités amino-terminale des histones, en particulier la méthylation (Kim, 2014; 

Marmorstein, 2001). L’histone 3 a un rôle majeur dans la régulation épigénétique car ses 

différents variants (H3.1, H3.2 et H3.3) sont particulièrement impliqués dans la dynamique et 

la régulation de l’expression des gènes (Lacoste and Côté, 2003; Lowe et al., 2019a). 

• La mutation H3K27M 

La mutation H3K27M se traduit par la substitution de la lysine par une méthionine en 

position 27 et affecte les isoformes H3.3, codées par le gène H3F3A (75% des cas) et H3.1, 

codées par le gène HIST1H3B/C (25% des cas) (Bender et al., 2013; Deng et al., 2018; 

Khuong-Quang et al., 2012; Mackay et al., 2017).  

La méthylation usuelle de H3K27 est déterminée par le complexe PRC2 (Polycomb 

repressive complex) et l’activité de sa sous-unité catalytique EZH2 (Enhancer of Zeste 

Homolog 2). Sa fonction est de catalyser la triméthylation de K27, favorisant un phénotype 

hétérochromatique et entrainant la répression des gènes. A l’inverse, des mécanismes de 

déméthylation des histones sont assurés par des complexes de type KDM (Histone lysine 

demethylase) (par exemple KDM4/6) (Figure 24). Les mutations H3K27M suppriment 

l’activité du complexe PRC2 en séquestrant sa sous-unité catalytique EZH2. Elles entrainent 

non seulement une perte de la triméthylation de l’histone mutée H3K27M mais également une 

hypométhylation globale des histones H3K27 sauvages (WT). Ce phénomène perturbe la 

dynamique de la chromatine et favorise la tumorigénèse en induisant une expression aberrante 

de gènes (Chan et al., 2013; Larson et al., 2019; Lewis et al., 2013; Lowe et al., 2019b). Ils 

sont couramment associées à des altérations des gènes TP53 et PDGFRA (Funato et al., 2014; 

Johnson et al., 2017; Mackay et al., 2017). 
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Les mutants H3.3K27M sont de mauvais répondeurs aux traitements et sont associés à 

un pronostic particulièrement mauvais, avec une médiane de survie de 9 mois (Rakotomalala 

et al., 2021). L’évolution des H3.1K27M est un peu moins agressive et présente de meilleurs 

A 

B 

Figure 24 : Conséquences des mutations H3K27M sur le fonctionnement du complexe PRC2 
et la méthylation des histones. (A) : En conditions normales, le PRC2 augmente la méthylation 
de K27 à travers l’activité catalytique de son composant enzymatique EZH2 (Enhancer of zeste 
homolog 2) (Adapté de Lulla et al., 2016). A l’inverse, le complexe KDM déméthylase élimine 
les groupements méthyl de K27 et augmente la méthylation de K4, favorisant un état de 
chromatine plus relâché et transcriptionnellement actif.  (B) La mutation K27M bloque la 
méthylation par le complexe PRC2 en séquestrant la sous-unité catalytique EZH2, ce qui entraine 
une réduction globale des taux de K27me. Les modifications transcriptionnelles induites par la 
perte de K27me3 favorisent la méthylation de K36 et contribue encore davantage à l’inhibition 
fonctionnelle de PRC2 (Lowe et al., 2019). 
SUZ12, SUZ12 Polycomb Repressive Complex 2 Subunit; RBAP, RetinoBlastoma-Binding 
Protein 7; EED, Embryonic Ectoderm Development; JARID2, Jumonji And AT-Rich Interaction 
Domain Containing 2. 
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résultats à la radiothérapie, mais le pronostic reste très sombre avec une médiane de survie de 

12 mois (Castel et al., 2015).  

• La mutation H3G34V/R 

La mutation H3G34V/R est exclusive au gène H3F3A (isoforme H3.3) : une glycine est 

substituée par une valine (V) ou une arginine (R) en position 34 au niveau de la queue de 

l’histone. Cette mutation perturbe la triméthylation de la lysine voisine en position 36 

(H3K36me3) en bloquant l’activité complexe SETD2, une histone méthyltransférase chargée 

de méthyler la lysine K36 de l’histone H3 (Figure 25). Contrairement à ce qui est observé 

avec H3K27M, les mutants G34 V/R ne présentent pas d’effet dominant ; le blocage de la 

méthylation de H3K36me2/3 s’effectue uniquement sur la queue de histone H3 mutée et non 

sur les sauvages (Figure) (Lewis et al., 2013; Schwartzentruber et al., 2012b). Par ailleurs, 

des mutations de SETD2 exclusives de H3G34V/R ont aussi été décrites dans les GHG 

pédiatriques (Fontebasso et al., 2013). En parallèle, le complexe histone-lysine déméthylase 

4 (KDM4) peut être séquestré par le mutant G34R, ce qui favorise la déméthylation K36me3 

en K36me2 sur la queue de l’histone mutée. A l’inverse, ce détournement de KDM4 de ces 

cibles habituelles conduit à une accumulation de K36me3 dans les loci cibles de KDM4 dans 

les cellules G34R. 

De plus, la mutation H3G34V est particulièrement associée à une régulation à la hausse 

de MYCN (Bjerke et al., 2013). Cette régulation à la hausse de MYCN pourrait constituer un 

facteur initiateur de la tumorigenèse dans les cellules souches neurales et aboutir au 

développement de glioblastomes (Swartling et al., 2012).  

 

Figure 25: Modèle représentatif des conséquences fonctionnelles de la mutation 
H3G34R (Lowe et al, 2019) 
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II.4.1.2. La mutation BRAF 

Le gène BRAF est un gène associé à la famille des gènes RAS et RAF, dont les protéines 

à activité kinase sont impliquées dans la voie de signalisation Ras/Raf/MEK/ERK/MAPK qui 

médie les réponses cellulaires aux signaux de croissance. Cette voie est dérégulée dans de 

nombreux cancers et se traduit par une augmentation du nombre de copies de ces différents 

oncogènes, qui résulte en une croissance cellulaire aberrante (Jeuken et al., 2007). L’activité 

de RAS est inhibée par le gène suppresseur de tumeurs NF1, qui est fréquemment muté dans 

les GHG pédiatriques (25%), notamment dans le cadre de neurofibromatoses héréditaires 

(NF1). La voie Ras/Raf/MEK peut aussi subir des mutations ponctuelles, la plus courante 

étant la mutation V600E du proto-oncogène BRAF. Elle consiste en une substitution de la 

valine par de l’acide glutamique et conduit à l’activation aberrante de la kinase régulée par 

ERK. Elle caractérise un sous-type particulier de GHG majoritairement sus-tentoriels avec 

des taux allant de 10 à 25% des cas et est souvent associée à la délétion CDKN2A/B  (Mackay 

et al., 2017; Sturm et al., 2014a). Cette mutation est plus fréquente dans des gliomes 

pédiatriques de grades inférieurs (xanthoastrocytomes pléomorphiques et gangliogliomes) 

(Buccoliero et al., 2022). 
 

II.4.2. Anomalies moléculaires associées 

II.4.2.1. Les altérations menant à une dérégulation du cycle cellulaire 

• La mutation de TP53 

TP53 est un gène suppresseur de tumeurs situé sur le chromosome 17. Il est impliqué 

dans de nombreux cancers et joue un rôle essentiel dans la réponse au stress cellulaire et la 

prévention du développement de tumeurs. Il code pour la protéine p53, couramment qualifiée 

de « gardienne du génome », un facteur de transcription modulant l’expression de différents 

gènes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire et le déclenchement de l’apoptose. Il 

veille à la stabilité du génome en contribuant à la réparation de l’ADN et déclenche l’apoptose 

lorsque les lésions de l’ADN sont irréversibles (Figure 26). Les mutations affectant TP53 

perturbent cette régulation et peuvent mener à une prolifération anarchique de cellules à l’ADN 

endommagé, qui aboutissent à une instabilité génomique et au développement de cancers 

(Olivier et al., 2010). Globalement, cette mutation est annonciatrice de l’évolution maligne de 

la tumeur, elle est rare dans les bas-grades. 

Les mutations du gène TP53 sont courantes et toucheraient près de 50% de des cancers, 

tous types confondus. Elle est également incontournable dans les GHG pédiatriques, décrite 

dans 50 à 60% % des cas (Grill et al., 2012; Johnson et al., 2017; Mackay et al., 2017). Elle 
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serait notamment à l’origine de la radiorésistance des DIPG et associée à un mauvais pronostic 

(Werbrouck et al., 2019). Les mutations de TP53 et celles de la voie p53-ARF-MDM2 ont été 

décrites dans près de 84% des patients atteints de GBM et 94% des lignées cellulaires dérivées 

de GBM (Jones and Baker, 2014; Liu et al., 2018; Mackay et al., 2017). La fréquence des 

mutations de TP53 semble proportionnelle à l’âge des patients pédiatriques : dans une étude 

clinique de phase III sur des GHG pédiatriques, elle est présente dans 28% des enfants de moins 

de 3 ans contre 70% des enfants âgés de 3 à 6 ans (Batra et al., 2014).  

 

• Les altérations CDKN2A/B 

Les gènes CDKN2A/B sont des gènes suppresseurs de tumeur. Ils codent pour la 

protéine p16INK4a et servent d’inhibiteur du cycle cellulaire. Les altérations de CKDN2A/B 

dans les GHG pédiatriques se caractérisent majoritairement par une diminution du nombre de 

Figure 26 : Rôle suppresseur de tumeur de p53 en réponse au stress cellulaire. p53 est 
activée par un ensemble de signaux liés au stress cellulaire comme l’hypoxie, l’altération de 
l’ADN, l’activation d’oncogènes ou le stress oxydatif lié aux espèces réactives de l’O2 (ROS). 
En réponse à ces signaux, p53 induit classiquement un arrêt du cycle cellulaire et la réparation 
des dommages de l’ADN, qui placent la cellule en état de sénescence ou conduisent à 
l’apoptose. D’autres rôles non-canoniques de p53 dans la mort cellulaire peuvent moduler 
l’autophagie, la nécrose, la nécroptose ou la ferroptose. D’autres processus physiologiques 
comme la signalisation hormonale peuvent également recruter p53 et être impliqués dans des 
modifications métaboliques et dans la différenciation cellulaire (Moulder et al, 2018). 
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copies de gènes, aboutissant à une diminution de l’expression de la protéine p16. (Purkait et al., 

2013). Cette suppression de gène est plus fréquemment observée dans les GBM et corrélée avec 

l’amplification d’EGFR. Les altérations de CDKN2A/B ont été identifiées dans toutes les 

populations mais elles montrent une répartition sensiblement différente selon les classes d’âge 

: elles touchent davantage les personnes âgées et les adultes (42 et 44% respectivement) par 

rapport aux patients pédiatriques (de 15 à 25%) (Johnson et al., 2017; Mackay et al., 2017; 

Sturm et al., 2017).   

• La voie MYC/MYCN 

MYC est un proto-oncogène situé sur le chromosome 8q24, considéré comme 

l’oncogène le plus altéré dans le cancer humain (Dang, 2012). Il appartient à une famille de 

gènes qui comprend MYCL (L-Myc) et MYCN (N-Myc), qui régule la transcription de gènes 

impliqués dans la croissance et la prolifération cellulaire. Son expression est étroitement 

contrôlée par des motifs de régulation transcriptionnelle dans sa région promotrice et par 

différentes voies en lien avec l’activation de récepteurs membranaires (WNT, RTK, TCR, TGF-

β). Il a également été identifié comme un gène capable de reprogrammer des cellules vers un 

état souche pluripotent (Laurenti et al., 2009; Singh and Dalton, 2009). Dans les GHG 

pédiatriques, il est muté dans environ de 10% des cas et concernent davantage des GHG 

hémisphériques (Mackay et al., 2017; Sturm et al., 2017) 

II.4.2.2. La mutation ATRX et le phénotype d’allongement des télomères  

Les cellules normales humaines sont toutes soumises à une loi naturelle de la sénescence 

réplicative, à l’origine du vieillissement des organismes. A l’échelle cellulaire, elle se traduit 

notamment par un raccourcissement progressif des télomères, induit par une accumulation de 

facteurs de stress physiologique au fil des divisions cellulaires. Cette érosion télomérique peut 

être compensée par l’activité des télomérases qui synthétisent des brins de novo et rallongent 

les télomères, en particulier au cours du développement embryonnaire. Dans les cellules 

normales somatiques, l’activité de cette télomérase est très limitée et ne suffit pas à compenser 

les pertes télomériques ; l’instabilité génétique grandit au fur à et mesure que les télomères 

raccourcissent jusqu’à aboutir à un arrêt total du cycle cellulaire.  

L’échappement de la cellule à cette sénescence réplicative constitue un facteur clé dans la 

tumorigenèse et permet à la cellule de franchir la barrière de l’immortalité et de poursuivre une 

prolifération hors de contrôle.  
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Dans les gliomes, il est associé à deux types de mutations :  

• la mutation du gène ATRX (alpha thalassemia/mental retardation syndrome X-linked) 

perturbe des mécanismes de remodelage de la chromatine. Associé à la protéine DAXX (Death 

Domain-Associated Protein 6), le complexe ATRX-DAXX forme une protéine chaperonne 

chargée d’incorporer l’histone H3.3 dans des régions péricentriomériques et subtélomériques 

afin de maintenir l’hétérochromatine. La mutation ATRX inactive ce complexe et empêche 

l’incorporation des H3.3, ce qui favorise des recombinaisons homologues et entraine un 

allongement alternatif des télomères (ALT) (Figure 27).  

Dans les GHG pédiatriques, les mutations ATRX-DAXX concernent 15 à 25% des tumeurs et 

coïncident plus largement avec les gliomes sus-tentoriels chez les jeunes adolescents, 

notamment ceux associés à la mutation G34V/R (Johnson et al., 2017; Jones and Baker, 2014; 

Figure 27  : Mécanismes de maintenance / élongation télomériques dans les GHG 
(Sturm et al, 2014) 
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Mackay et al., 2017; Schwartzentruber; Sturm et al., 2017). Les mutations H3F3A et ATRX-

DAXX se chevauchent fréquemment avec la mutation de TP53 (Chen et al., 2006). Par ailleurs, 

les DIPG semblent montrer un phénotype d’ALT singulier dans les mutants H3.3K27M, même 

en absence de mutation ATRX (Buczkowicz et al., 2014). 

• les mutations C228T et C250T augmentent l’expression transcriptionnelle du gène 

TERT (telomerase reverse transcriptase), codant pour la sous-unité catalytique de la télomérase 

et entrainent une réactivation aberrante de la télomérase (Figure 27). Les mutations C228T et 

C250T sont plus fréquentes chez l’adulte et sont particulièrement associées aux amplifications 

d’EGFR (Labussière et al., 2014). La réactivation des télomérases est un phénomène observé 

dans près de 90% des cancers (Brunori and Gilson, 2005). 

II.4.2.3. Les mutations ACVR1 

Les mutations du gène codant pour le récepteur ACVR1 (activin A receptor type 1), 

également appelé ALK2 (activin receptor-like kinase-2). Elle ont été retrouvées dans 20 à 25% 

des DIPG et coïncident souvent avec la mutation H3.1K27M et une forme non-mutée de TP53 

(Johnson et al., 2017; Taylor et al., 2014). Les mutations somatiques de ACVR1 rencontrées 

dans le DIPG sont similaires à celles qui ont été mises en évidence dans des lignées germinales 

de patients atteints de pathologies développementales de type fybrodysplasie ossifiante 

progressive (FOP) (Katagiri et al., 2018). Elles codent pour les substitutions p.Arg206His, 

p.Arg258Gly, p.Gly328Glu, p.Gly328Val, p.Gly328Trp et p.Gly356Asp. Leur conséquence est 

une activation constitutive des voies de signalisation BMP-TGF-β (BMP = bone morphogenic 

protein, TGF-β = Transforming Growth Factor Beta), en absence de ligands et entraine une 

phosphorylation des protéines SMAD1/5/8 en aval (Figure 28). Dans la FOP, ces altérations 

sont classiquement associées à une dérégulation de la maintenance et de la différenciation des 

cellules souches. Des niveaux élevés des protéines SMAD ont été retrouvés dans des lignées de 

DIPG mutés H3.3K27M. De plus récentes études suggèrent que la mutation ACVR1 perturbe 

la différenciation des OPC et pourrait constituer une mutation à l’origine de la dérive maligne 

initiale des OPC dans le DIPG (Fortin et al., 2020; Ramachandran et al., 2021). 
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II.4.2.4. Altérations des voies médiées par les récepteurs à activité tyrosine kinase  

Les voies de signalisation activées par les récepteurs à activité tyrosine kinase (RTK) 

sont impliquées dans une grande variété de cancers, en particulier les voies PI3K/AKT/mTOR 

et RAS/RAF/MEK. Elles régulent de multiples mécanismes impliqués dans la l’apoptose, la 

prolifération et la croissance cellulaire (Figure 29) (Brotelle and Bay, 2016a; Crespo* et al., 

2016; Harrison and de Groot, 2017). Ces voies sont activées par différents types de RTK, 

notamment: FGFR (fibroblast growth factor receptors), EGFR (Epidermal Growth Factor 

Receptor), VEGFR (vascular endothelial growth factor), PDGFR (platelet derived growth 

factor receptor) (Figure 28). L’activation du récepteur par son ligand entraine une cascade de 

signalisation intracellulaire complexe, médiée par un enchainement d’enzymes de type kinase 

et/ou GTPase, elles-mêmes régulées par des protéines inhibitrices. Les gènes codants pour ces 

différents intermédiaires sont des cibles récurrentes d’altérations oncogéniques. Elles 

aboutissent globalement à une suractivation d’un régulateur positif et/ou à l’inhibition ou la 

suppression d’une protéine régulatrice inhibitrice. Ces altérations interviennent ainsi à 

Figure 28 : Conséquences fonctionnelles de la mutation R206H sur le fonctionnement du 
récepteur ACVR1. En conditions normales, le récepteur ACVR1 est activé par 
transphosphorylation par les récepteurs canoniques suite à la fixation de l’activine A, conduisant 
à la phosphorylation des protéines SMAD sous-jacentes (gauche, panneau vert). Le récepteur 
ACVR1 s’auto-active lors du regroupement des récepteurs induits par l’activine A, ce qui induit 
une phosphorylation accrue de SMAD1/5/8 (Ramachandran et al., 2021) 
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différents niveaux et conduisent à une signalisation oncogénique aberrante, ce qui favorise 

notamment la prolifération, la survie et/ou la propagation métastatique des cellules cancéreuses 

(Brotelle and Bay, 2016b; Crespo* et al., 2016; Harrison and de Groot, 2017; Li et al., 2016; 

Lin et al., 2017). 

 

 
• Les récepteurs à activité tyrosine-kinase (RTKs)  

Les récepteurs tyrosine kinase initient les voies de signalisation oncogéniques 

précédemment citées en réponse à la fixation de leurs ligands respectifs (VEGF, EGF, FGF, 

PDGF notamment). Ils recrutent et activent la phosphatidyl inositol-3 kinase (PI3K), premier 

médiateur intracellulaire, qui phosphoryle et active à son tour AKT qui agit sur divers cibles en 

aval (Figure 28).  

Dans les GHG pédiatriques, les altérations des RTK les plus fréquentes sont associées 

au récepteur PDGFRA. Elles ont été mises en évidence dans près de 15 à 39% des GHG 

pédiatriques tous types confondus (Johnson et al., 2017; Mackay et al., 2017; Sturm et al., 

2014b). Elle est particulièrement enrichie dans les gliomes infiltrants du tronc cérébral (DIPG) 

où elles représentent jusqu’à 50% des cas (Johnson et al., 2017; Mackay et al., 2017; Puget et 

Figure 29 : Principales voies de signalisation médiées par les RTKs et conséquences sur le 
phénotype tumoral (Crespo et al, 2016) 
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al., 2012b; Sturm et al., 2014b). De plus, on peut observer une surexpression du récepteur 

PDGFRA même en absence d’une amplification du gène PDGFRA, ce qui souligne 

l’importance de cette voie dans la tumorigenèse associée aux DIPG. 

Des altérations des récepteurs  EGFR et FGFR ont également été décelées chez l’enfant mais 

elles sont plus rares : 5 à 15% pour EGFR, comprenant 11% d’amplifications, 17% de délétions 

et 4% de mutations ponctuelles (Brennan et al., 2013; Sturm et al., 2014a; Paugh et al., 2010). 

Elles semblent caractériser de GHG hémisphériques de type WT ainsi que des sous-types de 

GHG thalamiques associés à une perte de H3K27me3. (Mackay et al., 2017; Sievers et al., 

2021). 

• Les altérations de PI3K  

Les PI3Ks sont des protéines hétérodimériques constituées de 2 sous-unités ; une 

catalytique de 110 KDa et une régulatrice de 85 kDa. On dénombre actuellement 5 isoformes 

de la sous-unité régulatrice codées par les gènes PIK3R, avec p85α, p55α et p50α codées le 

gène PIK3R1, p85β codée par PIK3R2 et p55γ, codée par PIK3R3. De même, on trouve trois 

isoformes de la sous-unité catalytique notées p110α, p110β et p110γ et codées respectivement 

par les gènes PIK3CA, PIK3CB et PIK3CD (Brotelle and Bay, 2016a).  

Ces protéines représentent le premier effecteur de la voie PI3K/AKT/mTOR, avec pour 

principale fonction de relayer la transduction du signal en réponse à l’activation du récepteur. 

Pour cela, elles catalysent la transformation des phosphatidylinositol-3,4-bisphosphate (PIP2) 

en phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate (PIP3), qui fait office de second messager initiant 

de la cascade de signalisation moléculaire (Figure 28).  

On retrouve des altérations des protéines PI3K dans les GHG pédiatriques. Pour la plupart, il 

s’agit de mutations de PIK3CA (7 à 20% des cas) et de PIK3R1 (6 à 12%) (Johnson et al., 2017; 

Mackay et al., 2017; Sturm et al., 2014a). La mutation PI3KCA semble particulièrement 

prévalente dans les DIPG (Grill et al., 2012). 

 
• Les altérations de PTEN 

L’activité enzymatique des PI3K est couramment associée à la protéine phosphatase 

PTEN (Phosphatase and TENsin homolog), qui catalyse la réaction inverse à celle de la PI3K 

sur laquelle elle exerce une activité régulatrice inhibitrice. De ce fait, PTEN est considéré 

comme un gène suppresseur de tumeur et veille à réguler le fonctionnement de la PI3K. Des 

mutations et des délétions de PTEN ont été retrouvées dans 5 à 12% des GHG pédiatriques mais 

elles restent bien plus rares chez l’enfant que chez l’adulte (jusqu’à 30% de délétions) (Mackay 

et al., 2017; Sturm et al., 2014b). Elles se traduisent une inactivation de PTEN et conduisent 
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donc à une suractivation aberrante de PI3K. Même si elles semblent rares chez l’enfant, les 

altérations de PTEN pourraient constituer un évènement précoce dans le développement des 

DIPGs (Koschmann et al., 2017). 

II.4.2.5. Les voies de réparation de l’ADN 

Récemment, les gènes PARP1 (poly(ADP-ribosyl) polymérase-1) et XRCC1 (X-ray 

repair cross-complementing protein 1), associés à la réparation de l’ADN et à la régulation du 

cycle cellulaire, ont été proposés comme nouveaux marqueurs théranostiques dans les GHG 

pédiatriques suite à une étude réalisée au sein de notre équipe (Entz-Werlé et al., 2021). PARP1 

fait partie du système BER (Base excision repair) est en première ligne dans la détection et la 

réponse aux dommages de l’ADN (DDR = DNA damage response). Elle vise à maintenir la 

stabilité de l’ADN et veille au maintien du génome. Son rôle ne sera pas détaillé davantage dans 

ce manuscrit mais des revues complètes ont été récemment publiées et peuvent être consultées 

pour plus d’informations (Helena et al., 2018; Pandey and Black, 2021). En résumé, les 

surexpressions de PARP1 et XRCC1 conduisent à une suractivation des mécanismes de 

réparation de l’ADN, favorisant un phénotype tumoral et la résistance aux traitements dans des 

sous-groupes de GHG pédiatriques. Ces mécanismes de réparation sont de plus sous-tendus par 

les états de méthylation des histones (Sun et al., 2020b; Gong and Miller, 2019; Pedersen et al., 

2020).  
 

Les différentes voies moléculaires décrites jusqu’ici constituent bien évidemment une 

liste non exhaustive des altérations moléculaires dans les GHG pédiatriques. Elle vise 

néanmoins à présenter brièvement les altérations les plus couramment décelées à ce jour. La 

caractérisation moléculaire des gliomes pédiatriques ne cesse d’évoluer, dans le but d’identifier 

de signatures moléculaires, afin de développer de nouvelles cibles thérapeutiques améliorer la 

prise en charge thérapeutiques des patients. 
 

II.4.3. Théorie de la gliomagenèse en pédiatrie 

Les mutations driver et les altérations génomiques et moléculaires décrites jusqu’ici 

pourraient intervenir dans un contexte de développement particulier dans le cadre des GHG 

pédiatriques. Bien que la cellule d’origine des GHG pédiatriques soit encore controversée, de 

plus en plus d’éléments convergent vers une cellule souche neurale (NSC), potentiellement de 

lignée oligodendrogliale (Filbin and Monje, 2019; Funato et al., 2014; Monje et al., 2011; Zong 

et al., 2015).  
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Ces NSC se concentrent dans des niches hypoxiques situées dans la SVZ et entretiennent 

des processus de neurogenèse qui persistent jusqu’à l’âge adulte (cf I). Des cellules de type 

souche similaires ont été identifiées dans de nombreuses tumeurs cérébrales adultes et 

pédiatriques (Ignatova et al., 2002; Thirant et al., 2011). Dans le tissu nerveux central, elles se 

distinguent notamment par des marqueurs spécifiques de type CD44, CD133, OCT4 ou SOX2. 

A elles-seules, elles peuvent donner naissance à un gliome après différentes altérations 

(épi)génomiques (Sturm et al., 2014b). De plus, des cellules nerveuses matures (neurones, 

astrocytes) sont capables de se dédifférencier et de développer des gliomes in vivo en réponse 

à des altérations de NF1 et TP53 (Friedmann-Morvinski et al., 2012). Cette plasticité de l’état 

souche constitue le modèle évolutif (ou stochastique) de l’hypothèse souche du cancer. Il est à 

ce jour le plus communément accepté pour expliquer l’origine et l’hétérogénéité tumorale 

(Figure 30). 

 

Chez l’enfant, les GHG se développent préférentiellement dans une fenêtre spatio-

temporelle qui coïncide fortement avec des étapes développementales post-natales du cerveau: 

elles mettent en jeu une prolifération et une différenciation de NSC et d’oPCs issues de la SVZ, 

A B 

Figure 30: Hypothèse de l’implication des NSC dans la gliomagenèse. (A) Origine des 
cellules souches cancéreuses des gliomes. Des plus en plus d’éléments suggèrent que les CSC 
de gliomes peuvent dériver des NSC et des progéniteurs oligodendrogliaux (oPC) et neuronaux 
(nPC), mais également d’une dédifférenciation de cellules spécialisées comme les astrocytes. 
(B) Modèle stochastique de l'hypothèse souche du cancer. Ce modèle soutient l’idée que des 
évènements génétiques ou épigénétiques aléatoires peuvent transformer n’importe quelle cellule 
en un cellule cancéreuse de type souche (Ruiz-Garcia et al, 2020) 
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ainsi que des vagues de myélinisation axonale dans la partie médiane, puis corticale de 

l’encéphale (cf I). Les phases de myélinisation de la partie ventrale du pont sont notamment 

corrélées avec le pic d’incidence des DIPG (Lebel et al., 2012; Monje et al., 2011). Dans ce 

contexte, de nombreuses études se focalisent sur ces oPCs comme cellules d’origine potentielle 

des GHG pédiatriques sous l’influence de facteurs intrinsèques (mutations drivers, altérations 

(épi)génomiques), mais également extrinsèques. 

La prolifération et la maturation des oPCs, au même titre la myélinisation axonale sont 

régulées par l’activité électrique de neurones glutamatergiques, notamment à travers les 

sécrétions de BDNF qui en résultent (cf I). De façon similaire, l’activité de ces neurones 

glutamatergiques favoriserait le développement des GHG pédiatriques corticaux et de la ligne 

médiane (Venkatesh et al., 2015a). Ils sécrètent du BDNF et de la neuroligine-3 (NGLN3) dans 

le microenvironnement tumoral, des facteurs de croissance gliaux qui favorisent la prolifération 

tumorale. Au-delà d’un simple effet bénéfique, la NGLN3 semble même indispensable à la 

progression des gliomes ; son absence dans le microenvironnement tumoral empêche le 

développement de xénogreffes dérivées de patients (PDX) (Venkatesh et al., 2017). Les gliomes 

seraient ainsi en mesure de réquisitionner des molécules essentielles à la plasticité et à la 

croissance cérébrales dans l’intérêt de leur propre prolifération. Ils produiraient même leurs 

propres sécrétions de glutamate afin de stimuler l’excitabilité des neurones environnants et tirer 

profit de leurs sécrétions de facteurs pro-tumorigéniques. Ces phénomènes seraient notamment 

à l’origine des crises d’épilepsie développées par le patient (Buckingham et al., 2011; Campbell 

et al., 2012). 

Au-delà des facteurs intrinsèques décrits tout au long de cette seconde partie (mutations 

drivers, altérations génomiques, modifications épigénétiques), le développement des GHG 

pédiatriques est sous l’influence de facteurs extrinsèques associés au microenvironnement 

tumoral. Ils comprennent non seulement l’activité neuronale mais également l’hypoxie, un 

facteur clé qui contribue au maintien des cellules souches dans la SVZ et qui est une 

caractéristique majeure du microenvironnement tumoral des GHG (cf III).  

II.5. Prise en charge thérapeutique des GHG pédiatriques 
 

Malgré l’accroissement des connaissances sur la biologie moléculaire des GHG 

pédiatriques, celles-ci peinent encore à impacter la prise en charge des GHG pédiatriques, où 

les progrès restent désespérément lents. Les DIPG/DMG et les GHG sus-tentoriels font l’objet 

de protocoles adaptés aux caractéristiques anatomocliniques spécifiques à ces entités. 
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II.5.1. L’acte chirurgical 

II.5.1.1. L’exérèse chirurgicale dans les GHG sus-tentoriels 

Longtemps sujette à controverse en raison de la morbidité qu’elle pouvait susciter, 

l’exérèse chirurgicale est aujourd’hui systématiquement envisagée et constitue une arme 

thérapeutique primordiale dans le traitement des GHG sus-tentoriels. La résection doit être 

maximaliste, tout en préservant les fonctions cognitives afin de ne pas induire de déficit 

neurologique ou aggraver l’état du patient. La résection complète (GTR = « gross total 

resection ») est corrélée à une augmentation de la survie globale chez les patients atteints de 

gliomes malins, aussi bien chez l’enfant que chez l’adulte (MacDonald et al., 2011; Wisoff et 

al., 1998; Wolff et al., 2012, 2010). En étant incomplète, elle permet au moins de diminuer la 

pression intracrânienne exercée par la tumeur et d’en soulager les symptômes. Des progrès 

considérables ont été réalisés dans les techniques neurochirurgicales, combinant échographie, 

cartographies fonctionnelles, IRM peropératoire et chirurgie éveillée. Ils permettent des 

résections de plus en plus larges en diminuant la morbidité. De nouvelles techniques de 

résection « en bloc » (SPER) ont permis d’atteindre des résections de 92% dans les gliomes 

infiltrants contre 65% selon les méthodes conventionnelles (Mishra et al., 2022). Toutefois, 

malgré ces avancées, l’efficacité de la résection chirurgicale reste dépendante de la localisation 

de la tumeur. 

II.5.1.2. La biopsie exploratoire dans les DIPG/DMG 

Comme présenté précédemment (cf II.2.3) l’exérèse chirurgicale est impossible dans les 

DIPG et DMG en raison de la morbidité importante. L’opération chirurgicale se limite à une 

biopsie exploratoire dans un cadre essentiellement diagnostique, en vue de caractériser la 

tumeur selon les critères histologiques et moléculaires. Les progrès en neurochirurgie ont 

permis de réaliser systématiquement ces biopsies exploratoires et d’améliorer les connaissances 

sur la biologie de ces tumeurs au travers de multiples protocoles (Tableau 3). Ces 

caractérisations ont notamment fait l’objet d’essais cliniques de grande envergure comme 

l’essai BIOMEDE 1.0. De plus, les biopsies exploratoires permettent de développer des 

modèles d’études précliniques direct et/ou indirects à travers des PDX ou des lignées dérivées 

de patients (PDCLs = Patient derived cell line) (Blandin et al., 2019; Monje et al., 2011; Plessier 

et al., 2017; Rakotomalala et al., 2021; Tsoli et al., 2018)  
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II.5.2. La radiothérapie 

La radiothérapie (RT) est un traitement locorégional des tumeurs et consiste à utiliser la 

capacité des rayons ionisants à endommager les cellules cancéreuses en bloquant leur capacité 

à se multiplier, soit en altérant directement l’ADN cellulaire (effet direct), soit par la libération 

de radicaux libres (effet indirect). Cependant, l’irradiation affecte également les tissus sains, 

c’est pourquoi son application doit être la plus ciblée possible, l’objectif étant d’éliminer le 

maximum de cellules cancéreuses tout en laissant indemnes les cellules saines. 

 
II.5.2.1. Le traitement des GHG sus-tentoriels 

Dans les GHG pédiatriques, les enfants de plus de 3 ans sont généralement traités à 54 

Gy répartis en fractions quotidiennes de 1,8 Gy sur une durée totale de six semaines. Dans les 

GHG sus-tentoriels, elle est le plus souvent administrée directement après la résection 

Tableau 3 Etudes et essais cliniques récents utilisant des biopsies chirurgicales et dans 
la prise en charge des patients atteints de GHG de la ligne médiane mutés pour 
H3K27M. (Argersinger et al, 2021). 
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chirurgicale. A ce jour, la radiothérapie a permis d’améliorer la durée de vie dans les GHG sus-

tentoriels (prolongement de 3 mois en moyenne). Malheureusement, elle débouche la plupart 

du temps sur le développement de cellules radiorésistantes et le ralentissement de la croissance 

tumorale n’est que transitoire (Chassot et al., 2012). Cette radiorésistance est notamment 

associée à des altérations de TP53 et des mécanismes de réparation de l’ADN dans le contexte 

tumoral (Entz-Werlé et al., 2021; Pedersen et al., 2020; Werbrouck et al., 2019). Quelques 

tentatives ont visé à augmenter les doses sous une forme hyperfractionnée, mais elles n’ont 

montré aucun véritable bénéfice pour le patient (Fulton et al., 1992; Packer et al., 1993). 

II.5.2.2. Les traitements des DIPG/DMG 

A ce jour, la radiothérapie reste le traitement standard dans les DIPG. L’administration 

s’effectue par doses par fraction de 1,8 Gy pour une dose totale de 54 Gy sur une période de six 

semaines. Il s’agit cependant d’un traitement palliatif ; il diminue temporairement la 

progression tumorale et améliore les symptômes, mais aucun avantage de survie n’a pu être 

identifié, quel que soit le mode d’administration utilisé (hyper- ou hypofractionnement) 

(Robison and Kieran, 2014 ; Roos and Smith, 2014; Zhu et al., 2021). 

II.5.3. La chimiothérapie 

La chimiothérapie adjuvante combinée à la radiothérapie est une stratégie récurrente 

dans le traitement des GHG. Dans les années 90, une méta-analyse regroupant 16 essais 

thérapeutiques et un total de 3000 patients soulignait déjà les bénéfices de cette approche dans 

les GHG adultes (Fine et al., 1993). Le protocole standard pour le traitement du GBM combine 

la radiothérapie au Témozolomide (TMZ), administrés selon le protocole Stupp (Figure 31) 

(Stupp et al., 2005). Cet agent alkylant est capable de traverser la BHE, perturbe la synthèse 

d’ADN dans les cellules tumorales et les empêche de proliférer et de se diviser.   

De nombreuses études se sont basées sur ce protocole dans le but de l’appliquer aux 

traitements des GHG pédiatriques. Malheureusement, cette approche a rapidement montré ces 

limites, dans les GHG sus-tentoriels et surtout dans les DIPG/DMG. 
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II.5.3.1. Les chimiothérapies dans les GHG sus-tentoriels 

Le protocole de type Stupp reste le traitement de référence dans les GHG sus-tentoriels, 

faute d’une alternative plus efficace. Néanmoins, le TMZ ne montre pas la même efficacité dans 

le traitement des GHGp par rapport au GBM de l’adulte (Cohen et al., 2011; Estlin et al., 1998; 

Gaspar et al., 2010; Lashford et al., 2002). Une étude du COG (Children Oncology Group) a 

tenté une combinaison avec la RT mais elle n’améliore pas non plus la survie des patients 

(ACNS0126) (Cohen et al., 2011). Le résultat est le même avec un traitement additionnel à base 

de lomustine (COG ACNS0423) (Jakacki et al., 2016) Des études ont tenté d’utiliser d’autres 

chimiothérapies à base d’agents alkylants (nitrosourée, ifosfamide), d’inhibiteurs des 

topoisomérases (etoposide, irinotecan) ou de sels de platine (carboplatine, cisplatine) mais les 

résultats demeurent décevants (Figure 32) (Jakacki et al., 2016; Jones et al., 2012; Wolff et al., 

2010). 
 

II.5.3.2. Les chimiothérapies dans les DIPG/DMG 

L’efficacité du TMZ et des autres chimiothérapies conventionnelles est encore plus 

médiocre dans les DIPG/DMG (Figure 32) (Chassot et al., 2012; Grill et al., 2018; Jennings et 

al., 2002). Ainsi, il n’existe à ce jour aucun protocole standard de chimiothérapie dans la prise 

des DIPG/DMG. Leur traitement se limite à de la RT. 

Figure 31 : Protocole Stupp combinant radiothérapie et chimiothérapie pour le traitement 
des glioblastomes. (Jean-Miche Lemée, 2015) 
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II.5.4. Les thérapies ciblées 

Face à l’inefficacité déconcertante des chimiothérapies dans les traitements des GHG 

pédiatriques, des essais cliniques développent de nouvelles stratégies thérapeutiques dites « de 

précision ». Elles ciblent des protéines spécifiques et ont pour objectif d’interférer avec les 

anomalies moléculaires décrites précédemment, à l’origine du développement et/ou de la 

progression des tumeurs (Figure 33) (Argersinger et al., 2021; Miklja et al., 2019; Sun et al., 

2020a).  

Là encore, l’hétérogénéité des GHG et l’interconnexion de leurs voies de signalisation 

oncogéniques compliquent ces approches. A l’heure actuelle, près de 170 essais cliniques 

portant sur les GHG pédiatriques sont référencés sur clinicaltrial.gov. 

Figure 32: Taux de réponses objectives des gliomes de haut-grade adultes et pédiatriques 
aux chimiothérapies conventionnelles. aHGG = GHG adultes (jaune) ; pHGG = GHG 
pédiatriques sus-tentoriels (rouge) ; DIPG = gliomes diffus du tronc cérébral (bleu).(Jones et al, 
2013) 
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II.5.4.1. Les GHG sus-tentoriels  

Des composés comme le bevacizumab (anticorps ciblant le vascular endothelial growth 

factor (VEGF)) ont montré des résultats in vitro très encourageants (Xu et al., 2015a) et ont 

suscité beaucoup d’espoir. Malheureusement, les essais cliniques de phases I et II n’ont pas 

montré de réels bénéfices sur le pronostic des patients en combinaison avec le TMZ (Hoffman 

et al., 2015). Plus récemment, l’essai randomisé HERBY (ClinicalTrials.gov, identifiant : 

NCT01390948) a testé ce protocole dans les GHG pédiatriques sus-tentoriels mais il n’a pas 

amélioré la survie (Grill et al., 2018). 

L’essai NIVOGLIO, démarré en 2019 et actuellement en phase I-II, vise à évaluer l’efficacité 

du nivolumab (un inhibiteur de PD-1 et activateur des lymphocytes T) en combinaison avec le 

TMZ et la radiothérapie dans les GHG pédiatriques.. 

Figure 33  Figure 33 : Schématisation des différentes approches de thérapies ciblant les voies de 
signalisation altérées dans les GHG pédiatriques. MET = MET receptor tyrosine kinase; 
BMPR = bone morphogenetic protein receptor; ACVR1 = activin A receptor type 1; Ras = Ras 
family GTPase; Akt = protein kinase B; SMAD1/5/8 = mothers against decapentaplegic 
homolog 1/5/8; SMAD4 = mothers against decapentaplegic homolog 4; HAT = histone 
acetyltransferase; G1 = gap 1 phase; S = synthesis phase; p16 = cyclin-dependent kinase 
inhibitor 2A (protein); SETD2 = SET domain containing 2; ID1/2 = inhibitor of DNA binding 
1/2. (Miklja et al, 2019) 
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II.5.4.2. Les DIPG/DMG 

Depuis le développement des thérapies ciblées appliquées au DIPG/DMG, près de 250 

essais cliniques ont été initiés, ciblant les altérations génétiques et épigénétiques de ces tumeurs 

(Long et al., 2017). Ils visent notamment à rétablir une méthylation normale de l’histone H3 via 

des inhibiteurs des histones désacétylases et déméthylases  (Hashizume et al., 2014; 

Mohammad et al., 2017; Wiese et al., 2016). D’autres mutations secondaires sont également 

ciblées, mais aucun bénéfices clinique n’a été mis en évidence à ce jour (Argersinger et al., 

2021; El-Khouly et al., 2019). 

L’essai BIOMEDE démarré en 2014 et piloté par le Dr Jacques Grill, vise à séquencer 

l’ADN de tumeurs de 250 patients atteints de DIPG afin de leur proposer un traitement ciblé. 

Depuis 2020, il se poursuit lors d’une seconde phase notée BIOMEDE 2.0 et s’ouvre aux 

patients atteints de gliomes malins de la ligne médiane dont les profils moléculaires sont 

similaires aux DIPG. 

Le composé ONC201 représente une nouvelle classe de molécules anticancéreuses de 

type imipridones développées par Chimerix (Prabhu et al., 2020). Il agit comme un antagoniste 

sélectif du récepteur dopaminergique D2 (DRD2) et un agoniste du récepteur couplé à la 

protéine G (ClpP) et induit la mort cellulaire par une régulation à la hausse de facteurs 

apoptotiques tels que TNF (Tumor Necrosis Factor) et TRAIL (tumor-necrosis-factor related 

apoptosis inducing ligand). Il a montré des signaux d’efficacité chez 30% de gliomes 

thalamiques ligne mutés H3K27M (Chi et al., 2019 ; Prabhu et al., 2020). En développement 

clinique aux Etats-Unis uniquement, une autorisation de mise sur le marché est en cours auprès 

de l’agence américaine du médicament. En France, des essais sont menés à l’Institut Gustave 

Roussy (IGR, Paris) mais son accès est limité aux GHG mutés H3K27M et uniquement dans 

des conditions d’utilisation thérapeutique compassionnelle très strictes. 
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III. LE MICROENVIRONNEMENT TUMORAL HYPOXIQUE  

III.1. Notions de normoxie, de physioxie et d’hypoxie 

III.1.1. La normoxie 

L’organisme humain et chaque organe qui le constitue ont besoin d’un apport en 

oxygène constant, qui se doit de répondre aux besoins métaboliques des cellules et de maintenir 

l’intégrité physiologique des tissus. Ces taux d’oxygène peuvent être exprimés en termes de 

pression partielle (pO2) ou de concentration (en %). La pression partielle correspond à une 

mesure quantifiée en mmHg alors que la concentration indique un pourcentage relatif de 

l’oxygène par rapport aux autres gaz (N2, CO2, H2O) présents dans l’atmosphère. La pO2 

atmosphérique moyenne couramment décrite et mesurée au niveau de la mer est de 160 mmHg, 

soit une concentration en oxygène de 21% ; il s’agit de la condition communément qualifiée de 

« normoxie ».  

III.1.2. La physioxie cérébrale 

Les taux d’oxygène réels au sein des différents tissus de l’organisme sont bien inférieurs 

à ces valeurs de normoxie et répondent aux besoins physiologiques de chaque organe ; c’est la 

physioxie. Les pO2 tissulaires (notées PtiO2) physiologiques varient globalement entre 25 et 

100 mmHg à l’échelle de l’ensemble de notre organisme, ce qui correspond à des concentrations 

en O2 comprises entre 4,6 et 10%. Il n’existe donc pas de valeur physioxique généralisée mais 

celle-ci est relative à chaque organe selon les besoins métaboliques des cellules. A titre 

d’exemple, l’épithélium alvéolaire pulmonaire montre les PtiO2 parmi les plus élevées car il est 

directement réoxygéné par l’air respiratoire.  

Le cerveau figure au contraire parmi les organes qui présentent les taux d’oxygène 

tissulaires les plus faibles de l’organisme (Tableau 4). La physioxie cérébrale met en jeu des 

concentrations en O2 qui varient de 2,5 à 5% (=pO2 de 25 à 48mmHg) (Dings et al., 1998; Ortiz-

Prado et al., 2019) avec une moyenne de 4,6% et près de la moitié des tissus cérébraux situés 

sous les 4% d’O2 (Muz et al., 2015). Le cerveau présente donc des réserves d’O2 très limitées. 

Paradoxalement, il concentre près de 20% de la consommation énergétique de l’organisme et 

les cellules qui le constituent sont parmi les plus intolérantes aux manques d’O2. Toute 

fluctuation majeure des taux d’O2 peut endommager les cellules nerveuses et entrainer des 

déficits neurologiques plus ou moins graves. Les neurones des structures hippocampiques et du 

cortex préfrontal sont particulièrement intolérants au manque d’O2, dont les conséquences 

peuvent aller de simples troubles mnésiques à de graves séquelles neurologiques irréversibles 

(Cervós-Navarro and Diemer, 1991).  A l’inverse, d’autres zones spécifiques impliquées dans 
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la neurogenèse post-natale comme le SGZ de l’hippocampe ou la SVZ doivent rester sous des 

conditions restreintes en O2 pour maintenir la pluripotence et l’état indifférencié de leurs 

cellules souches (Coletti et al., 2018; Sun et al., 2019) 

Le maintien des PtiO2 cérébrales physiologiques est donc primordiale et s’effectue via 

des réseaux de microvascularisation très développés, associés à des mécanismes complexes 

capables d’adapter les apports en fonction des besoins en oxygène des tissus. Ceux-ci mettent 

en jeu des échanges gazeux où les molécules d’O2 diffusent de manière passive à travers la 

paroi des capillaires sanguins selon des gradients de pression différentiels entre les tissus et les 

capillaires.  

 
III.1.3. L’hypoxie 

Lorsque cette régulation n’est plus assurée et que les apports en O2 deviennent inférieurs 

aux besoins physiologiques des cellules (=physioxie), les tissus se trouvent alors en condition 

d’hypoxie. Pour le cerveau, on retrouve des hypoxies qualifiées de modérées pour des 

concentrations en O2 comprises entre 1 et 2,5%. Elles peuvent être liées à l’altitude ou la 

conséquence de pathologies obstructives bénignes telles que l’apnée du sommeil. Lorsque la 

concentration en O2 est inférieure à 1%, l’hypoxie est qualifiée de sévère et peut aboutir à la 

mort cellulaire. Elle peut être d’origine ischémique (accidents vasculaires cérébraux, arrêts 

cardiaques) et entrainer des séquelles neurologiques irréversibles.  

Dans certains cas, l’hypoxie est une condition physiologique nécessaire à l’organisme. Le 

microenvironnement hypoxique régule le maintien de l’auto-renouvellement et de la 

pluripotence des cellules souches embryonnaires et est indispensable au cours du 

développement (SGZ et SVZ). Celui-ci module également la neurogenèse et la gliogenèse post-

natales et adultes en favorisant la prolifération, la migration et la maturation des NSC (Figure 

32) (Aimone et al., 2014; Li et al., 2021; Toda et al., 2019; Zhao et al., 2008) (Figure 34). Ces 

Tableau 4 : Taux d’oxygénations physiologiques de différents organes et de leurs 
tumeurs respectives. (Muz et al, 2015) 
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mêmes NSC de la SVZ sont actuellement à l’étude en tant que potentielles cellules d’origine 

de GHG adultes et pédiatriques ; sur ce point, l’hypoxie pourrait constituer un facteur favorisant 

la gliomagenèse (Lee et al., 2018; Monje et al., 2011, 2020).  

 

Par ailleurs, l’hypoxie sévère est particulièrement caractéristique des GHG où les taux 

d’oxygène intratumoraux peuvent même frôler l’anoxie avec des concentrations <0,5% (Harris, 

2002; Hayashi et al., 2019; Monteiro et al., 2017; Muz et al., 2015). 

III.2. Aspects macroscopiques et microscopiques de l’hypoxie tumorale dans les GHG  

III.2.1. L’hypoxie tumorale en imagerie 

L’hypoxie est très fréquente dans les tumeurs solides, en particulier dans les GHG, et 

est une conséquence de l’effet de masse de la tumeur. L’hypoxie tumorale peut être visualisée 

en IRM, où l’on distingue des zones de faible diffusion de l’O2 associées à des perturbations du 

flux sanguin (Jensen et al., 2014). Dans les GBM, l’utilisation de marqueurs comme le FDG 

(18F-fluorodeoxyglucose) révèle souvent une tumeur délimitée par un anneau périphérique très 

Figure 34 : Régulation des cellules souches par le microenvironnement hypoxique. 
L’hypoxie favorise la pluripotence, la prolifération et la différenciation des cellules souches 
embryonnaire (ESCs) et des cellules souches neurales (NSCs). L’hypoxie est également 
impliquée dans le développement embryonnaire, dans la neuro-/glio- génèse post-natale et 
adulte et dans l’angiogenèse. In vitro, il contribue à la croissance et à la différenciation des 
cellules souches pluripotentes induites (iPSC). (Li et al, 2021). 
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marquée qui traduisent la présence de cellules infiltrantes qui diffusent dans le tissu cérébral. 

Cette zone périphérique se distingue nettement du centre anoxique sombre et peu perfusé de la 

tumeur qui souligne une région nécrotique (Figure 35). Cette disparité illustre l’hétérogénéité 

de l’oxygénation intratumorale (Mendichovszky and Jackson, 2011). Cet anneau péri-tumoral 

intensifié ne se retrouve pas forcément dans les DIPG/DMG, mais ces tumeurs montrent 

également des zones hypoxiques peu perfusées. La mise en évidence de cette hypoxie tumorale 

en imagerie constitue un critère de diagnostic des GHG et est corrélée à l’agressivité tumorale 

(coefficient ADC, cf II) et au pronostic des patients (Jensen et al., 2014; Yeom et al., 2015).  
 

 

 

E

A B 

C D

Figure 35 : Visualisation des zones hypoxiques/nécrotiques de GHG en IRM. (A-B) GBM 
chez un patient adulte (A) IRM axiale pondérée en T1 avec injection de gadolinium montrant 
l’anneau périphérique très marqué qui délimite le cœur nécrotique de la tumeur ; (B) Imagerie 
PET montrant une absorption périphérique marquée et l’absence d’absorption dans le centre 
tumoral nécrotique (Mendichovszky et Jackson, 2011).  (C-D) DIPG chez un patient pédiatrique 
(C) L’IRM pondérée en T1 ne montre pas d’intensification péritumoral (D-E) Cartographie de 
perfusion avec courbes de perfusion associées aux zones tumorale (2) comparée à une zone 
saine (1). Ces courbes mettent en évidence une hypoperfusion de la tumeur (Yeom et al, 2015). 
Les cadres rouges désignent la zone de la tumeur. 
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III.2.2. Aspects histologiques de l’hypoxie tumorale 

L’hypoxie tumorale a été décrite pour la première fois en 1955 par Thomlinsons et Gray, 

qui ont introduit la notion de gradients d’O2 décroissants de la périphérie vers le centre de la 

tumeur (Thomlinson and Gray, 1955). Initialement, les cellules tumorales se concentrent à la 

périphérie des stromas vasculaires. Leur prolifération donne naissance à un amas cellulaire de 

plus en plus dense qui prive progressivement les tissus des apports en O2 en les éloignant des 

vaisseaux sanguins. Ce phénomène entraine une diffusion limitée de l’O2 et débouche sur une 

hypoxie intratumorale chronique. Au centre de cette masse tumorale, les taux d’O2 deviennent 

quasiment nuls (= anoxie), ce qui laisse apparaître une zone nécrotique. Dans les formes 

d’hypoxie les plus extrêmes, les cellules tumorales cherchent alors à s’échapper de ce cœur 

anoxique en migrant vers la périphérie et forment des anneaux cellulaires successifs qui 

entourent le cœur nécrotique. Cette architecture singulière des zones hypoxiques est typique 

des pseudo-palissades observées dans les GBM adultes et pédiatriques (Figures 36 et 37) (El-

Ayadi et al., 2017; Monteiro et al., 2017; Muz et al., 2015; Rong et al., 2006b). Elle illustre les 

différences d’O2 entre les cellules périphériques de la tumeur qui sont plus oxygénées et celles 

dans la zone hypoxique qui sont en quasi-anoxie. 

A B 

C D 

Figure 36 : Structures en pseudopalissades observées dans des coupes de GBM.  Images 
d’un GBM chez l’adulte (A-B), chez un très jeune enfant (0-3 ans) (C) et chez un adolescent 
(12-16 ans) (D) (El-Ayadi, 2017). 
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Ces structures en pseudo-palissades ne sont pas forcément présentes dans toutes les 

GHG, même hypoxiques, mais la caractérisation histologique de l’hypoxie intratumorale en 

IHC révèle un marquage important des facteurs induits par l’hypoxie (HIF) (Figure 38). 

1) Les cellules tumorales s’infiltrent 
progressivement dans le tissu cérébral normal 
et entourent les vaisseaux sanguins natifs. A 
ce stade, les apports en O2 sont encore 
pleinement assurés.   

 
2) La croissance tumorale finit par entrainer une 

atteinte vasculaire, ce qui provoque une lésion 
endothéliale et une infiltration vasculaire. 

 
 
3) Cette lésion endothéliale entraine une 

thrombose intravasculaire, qui débouche sur 
une hypoxie progressive dans la zone 
entourant la lésion. Les cellules tumorales 
cherchent à échapper à cette hypoxie et 
migrent vers la périphérie, créant un effet de 
vagues successives correpondant à l’aspect 
des palissades cellulaires. 

 
4) La zone hypoxique s’élargit, donnant lieu à un 

cœur nécrotique et les cellules tumorales 
hypoxiques sécrètent des facteurs pro-
angiogéniques (notamment VEGF).  
 

5) Ces facteurs favorisent la prolifération 
vasculaire dans les régions adjacentes à la 
zone hypoxique et la néoangiogenèse. 
L’expansion des cellules tumorales vers de 

   

Figure 37 : Mécanismes potentiels de formation des pseudopalissades (Rong et al, 2006) 
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Dans une même tumeur, les taux d’O2 sont hétérogènes et varient de manière 

spatiotemporelle ; i) les variations dans l’espace sont associées à la diffusion limitée de l’O2 et 

dépendent de la distance entre la cellule et les vaisseaux sanguins les plus proches ii) les 

variations dans la durée sont décrites selon des hypoxies aiguës, chroniques ou cycliques, et 

dépendent de la fréquence des périodes intermittentes d’ouverture/fermeture des néovaisseaux 

sanguins tumoraux.  

Ces différentes dynamiques de privation d’oxygène auront des conséquences cellulaires variées 

sur le phénotype tumoral. 
 

III.3. Le rôle des facteurs HIF 

D’une manière générale, l’hypoxie est une contrainte, aussi bien pour les cellules saines 

que pour les cellules cancéreuses. La plupart des cellules saines meurent en réponse à une 

hypoxie prolongée. A l’inverse, les cellules cancéreuses sont capables de s’adapter à ces 

conditions hypoxiques en remodulant l’expression d’une variété de gènes impliqués dans la 

prolifération, la migration, l’angiogenèse ou la reprogrammation métabolique. Ainsi, ce 

A 

B 

Figure 38 : Marquages immunohistochimiques des facteurs HIF-1α et HIF-2α en dans des 
GHG pédiatriques. (A) Immunomarquage positif de HIF-1α dans un tissu issu de GHG 
pédiatriques (droite) et négatif dans un tissu sain (gauche). (B) Immunomarquage positif à HIF-
2α dans une coupe de tumeur de GHG pédiatrique (droite) et négatif dans un tissu sain (gauche). 
(Nguyen et al, 2017 ; données complémentaires). 
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microenvironnement hypoxique tumoral favorisera l’expansion des cellules tumorales au 

détriment des cellules saines et constitue finalement un critère majeur dans l’évolution des 

tumeurs solides et des GHG (Bar et al., 2010; Harris, 2002; Huang et al., 2018; Kaur et al., 

2005). Cette adaptation tumorale à l’hypoxie est médiée principalement par des facteurs de 

transcription spécifiques induits par l’hypoxie appelés HIF (Hypoxie Inducible Factors). 

 
III.3.1. Facteurs HIFs : les clés de l’adaptation tumorale à l’hypoxie 

 Les facteurs HIF sont les principaux régulateurs/médiateurs de l’expression des gènes 

en réponse à l’hypoxie. Cette régulation est rendue possible par la conformation particulière de 

ces facteurs de transcription. Ceux-ci se présentent sous la forme de protéines hétérodimériques 

constituées de deux sous-unités (Figure 39): 

• une sous-unité HIF-1β de 91 à 94 kDa également appelée ARNT (Aryl hydrocarbon 

Receptor Nuclear Translocator). Cette sous-unité est nucléaire et exprimée de manière 

constitutive. 

• une sous-unité régulatrice HIF-α, principalement régulée par la concentration en O2 et 

pour laquelle trois isoformes ont été identifiées : 

o HIF-1α, constituée de 826 acides aminés et codée par le gène HIF1A localisé 

sur le chromosome 14 (14q21-q24) 

(Semenza and Wang, 1992) 

o HIF-2α constituée de 870 acides aminées et codée par le gène EPAS1, 

(Endothelial PAS domain-containing protein 1) situé sur le chromosome 2 

(2p21) (Tian et al., 1997) 

o HIF-3α, constituée de 662 acides aminés et codée par le gène HIF3A (aussi 

appelé IPAS) localisé sur le chromosome 19 (19q13.32) (Gu et al., 1998) 
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La sous-unité régulatrice alpha est l’élément déterminant qui attribue aux facteurs HIF 

le rôle de régulateur en réponse à l’O2. L’implication de HIF-1α et HIF-2α est couramment 

décrite dans l’adaptation tumorale à l’hypoxie de nombreux cancers.   

Ces deux sous-unités partagent près de 48% d’homologie de séquence d’acides aminés 

et présentent une structure protéique très similaire. Cette proximité leur permet d’agir de 

manière non redondante en partageant des voies de signalisation commune tout se distinguant 

par des mécanismes de régulation et des gènes cibles propres à chaque sous-unité (Fuchs et al., 

2020; Keith et al., 2011; Loboda* et al., 2010; Ratcliffe, 2007). Cette dichotomie apporte une 

Figure 39 : Structures des différentes isoformes de la sous-unité HIF-α. Les facteurs HIF 
font partie de la superfamille des facteurs de transcription à motifs « basic helix-loop-helix » et 
« Per-ARNT-Sim » notés bHLH/PAS. Ils sont constitués d’un motif bHLH qui intervient dans 
la liaison du complexe protéique à la molécule d’ADN sur une portion de séquence spécifique 
nommée HRE (Hypoxia Responsive Element). Ce motif est associé à deux domaines PAS notés 
PAS-A et PAS-B, spécifiques à chaque isoforme. Ils permettent l’hétérodimérisation de la sous-
unité HIF-α avec HIF-1β et contribuent à la liaison à l’ADN. Les sous-unités HIF-α se 
distinguent de HIF-1β par la présence d’un domaine ODDD, impliqué dans la dégradation 
dépendante de l’O2 (voir plus loin).  Elles montrent également toutes un domaine N-TAD (N-
terminal transactivation domain), responsable de leur activité transcriptionnelle, associé à un 
second domaine C-TAD, à l’exception de HIF-3α. Ce dernier peut présenter un domaine LZIP 
(C-terminal leucine zipper) spécifique impliqué dans la liaison à l’ADN et diverses interactions 
entre protéines. (Albbadari et al, 2019) 
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singularité supplémentaire aux mécanismes cellulaires dépendants des facteurs HIF et mènent 

à des modulations différentielles selon que l’une et/ou l’autre des sous-unités intervienne. Dans 

la suite de ce travail, nous aborderons les différents aspects connus de la régulation de HIF-1α 

et HIF-2α ainsi que les conséquences de leur activations respectives sur le phénotype tumoral 

des GHG (le rôle de la sous-unité HIF-3α est encore très mal connu à ce jour et ne sera pas 

développé davantage dans ce manuscrit).  

L’activation de ces HIF et des voies cellulaires qui en découlent nécessite d’abord la 

stabilisation HIF-α, qui est régulée par défaut par la pO2. 

III.3.2. Régulation des HIFs relative à la pO2 

III.3.2.1. Rôles des PHD et de la protéine VHL 

A des taux d’O2 normaux (=normoxie ou physioxie décrites précédemment), les facteurs 

HIF synthétisés dans le cytoplasme de la cellule sont hydroxylés au niveau de deux résidus 

prolyl hautement conservés dans leur domaine ODDD (Oxygen dependant degradation domain) 

(Figure 40). Cette hydroxylation met en jeu les prolylhydroxylases 1-3 (PHD 1-3). Ces enzymes 

O2-dépendantes utilisent l’ascorbate et l’ion ferreux Fe2+ présent dans leur site actif pour 

transformer l’α-cétoglutarate en succinate. L’hydroxylation de la sous-unité HIF-α permet 

ensuite sa prise en charge par la protéine Von Hippel-Lindau (VHL), qui recrute des ubiquitine-

ligases E3 ; l’ubiquitination du complexe HIF aboutit finalement à sa dégradation par le 

protéasome. Un autre facteur appelé facteur inhibiteur de HIF (FIH) est capable d’inhiber HIF-

α via des hydroxylations sur son domaine C-TAD ou en jouant le rôle de corépresseur auprès 

de la protéine VHL (Mahon et al., 2001; Sim et al., 2018). 

En conditions hypoxiques, l’absence d’O2 inhibe les PHDs dont l’activité enzymatique 

nécessite la présence de l’O2 (Figure 40). La sous-unité HIF-α n’est alors plus hydroxylée, ce 

qui empêche sa prise en charge par la protéine VHL et sa dégradation par le protéasome. L’HIF-

α est ainsi stabilisé, s’accumule dans le cytoplasme et peut être transloqué dans le noyau, dans 

lequel il s’associe à son homologue HIF-1β. Le complexe hétérodimérique HIF-α/HIF-1β ainsi 

formé recrute des cofacteurs de transcription p300/CBP à travers les domaines de 

transactivation C-TAD et N-TAD. Enfin, les domaines bHLH et PAS permettent finalement la 

liaison au complexe HRE présents dans les promoteurs des gènes cibles de HIF et va initier la 

réponse transcriptionnelle adaptée à l’hypoxie.  
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La caractérisation progressive de ces voies de régulation des facteurs HIF par l’O2 ont donné 

lieu au prix Nobel de Médecine 2019 qui fut attribué à William Kaelin, Gregg Semenza et Peter 

Ratcliffe, récompensant l’ensemble de leurs travaux qui ont permis de percer le mystère 

moléculaire à l’origine de l’adaptation cellulaire à l’hypoxie (« How cells sense and adapt to 

oxygen availability, 2019 »). 

III.3.2.2. Régulation différentielle de HIF-1α et HIF-2α selon la pO2 

L’hétérogénéité spatiotemporelle des taux d’O2 dans les GHG contraint les cellules 

tumorales à orchestrer différentes stratégies de réponses adaptatives. C’est là tout l’intérêt de 

synthétiser des formes homologues des facteurs HIF.  

Les concentrations en O2 et la durée de l’hypoxie favorisent en effet la stabilisation de 

l’une ou l’autre des sous-unités. Des études sur des lignées de neuroblastomes (SK-N-BE(2)C 

et KCN-69N) suggèrent que HIF-2α est exprimé dans des gammes de taux d’O2 plus larges que 

HIF-1α : sa stabilisation persiste au-delà de 5% d’O2 voire même en normoxie (21% O2). La 

stabilisation de HIF-1α se limite quant à elle à une hypoxie plus sévère (O2 < 2,5%) (Holmquist-

Mengelbier et al., 2006; Mohlin et al., 2015) (Figures 41A). Ces deux sous-unités sont donc 

stabilisées dans des conditions hypoxiques comparables à celles observées au sein des GHG 

Figure 40 : Régulation des facteurs HIF-α dépendante de la pO2. En normoxie, 
l’hydroxylation des HIF-α permet leur l’ubiquitination par la protéine VHL et aboutit à leur 
dégradation protéasomique. En hypoxie, l’absence d’O2 empêche l’hydroxylation, ce qui permet 
la stabilisation des HIF-α, leur translocation dans le noyau et l’activation de la transcription des 
gènes cibles (Huang et al, 2018). 
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(O2 ≤ 1%). Par ailleurs, les expressions de HIF-1α et HIF-2α sont modulées différemment selon 

la durée de l’hypoxie : l’expression protéique de HIF-1α se limite aux premières 24h pour 

moduler la réponse à une hypoxie aiguë (<24h) et diminue ensuite rapidement. Au contraire, la 

stabilisation de HIF-2α persiste au-delà de 24h et module l’adaptation cellulaire à une hypoxie 

chronique (Figure 41B).  

Des études ont proposé différents mécanismes potentiels qui contribueraient à cette 

différence de régulation des HIF-α en fonction de la pO2 dans le temps (Figure 42) : 

• le complexe HSP70-CHIP qui entraine l’ubiquitination de HIF-1α mais non de HIF-2α 

pendant une hypoxie prolongée, ce qui favorise la dégradation protéasomique de HIF-

1α (Bento et al., 2010; Luo et al., 2010). 

A B 

Figure 41 : Dynamiques des stabilisations protéiques de HIF-1α et HIF-2α en fonction des 
concentrations en O2 et de la durée de l’exposition à l’hypoxie (A) HIF-2α est stabilisé dans 
des taux d’O2 très variables, allant de l’hypoxie la plus sévère (≤1%) à la normoxie (21%), alors 
que HIF-1α est essentiellement stabilisé lorsque O2 < 2,5%. (B) HIF-1α est essentiellement 
stabilisé au cours d’une hypoxie aiguë alors que HIF-2α persiste au-delà de 24h et module 
l’hypoxie chronique. 

Figure 42 : Régulations différentielles de HIF-1α et HIF-2α en fonction de la durée de 
l’hypoxie. En hypoxie aiguë, HIF-1α et HIF-2α sont tous les deux stabilisés ; en hypoxie 
chronique, la stabilisation de HIF-2α persiste alors que HIF-1α est dégradé à travers 
l’intervention de différents complexes protéiques (Saxena et al, 2019). 
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• le facteur HAF (Hypoxia-associated factor), une ubiquitine ligase E3 qui est 

surexprimée en hypoxie chronique et qui permet de switcher la réponse hypoxique HIF-

1α vers HIF-2α ; HAF favorise non seulement l’ubiquitination (et donc la dégradation) 

de HIF-1α mais augmente également la transactivation de HIF-2α en interagissant 

directement avec son domaine C-TAD (Koh et al., 2008, 2011).  

• le facteur REST (Repressor Element 1-Silencing Transcription Factor) réprime 

spécifiquement l’expression de HIF-1 en se fixant sur son promoteur. 

• des modifications épigénétiques ; les acétylations des histones H3 et H4 dans les 

régions promotrices de HIF-1α diminuent en hypoxie chronique alors qu’elle 

augmentent pour le promoteur HIF-2α (Lin et al., 2011). 

 

A l’échelle moléculaire, le maintien des physioxies intratissulaires (PtiO2) s’apparente 

finalement à une forme d’équilibre complexe entre la stabilisation et la dégradation des HIF-α, 

Tableau 5: Stabilisation et activation des HIF-α en hypoxies aiguë et chronique dans 
différentes lignées cellulaires in vitro (Saxena et al, 2019) 
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ceux-ci étant constamment synthétisés et hydroxylés. Dans un contexte tumoral, cet équilibre 

est rompu en faveur d’une suractivation des voies médiés par les facteurs HIF. Cette 

suractivation est à la fois induite par des taux d’O2 extrêmes, ainsi que d’autres facteurs liés au 

métabolisme tumoral et l’activation aberrante de voies oncogéniques. 

La pO2 a donc un rôle central dans la régulation des HIF-α. Si la voie de régulation 

décrite ci-dessus est commune à HIF-1α et HIF-2α, l’hétérogénéité spatiotemporelle des pO2 

intratumorales entraine une régulation différentielle de HIF-1α et HIF-2α et illustre une 

première distinction fonctionnelle majeure entre ces deux sous-unités.   
 

III.3.3. Régulation indépendante de la pO2 

III.3.3.1. Facteurs HIF et reprogrammation métabolique : l’effet Warburg 

La principale source énergétique du cerveau humain est le glucose, dont le premier 

objectif est de produire l’ATP (Adenosine triphosphate) nécessaire pour couvrir la forte 

demande énergétique de la communication neuronale. En temps normal, les cellules nerveuses 

assurent cette production énergétique à travers la respiration cellulaire et la phosphorylation 

oxydative (OXPHOS). Le glucose est initialement converti en pyruvate au cours de la glycolyse 

qui a lieu dans le cytosol et emprunte ensuite deux alternatives métaboliques selon les 

conditions d’oxygénation ; en conditions d’O2 normales, le pyruvate entre dans la mitochondrie 

pour y être oxydé à travers le cycle de Krebs avant d’entamer une phosphorylation oxydative 

pour produire un maximum d’ATP (36/molécule de glucose). Lorsque l’O2 se rarifie, le 

pyruvate entame une fermentation lactique, aboutissant à une synthèse abondante de lactate et 

peu d’ATP (2/molécule de glucose) : c’est la glycolyse anaérobie.  

Au cours de ses travaux en 1924, Otto Warburg décrivait un phénomène, connu 

désormais sous le terme « effet Warburg », selon lequel les cellules cancéreuses réorganisent 

leur métabolisme en favorisant la fermentation lactique au détriment de la phosphorylation 

oxydative, même en présence d’oxygène : c’est la glycolyse aérobie (Warburg, 1956). De 

nombreuses études tentent de comprendre l’intérêt cellulaire de ce switch métabolique 

paradoxal, qui est moins efficace en termes de production d’ATP (Figure 43). 
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Une des explications proposées a été que l’hypoxie intratumorale sélectionne les cellules 

dépendantes du métabolisme anaérobie (Gatenby and Gillies, 2004). Cependant, ce switch 

métabolique au profit de la glycolyse aérobie est observé bien avant l’exposition hypoxique.  

Certains cancers montrent par ailleurs des cellules cancéreuses hautement glycolytiques alors 

même qu’elles sont parfaitement oxygénées (Christofk et al., 2008; Elstrom et al., 2004; 

Gottschalk et al., 2004). Le métabolisme du glucose dans le contexte tumoral serait avant tout 

conçu pour maximiser la production de « blocs de construction » cellulaires nécessaires à la 

prolifération tumorale, plutôt que pour la production énergétique ATP-dépendante (Vander 

Heiden et al., 2009) (Figure 44). 

L’hypoxie ne semble donc pas déclencher le switch métabolique initial des cellules tumorales, 

qui est propre à leur fonctionnement. En revanche, l’activation des facteurs HIF réquisitionne 

ces voies et accentue encore davantage la balance en faveur d’un métabolisme glycolytique au 

détriment de la respiration mitochondriale. L’objectif est d’utiliser comme substrat toutes les 

ressources disponibles autre que l’O2 pour continuer de répondre aux besoins énergétiques de 

la cellule tumorale proliférative. Cette reprogrammation métabolique semble essentiellement 

Figure 43 : Comparaison des voies métaboliques associées à la phosphorylation oxydative, 
la glycolyse anaérobie et la glycolyse aérobie. Les tissus différenciés sains privilégient un 
métabolisme du glucose à travers la phosphorylation oxydative lorsque l’O2 est présent, afin 
de produire un maximum d’ATP (gauche). A l’inverse, les tumeurs convertissent la plupart du 
glucose en lactate, et privilégient fermentation lactique, peu importe les taux d’O2 (effet 
Warburg) (droite) (Vander Heiden et al, 2018) 
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modulée par HIF-1α qui augmente l’expression des transporteurs du glucose (GLUT1 et 

GLUT3) et de quasiment toutes les enzymes glycolytiques comme les hexokinases, la 

phosphofructokinase 1 (PFK1), la pyruvate kinase M2 ou la lactate déshydrogénase (LDHA) 

(Semenza, 2013a). Le pyruvate est majoritairement converti en lactate qui sera notamment 

relargué à travers les transporteurs MCT1/4 (monocarboxylate transporters 1/4), également 

sous la modulation de HIF-1α. Ceci contribue en outre à l’acidification du milieu 

extracellulaire, un autre facteur favorisant l’invasion tumorale et la progression métastatique. 

HIF-1α découple également la glycolyse et OXPHOS en exprimant PDK1, ce qui accentue 

l’inhibition de la pyruvate déshydrogénase (PDH), empêche la transformation du pyruvate en 

Acétyl-CoA et verrouille un peu plus l’entrée dans le cycle de Krebs. Cette reprogrammation 

métabolique associée aux facteurs HIF ne se limite pas à la glycolyse ; selon les disponibilités 

en ressources, ils peuvent également favoriser la glutaminolyse, la sérinolyse ou le métabolisme 

des phospholipides, notamment dans les DIPG/DMG (Nguyen et al., 2017; Blandin et al., 2019; 

Jansen et al., 2016). Par ailleurs, la glycolyse et la glutaminolyse dans les DIPG seraient encore 

renforcées par la mutation H3K27M (Chung et al., 2020). 

 

 

Légende sur la page suivante  
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III.3.3.2. Facteurs HIF et régulation des ROS 

La surproduction des espèces réactives à l’O2 (ROS) est un phénomène caractéristique 

des cellules tumorales. Ces composés hautement réactifs sont principalement produits au cours 

de la chaine respiratoire mitochondriale sous la forme d’anions superoxyde (O2-), de peroxyde 

d’hydrogène (H2O2) et de radicaux et/ou anions hydroxydes (OH ou OH-). Dans une situation 

physiologique normale, les ROS sont présents en quantité limitée, régulés par un système de 

défense d’antioxydants. Ils contribuent même à la régulation de l’homéostasie en servant de 

molécules de signalisation cellulaire (Chen et al., 2018).  

Cependant, la surproduction de ROS est un phénomène caractéristique des cellules tumorales, 

accentuée par les conditions hypoxiques qui perturbent le fonctionnement des complexes de la 

chaine de transport des électrons (Figure 45). Cette surproduction des ROS entraine un stress 

oxydatif qui peut causer des dommages irréversibles sur l’ADN, les protéines ou les membranes 

biologiques pouvant mener à la mort de la cellule. Ces ROS peuvent également inhiber la 

protéine PHD en oxydant l’ion ferreux Fe2+ sur son site actif et indispensable à son activité 

enzymatique. L’inhibition de la PHD entraine l’expression des facteurs HIF-α, déclenchant une 

réponse hypoxique et une activation de la signalisation HIF découplée de la teneur en O2: c’est 

la pseudo-hypoxie. 

En retour, les HIFs contribuent à la régulation de l’homéostasie redox. Ainsi, ils peuvent 

réduire la production des ROS en minimisant la fonction respiratoire liée au cycle de l’acide 

tricarboxylique mitochondrial (= cycle TCA ou cycle de Krebs), ou au contraire stimuler la 

production des ROS en augmentant l’activité de la NADPH oxydase. Cette interaction 

HIF/ROS est complexe et forme un nouveau cercle vicieux d’auto-régulation (Figure 46). Il 

permet de protéger la cellule du stress oxydatif tout en perpétuant l’activation des voies HIF, 

Figure 44 : Schéma récapitulatif des principales voies métaboliques impliquées dans les 
cellules tumorales en prolifération et modulées par les facteurs HIF. La glycolyse, la 
glutaminolyse, la phosphorylation oxydative, la voie des pentoses phosphates sont 
interconnectées dans les cellules tumorales prolifératives. Elles permettent d’assurer à la fois la 
production de NADH et un flux régulier d’Acétyl-CoA en direction du cytosol pour assurer la 
biosynthèse des lipides. Les étapes clés de ces voies métaboliques sont sous la modulation de 
voies de signalisation connues pour être impliquées dans la prolifération cellulaire et altérées 
dans les tumeurs et font intervenir des oncogènes (vert) et des suppresseurs de tumeurs (rouge). 
L’activation de la voie PI3K/AKT stimule l’absorption et le flux de glucose à travers les phases 
précoces de la glycolyse. Myc module la glutaminolyse soutient lui aussi la formation de NADH. 
HIF favorise la glycolyse en augmentant l’activité des transporteurs du glucose (GLUT1/3), 
celle de l’hexokinase et en inhibant l’entrée du pyruvate dans le cycle TCA, par l’activation de 
PDK1 et l’inhibition de PDH1. (Elaboré à partir de Vander Heiden et al, 2018) 
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favorisant un métabolisme pro-tumoral, et ce de manière totalement indépendante de la pO2. 

Cette diminution des ROS par les facteurs HIF contribue notamment aux résistances des 

tumeurs à la radiothérapie (Lan et al., 2019; Wigerup et al., 2016). 

 

 

 

 

Figure 45 : Production des différentes espèces réactives à l’O2 (ROS). O2- est produit au 
niveau extracellulaire par la NAPDH oxydase ou à l’intérieur de la cellule au sein de la chaine 
de transport des électrons dans la mitochondrie. Il cible le fer-soufre (Fe-S) pour libérer Fe2+ 
et réduit le fer ferrique (Fe3+) en fer ferreux (Fe2+). En pénétrant dans la mitochondrie, O2- est 
transformé en peroxyde d’hydrogène (H2O2) par les superoxydes dismutases (SOD1 et SOD2). 
H2O2 diffuse à l’intérieur de la mitochondrie et peut ensuite réagir avec les protéines et l’ADN 
ou être détoxifié en eau par les peroxydases cellulaires (Cat, GPX, PRDX). L’oxyde nitrique 
(NO) transforme l’O2 en peroxynitrite (ONOO-). Le radical peroxyle (OH-) est formé suite à 
la réaction de H2O2 avec l’ion ferreux Fe2+ et la décomposition de ONOO- initiant la 
peroxydation lipidique : OH- réagit avec les lipides pour former des radicaux lipidiques (L-) qui 
réagissent avec l’oxygène pour former des radicaux peroxydes lipidiques (LOO-). De façon 
cyclique, LOO- réagit avec les lipides pour reformer des L- et des peroxydes lipidiques (LOOH) 
(Harris et DeNicola 2020). 
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Les facteurs HIF peuvent également être régulés de manière indépendante de la pO2 des 

suites d’une altération des voies de signalisation médiées par des RTK, très fréquentes dans les 

GHG, notamment celles affectant les voies PI3K/Akt/mTor et Ras/Raf/Mek. 

 
III.3.3.3. Les facteurs HIF et les voies de signalisation médiées par les RTK 

Les voies PI3K/Akt/mTor et Ras/Raf/Mek sont incontournables dans la tumorigenèse 

des GHG (cf II) et le sont tout autant dans la régulation des facteurs HIF (Figure 47). PI3K est 

fréquemment mutée dans les GHG adultes et pédiatriques, dont les DIPG et DMG (cf II)  

(Brotelle and Bay, 2016b; Grill et al., 2012; Li et al., 2016; Schwartzentruber et al., 2012b). Les 

altérations oncogéniques conduisant à une activation aberrante de ces voies dans le contexte 

des GHG suractivent également HIF-α et potentialisent la voie de signalisation HIF. En 

conséquence, le rapport stabilisation/dégradation des HIF augmente progressivement, ce qui 

aboutit à une accumulation et une activation des HIF-α indépendamment de la teneur en O2 et 

contribue à la pseudo-hypoxie. Cette régulation passe notamment par l’intermédiaire des 

protéines ERK et mTOR. Là encore, une régulation différentielle par les kinases a pu être mise 

en évidence entre HIF-1α et HIF-2α, qui fait intervenir les kinases du complexes mTOR notées 

MTORC1 et MTORC2 (Figure 48). Des ciblages spécifiques de ces deux complexes 

enzymatiques dans des lignées issues de xénogreffes dérivée de tumeurs (PDX) de 

neuroblastomes ont montré que HIF-1α serait majoritairement régulé par MTORC1 alors que 

HIF-2α serait essentiellement régulé par MTORC2 (Mohlin et al., 2015). En effet, les 

inhibitions spécifiques de mTORC2 et de la PI3K dans des neuroblastomes agressifs ont permis 

de diminuer les niveaux de HIF-2α, alors qu’il n’ont aucun effet sur HIF-1α. Ces dépendances 

préférentielles ont également pu être mises en évidence contexte de carcinomes des cellules 

rénales (RCC) (Nayak et al., 2013; Toschi et al., 2008). 

Figure 46 : Interactions entre les facteurs HIF et les ROS en conditions hypoxiques. En 
hypoxie, les HIFs sont stabilisés et la production de ROS augmente. Ces ROS stabilisent à leur 
tour HIF qui assurent leur propre stabilisation en régulant les ROS (Chen et al. 2018). 
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L’activation de cette voie PI3K/AKT/mTOR joue un rôle majeur dans la prolifération, la 

croissance et la survie cellulaire.  

 

 

Figure 47: Récapitulatif des voies de signalisation intervenant dans la régulation des 
facteurs HIF et dans la tumorigénèse. (1)(2) HIF-1α peut être régulé par la stimulation des 
facteurs de croissance via l’activation des récepteurs à activité tyrosine kinase (RTK). Cette 
stimulation conduit l’activation des voies PI3K/AKT/mTOR (en bleu) et/ou RAS/RAF/MEK 
(orange). Cette signalisation médiée notamment par mTOR et ERK entraine la phosphorylation 
de trois effecteurs : 4E-BP1, p70S6K et MNK1/2 suivie des activations de eIF-4E et rpS6, ce 
qui augmente finalement la traduction de HIF-1α. (3) Des mutations et/ou altérations 
fonctionnelles de la protéine VHL, PTEN et p53 augmentent l’expression de HIF-1α. (4) Hsp90 
est en compétition avec RACK1 pour la liaison des domaines PAS : RACK1 déstabilise HIF-α 
en l’entrainant dans la voie de dégradation protéasomique alors que Hsp90 empêche cette 
dégradation et favorise la stabilisation de HIF-α. (5) HAF régule une balance HIF-1α/HIF-2α en 
favorisant la transactivation de HIF-2α au détriment de HIF-1α qui est davantage dégradé. (6) 
ERK peut directement phosphoryler le complexe CBP/p300 et favorise l’activité 
transcriptionnelle de HIF-1α. (7) CBP/p300 sert de cofacteur et se lie à l’hétérodimère HIF- /HIf 
: ce complexe se fixe au domaine HRE situé sur le promoteur EPO et augmente l’activation des 
gènes favorisant divers processus pro-tumoraux. (8) L’activation de récepteurs de type IGF 
(Insulin-like growth factor) active préférentiellement HIF-2α à travers mTORC2. (Modifié à 
partir de Muz et al, 2015) 
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III.4. Conséquences pro-tumorales de l’activation des facteurs HIF 

La reprogrammation métabolique tumorale, les surexpressions de ROS ou les altérations 

oncogéniques des voies PI3K/AKT/MTOR ou RAF/RAS/MAPK conduisent à des phénomènes 

de pseudo-hypoxie. Elle induit une stabilisation des HIFs et une activation aberrante de leurs 

voies de signalisation. Comme décrit précédemment, ces phénomènes entretiennent l’action des 

HIFs qui s’inscrivent dans un cercle vicieux et maintiennent à leur tour un phénotype tumoral. 

Ainsi, ces processus favorisent déjà le développement et la progression tumorale. L’activation 

des facteurs HIF conduisent ensuite à d’autres processus oncogéniques tels que l’angiogenèse, 

la dérégulation de la survie/mort cellulaire et l’entretien des cellules souches tumorales. 

III.4.1. La néoangiogénèse et la sécrétion de VEGF  

Face à l’hypoxie intratumorale des GHG, les activations de HIF-1α et HIF-2α visent 

avant tout à rétablir des apports en O2 suffisants pour répondre aux besoins de la cellule, en 

optimisant la vascularisation de la tumeur. Pour cela, HIF-1α et HIF-2α augmentent les 

expressions de différents gènes pro-angiogéniques, en particulier l’érythropoïétine (EPO) et le 

VEGFA (Vascular endothelial growth factor A) (Kaur et al., 2005; Mohlin et al., 2015; Muz et 

A 

B C 

Figure 48 : Dépendance de l’expression de HIF-2α à l’axe PI3K/mTORC2 dans les lignées 
issues de neuroblastomes SK-N-BE(2)c et KCN-69n. (A) L’inhibition fonctionnelle de la 
PI3K par le LY294002 entraine une diminution de l’expression de l’ARNm (gauche) et de la 
protéine (droite) associés à HIF-2α. (B) L’inhibition de mTORC1 seul par la rapamycine n’a 
pas d’effet significatif sur la transcription de HIF-2α. (C) L’inhibition combinée de 
mTORC1/mTORC2 par PP242 entraine une nette diminution de l’ARNm (gauche) et de la 
protéine HIF-2α (droite) (Mohlin et al, 2015) 
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al., 2015). L’EPO est la principale hormone qui stimule l’érythropoïèse (= formation des 

globules rouges). L’augmentation de son activité contribue à optimiser l’apport des nutriments 

aux cellules tumorales via le flux sanguin.  

Les protéines VEGF sont directement liées à l’angiogenèse et sont indispensables à la 

formation de nouveaux vaisseaux sanguins, même en conditions normales. L’activation de HIF-

1α et HIF-2α augmentent la sécrétion de VEGF et stimulent la formation de nouveaux vaisseaux 

sanguins en activant les cellules endothéliales. Cependant, ce VEGF synthétisé en excès conduit 

à une néoangiogenèse anarchique qui ne suffit pas à compenser les baisses de flux d’O2. Au 

lieu de cela, elle entraine des réoxygénations partielles et intermittentes des tissus et donne lieu 

à une hypoxie cyclique, alternant entre des phases d’hypoxie aiguë et de brèves réoxygénations 

des tissus ou une hypoxie chronique plus ou moins prolongée. Ceci aura pour conséquences de 

maintenir les gradients hypoxiques et perpétuer la stabilisation des HIFs à travers un cercle 

vicieux d’auto-renouvellement. Ce phénomène contribue fortement à l’agressivité des tumeurs 

et a suscité l’attention de nombreuses études visant à inhiber cette angiogenèse (cf II). 

L’inhibition de HIF-1α diminue les sécrétions de VEGF et est associée à une baisse de la 

croissance tumorale et la formation de nouveaux vaisseaux (Tang et al., 2004). De son côté, 

l’inhibition de HIF-2α impacte essentiellement la capacité de perfusion et l’intégrité des 

péricytes, impliquant les voies DII4/Notch et l’angiopoïétine 2 (Ang2) (Skuli et al., 2009). 

Certaines expériences ont montré que l’hypoxie chronique modulée par HIF-2α accentue la 

sécrétion de VEGF par rapport à une hypoxie aiguë ou cyclique (Dong et al., 2019; Nauta et 

al., 2017) ; d’autres soulignent au contraire une angiogenèse et une perfusion tumorales plus 

marquées lors d’une hypoxie aiguë ou cyclique, majoritairement modulée par HIF-1α (Gaustad 

et al., 2013; Rofstad et al., 2010). Globalement, HIF-1α et HIF-2α agissent tous deux de manière 

complémentaire sur ces facteurs pro-angiogéniques, selon une synchronisation qui suit leurs 

stabilisations respectives au cours d’une hypoxie aiguë ou chronique. En complément des 

facteurs angiogéniques, HIF-1α et HIF-2α peuvent moduler différemment d’autres molécules 

médiatrices de la vascularisation comme le monoxyde d’azote (NO) (Branco-Price et al., 2012). 

Pour optimiser toujours davantage le développement de ces vaisseaux sanguins néoformés, les 

facteurs HIF dégradent et remodulent l’organisation de la MEC à travers l’induction de diverses 

protéines comme des protéases ou des intégrines (Semenza, 2013b). Ces modulations 

contribueraient non seulement à l’angiogenèse, mais favoriseraient également la croissance et 

la dissémination tumorale aux tissus sains alentours.  

L’hyperexpression de VEGF dans les gliomes adultes a été démontrée à plusieurs 

reprises (Seyedmirzaei et al., 2021). Les patients atteints de gliomes ont des niveaux de VEGF 
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plus élevés que les patients sains et les taux de VEGF et de VEGFR2 augmentent avec le grade 

tumoral (Kuczynski et al., 2011; Zhou et al., 2005). Chez l’enfant, les données sont plus limitées 

et l’hyperexpression du VEGF et VEGFR semble moins marquée dans les GHG pédiatriques. 

Des études ont pu associer un profil pro-angiogénique particulier aux tumeurs mutées pour 

H3K27M (Castel et al., 2015) et des analyses d’imagerie ont montré un lien direct entre la 

présence des zones hypoxiques et nécrotiques et des sous-groupes tumoraux plus agressifs 

comme les GHG pédiatriques mutés pour H3.3K27M ou pour TP53 (Ceschin et al., 2019). 

Néanmoins, les traitements au bevacizumab n’ont pas montré de bénéfice clinique remarquable  

(Grill et al., 2018; Jansen et al., 2016; Narayana et al., 2010). 

III.4.2. Facteurs HIF et survie/apoptose des cellules tumorales 

L’activation des voies HIF contribuent à la prolifération tumorale à travers les 

différentes adaptations métaboliques et moléculaires décrites jusqu’ici : développement de 

l’angiogenèse, reprogrammation métabolique, régulation des ROS, modulation de voies 

oncogéniques sus- et sous-jacentes. Par ailleurs, ces voies hypoxiques peuvent également 

moduler de manière plus directe des processus liés à la prolifération et à la survie cellulaire. 

• Interactions des HIFs avec p53 

Les facteurs HIF semblent interagir de manière réciproque avec p53. Leurs principes de 

fonctionnement sont très similaires : ce sont des facteurs de transcription activés en réponse à 

un stress cellulaire. Néanmoins, leur interaction dans le contexte de régulation de la réponse 

cellulaire à l’hypoxie reste ambiguë et dépendante du contexte. Il a été rapporté que l’hypoxie 

induit des niveaux de p53 à la fois dépendants et indépendants des HIF. En agissant sur divers 

intermédiaires de la voie p53, ces derniers peuvent réguler positivement ou négativement la 

transcription et/ou la traduction de p53 selon le type de cancer et de tissu (Figure 47). Une 

récente publication de Zhang et al. résume les connaissances actuelles sur la régulation 

réciproque de p53/HIF dans différent(e)s cancers/lignées cellulaires (Zhang et al., 2021). 
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Un modèle conceptuel a été récemment proposé et met en jeu un rôle de chaperonnage 

de HIF par p53 (Figure 48). Mahan et al ont démontré que HIF-1α peut induire l’expression de 

forme sauvage (WT) ou mutée (NT) de la protéine p53. Ces protéines p53 sont capables de 

chaperonner le facteur HIF, ce qui le protège de la dégradation par la protéine VHL et entraine 

un phénotype de pseudo-hypoxie où HIF est stabilisé indépendamment de la concentration en 

O2. De cette manière, p53 contribuerait à exacerber la signalisation HIF-dépendante et 

alimenterait les propriétés pro-tumorigéniques des facteurs HIFs.  

Ce modèle a été initialement proposé pour HIF-1α, mais un mécanisme similaire peut 

être envisagé avec HIF-2α et p53 dans le cadre d’une hypoxie chronique. 

Figure 49 : Régulation de la signalisation de p53 par l’hypoxie. La régulation de p53 par 
l’hypoxie est contextuelle. L’hypoxie peut à la fois réguler positivement ou négativement les 
taux d’ARNm, la traduction, les taux de protéines et leurs activités en intervenant dans 
différentes voies de signalisation. HuR, Human antigen R; PNUTS, Phosphatase 1NUclear 
Targeting Subunit; FOXF1, Adjacent Non-Coding Developmental Regulatory RNA; COP1, 
constitutive photomorphogenesis protein 1; CHIP, C terminus of Hsc70-interacting protein; 
ATM, Ataxia-Telangiectasia mutated; ATR, ataxia telangiectasia and Rad3-related protein; 
HIPK2, Homeodomain-interacting protein kinase 2. (Zhang et al, 2018) 
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• Interactions des HIFs avec la voie MYC/MYCN 

Cette diaphonie moléculaire des facteurs HIF s’observe également à travers la 

modulation du cycle cellulaire et de la voie MYC, un facteur de transcription qui régule 

l’expression des gènes, pour laquelle les facteurs HIFs semblent en compétition. En hypoxie, 

MYC est inhibé par HIF-1α et induit une réponse adaptative qui favorise la survie cellulaire. 

Face à lui, HIF-2α stabilise les complexes MYC/MYCN et favorise l’activité MYC en hypoxie 

chronique. Cette stabilisation est même plus forte que la dégradation opérée par HIF-1α et finit 

par activer MYC en hypoxie chronique (Li et al., 2020). A son tour MYC peut induire la 

stabilisation des facteurs HIF, en particulier de HIF-2α avec lequel il collabore étroitement dans 

la régulation de l’auto-renouvellement des cellules souches (Figure 51). 

Figure 50 :  Modèle conceptuel de rétrorégulation entre HIF-1α et p53. Une boucle de 
rétrocontrôle positif existerait entre HIF-1α et p53. Lorsque HIF-1 est activé en hypoxie, il 
se lie au HRE dans le promoteur de TP53 et augmente sa transcription, entrainant une 
accumulation de la protéine p53, sous des formes MT ou WT. Ces protéines p53 peuvent se 
lier à HIF-1α, le protègent de la dégradation par les protéines VHL et augmentent l’activité 
transcriptionnelle de HIF-1α (Madan et al, 2019). 
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III.4.3. Les facteurs HIF et le renouvellement des cellules souches cancéreuses 

A ce jour, la régulation de l’auto-renouvellement des cellules souches cancéreuses 

(CSC) est essentiellement attribuée à HIF-2α, qui semble particulièrement surexprimé dans les 

cellules endothéliales périvasculaires et péri-nécrotiques de GBM par rapport à son homologue 

HIF-1α (Li et al., 2009b). L’expression de HIF-2α y est préférentiellement localisée dans le 

noyau des cellules tumorales et des cellules endothéliales des tissus tumoraux et péritumoraux, 

contrairement à HIF-1α qui est localisé à la fois dans le noyau et le cytoplasme, aussi bien de 

cellules tumorales que dans des cellules saines (D’Alessio et al., 2016). Cette localisation 

nucléaire suggère une activité transcriptionnelle plus active pour HIF-2α que son homologue 

HIF-1α et de plus spécifique aux cellules tumorales. HIF-2α y module principalement la survie 

et le maintien de la pluripotence des cellules souches tumorales concentrées dans les niches 

hypoxiques. Cette modulation est activée par une interaction directe avec CD44, dont le blocage 

inhibe le maintien de la pluripotence des cellules tumorales (D’Alessio et al., 2016; Johansson 

et al., 2017). HIF-2α induit notamment l’expression des gènes SOX2, NANOG et OCT4, 

lesquels sont nécessaires au maintien de la pluripotence (Bar et al., 2010; Das et al., 2019; Koh 

et al., 2011; Li et al., 2013).  

 

Figure 51 : Modèles conceptuels d’interaction entre les facteurs HIF et la voie 
MYC/MYCN.  (A-B) Sous hypoxie, HIF-1 semble inhiber l’activité de MYC (A) alors que 
HIF-2 la favorise en stabilisant le complexe MYC-MAX (B). (C) A son tour, MYC serait en 
mesure de réguler la voie HIF-2α via Nanog et Sox2 pour maintenir l’autorenouvellement des 
cellules souches tumorales (Das et al, 2019). GSH, glutathion ; MAX, myc-associated factor X ; 
CSC, cancer stem cells.  
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En résumé, l’hypoxie est courante dans les tumeurs solides et plus spécifiquement dans 

les GHG. Les facteurs HIF sont capables de moduler une multitude de gènes impliqués dans 

des mécanismes pro-tumogéniques : angiogenèse, reprogrammation métabolique, prolifération 

tumorale, survie, apoptose et maintien des cellules souches tumorales (Figure 52). De plus, la 

pseudo-hypoxie induite par des altérations oncogéniques mène à une activation exacerbée des 

voies de l’hypoxie et contribuent au phénotype tumoral. Cependant, l’essentiel des 

connaissances actuelles sur ces facteurs HIF sont issues d’études réalisées dans les GHG 

l’adulte ou dans d’autres types de cancers et très peu de données sont disponibles en pédiatrie. 

Dans ce contexte, de récents travaux menés au sein de notre équipe ont visé à explorer le rôle 

de ces facteurs HIF spécifiquement dans les GHG pédiatriques, d’autant plus qu’ils peuvent 

être à l’origine d’une résistance aux traitements et corrélés à un mauvais pronostic dans de 

nombreux cancers. De ce fait, ils constitueraient une alternative potentielle pour cibler les GHG 

pédiatriques indépendamment de leur réarrangements moléculaires et épigénétiques spécifiques 

(cf II).  

 

  

 

Figure 52 : Le rôle central de l’hypoxie et des facteurs HIF dans différents processus 
oncogéniques (Wigerup et al, 2016) 
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III.5. Implications pronostiques et thérapeutiques de l’hypoxie et des facteurs 
HIF dans les GHG pédiatriques 

 
III.5.1. Rôles connus des facteurs HIF dans les GHG pédiatriques 

Les rôles des facteurs HIF dans le contexte spécifique des GHG pédiatriques ont été peu 

étudiés à ce jour. L’essentiel de la caractérisation des rôles des facteurs HIF sont issues de GHG 

adultes ou d’autres cancers. Néanmoins, les GHG pédiatriques peuvent présenter des 

caractéristiques typiques de prolifération et/ou de nécrose périvasculaire associées à une 

hypoxie intra-tumorale. Les GBM sont notamment caractérisés par un noyau hypoxique et 

nécrotique, entouré de pseudo-palissades. Des GHG pédiatriques de la ligne médiane comme 

le DIPG sont hypoperfusés et les analyses histochimiques révèlent un important marquage des 

facteurs HIF. On y retrouve également des altérations de la voie PIK3/AKT/mTOR, centrale 

dans la régulation des HIF, avec des mutations de PI3KCA, TP53, MYC ou PTEN  (cf II) 

(Johnson et al., 2017; Mackay et al., 2017; Schwartzentruber et al., 2012b; Wu et al., 2014). 

L’implication des facteurs HIF a également été mise en évidence dans d’autres cancers 

pédiatriques comme l’ostéosarcome (Pierrevelcin et al., 2020).  

Des travaux publiés par notre équipe en 2017 constituent l’une des premières études 

consacrées spécifiquement aux rôles des facteurs HIF dans les DIPG/DMG. Ils ont pu 

démontrer une forte activation de la voie mTOR/HIF-1α/HIF-2α associée à une surexpression 

de gènes impliqués dans les voies de l’hypoxie tels que RAS, MAPK, AKT, VEGFA ou VHL. 

Par ailleurs, les lignées tumorales montraient une accumulation de lactate en hypoxie, corrélée 

à une activation constante de la glycolyse, ainsi que la glutaminolyse (Blandin et al., 2017; 

Nguyen et al., 2017). Une autre étude souligne la même implication des voies de la glycolyse 

associée à une expression différentielle des facteurs HIF dans des lignées de DIPG (Waker et 

al., 2017). Plus récemment, de nouveaux résultats dans l’épendynome pédiatrique de la fosse 

postérieure suggèrent que reprogrammation métabolique et notamment la glutaminolyse de ces 

tumeurs en réponse à l’hypoxie impacte l’épigénome des histones et favorise l’hypométhylation 

de H3K27, reflétant des anomalies épigénétiques caractéristiques des GHG pédiatriques de la 

ligne médiane. L’accumulation d’α-kétoglutarate issu de la glutaminolyse favoriserait 

notamment la déméthylation des histones par les complexes KDM (cf II.4.1.1) (Englinger et 

al., 2020; Michealraj et al., 2020). Ces différents résultats renforcent les arguments en faveur 

d’une implication des facteurs HIF dans la progression tumorale des GHG pédiatriques, 

d’autant plus que l’hypoxie et les facteurs HIF peuvent être corrélés à un mauvais pronostic. 
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III.5.2. Impact pronostic des facteurs HIF  

La surexpression des facteurs HIF est caractéristique des tumeurs solides et est souvent 

corrélée à un mauvais pronostic pour les patients (Keith et al., 2011) (Tableau 6). L’hypoxie et 

l’expression des facteurs HIF est associée à une faible survie dans différents cancers, parmi 

lesquels le neuroblastome (Das et al., 2005), l’oligodendrogliome (Birner et al., 2001a), 

l’ostéosarcome (Mizobuchi et al., 2008; Pierrevelcin et al., 2020), le cancer de l’ovaire (Birner 

et al., 2001b) ou le cancer du sein (Kronblad et al., 2006).  

A ce jour, les données cliniques concernant l’impact pronostique des facteurs HIF dans 

les GHG pédiatriques sont très limitées. En 2018, notre équipe de recherche a pu montrer une 

corrélation prédictive des marqueurs hypoxiques, métaboliques et en imagerie avec les résultats 

des patients. La diminution du coefficient ADC, témoignant d’une plus forte cellularité et donc 

d’une hypoxie tumorale plus prononcée, était corrélée à de pires évolutions pour le patient et 

une association significative a pu être effectuée avec l’expression de HIF-2α. De son côté, HIF-

1α a été corrélé au coefficient ADC et à la glutaminolyse (Entz-Werle et al., 2018). Les 

marqueurs hypoxiques ont également été corrélés à une mauvaise survie dans l’épendynome 

léthale infantile (Michealraj et al., 2020). 

Ces données préliminaires rejoignent les résultats obtenus chez l’adulte. De par son 

expression ubiquitaire, HIF-1α a longtemps été considéré comme le principal médiateur de 

l’hypoxie. Néanmoins, de plus récentes études suggèrent que HIF-2α serait particulièrement 

Tableau 6 : Corrélations observées entre les expressions des HIF-α et l’aggravation du 
pronostic dans différents cancers (Keith et al, 2011) 
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impliqué dans les tumeurs cérébrales de haut-grade. HIF-2α seul et non HIF-1α est inversement 

corrélé à la survie des patients dans le GBM adulte (Keith et al., 2011; Li et al., 2009b; Renfrow 

et al., 2018) (Tableau 6).  
 

III.5.3. Implications thérapeutiques des facteurs HIF 

III.5.3.1. Rôle de l’hypoxie dans la résistance aux traitements 

Les différents mécanismes modulés par les facteurs HIF et décrits jusqu’ici contribuent 

à la résistance des cellules tumorales hypoxiques aux traitements conventionnels : 

reprogrammation métabolique, dérégulation du cycle cellulaire et de l’apoptose, activation de 

l’angiogenèse. Les mécanismes de résistance peuvent varier selon le type de traitement, les 

mécanismes moléculaires sous-jacents ou le type cellulaire. Encore une fois, très peu de 

données existent sur ces aspects dans les GHG pédiatriques. 

• L’hypoxie et la radiorésistance des tumeurs 

L’hypoxie tumorale est couramment associée à une radiorésistance des tumeurs 

(Boulefour et al., 2021). Dès les années 1930, Mottram, Crabtee et Cramer ont montré que les 

cellules étaient bien plus sensibles aux rayons X en présence d’O2. Cela se traduit par une 

augmentation de l’OER (Oxygen enhancement ratio), un rapport de doses de rayonnement à 

délivrer en hypoxie/air ambiant pour atteindre le même effet biologique (Crabtree et al., 1933). 

Dans les zones hypoxiques, la quantité de rayonnements ionisants nécessaires serait 2 à 3 fois 

plus élevée que dans des zones normoxiques. Les tumeurs hypoxiques sont par définition plus 

résistantes à la radiothérapie en raison de l’absence d’O2. Les rayonnements peuvent induire 

des effets directs sur les cellules tumorales via des cassures double-brins, mais les effets 

indirects via l’hydrolyse de l’eau sont plus faibles en raison de la formation limitée de ROS 

(Brown and Wilson, 2004). Par ailleurs, ces ROS sont également sous la modulation des 

facteurs HIF (cf III 3.3.2). 

Cette radiorésistance des cellules en hypoxie peut aussi être associée à l’activation par 

HIF des voies de réparation de l’ADN. Les facteurs HIF sont capables de réguler à la hausse 

l’ADN-PK (protéine kinase ADN-dépendante) et des protéines du BER dans les cellules 

hypoxiques (Um et al., 2004). Une récente étude issue de notre équipe a mis en évidence des 

altérations des voies de réparation de l’ADN dans les GHG pédiatriques. Elles se traduisent 

notamment par une surexpression de PARP1, corrélée à une radiorésistance des tumeurs mais 

aucun lien direct avec les facteurs HIF n’a été investigué dans le cadre de cette étude (Entz-

Werlé et al., 2021).  
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• L’hypoxie et la résistance aux chimiothérapies 

De manière générale, la résistance des tumeurs hypoxiques aux chimiothérapies peut 

être associée au microenvironnement tumoral, notamment l’hypoperfusion sanguine de ces 

tumeurs qui limite la diffusion du composé au sein de la masse tumorale (Zlotecki et al., 1995).  

Par ailleurs, les cellules tumorales et endothéliales sont dotées d’un système de transporteurs 

membranaires capables de refluer les molécules à l’extérieur de la tumeur. On peut notamment 

citer les transporteurs ABC, qui sont particulièrement présents au niveau de la BHE (cf Figure 

8). Or, HIF-1α est capable d’activer des gènes de la famille de ces transporteurs ABC : MDR1 

(multidrug resistance-1) et MRP1 (multidrug-resistance-associated protein). Comme leurs 

noms l’indiquent, ces gènes ont été associés à des phénomènes de résistance à diverses 

chimiothérapies comme les vinca-alkaloides et les anthracyclines (MDR1) ou l’irinotecan et 

l’étoposide (MRP1) (Chen et al., 2009; Liu et al., 2008; Zhu et al., 2005).  
 

• L’hypoxie et la résistance aux thérapies ciblées 

L’activation de la voie PI3K/AKT/mTOR est récurrente au cours de l’adaptation des 

tumeurs à l’hypoxie, dans laquelle mTOR est régulé à la hausse pour stabiliser HIF-1α (cf). Par 

ailleurs, plusieurs études ont montré que des tumeurs comme les GHG, les neuroblastomes ou 

les ostéosarcomes sont sensibles à l’inhibition de mTOR (Geoerger et al., 2012; Gore et al., 

2013; Houghton et al., 2008; Land and Tee, 2007). L’inhibition de mTOR est ainsi devenue 

une nouvelle stratégie thérapeutique, combinée ou non à la chimiothérapie dans le traitement 

de ces cancers. Néanmoins, les résultats, bien que prometteurs, ont mis en évidence une boucle 

de rétroaction capable de réactiver mTOR via la voie Ras/MAPK et entrainant une résistance 

aux traitements (Butler et al., 2017; Zitzmann et al., 2010).  

Des travaux pré-cliniques au sein de notre équipe ont montré une activation similaire de 

la voie RAS/MAPK dans des lignées de GHG pédiatriques, à l’origine de la résistance à 

l’inhibition de la voie mTOR/HIF (protocole RAPIRI). Cette résistance était notamment 

observée dans des cellules surexprimant la voie EPAS1/HIF-2α (Nguyen et al., 2017).  

En 2020, notre équipe a publié les premiers résultats d’une étude de phase I, consacrée 

à l’inhibition de la voie mTOR/HIF1 chez des patients atteints de tumeurs cérébrales malignes 

et de sarcomes (SFCE-RAPIRI) (Jannier et al., 2020a). 45% des patients ont montré un arrêt de 

l’évolution de la maladie à 8 semaines de traitements et 35,5% à 16 semaines en réponse au 

traitement. De plus, parmi tous les biomarqueurs, l’hyperexpression de HIF-2α était corrélée 

avec une progression tumorale en dépit de l’inhibition de mTOR/HIF-1α. En parallèle, les taux 
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de VEGF-D diminuaient chez les répondeurs partiels et augmentaient dans les profils d’une 

maladie progressive. 

Ces résultats suggèrent une implication thérapeutique de HIF-2α dans la résistance au 

traitement ciblant la voie mTOR/HIF-1α et en fait un facteur potentiel de mauvais pronostic 

dans les GHG pédiatriques. L’implication apparente des facteurs HIF dans l’adaptation 

tumorale à l’hypoxie et la résistance aux traitements des GHG pédiatriques conduisent 

inexorablement à leur ciblage pharmacologique dans la lutte contre ces tumeurs. 

III.5.4. Ciblage moléculaire des facteurs HIF 

Les facteurs HIF font l’objet de multiples ciblages pharmacologiques dans le but de 

bloquer l’adaptation des cellules tumorales à l’hypoxie. Certains inhibiteurs ont été 

spécifiquement développés mais la plupart résultent d’un repositionnement de médicaments. Il 

peut s’agir d’un ciblage direct en agissant sur la transcription, la traduction, la 

dégradation/stabilisation ou la dimérisation des sous-unités HIF (Figure 53). Ce ciblage peut 

aussi être indirect en inhibant notamment des voies de signalisation, parmi lesquelles la voie 

PI3K/AKT/mTOR constitue une cible récurrente. La rétroactivation de mTOR en réponse à 

l’inhibition mTOR/HIF-1α souligne une certaine addiction oncogénique des cellules tumorales 

à cette voie dans leur adaptation à l’hypoxie. Elle contrôle notamment la traduction de l’ARNm 

des facteurs HIF.  

Le  choix de ces inhibiteurs dépend du mode d’action recherché et peut aboutir à une inhibition 

plus ou moins spécifique de l’une et/ou l’autre des sous-unités HIF-α (voir la review de 

(Wigerup et al., 2016). 
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III.5.4.1. L’inhibition de HIF-1α 

Par son expression ubiquitaire et son omniprésence dans les régulations hypoxiques, 

HIF-1α est considéré comme le premier médiateur de l’hypoxie et concentre l’essentiel des 

inhibiteurs HIF développés à ce jour (Semenza, 2003) (Figure 53). Parmi eux, on trouve des 

inhibiteurs de la topoisomérase I (TOP I) (irinotecan, topotecan, camptothecan) (Guérin et al., 

2012; Rapisarda et al., 2002) ou des agents intercalants (inomycine, daunorubicine, 

doxorubicine) (Lee et al., 2009). D’autres composés  agissent sur la voie PI3K/mTOR qui est 

suractivée dans les GHG et module HIF-1α à travers MTORC1 (Majumder et al., 2004; Thomas 

et al., 2006). Des inhibiteurs des récepteurs RTK (herceptine, Gleevec, erlotinib, gefinitib) ou 

de mTOR (rapamycine, temsirolimus, everolimus) ont montré une capacité à bloquer l’activité 

de HIF-1α.  

Dans notre équipe, un travail antérieur basé sur les cancers du côlon a montré une forte 

inhibition de HIF-1α en réponse à l’irinotecan dans des microenvironnements tumoraux où les 

Figure 53 : Mode d’action des inhibiteurs des HIF-α à différentes étapes de la voie de 
régulation hypoxique (Wigerup et al, 2016) 
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taux d’O2 varient de 5 à 1% (Guérin et al., 2012; Pencreach et al., 2009). Il est un parfait 

exemple d’un repositionnement de drogue en vue d’inhiber HIF-1α. Cet inhibiteur de la 

topoisomérase I, initialement destiné à endommager l’ADN tumoral, inhibe la traduction de 

l’ARNm de HIF-1α et diminue les taux de protéines et les gènes cibles de HIF-1α dans des 

xénogreffes de côlon (Figure 51). Dans le cadre du protocole RAPIRI, le ciblage de 

mTOR/HIF-1α par la combinaison de l’irinotecan et de la rapamycine (inhibiteur de mTor) ont 

montré un effet antiprolifératif sur des lignées de GHG et une diminution des expressions HIF-

1α et mTORC1. Ce même traitement a montré une diminution de la croissance tumorale chez 

les patients pédiatriques (Jannier et al., 2020b). Néanmoins, les résistances aux traitements 

rencontrées dans ces études et corrélées à l’expression de HIF-2α suggèrent une inhibition 

additionnelle de la sous-unité HIF-2α. 
 

III.5.4.2. L’inhibition de HIF-2α 

L’inhibition de HIF-2α a finalement suscité un intérêt grandissant au fur et à mesure que 

les études centrées sur HIF-1α ont montré certaines limites thérapeutiques. Dans les GHG, la 

valeur pronostique de HIF-2α discutée précédemment renforce encore davantage l’intérêt d’une 

inhibition de cette sous-unité. Des études en spectrométrie à résonance magnétique et en 

cristallographie initiées dans les années 2000 ont identifié une cavité singulière de 290Å3 dans 

le domaine PAS-B de HIF-2α, que ne possèdent pas HIF-1α et HIF-3α (Scheuermann et al., 

2013a). Cette découverte a donné naissance à différentes molécules : les composés nommés 

« Compound 2 » et « Compound 37 » (Scheuermann et al., 2013b) ainsi que les composés de 

type PT2385 (Wallace et al., 2016) et ses dérivés de nouvelles générations PT2399 (Chen et al., 

2016) ou PT2977 (commercialisé sous le terme de belzutifan) (Xu et al., 2019). Ces molécules 

sont capables de se fixer de manière spécifique au domaine PAS B de la sous-unité HIF-2α, ce 

qui empêche sa dimérisation avec HIF1-β (ou ARNT) et bloque l’activité transcriptionnelle de 

HIF-2α (Figures 51 et 52). Les composés de type PT2385 sont donc des inhibiteurs directs et 

spécifiques de HIF-2α et ne se lient pas à HIF-1α ou HIF-3α (Scheuermann et al., 2013a, 2015), 

ce qui représente un avantage sélectif majeur. 

 

 

 

 



 

 
 

123 

 

Deux inhibiteurs de ce type ont pu être testés au sein de notre équipe : le PT2385 et le 

PT2977. Les résultats préliminaires obtenus dans le cadre de cette thèse (non publiés) nous ont 

amené à privilégier le PT2385 car ce dernier montrait notamment une meilleure solubilité et 

une inhibition fonctionnelle plus prononcée de HIF-2α et de ses gènes cibles. De plus, ce 

composé reste à ce jour l’inhibiteur de HIF-2α le mieux documenté et a fait l’objet de différentes 

études, dont des approches cliniques, en particulier dans les carcinomes des cellules rénales 

(Chen et al., 2016; Cho and Kaelin, 2016; Courtney et al., 2018; Wallace, 2016), le 

neuroblastome et plus récemment dans le GBM (Renfrow et al., 2020). Les approches cliniques 

ont montré qu’il est bien toléré par les patients. Les résultats obtenus à ce jour confirment qu’il 

inhibe les cibles en aval de HIF-2α et permet de réduire la croissance tumorale in vitro et in 

vivo dans les tumeurs où HIF-2α est surexprimé. Dans des modèles de souris développant des 

GBM dérivés de patients, les traitements de PT2385 augmentent la survie des animaux par 

rapport aux placebos (Renfrow et al., 2020). Ces études se rejoignent également sur le fait que 

l’inhibition de HIF-2α seule n’a aucun impact sur la prolifération et la migration cellulaire in 

vitro. Ce phénomène soulève la question d’une activité compensatoire de HIF-1α et de la 

complémentarité entre les deux sous-unités HIF (Kondo et al., 2003; Ratcliffe, 2007). 

Cependant, d’autres travaux sur le neuroblastome n'ont montré aucun effet bénéfique de 

Figure 54 : Structure moléculaire du complexe hétérodimérique HIF-2α/HIF-1β et site de 
liaison des molécules de type PT2385. (Martinez-Saez et al, 2017) 
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l’inhibition de HIF-2α par le PT-2385, aussi bien sur la transcription des gènes cibles que sur 

la prolifération cellulaire ou la réponse aux traitements (Persson et al., 2020).  

A ce jour, aucune étude n’a évalué l’effet d’une inhibition de HIF-2α par le PT2385 

dans des GHG pédiatriques.  

 

Les caractérisations moléculaires des GHG pédiatriques ont fourni de précieuses 

informations sur les principaux moteurs oncogéniques intrinsèques de ces tumeurs. Un certain 

nombre d’éléments commencent également à souligner un impact du microenvironnement 

hypoxique sur la progression tumorale des GHG pédiatriques et le ciblage des facteurs HIF 

pourrait alors constituer une nouvelle approche thérapeutique d’intérêt. Cependant, l’inhibition 

de HIF-2α par des composés de type PT2385 dans des GHG pédiatriques n’a jamais été réalisée 

et nécessite la mise au point de modèles d’étude pré-cliniques in vitro qui reconstituent au mieux 

l’hétérogénéité biologique de ces tumeurs et leurs facteurs micro-environnementaux. Ces 

modèles d’études in vitro représentent une étape incontournable et visent à caractériser les 

conséquences biologiques de cette inhibition et d’optimiser les traitements avant d’envisager 

une potentielle application in vivo coûteuse et éthiquement sensible. L’approche exploratoire 

de l’inhibition de HIF-2α dans des GHG pédiatriques réalisée dans le cadre de cette thèse a été 

uniquement développée dans des modèles in vitro. Ainsi, cette dernière partie récapitulera 

brièvement les différents modèles in vitro développées à ce jour dans la modélisation du 

microenvironnement du cerveau et des tumeurs cérébrales. Pour davantage d’informations sur 

les modèles in vivo utilisés dans les GHG pédiatriques, la récente revue de Li et Langhaus peut 

être consultée en parallèle (Li and Langhans, 2021). 
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IV. LES MODELES D’ETUDES IN-VITRO DES GHG 
 

Les modèles d’étude in vitro se basent sur la culture de lignées cellulaires dérivées à 

partir de tumeurs. Ils permettent d’en explorer des mécanismes moléculaires en reconstituant 

des aspects mécanistiques clés des tumeurs, au sein d’un contexte expérimental défini et 

contrôlé par l’expérimentateur. La variation artificielle des paramètres expérimentaux permet 

d’obtenir des résultats précis, reproductibles et statistiquement fiables.  

IV.1. Les lignées de cellules cancéreuses en culture 2D  

A l’instar de l’adulte, des lignées de GHG pédiatriques commerciales ont été 

développées et mises à disposition de la communauté scientifique. Toutefois, ces lignées 

dérivées de GHG pédiatriques se sont longtemps limitées à des tumeurs hémisphériques, la 

faute à un manque de matériel biologique dans les DIPG/DMG (Brabetz et al., 2018; Xu et al., 

2015b). Trois lignées commerciales ont été particulièrement utilisées : KNS42 et SF188, 

dérivées de glioblastomes hémisphériques de patients de 16 et 8 ans (Takeshita et al., 1987) et 

UW479, dérivée d’un astrocytome anaplasique d’un enfant de 13 ans (Nguyen et al., 2017). 

Elles sont cultivées en monocouches, dans un milieu supplémenté en sérum (condition 2D).  

Cependant, l’amplification continue des lignées commerciales sur plusieurs décennies aboutit 

à une sélection clonale et une dérive génétique au fil des passages. Par conséquent, les propriétés 

moléculaires des cellules tumorales peuvent varier et le comportement biologique ne sera 

finalement plus représentatif de celui de la tumeur originelle (Clark et al., 2010). Les lignées 

commerciales constituent donc un modèle limité pour l’étude in vitro des tumeurs. 

Sur ce point, une première avancée a été rendue possible par la systématisation 

progressive des biopsies exploratoires dans les DIPG/DMG. Elles ont permis de développer de 

lignées primaires directement dérivées de la tumeur du patient (PDCL = Patient derived cell 

line). Ces PDLCs conservent les caractéristiques histomoléculaires de la tumeur (exemple de la 

mutation driver H3K27M) tout en reconstituant l’hétérogénéité tumorale interindividuelle, 

ouvrant la voie à une médecine personnalisée (Blandin et al., 2019; He et al., 2021). Une 

centaine de PDCLs ont été dérivées au sein de notre laboratoire, comprenant notamment les 

lignées BT35, BT68, BT69 et BT83, qui conservent les mutations H3K27M ont été utilisées 

dans le cadre de cette thèse (Blandin et al., 2019) (Tableau 7). Le développement de ces lignées 

s’inscrit notamment dans le programme PEDIAMODECAN et plus particulièrement 

PEDIAGLIO, visant à développer des modèles d’études précliniques de gliomes pédiatriques. 
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Là encore, la culture en monocouche (2D) des PDCLs se heurte aux mêmes risques de 

dérive génétique au fil des passages. De plus, ce sont des populations homogènes qui ne peuvent 

pas pleinement reconstituer l’hétérogénéité tumorale, ni les facteurs environnementaux. 

L'avènement de la culture des sphéroïdes a pu compenser certaines limites des cultures 2D 

conventionnelles.  

 

Tableau 7: Caractéristiques cliniques des GHG pédiatriques mutés H3.3K27M  et utilisés 
pour la dérivation des PDCLs de cette thèse (Blandin et al, 2019) 
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IV.2. Les modèles 3D de type sphéroïde 

IV.2.1. Les neurosphères 

 Les neurosphères sont les modèles 3D in vitro de type sphéroïdes les plus courants dans 

la recherche sur les gliomes (Ruiz-Garcia et al., 2020). Ils se développent à partir de la 

prolifération et de l’expansion clonale d’une CSC (Fennema et al., 2013; Hemmati et al., 2003; 

Singh et al., 2003). Ces cellules sont usuellement cultivées dans un milieu de faible adhérence 

et dépourvu de sérum. Plusieurs tumeurs cérébrales pédiatriques, et notamment des DIPG, ont 

été cultivées avec succès en neurosphères (Monje et al., 2011; Welby et al., 2019), y compris 

au sein de notre équipe (Blandin et al., 2019). 
 

IV.2.2. Les sphéroïdes tumoraux multicellulaires (MCTS)  

Les MCTS utilisent les capacités d’agrégation et de compaction de différentes cellules 

souches tumorales en suspension (Tung et al., 2011), qui forment des sphéroïdes. Ces MCTS 

sont apparues dans la recherche sur les gliomes en 1989 avec les travaux de Mashimaya et al 

(Mashiyama et al., 1989). Ils peuvent dépendre ou non de la présence d’une structure d’ancrage. 

Les MCTS standards se forment en suspension dans le milieu. Ils sont couramment 

obtenus par la méthode de la goutte suspendue (ou gouttelette inversée) où les cellules 

s’agrègent et forment des sphéroïdes par gravité. Cette méthode est peu coûteuse et peut 

atteindre une efficacité de près de 100% (Blandin et al., 2019; Kelm et al., 2003). Ces modèles 

permettent d’étudier notamment les interactions cellule-cellule au cours du développement des 

tumeurs. Cependant, l’absence de matrice extracellulaire ne permet pas d’étudier les 

interactions cellules-hôte, qui sont un facteur clé dans les pathologies tumorales. 

 
IV.2.3. Les modèles 3D avec matrice extracellulaire 

Dans ces modèles, les cellules ou les sphéroïdes sont encapsulées (= « matrice with 

scaffold ») dans des biomatériaux qui imitent la composition et les propriétés physiques de la 

MEC. Les hydrogels sont les structures les plus courantes ; ils forment un réseau de polymères 

réticulés hydrophiles et poreux, qui fournit un environnement biomimétique 3D. Il récapitule 

ainsi des fonctions de soutien de la survie, de la croissance et de la différenciation cellulaires 

assurée par la MEC cérébrale. 

Les hydrogels naturels les plus couramment utilisés sont le collagène I et le Matrigel, 

majoritairement constitué d’un mélange de collagène et de laminine. Néanmoins, leur 

composition n’est pas bien adaptée à celle de la MEC cérébrale (Caragher et al., 2019). Des 

hydrogels synthétiques tels que le polyéthylène glycol (PEG), complémenté en acide 



 

 
 

128 

hyaluronique (HA), sont souvent privilégiés pour imiter la MEC du cerveau et ont permis de 

cultiver des lignées issues de GBM (Wang et al., 2014). Néanmoins, le microenvironnement 

tumoral des gliomes possède un MEC plus riche en collagène que la normale et les structures à 

base de collagène ont aussi été utilisées avec succès (Lv et al., 2016). Un autre hydrogel 

synthétique nommé MAX8-β a permis la culture de lignées issues de médulloblastomes 

pédiatriques(Worthington et al., 2017). 

Ces hydrogels souples ont été conjugués à des structures solides à base de protéine en 

fibroïne de soie et ont permis de distinguer des zones d’ancrage des somas des neurones (zone 

solide) et de croissance et connectivité axonale (zone souple) (Chwalek et al., 2015). Plus 

récemment, cette approche a été utilisée pour la culture de différents types de tumeurs cérébrales 

pédiatriques (Sood et al., 2019; Tang-Schomer et al., 2022). 

 
Globalement, les modèles de type sphéroïde avec ou sans matrice sont capables de 

maintenir la pluripotence des CSCs et reconstituent des interactions cellules-cellules et/ou 

cellules-MEC. Selon leur taille, ces sphéroïdes peuvent également présenter des gradients d’O2 

et de nutriments comparables à ceux des tumeurs solides, avec un centre nécrotique, une couche 

intermédiaire quiescente et une couche cellulaire périphérique proliférative (Blandin et al., 

2019; Hirschhaeuser et al., 2010; Mehta et al., 2012). Ces modèles se rapprochent davantage 

de l’architecture tissulaire in vivo, favorisant des réponses physiologiques plus réalistes que les 

cultures 2D (Fennema et al., 2013; Hirschhaeuser et al., 2010; Weiswald et al., 2015) 

Néanmoins, l’hétérogénéité cellulaire de ces sphéroïdes ainsi formés est souvent limitée 

et ces derniers montrent un profil particulièrement enrichi en CSCs, alors que ces cellules 

souches représentent une proportion très limitée dans les tumeurs. Sur ce point, les organoïdes 

cérébraux reconstituent un microenvironnement cellulaire bien plus varié et complet. 

 

IV.2. Les organoïdes cérébraux 

Les organoïdes cérébraux sont une technologie émergente pour l’étude des tumeurs 

cérébrales pédiatriques. Ils sont généralement développés avec des cellules souches 

embryonnaires (ESC) ou des cellules souches pluripotentes induites (iPSCs) (Lancaster and 

Knoblich, 2014; Lancaster et al., 2013; Tuveson and Clevers, 2019).  Ces cellules sont capables 

de récapituler l’histoarchitecture, la composition cellulaire et les aspects physiologiques du tissu 

primaire mature duquel elles ont été dérivées grâce à leur capacité à s’auto-renouveler et à se 

différencier.  
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Les travaux novateurs publiés par Lancaster et al (2013) ont révolutionné les approches 

in vitro dans le contexte cérébral. Pour la première fois, ils sont parvenus à reconstituer 

artificiellement des organoïdes cérébraux, sous la forme de cerveaux miniatures communément 

appelés « mini-brains » (Figure 55). Ces modèles offrent une modélisation bien plus complète 

du microenvironnement cellulaire cérébral et sont capables de reconstituer l’architecture et 

l’interconnectivité de différentes régions du cerveau. Ils montraient notamment un cortex 

cérébral avec des cellules progénitrices qui s’auto-organisent dans l'espace et se différencient 

en neurones corticaux matures (Lancaster and Knoblich, 2014). Ces organoïdes cérébraux ont 

ensuite pu être utilisés à travers diverses applications permettant de reconstituer le 

développement de GHG et sont de nouveaux outils incontournables en recherche fondamentale 

(Figure 56).  

Des mini-brains de ce type ont été génétiquement modifiés via la technologie 

CRIPR/Cas9 pour introduire des mutations oncogéniques, qui ont abouti à la formation de 

gliomes avec des altérations moléculaires typiques des GHG (par exemple TP53, protéine Ras, 

MYC, CDKN2A, EGFR, PTEN) (Ballabio et al., 2020; Bian et al., 2018; Ogawa et al., 2018). 

Plus récemment, une étude a modélisé des caractéristiques in vivo du médulloblastome dans 

des organoïdes de type cérébelleux (Ballabio et al., 2020). D’autres études ont pu développer 

des GHG dans des organoïdes sains après y avoir injecté des CSC ou des sphéroïdes issues de 

GBM (Linkous et al., 2019; Ogawa et al., 2018). Ces modèles permettent d’étudier l’interaction 

entre les tissus sains et la tumeur. Enfin, des organoïdes de glioblastomes ont pu être 

directement dérivés à partir d’échantillons de tumeurs cérébrales de patients et permettent de 

Figure 55  

A B C 

Figure 55: Progression du développement d’un organoïde cérébral à partir de cellules 
souches pluripotentes humaines. (A) Au 5ème jour, le corps embryoïde montre des signes de 
différenciation ectodermique avec la présence de tissu clair. La surface lisse indique que le tissu 
est sain. (B) Au 10ème jour, l’organoïde précoce montre de petits bourgeonnements de tissu 
ectodermiques. (C) Au bout du 28ème jour, l’organoïde montre de grands tissus neuronaux 
(flèches) qui se développent une fois intégrés dans le Matrigel. Barre d’échelle = 200 µm 
(Lancaster et al, 2013) 
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reconstituer la cytoarchitecture tumorale. Ces organoïdes dérivés de GBM (GBO) récapitulent 

finalement les caractéristiques histologiques, la diversité cellulaire, l’expression des gènes et 

les profils mutationnels de leur tumeurs parentales. Ils présentent de plus un gradient hypoxique 

et une hétérogénéité tumorale régionale (Hubert et al., 2016; Jacob et al., 2020). 

 

Les organoïdes semblent capables de reconstituer les structures cérébrales avec une 

distribution cellulaire et des caractéristiques génétiques et phénotypiques préservées. Ils 

représentent un modèle précieux pour mieux comprendre l’initiation et la progression tumorales 

et prédire la réponse aux traitements. Cependant, ces modèles sont souvent dépourvus de 

vaisseaux sanguins, ce qui les rend incompatibles avec les traitements ciblant l’angiogenèse et 

omettent le rôle de la BHE. De plus, bien que la présence des gradients d’O2 et d’un noyau 

Figure 56 : Principes de développement de différents organoïdes de gliomes. (1) 
Organoïdes génétiquement modifiés. (2) Transfert de matériel tumoral dans un organoïde sain. 
(3) Organoïdes directement dérivés d’un échantillon tumoral de patient. (Ruiz-Garcia et al, 
2020) 
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nécrotique permettent d’étudier l’impact de l’hypoxie, ils limitent en même temps la longévité 

de la culture. Pour pallier à ce point, des dispositifs microfluidiques ont été incorporés.  

IV.3. Les dispositifs microfluidiques 

Les modèles de cerveau basés sur la microfluidique (= « brain-on-a-chip ») ont été 

développés pour reconstituer plus fidèlement l’aspect dynamique du cerveau. Ils peuvent 

intégrer des unités fonctionnelles au sein de constructions tissulaires simplifiées pour mieux 

prédire la réponse physiologique à l’échelle d’un organe. Ils permettent de mimer des flux 

permettant un apport régulier d’O2 et de nutriments et l’élimination des déchets. La plupart de 

ces dispositifs sont fabriqués en polydiméthylsiloxane (PDMS), un composant biocompatible 

et optiquement transparent, capable d’absorber et d’adsorber des molécules chimiques et qui 

peut être coaté avec des composants de la MEC. Ils sont globalement catégorisés en différents 

types selon le phénomène étudié.  

IV.3.1. Les dispositifs de type « neurons-on-a-chip » 

Ces dispositifs présentent des cultures cellulaires compartimentées et des microcanaux, 

inspirés des chambres de Campenot (Campenot, 1977) (Figure 57A). Ils permettent notamment 

de séparer le soma, l’axone et les dendrites des neurones et de maintenir un isolement des 

fluides. Ces différentes parties des neurones peuvent ainsi être traitées avec divers composés. 

A travers ce dispositifs, des études se sont intéressées à la dynamique des axones et des 

dendrites sous l’effet de facteurs modulateurs (Hengst et al., 2009)  ou aux différentes étapes 

de la myélinisation axonale (Kerman et al., 2015). Il peut être également couplé à une matrice 

de microélectrodes (MEA) pour enregistrer l’activité électrique physiologique du réseau de 

neurones ou en réponse à des traitements. Au sein de notre équipe, cette approche a permis de 

montrer pour la première fois l’impact de lignées tumorales issues de GHG pédiatriques sur 

l’activité électrique extracellulaire d’un réseau de neurones glutamatergiques (Fuchs et al., 

2021).  

IV.3.2. Les dispositifs multicellulaires stratifiés 

Un dispositif microfluidique plus complexe a été développé avec une stratification de 

microcanaux organisés en couches et séparées par une membrane poreuse, à la manière d’un 

modèle Transwell (Figure 57B) (Booth and Kim, 2012). Ce type d’approche est 

particulièrement utile pour imiter et étudier l’implication de la BHE. Il reconstitue non 

seulement sa structure, mais y ajoute surtout la dimension dynamique, à travers le maintien d’un 

flux continu de part et d’autre de la membrane, imitant le flux sanguin. Un modèle 
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microfluidique a été établi pour étudier l’invasion de cellules tumorales de GBM à travers des 

cellules endothéliales et mimer l’infiltration des tissus sains. Il a été démontré que les cellules 

endothéliales favorisent l’invasion des cellules de GBM (Chonan et al., 2017; Xu et al., 2016). 

D’autres dispositifs ont reproduit la capacité de cellules tumorales d’autres cancers (poumon, 

foie, mélanome) à traverser la BHE et métastaser dans le cerveau (Xu et al., 2016).  

IV.3.3. Les modèles microfluidiques 3D 

Les systèmes microfluidiques 3D dits à « haut-contenu » visent à modéliser les circuits 

neuronaux et/ou la BHE en 3D et à les fusionner en un seul bloc constitué d’hydrogel (Figure 

57C). Les circuits neuronaux n’y sont plus restreints dans un plan 2D mais s’agencent dans 

l’espace selon l’orientation prédéfinie des fibrilles d’hydrogel (Bang et al., 2016). Les axones 

en croissance suivent progressivement les fibres alignées grâce à leur capacité de guidage par 

contact. De même, la BHE ne se limite plus à une membrane poreuse ; les cellules endothéliales 

sont capables de former spontanément un réseau vasculaire en 3D, structurellement et 

fonctionnellement similaire aux capillaires in vivo. En fusionnant la BHE et les circuits 

neuronaux en un seul bloc, des études ont montré que la vascularisation favorise la croissance 

axonale et augmente l’activité électrique des neurones (Osaki et al., 2018; Sances et al., 2018). 

La complexification des modèles de microfluidique ouvre la voie à une multitude de 

possibilités dans la reconstitution du microenvironnement cérébral en combinant les aspects 

liés aux réseaux neuronaux, à la BHE et aux cellules gliales. Ils permettront d’étudier les 

impacts liés au microenvironnement dans la progression de ces tumeurs, leur résistance aux 

traitements ou de tester la capacité de nouveaux médicaments à passer la BHE. Dans le cadre 

de l’hypoxie, l’approche microfluidique permet également de contrôler les taux d’O2 dans le 

temps et dans l’espace afin de reconstituer des environnements hypoxiques localisés. Une étude 

s’est par exemple intéressée aux comportements de sphéroïdes tumoraux en conditions 

hypoxiques et a montré qu’ils se compactent et se décompactent en réponse à des variations 

d’O2 comprises entre 0 et 10%. De même, la taille réduite de ces dispositifs les rend compatibles 

avec une utilisation dans un incubateur à taux d’O2 variable.  

Les premières applications des dispositifs microfluidiques dans le domaine des tumeurs 

cérébrales donnent des résultats très encourageants. Ils peuvent ainsi être sérieusement 

envisagés comme un nouvel outil précieux dans la recherche fondamentale sur les GHG 

pédiatriques. 
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Figure 57 : Principales techniques de dispositifs microfluidiques cérébraux de type « 
brain-on-a-chip ». (A) Culture de neurones dans des dispositifs microfluidiques 
compartimentés avec croissance axonale dirigée au sein des microcanaux. Ce dispositif peut 
mettre en jeu une (Haut) ou plusieurs populations de neurones (Bas). (B) Dispositif 
microfluidique avec une membrane poreuse centrale imitant la BHE et séparant deux 
populations cellulaires (cellules endothéliales, neurones, cellules gliales) (Haut). Modèle 
microfluidique de GBM cultivé dans un dispositif à trois canaux où la zone centrale est 
constituée d’une matrice en gel et les canaux adjacents sont ensemencés avec des cellules 
tumorales issues de GBM et des cellules endothéliales. Les cellules de GBM infiltrent la matrice 
en direction des cellules endothéliales (Bas). (C) Modèle microfluidique 3D à trois canaux 
composé d’une zone centrale de fibrine contenant des cellules endothéliales humaines, des 
péricytes et des astrocytes dérivés d’iPSCs, entourée de deux canaux contenant les ISPCs-ECs 
(Haut). Cette conformation résulte sur la formation de réseaux macrovasculaires interconnectés 
et fonctionnels (Milieu). Image confocale de du modèle comprenant les ISPC-EC (CD131-
Vert), les péricytes (F-actine-Rouge), les astrocytes (GFAP-Magenta) et les noyaux (DAPI-
Bleu) (Bas). PDMS Polydiméthylsiloxane = PC = Péricytes ; EC = cellules endothéliales ; AC 
= astrocytes. (Adapté de Tan et al, 2021 et Campisi et al, 2018) 
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Objectifs de la thèse 
 

Les GHG pédiatriques de la ligne médiane semblent se développer dans un contexte 

spécifique, sous-tendu par une multitude d’altérations moléculaires associées à différents 

facteurs du microenvironnement, en particulier l’hypoxie intratumorale et la proximité des 

réseaux neuronaux. Dans ce contexte, le principal objectif de ce travail a été de mieux 

comprendre le rôle du microenvironnement hypoxique et des facteurs HIF-1α et HIF-2α dans 

le développement et la progression tumorale des GHG pédiatriques de la ligne médiane. Les 

résistances thérapeutiques associées à HIF-2α mises en évidence par de précédentes études au 

sein de notre équipe nous ont amené à cibler tout particulièrement la sous-unité HIF-2α. 

Pour répondre à cette problématique, deux principaux axes de travail ont été poursuivis 

tout au long de cette thèse : 

 

  L’étude et le ciblage spécifique de HIF-2α dans les GHG pédiatriques de la 

ligne médiane afin de mieux caractériser les implications moléculaires et 

fonctionnelles de cette sous-unité dans les mécanismes oncogéniques de ces 

tumeurs et de procéder à une stratégie thérapeutique basée sur une inhibition 

combinée des facteurs HIF-1α et HIF-2α.   

 

 Des modèles d’étude pré-cliniques in-vitro 2D et 3D ont été développés à partir 

de tumeurs de patients combinés à des facteurs du microenvironnement tumoral 

des GHG pédiatriques afin de reconstituer l’hypoxie intratumorale et les 

interactions avec les cellules gliales et les réseaux neuronaux environnants. 
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I. Culture cellulaire 

I.1. Développement de lignées de GHG dérivées de patients 

Tous les échantillons utilisés au laboratoire pour dériver des lignées de GHG 

pédiatriques sont issus de biopsies chirurgicales réalisées au CHU de Hautepierre (Strasbourg). 

A l’issue de l’opération et après le consentement du patient (ou de celui des parents dans le cas 

où le patient est mineur), un morceau de l’échantillon biologique est immédiatement immergé 

dans un milieu Hibernate (A1247501, Gibco) et conservé +4°c. Ce milieu permet de maintenir 

la viabilité des cellules ou des tissus d’origine cérébrale, à des niveaux de CO2 ambiants et 

jusqu’à un mois après le prélèvement. Dans le but d’optimiser la dérivation des PDCLs, le 

transfert des échantillons au laboratoire de Bioimagerie et Pathologies (UMR 7021, Faculté de 

Pharmacie d’Illkirch) s’effectue sur glace et dans les 5 jours qui suivent le prélèvement, où ils 

sont pris en charge pour débuter le protocole de dérivation de la lignée (Figure 58).  

 
Lors de son arrivée au laboratoire, l’échantillon biologique est conservé sur glace le 

temps de préparer une solution de collagénase de type IV qui permettra la digestion 

enzymatique de la MEC. 40 mg de collagénase lyophilisée (17104-019 Gibco) sont pesés à 

l’aide d’une balance de précision et dissous dans 10 mL de milieu DMEM/F12 (31331- 028, 

Gibco), afin d’obtenir une concentration de 4mg/mL. L’ensemble est placé sur un agitateur 

rotatif pendant 5 minutes jusqu’à dissolution complète. La suspension de collagénase obtenue 

est filtrée sur 0,22 µm afin de la stériliser. Elle peut alors être transférée dans un tube 

gentleMACSTM de 10 mL (Miltenyi Biotec). A ce stade, la dérivation proprement dite de la 

lignée peut commencer. 

Figure 58 : Représentation schématique des étapes de dérivation de lignées de GHG 
pédiatriques à partir de biopsies de patients (PDCLs) 
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Celle-ci débute par une étape de lavage, qui a pour but de débarrasser l’échantillon des 

déchets biologiques et des globules rouges. Pour cela, le morceau de tumeur est prélevé dans le 

tube d’Hibernate à l’aide d’une pince métallique stérilisée et transféré dans une petite boîte de 

Pétri contenant du Dulbecco's Phosphate Buffered Saline 1X (DPBS, Dutscher). Plusieurs 

lavages successifs peuvent être nécessaires si l’échantillon est particulièrement riche en 

globules rouges. L’échantillon tumoral est ensuite transféré dans le tube GentleMACSTM 

contenant la solution de collagénase IV. Une première dissociation mécanique est alors 

effectuée à l’aide de l’appareil GentleMACSTM (Miltenyi Biotec) et de son programme 

« mbrain_01 ». Si le morceau est particulièrement gros (> 8mm), une dissociation mécanique 

supplémentaire peut-être préalablement effectuée à l’aide de ciseaux chirurgicaux.  

Le tube est ensuite placé sur un agitateur rotatif à 37°c pendant 30 minutes, afin d’activer 

la dissociation enzymatique par la collagénase. Ces deux étapes de dissociations 

mécanique/enzymatique sont ensuite répétées jusqu’à obtenir une suspension homogène dans 

laquelle l’échantillon tumoral est complètement dissous. La suspension obtenue est alors filtrée 

consécutivement sur 100 µm et 70 µm afin de se débarrasser des derniers débris biologiques. 

Pour optimiser la mise en culture et éviter les pertes de matériel biologique, le filtre de 70 µm 

est découpé à l’aide d’un scalpel et mis en culture dans une plaque 6 puits. Le filtrat est quant 

à lui centrifugé pendant 5 min à 300g, puis le culot est resuspendu et mis en culture dans un 

milieu spécifique de type FBS-B27 2% (Tableau 8) dans lequel sont ajoutés 1% de L-glutamine 

(LonzaTM BioWhittakerTM), 1% de pénicilline-streptomycine (LonzaTM BioWhittakerTM) 

et 1% d’amphotéricine B (Sigma). 

La mise en culture est lancée dans une flasque T25 (Nunc) incubée à 37°c ; 5% CO2 et 

régulièrement suivie au microscope dans les jours qui suivent. Selon la vitesse de prolifération, 

le taux de globules rouges et/ou l’acidification du milieu (jaunissement progressif du milieu), 

le milieu est changé au plus tard 7 jours après la mise en culture et au moins une fois par semaine 

par la suite. 

Selon les lignées, la mise en culture dans le milieu de type B27-FBS 2% peut aboutir à 

une prolifération cellulaire en monocouche (conditions MNL ou 2D) et/ou sous forme de 

neurosphères (condition NS ou 3D). Lorsque les cellules atteignent 80 à 90% de confluence, ou 

que les neurosphères sont suffisamment grosses (bien visibles à l’œil nu), les cellules subissent 

un repiquage dans le but d’amplifier la lignée et/ou de la stocker, selon un protocole qui est 

propre à chacune de ces conditions de culture. 
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Ce développement de PDCLs issues de GHG pédiatriques s’inscrit dans le programme 

intitulé PEDIAGLIO, visant à développer des modèles d’études pré-cliniques de gliomes 

pédiatriques.  

I.2. Entretien des PDCLs  

 
I.2.1. Repiquage des cellules en monocouches  

Quelles que soient leurs conditions de culture, toutes les cellules font l’objet d’une 

surveillance permanente à travers au moins deux observations au microscope par semaine. Le 

milieu doit être changé au moins une fois par semaine, ou plus en cas d’acidification du milieu, 

ou de la présence de nombreux débris flottants par exemple. 

Lorsque les cellules en monocouches ont atteint environ 90% de confluence, elles sont 

repiquées. Cette procédure démarre par un lavage au DPBS 1X, puis les cellules sont dissociées 

de la flasque à l’aide d’une solution d’Accutase (A6964, Sigma). L’activation de cette enzyme 

et donc la dissociation des cellules nécessite une incubation à 37°c d’une durée variable selon 

les caractéristiques cellulaires (entre 5 à 10 min la plupart du temps). A l’issue de ce délai, les 

cellules sont encore dissociées mécaniquement en effectuant une série 

d’aspirations/refoulements du volume d’Accutase sur le fond de la flasque à l’aide d’une pipette 

Tableau 8: Composition des milieux de culture des PDCLs : volumes correspondants pour 
la préparation de 50mL de milieu. B27 Supplement (12587010, Gibco); NEAA, Non 
Essential Amino Acids (X0557-100, Dutscher); FBS,  Fœtal Bovine Serum (Dutscher); EGF,  
Epidermal Growth factor (100-008, Reliatech)  ; b-FGF,  basic Fibroblast Growth Factor (300-
003, Reliatech) 
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de 10mL. La flasque est finalement vérifiée au microscope pour s’assurer que les cellules soient 

bien individualisées ; celles-ci peuvent alors être transférées dans un tube de 15mL. Pour éviter 

les pertes, la flasque est lavée avec du DBPS 1X ou du milieu DMEM/F12 standard, puis ce 

volume est ajouté à l’Accutase dans le tube de 15 mL, avant d’être centrifugé 5 min à 300g. Le 

culot est resuspendu dans 1 à 2mL de milieu selon sa taille et un échantillon de 20µL est prélevé 

pour le comptage cellulaire. La plupart du temps, on privilégie un comptage automatisé (TC20, 

Biorad).  

I.2.2. Repiquage des cellules en neurosphères  

Les cellules étant en suspension libre dans le milieu, le volume de milieu est récupéré à 

l’aide d’une pipette de 10mL, transféré dans un tube de 15 mL et centrifugé à 250g pendant 1 

minute. Le culot est ensuite lavé dans 5 à 10mL de DBPS 1X, puis centrifugé à nouveau à 250g 

pendant 1 min avant d’être resuspendu dans 5mL d’Accutase. Le tout est transféré dans une 

T25 neuve et incubé à 37°c pendant 10 à 30 min selon les lignées. En effet, la dissociation 

enzymatique n’est pas réalisée dans la flasque d’origine pour éviter de dissocier et récupérer 

d’éventuelles cellules qui auraient adhéré à la surface (de type MNL). Cela permet de 

sélectionner plus spécifiquement les cellules en condition NS. Une fois la dissociation achevée, 

la suite du protocole est similaire à celui des cellules MNL. En cas d’amas cellulaires restants 

et indissociables, la suspension cellulaire peut être filtrée. 

A l’issue du comptage cellulaire, les cellules peuvent être réensemencées dans une 

nouvelle flasque dans leurs milieux respectifs (Tableau 8) afin de poursuivre leur amplification 

ou stockées à long-terme dans des cryotubes pour une utilisation ultérieure.  
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I.2.3. Réensemencement des lignées 

 

En fonction des résultats du comptage cellulaire, la formule suivante permet de 

déterminer le volume de suspension cellulaire à prélever afin de relancer une nouvelle flasque 

à la densité cellulaire déterminée (voir tableau 9) : 

Volume à prélever (mL) = 
nb cellules nécessaires ∗ 1mL 

nb de cellules/mL
 

Exemple :  

• Résultats du comptage = 1,5.106 cellules / mL 
• Volume total de la suspension cellulaire = 2mL  
• Nombre total de cellules = 1,5.106 * 2 = 3,0.106 cellules  
• Densité de relance = 1,0.106 cellules 

→ Volume de suspension cellulaire à prélever : 
1,0.10^6 ∗ 1000

1,5.10^6
 = 667 µL  

Pour relancer la lignée, du milieu neuf doit être introduit dans la flasque (5mL pour une 

T25 et 10mL pour une T75) avant d’y ajouter le volume de suspension cellulaire, afin d’éviter 

un stress supplémentaire pour les cellules. 

I.2.4. Congélation et stockage des PDCLs 

 La même formule présentée ci-dessus est utilisée pour déterminer le volume cellulaire 

à prélever en vue d’une congélation. Ces cellules sont ensuite re-suspendues dans un milieu 

contenant 50% à 90% de FBS et 10% de DMSO avant d’être transférées dans un cryotube 

annoté et placé à -80°c dans un container de congélation (Dutscher Cryo cooler 913081) rempli 

Tableau 9 : Densités d’ensemencement pour l’amplification des différentes PDCLs selon 
la taille de la flasque utilisée 
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d’alcool isopropylique. Ce dernier permet une baisse de température de 1°c/min et évite une 

congélation trop rapide qui pourrait altérer la viabilité cellulaire. Dans la semaine qui suit cette 

congélation, le cryotube est transféré à -150°c (congélateur spécifique) ou à -196°c (container 

d’azote liquide) pour un stockage à long-terme. 

I.3. Reconstitution in-vitro des conditions hypoxiques  

 L’amplification conventionnelle des lignées cellulaires s’effectue dans des conditions 

standards à 37°c ; 5% CO2 ; 21% O2. Pour les expériences nécessitant une mise en hypoxie des 

cellules, deux incubateurs multi-gaz sont utilisés, permettant de moduler les taux d’O2 : un 

incubateur grand format de 255L (HERACell VI0S 250i, ThermoFischer), dans lequel se trouve 

notamment l’Incucyte® ZOOM, et un incubateur petit format de 50L (MCO-5M-PE, PHCbi 

inCusaFe). L’incubateur de 50L présente l’avantage de passer de 21 à 1% d’O2 en moins de 15 

min (contre 60 min pour le grand format). Il est donc privilégié pour toutes les expérimentations 

qui nécessitent une fixation rapide des cellules, notamment pour l’étude des facteurs HIF (demi-

vie de la protéine à 21% = 5min) : extractions de protéines, d’ARN ou immunofluorescence. 

I.4. Suivi de la prolifération des PDCLs 

Pour les tests de prolifération, les différentes lignées ont été ensemencées dans des 

plaques 96 puits (TPP) selon des densités adaptées (Tableau 10). La confluence ou la taille des 

sphères a été suivie en temps réel à l’aide de la technologie Incucyte® ZOOM, un système de 

microscopie automatisé sur cellules vivantes (Figure 59). Les photos des puits entiers (= mode 

« whole well ») ont été prises toutes les 3 ou 4h avec un objectif de grossissement 4X (Nikon 

Plan Apo 4x/0,20 WD 20) sur une durée totale de 144h. La confluence ou le diamètre des 

sphères ont été déterminés selon un masque d’analyse virtuel configuré par l’expérimentateur 

sur le logiciel de l’appareil. Il permet notamment de distinguer les cellules selon leur contraste 

par rapport au fond du puit. Toutes les données ont été normalisées par rapport à la confluence 

cellulaire initiale à T0, qui correspond à la première photo du puit, prise dans un délai maximal 

d’une heure après l’ensemencement.  

L’Incucyte® est également doté de deux lasers qui permettent de suivre et distinguer en temps 

réel deux populations cellulaires en coculture dans un même puit, si celles-ci sont marquées par 

deux fluorophores différents ; l’un émettant dans le vert et l’autre dans le rouge (longueurs 

d’ondes d’excitation (nm) : vert = 440-480 / rouge = 565-605 ; longueurs d’ondes d’émission 

(nm) : vert = 504-544 / rouge = 625-705). 
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Temps (heures, jours, semaines) 

Figure 59 : Exemple de suivi de la confluence (haut) ou de la taille des sphères (bas) à 
l’Incucyte® ZOOM. Les masques d’analyse virtuels sont mis au point par l’expérimentateur ; 
en orange = masque de confluence/tailles des sphères ; en violet = masque d’exclusion des 
bords 

Tableau 10 : Densités d’ensemencement des PDCLs dans les différentes plaques de 
culture cellulaire selon le type d’expérimentation 
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I.5. Préparation des composés  

L'irinotécan (Hospira, 20mg/mL) a été fourni par le service de pharmacie des CHU de 

Strasbourg. Il a été dilué à 20 mM dans du D-PBS 1X, puis aliquoté. 

Le composé PT2385 a été acheté auprès de MedChem Express (HY-12867). Il a été dissous 

dans du DMSO à une concentration de 20 mM, puis aliquoté. Ces composés sont ensuite dilués 

aux concentrations utilisées pour les différentes expérimentations (Tableau 11). 

 

II. Etude des capacités migratoires des PDCLs 

II.1. Développement de sphéroïdes en gouttes suspendues 

La méthode de formation de sphéroïdes en gouttes suspendues s’est effectuée de 

manière similaire au protocole décrit par Foty, 2011 (Foty, 2011). Elle nécessite une solution 

de méthylcellulose à 1,2% préparée au préalable : pour 500mL de méthylcellulose à 1.2%, 6g 

de méthylcellulose (Sigma-Aldrich, #M0262, 400 cPs) ont été autoclavés dans une bouteille de 

500mL. En parallèle, 250mL de milieu DMEM sans sérum ont été chauffés à 60°C. La poudre 

de méthylcellulose y a été ajoutée sous agitation jusqu'à ce que les particules de méthylcellulose 

soient uniformément dispersées. La solution obtenue a été complémentée avec du milieu froid 

pour atteindre un volume final de 500mL, puis agitée toute la nuit à 4°C permettant la 

solubilisation des particules de méthylcellulose. Elle a ensuite été filtrée sur 0.45μm ou 0.22μm 

puis aliquotée. La conservation s’effectue à 4°C.  

Tableau 11 : Récapitulatif des concentrations utilisées pour les différentes drogues par 
type d’expérience 



 

 
 

147 

 
Après dissociation et comptage, les cellules sont re-suspendues dans leur milieu de 

culture habituel supplémenté avec 10% de la solution de méthylcellulose 1,2%, à raison de 

10 000 cellules par goutte. Après une brève agitation, des gouttes de 20µL sont déposées sur la 

face interne du couvercle d’une petite boîte de Pétri (Ø 5cm) (Figure 60). Le couvercle est 

ensuite délicatement retourné et reposé sur son socle, avant d’être transféré dans une boite de 

Pétri (Ø 15cm), à raison de 3 petites boites pour une grande. Du papier absorbant imbibé de 

DBPS 1X stérile est ajouté à la périphérie de cette boite pour maintenir une chambre humide et 

éviter que les gouttelettes ne dessèchent. L’ensemble est incubé à 37°c ; 5% CO2 ; 21% O2 

pendant 72h. 

II.2. Suivi de la migration 

A l’issue du temps d’incubation nécessaire, les sphéroïdes sont prélevés à l’aide d’une 

pipette et déposés délicatement dans une plaque 24 puits coatée à la fibronectine (C43-060, 

Promocell) ou à la Poly-D-lysine (A3890401, Gibco). Ce coating s’effectue durant 1h à 

température ambiante, avec 200µL de fibronectine à 5µg/mL ou de poly-D-lysine à 50µg/mL 

par puit. A l’issue de cette incubation, un sphéroïde est déposé dans chaque puit dans lequel ont 

été préalablement ajoutés 500µL de milieu contenant les concentrations de drogues à tester. Les 

plaques sont ensuite incubées à 37°c ; 5% CO2 ; 1% O2 pendant 96h. Si besoin, elles peuvent 

être suivies par la technologie Incucyte®. A l’issue des 96h, les sphéroïdes en migration sont 

fixés par l’ajout de 500µL d’une solution de glutaraldéhyde 1% dans chaque puit (concentration 

finale en glutaraldéhyde = 0,5%). 

Figure 60 : Procédure de l’obtention de sphéroïdes en gouttes suspendues 
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II.3. Marquage des sphéroïdes 

Une fois fixés, les sphéroïdes sont lavés à trois reprises au DBPS 1X afin d’éliminer le 

glutaraldéhyde. Les plaques peuvent ensuite être conservées à 4°c pendant 2 semaines ou 

directement marquées au DAPI. Pour cela, les sphéroïdes sont incubés pendant une heure à 

température ambiante, dans une solution de DAPI dilué au 1/1000 dans du DBPS-BSA 3%, à 

raison de 250µL par puit. Après 3 nouveaux lavages successifs au DPBS 1X de 5 minutes 

chacun et un ultime lavage à l’eau MilliQ, les sphéroïdes peuvent être observés au microscope 

ou conservés à +4°c. 

II.4. Analyse des tests de migration cellulaire 

Les différents puits contenant les sphéroïdes fixés sont pris en photo par l’intermédiaire 

d’un microscope inversé à épifluorescence (Axio Zeiss NA 0.3 WD 73) équipé d’une caméra 

(Moticam Pro 285D 60N-C 2/3̋ 0.63x 426113), à un grossissement 5X (Ph1 Plan-NEOFLUAR 

5x/0.15). Le gain et le temps d’exposition sont ajustés de manière à distinguer tous les noyaux 

qui s’échappent de la sphère, sans que ces derniers ne soient saturés. Les photos obtenues sont 

ensuite analysées sur le logiciel ImageJ (v1.53) par la macro- « Dispersion sphères 2D 1.7 ». 

L’utilisateur commence par tracer manuellement le contour du sphéroïde, puis la macro détecte 

tous les noyaux qui s’en échappent et associe à chacun une distance de migration (Figure 61). 

La taille du sphéroïde, le nombre de noyaux migrants et la distance de migration moyenne sont 

répertoriés dans un fichier au format xls.  

 

Figure 61 : Exemple de sélection manuelle du sphéroïde (gauche) et détection des cellules 
migrantes par la macro-« Dispersion sphères 2D 1.7 » (droite). 
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III. Développement de cocultures de PDCLs et de neurones 
glutamatergiques 

III.1. Différenciation des neurones glutamatergiques à partir des iPSCs 

Les cellules iPSC (Cortical Glutamatergic Neurons BX-0300) sont fournies par 

Brainxell (Madison, WI). Dès réception, elles doivent impérativement être transférées et 

stockées dans de l’azote liquide (et non à -80°c) pour éviter toute altération de la viabilité 

cellulaire. L’ensemencement des iPSC nécessite un coating préalable des plaques 96 puits 

(TPP) à la Poly-D-Lysine (PDL) (Gibco). Le coating a été réalisé avec 50µL de PDL à 50 

µg/mL diluée dans du DBPS 1X stérile. Les plaques ont été incubées une nuit à 37°c ; 5% CO2 

. Le lendemain, 3 lavages successifs au DBPS 1X sont effectués et les plaques sont laissées à 

sécher pendant 4 heures minimum en conditions stériles, sous un poste de sécurité 

microbiologique (PSM). Une fois totalement sèches, elles peuvent être utilisées immédiatement 

ou stockées à +4°c pendant 2 semaines, protégées par du parafilm. 

Les iPSC ont été ensemencées à une densité de 30 000 cellules par puit en plaque 96 

puits et 50 000 cellules en Lab-teksTM 8 puits selon le protocole disponible sur le site de 

Brainxell (Culturing Glutamatergic Neurons for Imaging and Plate Reader Assays, 

https://brainxell.com/cortical-glutamatergic-neurons#protocols).  

Pour l’utilisation des neurones dans les dispositifs microfluidiques et d’enregistrements 

électrophysiologiques, le protocole est détaillé dans la publication jointe à ce manuscrit (Fuchs 

et al., 2021).  

III.2. Marquage des cellules avec les nanoparticules 

Des nanoparticules ont été utilisées dans l’objectif de distinguer deux populations 

cellulaires en coculture dans les puits, à savoir les neurones et les PDCLs. Ces nanoparticules 

sont synthétisées au sein de notre laboratoire UMR CNRS 7021, par l’équipe « Nanochimie et 

Bioimagerie » dirigée par Andrey KLYMCHENKO. Elles sont obtenues à partir d’un polymère 

biodégradable chargé de colorants cyanine (notés DiO, DiI et DiD), qui émettent une 

fluorescence dans le vert ou le rouge. Ces nanoparticules sont endocytées naturellement par les 

cellules, ce qui permet de les marquer sans altérer leur viabilité (Andreiuk et al., 2017). Dans le 

cadre de ce projet, les composés DiO et DiD ont été privilégiés car leurs longueurs d’onde 

d’émission sont les mieux adaptées aux lasers de l’Incucyte®.   

https://brainxell.com/cortical-glutamatergic-neurons#protocols
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En tant que composé fluorescent, les nanoparticules doivent être conservées à l’abri de la 

lumière et idéalement à +4°c (toute congélation doit être évitée). 

Le traitement des cellules par les nanoparticules s’effectue via un milieu Opti-MEM (Gibco – 

11058-021) dépourvu de rouge de phénol et de sérum. Cette particularité permet d’éviter des 

phénomènes d’agrégation des nanoparticules au contact du sérum ainsi qu’un bruit de fond 

fluorescent lié au rouge de phénol.  

 
III.2.1. Marquage des lignées PDCLs 

Dans un premier temps, les cellules sont préalablement ensemencées dans une plaque 

24 ou 6 puits, au moins 24h avant le traitement, de manière à obtenir une confluence de 30 à 

50% dans les puits le jour du marquage. Pour les lignées BT35 et BT68 2D testées dans ce 

projet, 300 000 cellules ont été ensemencées dans des plaques 6 puits et incubées 48h avant le 

traitement par les nanoparticules (Figure 62). 

Le jour du marquage, les puits sont d’abord lavés à 2 reprises avec le milieu Opti-MEM. En 

parallèle, les dilutions des nanoparticules à 1/5 et/ou 1/10 ont été réalisées, pour un volume total 

de 2mL d’Opti-MEM par puit. Ces dilutions doivent être préparées extemporanément et 

immédiatement transférées au contact des cellules dans les puits, pour éviter l’agrégation des 

particules entre elles. Au moins un puit contrôle (milieu Opti-MEM sans nanoparticules) est 

systématiquement préparé en parallèle pour s’assurer que les nanoparticules n’induisent pas de 

mort cellulaire. A ce stade, les cellules sont incubées à 37°c ; 5% CO2 ; 21% d’O2 pendant 3h. 

Figure 62 : Protocole global de marquage des cellules aux nanoparticules et mise en 
coculture des PDCLs avec les neurones glutamatergiques 
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A l’issue de cette incubation, les différents puits sont à nouveau lavés à 2 reprises avec du milieu 

Opti-MEM, puis les cellules sont remises dans leur milieu de culture, mais le DMEM/F12 

habituel est remplacé par un DMEM/F12 sans rouge de phénol (X0557-100, Dutscher). Afin 

de reconstituer toute sa composition habituelle, ce milieu est supplémenté avec 2,5mM de L-

glutamine, 17,5mM de D-glucose, 1% de NEAA. Les cellules sont incubées 24h à 37°c ; 5% 

CO2 ; 21% d’O2 et peuvent être repiquées dès le lendemain.  

III.2.2. Marquage des neurones glutamatergiques 

Les neurones glutamatergiques sont maintenus en culture au moins 15 jours après leur 

ensemencement pour arriver à maturation. Leur marquage s’effectue directement dans la plaque 

96 puits dans laquelle ils ont été ensemencés. Après 2 lavages successifs au milieu Opti-MEM, 

les neurones sont traités avec les nanoparticules diluées au 1/5 pour un volume total de 100 µL 

par puit. Le protocole global est similaire à celui des PDCLs ; les neurones sont incubés 3h au 

contact des nanoparticules et lavés à 2 reprises avec du milieu Opti-MEM. A l’issue du 

marquage, ils sont remis dans leur milieu habituel jusqu’à ce que les PDCLs soient ajoutées 

afin de démarrer les cocultures (Figure 62).  

III.3. Suivi des cocultures à l’Incucyte® ZOOM 

L’observation des cocultures à l’Incucyte® nécessite un certain nombre de paramètres 

précis. La durée d’acquisition pour les nanoparticules de type DiO est réglée sur 800 ms et celle 

pour les nanoparticules DiD à 600 ms. Le Top-Hat radius est défini sur 50 µm et le seuil GCU 

sur 0,4. 

IV. Etude des expressions protéiques des marqueurs de l’hypoxie 
par western-blot (WB) 

IV.1. Extractions protéiques des PDCLs 

Pour les extractions protéiques en vue des western-blot, les lignées cellulaires sont 

ensemencées dans des plaques 6 puits à des densités spécifiques (Tableau 10). 

• Pour les cinétiques des facteurs HIFs au cours du temps, les cellules sont maintenues en 

hypoxie à 1% d’O2 pendant 3, 6, 12, 24, 48 ou 72h.  

• Pour les comparaisons 21% vs 1%, les cellules sont incubées pendant 72h à 21% ou 1% 

d’O2. 

• Pour les comparaisons des conditions « Non traité » vs « 20µM PT2385 », les cellules 

sont incubées pendant 72h à 1% d’O2.  
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A l’issue de la période d’incubation correspondante, elles sont rapidement lavées au 

DBPS 1X et extraites dans un volume de 60 à 100 µL de Laemmli 2X (Biorad) + 5% de β-

mercaptoéthanol (Biorad). Les lignées en condition 2D sont détachées des puits à l’aide d’un 

grattoir de cellules (TPP) et immédiatement transférées dans un tube Eppendorf de 1,5 mL. 

Pour les cellules en conditions NS, celles-ci sont directement récupérées dans un tube de 15mL 

puis centrifugées pendant 1min à 300g. Elles sont ensuite lavées avec 1mL de milieu DPBS 1X 

avant d’être à nouveau centrifugées 1min à 300g. Après avoir retiré le volume de lavage, les 

sphères sont resuspendues dans 50 à 80 µL de Laemmli 2X + 5% β-mercaptoéthanol. Des va-

et-vient avec un pipette de type P1000 permet de mieux dissocier les sphères. L’ensemble de 

ces étapes doit être effectué en moins de 5 min pour éviter toute dégradation des protéines HIF 

en normoxie (demi-vie de la protéine à 21% O2 = 5 min).  

A l’issue de ces étapes, on obtient différentes solutions plus ou moins visqueuses selon 

la quantité de cellules récupérées. Ces solutions sont soniquées (IKA labortechnik) à trois 

reprises pendant 3 secondes, puis les échantillons sont chauffés à 95°c sur un bloc chauffant 

pendant 10 à 15min pour dénaturer les protéines. Les extraits protéiques obtenus peuvent alors 

être conservés à -20°c ou chargés directement sur un gel pour migration.  

IV.2. Migration sur gel de polyacrylamide et transfert à sec 

La migration des protéines extraites s’effectue sur un gel de polyacrylamide 4-20% 

(Biorad) de 18 ou 24 puits selon les besoins. Entre 12 et 16µL d’extraits protéiques sont chargés 

par puit selon la quantité de matériel extrait disponible. Plusieurs puits sont chargés avec 5 à 

8µL d’un marqueur de poids moléculaire (Precision Protein Plus All Blue 0-250kDa, Biorad) 

pour distinguer les protéines après migration. Le gel est immergé dans 500 mL de tampon de 

migration contenant 100mL de Tris-Glycine 10X (Euromedex), 5mL de SDS 10% (Euromedex) 

qsp eau MilliQ et la migration s’effectue pendant 25 à 30 min à 230V. Elle est stoppée lorsque 

le front de migration se situe à 0,5 cm du bord inférieur du gel. 

Les protéines contenues dans le gel sont ensuite transférées à sec sur une membrane PVDF 

(polyfluorure de vinylidène) 0,2µm (Midi format, Biorad) à l’aide du système Trans-Blot Turbo 

(Biorad). Avant le transfert, la membrane est préalablement activée en la plongeant 15 sec dans 

de l’éthanol absolu, suivi d’un lavage dans l’eau MilliQ pendant 2 minutes. Une fois activée, la 

membrane est placée dans la cuve et le transfert est lancé pendant 7 minutes à 25V et 2,5A. 
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IV.3. Immunodétection des protéines  

A l’issue du transfert, les sites de liaison non spécifiques sont saturés à l’aide d’une 

solution de BSA 3% (Euromedex) diluée dans du tampon de lavage contenant 50mL de TBS 

10X (TBS = TRIS buffered saline, Euromedex), 500μL de Tween-20 (Euromedex), qsp 500mL 

d’eau MilliQ, le tout filtré sur 0,22 µm. La membrane y est incubée durant 1h à température 

ambiante et sous agitation. Les anticorps primaires sont dilués dans le tampon de saturation 

BSA 3% et mis au contact de la membrane durant une nuit à +4°c sous agitation. Le lendemain, 

après 3 lavages successifs au tampon de lavage de 5 minutes chacun, la membrane est incubée 

avec les anticorps secondaires dilués dans le tampon de saturation durant 45 minutes, à 

température ambiante et sous agitation. Après une nouvelle série de 3 lavages, la membrane 

peut être révélée par chimioluminescence grâce au kit ClarityTM Western ECL Substrate 

(BioRad) couplé au système d’imagerie Las4000 (GE Healthcare). Les intensités des différentes 

bandes sont quantifiées sur le logiciel ImageJ (v1.53) et normalisées par rapport au contrôle 

endogène (β-actine ou α-tubuline). 

V. Etude de la localisation et des niveaux d’expression des facteurs 
HIF dans les PDCLs 

V.1. Immunomarquage des PDCLs cultivées en 2D 

Pour les expérimentations en immunofluorescence, les PDCLs sont ensemencées dans 

une plaque de 24 puits (TPP), dans lesquels des lamelles en verre stérilisées (Ø 12mm) ont été 

préalablement déposées et recouvertes de 500µL de milieu. Les densités d’ensemencement sont 

indiquées dans le tableau 10. Les cellules sont incubées durant 72h à 21% ou 1% d’O2 selon les 

conditions, traitées ou non au PT2385 avant d’être fixées. Pour cela, le milieu de culture est 

retiré et remplacé par 200µL de DBPS-Paraformaldéhyde-4% (PFA) (Electron Microscopy 

Sciences, Thermo Scientific) pendant 10 minutes. Les puits sont ensuite lavés 3 fois au DPBS 

1X et les cellules sont perméabilisées à l’aide de 200 µL de DPBS-Triton 0,1% par puit durant 

3 minutes, à température ambiante. Après 3 nouveaux lavages au DBPS 1X, 500 µL de tampon 

de saturation DPBS-BSA 3% sont ajoutés dans chaque puit et laissé incuber pendant 2h afin de 

saturer les sites de liaison non spécifiques. Les anticorps primaires sont dilués dans une solution 

de DPBS-BSA 1%. A la fin de la saturation, des gouttelettes de 30 µL de l’anticorps primaire 

sont déposées sur un morceau de parafilm (face stérile), plaqué sur le fond d’une grande boîte 

de Pétri (Ø 15cm). Chaque lamelle est délicatement sortie de son puit et la face contenant les 

cellules fixées est déposée au contact de la gouttelette d’anticorps primaire. L’ensemble est 
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incubé à +4°c durant une nuit, à l’abri de la lumière et en y ajoutant des morceaux de papier 

absorbant imbibé d’eau stérile, de manière à maintenir une chambre humide.  

Le lendemain, les différentes lamelles sont replacées dans une plaque 24 puits neuve 

contenant 500 µL de DPBS 1X. 3 lavages successifs sont effectués avant d’ajouter 200 µL de 

la solution d’anticorps secondaires (Tableau 13), dilués dans le tampon de saturation. Ce 

tampon contient également le DAPI (Sc3598) et l’actine phalloïdine (phalloidin-Atto 488 

sc3598) pour les marquages des noyaux et du cytosquelette. Les cellules y sont incubées durant 

45 min à température ambiante et à l’abri de la lumière. 3 lavages successifs sont encore 

effectués ainsi qu’un bref lavage supplémentaire dans de l’eau MilliQ. La lamelle peut alors 

être montée sur une lame de microscope (Thermo Scientific) à l’aide d’une colle de montage 

spécifique (Fluoromount GTM, Invitrogen). Elles sont ensuite mises à sécher à l’abri de la 

lumière et à température ambiante pendant une durée minimale de 24h avant d’être observées 

au microscope.  

V.2. Observation des lames au microscope confocal 

Les marquages d’immunofluorescence sur PDCLs en culture 2D sont observées sur un 

microscope confocal (LEICA TCS SPE II) avec un objectif 63X à immersion à l’huile (N.A : 

1.40 – HCX PL APO CS). Les images obtenues permettent de localiser les protéines d’intérêt 

dans les cellules et de quantifier leurs proportions relatives dans différents compartiments 

cellulaires selon l’intensité de la fluorescence, à l’échelle du noyau, du cytoplasme ou de la 

cellule entière. Pour cela, les images obtenues sont analysées sur le logiciel ImageJ (v1.53k) 

par la macro « Quentin HIF Noyau Cyto », développée par Romain Vauchelles, ingénieur et 

responsable de la plateforme d’imagerie quantitative (PIQ) du laboratoire. Pour ces différentes 

analyses, les réglages de gain, d’offset et la puissance du laser doivent impérativement restés 

identiques lors de l’observation des différentes lames (Tableau 12). Pour optimiser les analyses 

comparatives, on s’assure également de toujours se placer dans le plan de l’axe Z où le 

marquage de la protéine d’intérêt est maximal.  
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V.3. Etude de la localisation des facteurs HIF en IF 

Le protocole décrit précédemment a notamment été utilisé dans le but de quantifier 

l’expression des protéines HIF-1α et HIF-2α en normoxie (21% O2) et en hypoxie (1% O2) ou 

après traitement au PT2385. Pour cela, tous les réglages de puissance de laser, de gains et 

d’offset sont spécifiques et restent strictement identiques dans toutes les conditions (Tableau 

13). Les intensités de fluorescence sont quantifiées à l’échelle du noyau, du cytoplasme ou de 

la cellule entière à l’aide de la macro « Quentin HIF Noyau Cyto ».  

Tableau 13: Réglages des paramètres du microscope confocal pour l’acquisition des 
images en immunofluorescence. Grossissement 63X avec immersion à huile (N.A : 1.40 – 
HCX PL APO CS) 

Tableau 12 : Liste des anticorps et dilutions utilisés en WB et en IF 
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VI. Etude des expressions en ARN des facteurs HIF et des gènes 
cibles par RTqPCR 

VI.1. Extraction d’ARN des PDCLs 

VI.1.1. Lyse des PDCLs  

Pour les extractions d’ARN, les PDCLs sont ensemencées dans des plaques 6 puits aux 

densités décrites dans le tableau 10. Les cellules sont incubées pendant 72h à 37°c ; 5% CO2 

sous différentes conditions selon les modulations étudiées (Tableau 14).  

 

• Pour les PDCLs cultivées en conditions MNL (2D) : A l’issue des 72h d’incubation, les 

cellules sont sorties de l’incubateur, lavées rapidement (< 30sec) avec 2mL de DPBS 1x et 

lysées avec 350 ou 600µL de tampon de lyse spécifique « RLT Plus Buffer », issu du kit 

d’extraction RNEasy Plus Mini Kit (QIAGEN). La solution obtenue est ensuite transférée dans 

un tube de 1,5 mL.  

• Pour les PDCLs cultivées en conditions NS (3D) : A l’issue des 72h d’incubation, les 

sphères en suspension sont transférées dans un tube de 15 mL et centrifugées à 300g pendant 

1min. Elles sont ensuite lavées rapidement avec 1mL de DPBS 1X, puis centrifugées à nouveau 

à 300g pendant 1min avant d’être lysées avec 350 ou 600 µL de tampon RLT Plus Buffer 

(QIAGEN). La solution obtenue est transférée dans un tube de 1,5 mL.  

 
A l’issue de la lyse, les extraits cellulaires obtenus peuvent être utilisés immédiatement 

ou stockés à -20°c.  

 

 

Tableau 14 : Conditions de culture des échantillons et normalisations utilisées dans 
chaque lignée pour l’étude de la modulation des gènes cibles des HIFs en RTqPCR 
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VI.1.2. Extraction et purification de l’ARN des PDCLs 

Les extraits cellulaires obtenus après lyse cellulaire sont filtrés successivement sur 

différentes colonnes avec des tampons spécifiques afin d’éliminer l’ADN génomique et obtenir 

un échantillon d’ARN pur. Cette étape est réalisée selon le protocole fourni avec le kit RNEasy 

Plus Mini Kit et disponible sur le site de QIAGEN (« HB-0405-

005_HB_RNY_Plus_0920_WW.pdf ») (Figure 63). 

 
VI.1.3. Dosage et évaluation de la pureté des échantillons d’ARN au 

spectrophotomètre  

La pureté et la concentration en ARN des échantillons sont évaluées avec un 

spectrophotomètre UV-Visible NanoDropTMOne (ThermoFisher). Un blanc est effectué à l’aide 

d’une goutte de 1 à 2µL de la solution d’eau RNAse-free dans laquelle les ARN ont été élués. 

Chaque échantillon est ensuite dosé à l’aide d’une goutte de 1 à 2µL. de l’extrait d’ARN. Le 

NanoDropTM affiche un spectre d’absorption et indique la concentration en ARN (ng/µL) ainsi 

que les valeurs des rapports A260/280 et A260/230. Un échantillon pur doit avoir un rapport 

A260/280 compris entre 1,8 et 2,1 et un rapport de A260/230 compris entre 1,8 et 2,2. 

Figure 63: Schéma récapitulatif des étapes de purification sur colonnes de l’ARN des 
PDCLs (QIAGEN RNEasy Plus Mini Kit Handbook) 
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VI.2. Transcription inverse de l’ARN en ADNc 

La transcription inverse nécessaire à la RTqPCR est réalisée avec le kit « iScript™ 

Reverse Transcription Supermix » (Biorad). Elle est généralement effectuée avec 1µg ou 0,5µg 

d’ARN si la concentration de l’échantillon est limitée (< 60 ng/µL). Les différentes étapes sont 

indiquées dans le protocole disponible sur le site de Biorad : document 6031 « iScript™ 

Reverse Transcription Supermix for RT-

qPCRProductInformationSheet » (www.biorad.com/sites/default/files/webroot/web/pdf/lsr/lit

erature/10020178.pdf). Une fois le mélange réactionnel préparé, les échantillons sont déposés 

dans un thermocycleur (T100, Biorad) et la réaction de transcription inverse est réalisée avec le 

programme iScript. A l’issue de la réaction, les échantillons sont transférés sur glace pour une 

utilisation immédiate ou stockés à -20°c.  

VI.3. RTqPCR 

VI.3.1. Lancement de la RTqPCR  

La RTqPCR est réalisée dans une plaque de réaction optique MicroAmpTM 96 puits 

(Applied BiosystemsTM). Un milieu réactionnel est préparé pour chaque primer pour un volume 

final de 15µL par puit (Tableau 15).  

 
15 µL de mélange réactionnel sont déposés dans chaque puit selon les primers utilisés. 

Pour chaque gène, chaque condition est réalisée en triplicatas. En parallèle, la solution d’ADNc 

issue de la transcription inverse est diluée 5 fois dans de l’eau MilliQ (80µL ajoutés au 20µL 

d’ADNc) et 5µL sont ajoutés dans les puits de la plaque optique pour la RTqPCR 

(MicroAmpTM optical reaction plate, Applied BiosystemsTM). La plaque est ensuite scellée 

avec un film adhésif optique (10095714, Applied BiosystemsTM) et centrifugée 2 min à 1800 

rpm et à température ambiante. 

 

 
Réactif Volume / puit 

SYBR GreenTM 10 µL 

Primer QIAGEN 1 µL 

Primer Gènes de 
ménages 0,06 µL 

Eau MilliQ qsp 15µL 

Tableau 15 : Composition du milieu réactionnel pour la RTqPCR 

Primers Invitrogen 

http://www.biorad.com/sites/default/files/webroot/web/pdf/lsr/literature/10020178.pdf
http://www.biorad.com/sites/default/files/webroot/web/pdf/lsr/literature/10020178.pdf
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 La RTqPCR est réalisée avec l’appareil de PCR en temps réel StepOnePlusTM 

(4376357, Thermofisher) et lancée sur le logiciel StepOneTM (v2.3) avec les réglages suivants :  

• Instrument : StepOnePlusTM 

• Type of experiment : Quantitation – Comparative CT  

• Reagents : SYBR Green Reagents  

• Ramp speed: Fast (40min to a complete run) 

 
VI.4. Analyse des résultats  

  Toutes les analyses sont effectuées à partir de deux contrôles endogènes : les gènes UBB 

et PPIA. Ils ont été préalablement testés sur toutes les PDCLs et montrent les CT les plus 

homogènes, sans variations liées aux variations d’O2.  

Pour chaque lignée, les analyses consistent en une quantification relative de l’ARN de chaque 

gène d’intérêt en évaluant soit l’impact du taux d’O2, soit l’impact du traitement au PT2385.  

Pour cela, deux types de comparaisons sont effectués pour chaque lignée :  

• La variation du taux d’O2 : 21% O2   vs 1% O2    

• Le traitement au PT2385 : 1% O2 Non traité vs 1% O2 + 20µM de PT2385 

Pour chaque condition, le coefficient de quantification relative (RQ) est calculé par le logiciel 

selon la formule suivante :  

RQ = 2 − [(CT gene cible - CT ctrl endogène) 
sample

− (CT gène cible - CT ctrl endogène) 
calibrateur

 ] 

 

Tableaux 16: Caractéristiques des primers utilisés pour la RTqPCR 
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Pour chaque expérience, les valeurs des RQ sont normalisées par rapport à : 

• l’échantillon à 21% d’O2 pour les comparaisons liées aux taux d’O2 

• l’échantillon non traité à 1% d’O2 pour l’évaluation des traitements au PT2385  

Les résultats présentés sont issus de la moyenne des RQ de trois expériences indépendantes.  

VII. Identification des gènes cibles de HIF-2α par CUT&RUN sur les PDCLs 

VII.1. Préparation des échantillons et séquençage 

  Dans le cadre du CUT&RUN (Cleavage Under Target & Release Using Nuclease), 

toutes les PDCLs utilisées ont été cultivées pendant 72h à 1% d’O2. Selon les conditions, 

150 000 ou 500 000 cellules ont été extraites (Tableau 17). 

 
  Le protocole d’extraction est strictement similaire à celui décrit par Hainer et Fazzio 

pour des facteurs de transcription de cellules de mammifères (Hainer and Fazzio, 2019) (Figure 

64). Toutes les solutions ont été préparées selon les compositions décrites par Moore (Moore, 

2001). 

L’anticorps anti-HIF-2α utilisé est la référence « ep190b » (Invitrogen). Tous les échantillons 

ont été comparés à une condition contrôle sans anticorps, notée 35 MNL p17 sans anticorps. 

  La préparation des bibliothèques a été effectuée sur la plateforme GenomEast de 

l'Institut de génétique et de biologie moléculaire et cellulaire à l'aide du TruSeq Stranded mRNA 

Reference Guide - PN 1000000040498. Illumina-TruSeq RNA UD Indexes (96 index, 96 

échantillons) (Illumina, San Diego, États-Unis), conformément aux instructions du fabricant. 

En bref, après purification avec des billes magnétiques poly-T oligo attachées, l'ARNm a été 

fragmenté en utilisant des cations divalents à 94°C pendant 8 minutes. Les fragments d'ARN 

clivés ont été copiés dans l'ADNc du premier brin en utilisant la transcriptase inverse et des 

amorces aléatoires. La spécificité de brin a été obtenue en remplaçant dTTP par dUTP lors de 

Tableau 17 : Nombre de cellules utilisées pour les différents échantillons dans le cadre du 
CUT&RUN 
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la synthèse d'ADNc second brin à l'aide d'ADN polymérase I et de RNase H. Après l'ajout d'une 

seule base « A » et la ligature ultérieure de l'adaptateur sur des fragments d'ADNc double brin, 

les produits ont été purifiés et enrichis en PCR (30 s à 98 oC ; [10 s à 98 oC, 30 s à 60 oC, 30 s 

à 72 oC] x 12 cycles ; 5 min à 72 oC) pour créer la banque d'ADNc. Les amorces PCR 

excédentaires ont ensuite été éliminées par purification à l'aide de billes de sélection SPRI 

(Beckman-Coulter, Villepinte, France) et la qualité des bibliothèques d'ADNc finales a été 

vérifiée et quantifiée par électrophorèse capillaire. Les bibliothèques ont été séquencées sur un 

séquenceur Illumina HiSeq 4000 en lecture unique de 50 bases. L'analyse d'image et l'appel de 

base ont été effectués à l'aide de la version 2.7.7 de RTA et de la version 2.20.0.422 de bcl2fastq. 

VII.2. Séquençage et alignement des données  

• Type de séquençage : en paire (paired-end) 

• Assemblage du génome : hg38 

  Les données ont été prétraitées avec Cutadapt (Martin, 2011) v1.18 pour couper les 

séquences d'adaptateur (Nextera Transposase Sequence) à partir de l'extrémité 3 'des lectures. 

Cutadapt a été utilisé avec les paramètres suivants "-a AGATCGGAAGAG -A 

AGATCGGAAGAG -m 25:25". 

  Les lectures ont été cartographiées sur le génome d'Homo Sapiens (assemblage hg38) à 

l'aide de Bowtie2 (Langmead and Salzberg, 2012) v2.2.8 avec les paramètres par défaut, à 

l'exception de « –end-to-end –very-sensitive –no-mixed –no-discordant -I 10 » X 700 » 

(Tableau 18). 

Tableau 18 : Caractéristiques des données issues du CUT&RUN et analysées dans ce projet 
: nombre de lectures alignées sur le génome d’Homo sapiens. « Raw pairs » correspond au 
nombre de séquences de paires de lectures. « Aligned pairs » correspond au nombre de paires de 
lectures alignées. « Multimapped pairs » correspond au nombre de paires de lectures alignées >1 
fois. « Unmapped pairs » correspond au nombre de lectures alignées 0 fois. 
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VII.3. Peak calling  

Avant le peak calling, les lectures tombant dans les régions de la liste noire « Encode v2 

» (Amemiya et al., 2019) ont été supprimées à l'aide de BEDtools intersect v2.30.0 (Quinlan 

and Hall, 2010). Le peak calling a été effectué avec Macs2 v2.2.7.1 avec les paramètres suivants 

"-g hs –scale-to large -q 0.01." Les pics ont été annotés par rapport aux caractéristiques 

génomiques à l'aide de Homer v4.11.1 (Heinz et al., 2010). 

VII.4. Enrichissement 

Les heatmaps ont été générées à l'aide de Deeptools (Ramírez et al., 2016) v3.5 en 

utilisant l'outil bamCoverage pour générer des fichiers bigwigs avec un pas de 10 nt. Les fichiers 

Bigwig ont été normalisés à l'aide de la méthode CPM et d'une taille de génome effective de 

2913022398. Ensuite, l'outil Deeptools computeMatrix v3.5 a été utilisé pour générer une 

matrice de comptage aux positions d'intérêt. Enfin, l'outil Deeptools plotProfile v3.5 a été utilisé 

pour générer des tracés de profil moyen et l'outil Deeptools plotHeatmap v3.5 a été utilisé pour 

générer une carte thermique. 

VII.5. Analyse des enrichissements associés aux voies de signalisation  

Le « upset plot » comparant les positions des pics HIF2 a été créé à l'aide de scripts R 

internes basés sur le package Bioconducteur ComplexHeatmap v2.10.0 (Gu et al., 2016).  

Les analyses de surreprésentation pour les voies WikiPathways, KEGG et GO BP et les 

dotplots, cnetplots et des emapplots montrant les résultats de l'analyse d'enrichissement 

fonctionnel ont été générés à l'aide du package R cluster Profiler v4.2.1 (Yu et al., 2012). Un 

seuil de valeur p de 0,05 a été utilisé pour les analyses d'enrichissement des KEGG et 

WikiPatchways et un seuil de valeur p de 0,01 a été utilisé pour l'analyse d'enrichissement GO 

BP. 

Pour détecter les motifs d'ADN dans les régions ayant des pics HIF2, meme-chip v4.10 

(Machanick and Bailey, 2011) a été utilisé avec défaut paramètres sauf pour « -meme-mod 

zoops -meme-nmotifs 20 -meme-minw 8 -meme-maxw 15 ». Des motifs ont été détectés dans 

des séquences situées à +/- 30 nt autour des sommets des pics pour les 800 plus pics HIF2 

enrichis. Bedtools slop et Bedtools getfasta v2.30.0 (Quinlan and Hall, 2010) ont été utilisés 

pour calculer les régions +/-30nt autour des sommets des pics et extrait les séquences 

nucléotidiques respectivement. 
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Figure 64 : Représentation conceptuelle du principe de la technique de séquençage de 
CUT&RUN (ArtWork réalisé par  Mannan369, Wikipédia) 
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VIII. Analyses métabolomiques de PDCLs de GHG pédiatriques 

VIII.1. Culture et fixation des PDCLs  

Pour les expériences de métabolomiques, les lignées ont été mises en culture dans des 

T75 à 21% d’O2, 1% d’O2 ou 1% d’O2 + PT2385 20µM pendant 72h. Les cellules ont ensuite 

été dissociées à l’Accutase selon le protocole standard (cf I.2) et immédiatement transférées sur 

glace de manière à ralentir le métabolisme cellulaire et conserver l’état des métabolites présents 

en hypoxie. Après élimination de l’Accutase, des culots secs sont réalisés dans des tubes de 1,5 

mL et sont plongés dans l’azote liquide afin de figer instantanément les cellules et les 

métabolites qu’elles contiennent. Les tubes sont ensuite conservés à -80°c jusqu’à la 

quantification des métabolites. 

VIII.2. Quantification des métabolites 

La quantification des métabolites a été réalisée sur l'expérience 1D 1H CPMG en 

utilisant la méthode Pulcon (Wider and Dreier, 2006). Cette expérience a été acquise avec les 

paramètres suivants : largeur de balayage = 14 ppm, nombre de points = 32 k, délai de relaxation 

= 2 s et temps d'acquisition = 2,3 s. Un total de 128 numérisations ont été acquises, résultant 

sur un temps d'acquisition total de 10 min. Le délai inter-impulsions entre les impulsions à 180° 

du train d'impulsions CPMG a été fixé à 285µs et le nombre de boucles a été fixé à 328, donnant 

au train d'impulsions CPMG une durée totale de 93 ms. Tous les spectres ont été enregistrés de 

telle manière à ce qu’une seule correction de phase d'ordre zéro était nécessaire pour mettre 

correctement en phase le spectre. Le spectromètre RMN a été calibré avec un étalon externe 

d'Alanine dans du D2O (oxyde de deutérium ou eau deutérée) contenant 68,9 nmoles d'Alanine. 

IX. Etude de la radiosensibilité des PDCLs  

IX.1. Tests de prolifération après irradiations des PDCLs 

Les PDCLs ont été ensemencées dans des flasques de type T25 (Nunc) à des densités  

de 3.105 à 6.105 cellules et cultivées en conditions hypoxiques (1% O2) pendant 24h. A l’issue 

de ces 24h, les cellules ont été irradiées à une dose unique de 2, 4, 6 ou 10Gy. L'irradiation 

photonique a été réalisée à l'aide d'un accélérateur linéaire PRIMUS (Siemens), avec des 

photons d'énergie de 6 MV et un débit de dose de 200 UM/min.  

A l’issue de ces irradiations, les PDCLs ont été incubées à 1% d ’O2 et laissées au repos 

pendant 24h avant d’être dissociées à l’Accutase et ré-ensemencées dans des plaques 96 puits 

(TPP), à raison de 3000 à 5000 cellules par puit. La confluence/taille des sphères ont ensuite 
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été suivies en temps réel par la technologie Incucyte® ZOOM sur une durée de 144h, à raison 

d’une image toutes les 4h. La confluence/taille de sphères ont été normalisées par rapport à la 

confluence/taille des sphères initiales au temps zéro. Des courbes de doses-réponses ont été 

modélisées sur le logiciel GraphPad Prism v9. Pour chaque lignée, les confluences/tailles des 

sphères à 144h de chaque condition d’irradiation ont été normalisées par rapport à la 

confluence/taille des sphères de la condition contrôle non irradiée. 

IX.2. Evaluation de la radiosensibilité des PDCLs par des tests γH2AX  

IX.2.1. Culture des PDCLs en Lab-teksTM 

Les PDCLs ont été ensemencées dans des Lab-teksTM de 8 puits selon les densités 

indiquées dans le tableau 19. 

 
Selon les conditions, les cellules ont été cultivées en hypoxie à 1% d’O2 durant 72h et 

traitées ou non avec 20µM de PT2385, ajoutés au moment de l’ensemencement. Les PDCLs 

ont ensuite été irradiées par une dose unique de 2Gy après 72h d’incubation. Ces 

expérimentations ont été effectuées au sein du Centre de cancérologie Paul Strauss (ICANS, 

Strasbourg, France). Les PDCLs ont été cultivées sur place et l'irradiation photonique a été 

réalisée à l'aide d'un accélérateur linéaire PRIMUS (Siemens), avec des photons d'énergie de 6 

MV. Les cellules ensemencées ont été irradiées avec un débit de dose de 200 UM/min. Toutes 

les PDCLs ont été fixées à la PFA 4% et 24h après les irradiations. Des conditions contrôles 

ont été réalisées en parallèle, pour lesquelles les PDCLs n’étaient pas irradiées (NI) et/ou 

traitées avec du DMSO 0,1% en place du PT2385 (NT) (Figure 65).  

Tableau 19 : Nombre de cellules ensemencées par puit dans les lab-teksTM 8 puits pour 
les tests d’irradiations 

 

PDLCs 
Nombre de cellules ensemencées par 

puit en Labteks 8 puits 

BT35 2D 10 000 
BT68 2D 20 000 
BT69 2D 25 000 
BT83 2D 10 000 
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IX.2.2.  Quantification des foci H2AX en IF 

Après fixation, les cellules ont été marqués par un anticorps primaire anti-γH2AX 

(1:500, 05-636I Merck), puis par un anticorps secondaires Alexa FluorTM 568 ( 1:2000, A11004 

Invitrogen). Pour évaluer la radiosensibilité des PDCLs, les cellules marquées ont été observées 

au microscope confocal au grossissement 63X (paramètres similaires au V.2). Les images 

obtenues ont été analysées sur ImageJ (v1.53) par la macro « Noyau and Foci v1.2 », 

développée par Romain Vauchelles, ingénieur d’étude et responsable de la plate-forme 

d’imagerie quantitative (PIQ) de notre laboratoire. La macro détecte automatiquement les 

noyaux via le canal 1 associé au DAPI et les foci γH2AX via le canal 4 et associe un nombre 

de foci à chaque noyau détecté. Les résultats ont été extraits dans un fichier xls et analysés via 

GraphPad Prism v9. Le nombre de foci moyen par cellule a été moyenné sur l’ensemble des 

cellules observées (au minimum 100 par réplica) dans chaque condition testée. Pour chaque 

condition, l’expérience a été réalisée en triplicatas. Le nombre moyen de foci γH2AX a été 

comparé entre chaque condition pour déterminer de taux de dommages de l’ADN en réponse 

aux irradiations et évaluer la radiosensibilité des PDCLs après traitement ou non au PT2385.  

X. Analyses statistiques  

Toutes les expériences ont été réalisées en duplicata ou triplicata. Les analyses 

statistiques ont été effectuées pour comparer les différentes conditions traitées et les conditions 

non traitées. Lorsque seulement deux conditions ont été comparées, le test statistique consistait 

en un t-test paramétrique ou non paramétriques selon que les données suivent ou non la loi 

Normale. Lorsque plus de 2 conditions ont été comparées, un test ANOVA corrigé par un post-

test Kruskal Wallis ou Dunnett ont été utilisés. Le seuil de significativité statistique a été 

Figure 65 : Protocole expérimental des irradiations des PDCLs avec pré-traitement ou 
non au PT2385 (antagoniste de HIF-2α). NT, Non traitées ; NI, non irradiées, FIX, fixation 
à la PFA 
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déterminé pour une valeur p<0,05 et contrôlé sur un intervalle de confiance de 95%. L’ensemble 

de ces analyses ont été réalisées sur le logiciel GraphPad Prism v9. 
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Revue scientifique, publiée dans Cancers 
 

 

 

 

 
 

L’objectif de ce premier papier était d’établir un état des lieux général sur les études et 

les connaissances actuelles sur les rôles des facteurs HIFs dans les GHG pédiatriques ainsi que 

les modèles d’études in-vitro utilisés à ce jour. Pour cela, nous avons résumé le rôle de l’hypoxie 

dans le cerveau dans des conditions physiologiques ainsi que les conséquences de l’hypoxie 

intra-tumorale dans les GHG adultes et pédiatriques. Nous sommes revenus sur les différents 

mécanismes moléculaires connus pour être modulés par les facteurs HIF-1α et HIF-2α et les 

notions d’hypoxie aiguë, chronique et cyclique ont été présentées. Ceci nous a ensuite permis 

d’aborder les approches thérapeutiques actuelles visant à cibler les facteurs HIF et les différents 

modèles d’étude in-vitro utilisés. Cette review a notamment permis de souligner le manque 

d’étude actuel traitant de l’impact du microenvironnement tumoral hypoxique sur le 

développement et la progression des GHG pédiatriques, alors que de premières approches 

suggèrent un potentiel thérapeutique intéressant dans la lutte contre ces tumeurs.  

 

  

Hypoxia Inducible Factors’ Signaling in Pediatric High-Grade 

Gliomas: Role, Modelization and Innovative Targeted 

Approaches 
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Article n°1, soumis au journal Cancer Discovery 
 

HIF-2α overexpression dictates aggressiveness additionally to 

TP53 mutations in H3.3K27M pediatric high-grade gliomas 

through RAS-MAPK and Wnt/βcatenin pathways 
 

• Introduction de ce travail 

Les GHG pédiatriques de la ligne médiane mutés pour H3K27M sont des tumeurs 

particulièrement agressives et représentent la première cause de mortalité liée au cancer en 

pédiatrie. Elles se développent dans les régions de la ligne médiane, notamment le thalamus et 

le tronc cérébral et constituent les entités appelés DMG et DIPG. De nombreuses études se sont 

intéressées aux caractéristiques moléculaires intrinsèques de ces tumeurs pour tenter de déceler 

des altérations à l’origine de leur agressivité, qui ont été présentées tout au long de 

l’introduction de ce manuscrit. Ce profil de tumeur pourrait également être modulé par le 

l’hypoxie intratumorale induite par la forte prolifération de ces tumeurs, qui forme une masse 

de cellules très dense et perturbe la diffusion de l’oxygène. Cette hypoxie résulte notamment 

sur la reprogrammation d’une multitude de gènes impliqués dans l’angiogenèse, le 

métabolisme, la prolifération et la survie des cellules en réponse à l’activation des facteurs de 

transcription HIF-1α et HIF-2α. Ces phénomènes créent un environnement favorable à la 

progression tumorale.  Le rôle pro-oncogénique de HIF-1α et HIF-2α a pu être mis en évidence 

dans de nombreux cancers, mais très peu d’études se sont intéressées à leurs rôles dans les GHG 

pédiatriques.  Des travaux initiés au sein de notre équipe ont pu montrer qu’une surexpression 

de HIF-2α semblait associée à une résistance de ces tumeurs à l’inhibition de la voie 

mTOR/HIF-1α, par des traitements combinant de l’irinotecan et de la rapamycine. Par ailleurs, 

d’autres études avaient pu corréler HIF-2α à un mauvais pronostic dans les GHG adultes. Ces 

résultats nous ont amené à nous intéresser tout particulièrement à l’implication de HIF-2α dans 

le phénotype tumoral des DMG et DIPG portant la mutation H3K27M et à explorer les voies 

de signalisation modulées par ce facteur de transcription.  

• Objectifs 

En premier lieu, l’objectif de ce travail a été d’étudier le statut de HIF-2α dans une 

cohorte de DMG et de DIPG de patients pédiatriques et dans des PDCLs dérivées à partir de 
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ces tumeurs (Blandin et al., 2019). La suite du travail s’est focalisée sur ces PDCLs pour 

explorer les voies de signalisation et les gènes cibles modulés par HIF-2α. Nous avons 

également tenté de mettre en évidence des effets d’une inhibition fonctionnelle de HIF-2α sur 

la prolifération, la migration ou la radiosensibilité de ces PDCLs pour déterminer cette 

inhibition pouvait représenter un intérêt thérapeutique dans les traitements des GHG 

pédiatriques de la ligne médiane. 

• Méthodologie 

Les statuts de HIF-2α et de différentes altérations moléculaires courantes des GHG 

pédiatriques ont été étudiés dans une cohorte de tumeurs de type DMG et DIPG en IHC. Dans 

les PDCLs, les expressions protéiques et transcriptomiques de HIF-2α et de son gène EPAS1 

ont été étudiées par des approches combinant du western-blot, de la RTqPCR et de 

l’immunofluorescence, en comparant des conditions de normoxie (21% O2) et d’hypoxie (1% 

O2). Après avoir identifié différents profils d’expression de HIF-2α associés aux différentes 

PDLCs, nous avons cherché à étudier plus spécifiquement le rôle de ce facteur de transcription. 

Pour cela, nous avons utilisé un protocole de séquençage de la chromatine par 

immunoprécipitation de type CUT&RUN, qui nous a permis de mettre en évidence un ensemble 

de promoteurs et de voies de signalisation modulés par HIF-2α. Nous avons également effectué 

une inhibition fonctionnelle de HIF-2α par l’intermédiaire d’un antagoniste partiel PT2385 et 

observé ses effets sur les gènes cibles de HIF-2α à travers du séquençage d’ARN et en RTqPCR. 

Ceci nous a permis de préciser le type de modulation de certaines voies mises en évidence par 

le CUT&RUN (activation ou inhibition par HIF-2α.) Enfin, nous avons procédé à des tests de 

prolifération et de migration/invasion sur les différentes PDCLs en réponse à des traitements 

au PT2385, en monoculture ou au sein d’un tissu cérébral (« mini-brains ») pour évaluer 

d’éventuelles interactions de HIF-2α avec ce microenvironnement. Les conséquences d’une 

inhibition fonctionnelle de HIF-2α sur la radiosensibilité des lignées ont également été 

explorées à travers une irradiation de nos lignées prétraitées ou non au PT2385.
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Short title: HIF-2α, a co-driver of aggressiveness in H3.3K27 M mutant DIPGs 

 

Abstract 

Diffuse midline (DMG) and brainstem (DIPG) high-grade gliomas (HGGs) bearing H3.3K27M 

driver mutation are aggressive and uncurable brain tumors. We previously evidenced HIF-2α 

and its transcriptional gene, EPAS1, as markers of resistance when targeting the mTor/HIF-1α 

pathway. To decipher the involvement of HIF-2α in chronically active hypoxic environment in 

DIPG/DMG resistance and aggressiveness, we investigated its status in a cohort of pediatric 

HGGs, notably comprising H3.3K27M mutant tumors and in their paired in vitro derived 

models. By combining the low-input chromatin immunoprecipitation sequencing 

(CUT&RUN), RNAsequencing and metabolomics, we profiled the landscape of promoters and 

pathways regulated by HIF-2α in DIPGs and DMGs associated with H3.3K27M and TP53 

mutations. Elucidation of HIF-2α downstream genes revealed pathways significantly linked to 

DIPGs (e.g., mTor and canonical Wnt signaling) and to DMGs (glutamatergic synapse and non-

canonical Wnt signaling). Finally, we evidenced HIF-2α as a new therapeutic target paving the 

way for its therapeutic use concomitantly to irradiation.  

 

Statement of significance 

DIPGs and thalamic diffuse midline gliomas (DMGs) are aggressive and uncurable tumors, 

where the driver mutation H3.3K27M and its associated molecular passengers only providing 

partial evidence to explain tumor therapeutic resistance. Our study investigates a new co-driver, 

HIF-2α, significantly associated with H3.3K27M and TP53 mutations, how it directly regulates 

downstream gene networks in DIPG vs. DMGs and how it might be therapeutically targeted.   



 

Introduction  

High-grade gliomas (HGGs) bearing the H3.3K27M driver mutation are aggressive brain 

tumors and remain the leading cause of cancer-related death in pediatric brain cancers  (1–3). 

These gliomas are driven by this recurrent mutation developed in the midline, particularly in 

the thalamus and brainstem. The latter constitutes a singular anatomoclinical entity called 

diffuse intrinsic pontine gliomas (DIPGs). These cerebral locations and their dramatic 

implication in many vital functions prevent any surgical resection. In addition, DIPGs and 

diffuse midline gliomas (DMGs) show significant resistance to conventional chemotherapies, 

but also to radiotherapy especially when TP53 is mutated (4,5). The prognosis of these 

aggressive gliomas is then particularly poor, with a median survival of 12 to 15 months for 

DMGs and 9 to 12 months for DIPGs (6–8). The main driver mutations, usually leading to 

specific epigenetic signature, modulate a multitude of pro-oncogenetic events such as 

epigenetic modifications and are frequently associated with other common genomic alterations, 

affecting notably TP53, PDGFRA, ATRX, EGFR, or PTEN genes (2,9–12). All those passenger 

molecular abnormalities provide further evidence for the biological and prognostic diversity of 

DIPGs and DMGs. Furthermore, microenvironmental factors are already known as modulators 

of glioma progression, like synaptic and electrical integration in neural circuits (13–16). This 

interaction with neuronal environment is one of the additional mechanisms that drive 

progression, while H3.3K27M mutations suppress neuroglial differentiation through the 

dysregulation of epigenetic modifications. Nevertheless, it remains unknown whether other 

mechanism, if any, might drive pathogenesis, progression, or aggressiveness in midline 

gliomas. DIPGs/DMGs are characterized by a rapid and diffused cell proliferation, creating an 

increasingly dense and diffuse mass that draws cells away from pre-existing blood vessels and 

disrupts the diffusion of oxygen in locations where neurons and their axons are preferentially 



preserved (17,18). Tumor cells must thus adapt to these hypoxic conditions and survive. Recent 

publications evidenced a metabolic reprogramming linked to the epigenomic state of 

H3.3K27M mutant cells (19), but no data are available on how hypoxic pathway regulations 

might influence those metabolic adaptations and how they impact glioma pathogenesis or 

aggressiveness. It is well-known that hypoxic tumor cells adapt to these harsh conditions by up-

regulating angiogenesis, glycolysis, and mechanisms related to cell proliferation and survival, 

creating an anarchic neoangiogenesis and heterogeneous oxygen gradients within the tumor 

(20,21). These spatiotemporal variations (from 0.1 to 4%) in intra-tumoral oxygen levels give 

rise to acute and chronic hypoxia and modulate the activation of HIFs (Hypoxia Induced Factor) 

that are key induced transcription factors (22). Two main isoforms of their α subunit, HIF-1α 

and HIF-2α, exists and are sensitive to oxygen. In normoxia or physioxia (20,23), these subunits 

will undergo proteasomal degradation, whereas, in hypoxia, these are stabilized and 

translocated into the nucleus to dimerize with the HIF-β/ARNT subunit to become efficient 

transcription factors (TFs). Nevertheless, in pediatric HGGs, very few data are available on 

those FTs or their roles, whereas, in adult glioblastomas, HIF-2α seems to be an appealing target 

due to its high expression in glioma stem cells, activation in states of chronic hypoxia and an 

expression correlated with patient survival and recurrence. Our past work highlights HIF-2α in 

DIPGs and DMGs, as a factor involved in resistance to HIF-1α and mTor targeting (24,25), 

keeping in mind that mTor inhibitors are largely used in their treatment following recent 

publications (26,27) and BIOMEDE international protocol 

(https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02233049). Furthermore, the recent development of 

HIF-2α inhibitors can provide opportunities to therapeutically target this important pathway 

(28–31). To gain further insight into the potential roles of HIF-2α in DIPG/DMG resistance and 

aggressiveness, our present work focused on its status in a cohort of pediatric HGGs comprising 

notably H3.3K27M mutant tumors and in their paired in vitro patient-derived models. Using 

https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02233049


the low-input chromatin immunoprecipitation sequencing method CUT&RUN and 

RNAsequencing, we profiled the landscape of promoters regulated by HIF-2α in DIPGs and 

DMGs specifically bearing H3.3K27M mutation and investigated how those biomarkers could 

play a role when HIF-2α is targeted. Elucidation of HIF-2α co-regulators and mapping of its 

downstream genes revealed pathways that may contribute to aggressiveness of double TP53 

and H3.3K27M mutated DIPGs and DMGs.  

 

Results  

HIF-2α overexpression drives brainstem location, poor prognosis, specific metabolic 

profiles, and response to radiotherapy in pediatric DIPGs/DMGs  

To investigate the potential role of HIF-2α and several other characteristic biomarkers, a 

monocentric cohort of 37 patients referred for a pediatric high-grade glioma pHGG was 

analyzed by next generation sequencing (NGS) searching for driver and TP53 mutations and 

immunohistochemistry (IHC) for expression assessment of HIF-2α, mTor pathway (phospho-

mTor), MYC and EGFR. As summarized in Figure 1A, the cohort comprises 12 DIPGs, 10 

thalamic DMGs, 11 hemispheric pHGGs and 4 gliomatosis cerebri (GCs). The fifteen 

H3.3K27M mutations were mostly observed in DIPGs and thalamic locations (e.g., 7 cases in 

each subgroup, respectively), whereas the H3.1K27M driver was only diagnosed in 3 DIPGs 

and H3.3G34V in 4 hemispheric locations. As expected, the median overall survival (OS) 

varied from brainstem to hemispheric locations (e.g., 10 months to 18 months). Positive 

immunohistochemical HIF-2α assessment, as seen in Figure 1B, upper panel, was observed in 

18 pHGGs with a predominant and significant (p=0.0445) proportion in DIPG/DMG tumors 

(Figures 1A, 1C and upper panel of 1D). This positive HIF-2α immunostaining (named HIF2 

pos group in the stacked box charts) was significantly correlated with the absence of response 

to radiotherapy (e.g., stable, or worst patient evolution during the 6 months post-radiotherapy, 



middle panel of Figure 1D, p=0.0324). Another biomarker of radioresistance in DIPGs/DMGs 

is the presence of TP53 mutation (bottom panel of Figures 1D, p=0.0069), which was 

significantly associated to with HIF-2α overexpression. We next conducted a survival analysis 

on this cohort based on HIF-2α analyses (Figure 1E) and showed a direct link with a worst 

survival in case of its positive immunostaining (p=0.0133). To understand the clinical role of 

this elevated HIF-2α expression, MRI and fluorodeoxyglucose (FDG) PET-scanning 

parameters were studied in both groups (e.g., “HIF2 pos” vs. “HIF2 neg”). The “HIF2 pos” 

presented a significantly lower mean adherent diffusion coefficient (ADC) at diagnosis, thus 

suggesting the associating between the hyperexpression of this protein and increased tumor 

hypoxia on patient MRIs (Figure 1F left panel, p=0.0123). This “HIF-2α pos” group of patients 

was also correlated with a higher glucose metabolism, as evidenced by a higher standard uptake 

value (SUV) at 4 hours (right panel of Figure 1F, p=0.043). Completing this metabolic imaging 

approach and using ADEMA analyses, metabolomics performed in pHGG fresh-frozen samples 

of this collection (Figure 1G) confirmed in the “HIF2 pos” group a significant increase in 

anaerobic glycolysis associated with specific aminoacid (cell intake of glutamine, hypotaurine 

and taurine), and phospholipidic (cell intake of NAA, FreeCholine, glycerophosphocholine 

(GPC) and phosphocholine (PC)) metabolisms.  

In this patient cohort, we also performed in the available paired samples of pHGG recurrences 

immunohistochemical analyses of HIF-2α expression, MRI ADC assessment and 

metabolomics (Supplemental Figure 1A, 1B and 1C). Eight patients were retrieved in this 

collection, as they were reoperated for their first recurrence in thalamus or in hemispheres. 

Among them, 5 previously belonged to the “HIF2 neg” group. Four of those 5 tumors became 

HIF-2α overexpressed (Supplemental Figure 1A), additionally showing a lower adjustment of 

their ADC mean value on the MRI performed at relapse, as in the “HIF2 pos” diagnostic group 

(Supplemental Figure 1B). Furthermore, metabolomics of pHGG recurrences, when compared 



to their paired diagnostic sample analyses, resemble to the metabolomic characteristics of 

“HIF2 pos” tumors. 

Hence, HIF-2α hyperexpression in pHGGs might be linked to H3.3 mutation and treatment 

resistance and is associated with a worse outcome in these patients. We observed that the HIF-

2α protein was increasingly present in collaboration with pHGG recurrence and render tumors 

more hypoxic and metabolically adapted to a harsh tumoral microenvironment. Those first 

observations led us to hypothesize that increased expression of HIF-2α is likely a key driver of 

pHGG aggressiveness and progression.  

 

HIF-2α is modulated spatio-temporally during cell proliferation and under a profound 

hypoxia in DIPG/DMG models   

In order to decipher the underlying impact of HIF-2α on DIPG and DMG patients, we next 

assessed the in vitro cellular consequences and its protein expression in patient-derived cell 

lines (PDCLs) generated from 2 DIPGs (e.g., B68 and BT83) and 2 DMGs (e.g., BT35 and 

BT69), included in the patient collection described above and whose cellular and genomic 

characteristics were already published (32). The diagnostic and relapse tumor specimens from 

which BT69 2D and 3D lines were derived remained in the “HIF2 neg” group (Figure 1C and 

Supplemental Figure 1A). By IHC, HIF-2α protein expression in the paired diagnostic tumors 

samples of BT35, BT68 and BT83 was set at 20, 30 and 100%, respectively. As observed in the 

Figure 2A, BT69 monolayer (named 2 dimensional or 2D culture) and neurosphere or stem cell 

fate (named 3 dimensional or 3D culture) are overtly on HIF-2α Western blots the lowest 

expressed comparatively to the other lines (Figures 2A and 2B). Time-dependent differences 

were observed between the 2D and 3D states of each PDCL (Figure 2A). In the case of 2D cell 

properties, the increase in HIF-2α expression was induced rapidly 12 hours after a continuous 

exposure to hypoxia and, thereafter, stabilized, whereas in the case of 3D properties, HIF-2α 



expression was immediately present and persistently stable during the deep hypoxic conditions, 

as in the tumor core and during chronic hypoxia. Of note, independently of the cell fate in the 

tumors, the brain location might also impact HIF-2α expression as presented on the bar graph 

chart of Western blot analyses on Figures 2A and 2B, and as already shown in patients (below 

bar graph chart in Figure 2B). DIPGs presented a more frequent and increased HIF-2α 

expression compared to DMGs bearing the same driver. Furthermore, as observed in patient 

recurrences, later passages of each PDCL increased their HIF-2α protein expression compared 

to early culture passages, especially in DIPG cells.  

To further understand the role of HIF-2α, we investigated where this TF was located in cells 

and how its transcriptional level changed under chronic hypoxia (Figures 2C and 2D). As 

expected, under 1% of oxygen, HIF-2α was increasingly located in the cell nuclei, whereas its 

concentration concomitantly dropped in the cytoplasm (Figure 2C). Furthermore, the RNA 

expression studied by RTqPCR supported the induction of its transcription under profound 

hypoxia, especially when cells were in 3D stem-cell fate (Figure 2D). To assess the functional 

role of HIF-2α in DIPG/DMG cells, we also used a HIF-2α partial antagonist that is PT2385, 

disrupting HIF-2α/ARNT heterodimerization and inhibiting expressions of its target genes. We, 

then, investigated, as described in Figures 2E and 2F, the HIF-2α protein location and quantity, 

as well as its transcription. With this inhibitor, we reversed the translocation of HIF-2α into the 

cell nucleus (Figure 2E) without modifying the protein concentration (Figure 2E western blot 

analyses in right panel) or RNA transcription (Figure 2F) except for 3D BT83 culture, where 

the protein was particularly abundant from the start (Figure 1B upper panel). Next, to 

understand which specific genes and/or signaling pathways that are controlled in DIPG/DMG 

highly expressing HIF-2α, we performed chromatin profiling using CUT&RUN technique in 

those PDCLs. 

 



 

HIF-2α engages TP53/H3.3K27M mutant DIPGs in open and active chromatin of 

RAS/MAPK/mTor and Wnt signaling pathways 

The CUT&RUN technique directed against HIF-2α TF permitted native cross-linking-free 

genomic mapping of proteins in PDCLs samples where proliferation time exceeded 72 hours 

(32). Combining two-independent experiments, using a negative control without HIF-2α 

antibody, we identified 28 to 13 407 binding sites in the 4 PDCLs, as seen in the heatmap of 

binding site localizations (Figures 3A), in distribution of HIF2 peaks relative to TSS (Figure 

3B) and in binding counts in each PDCL (Figure 3C). The numbers increased significantly and 

concomitantly to increased HIF-2α expression in cells. As expected from a TF protein (33), the 

peaks were detected in small fragment patterns (< 100 bp) (Figure 3D), especially in DIPG cells 

where the binding sites are mostly enriched in promoters (Supplemental Figure 2A). 

Interestingly, the comparison of functional annotation enrichment with GO Biological Process 

(Figure 3E) or KEGG pathway enrichment analysis (Supplemental Figure 2B) of BT35, BT68 

and BT83 PDCLs led to an induction of common pathways. HIF-2α bound to the 4-PDCL gene 

promoters of MAPK/RAS signaling pathway, but also of canonical and non-canonical Wnt 

signaling. As expected from the role of this TF during physiological developmental processes 

(23,34), active maturational processes by modulating cell differentiation, axon and neuron 

guidance, synapse organization and cell to cell adhesion were also commonly disrupted under 

the pressure of HIF-2α after chronic hypoxia (Figures 3E and 4A). No promoter of cell 

proliferation network was identified. Of note, in the case of particularly elevated HIF-2α 

expression, as in BT83, histone modifications also seemed to be impacted and might be a way 

to open more binding sites, which may explain the proportional increase in these binding sites 

with HIF-2α expressions (Figure 3C). When we further investigated all data and the subsequent 

emapplots obtained after KEGG pathway analysis in each PDCL (examples of the thalamic 



pHGG BT35 line (left panel of Figure 4A) and of the DIPG BT83 line (right panel of Figure 

4A). The comparison revealed several sets of pathways more specifically linked to H3.3K27M 

and TP53 mutant glioma locations. Hence, mTor, autophagy and cellular senescence networks 

associated with sphingolipid and glucose metabolisms through insulin pathway seem to be 

stimulated by HIF-2α active transcription on their promoters in DIPGs. Despite a lower HIF-

2α expression in thalamic locations, glutamatergic and dopaminergic synapse pathways were 

significantly bound by the TF.  

To go deeper in promoter analyses, bound by HIF-2α and the potential co-recruitment of 

transcriptional promoter coactivators, we reasoned that HIF-2α might indicate highly 

significant aberrant recruitment of transcriptional activation complexes linked to specific 

promoter DNA motifs. Using an approach of de novo motif discovery and by comparing 

CUT&RUN to known motifs from JASPAR database, four significant motifs were identified 

(Supplemental Figure 3) and similar co-factors were already published (35) with HIF-1α 

(CCAAT box factor, EGR-1, SP1, KLF): CCAAT box linked to NF-YC, CCGCC motif for 

SP2, GCCCC motif for EGR-1 and CA repeats for Klf9.  

 

Transcriptional programs induced by HIF2-α confirmed its elevated expression, as a 

driver of oncogenic programs differentiating H3.3K27M DIPG and DMG aggressiveness  

To validate CUT&RUN conclusions, we used protein explorations in our patient tumor 

collection, as well as RNA sequencing analysis in PDCLs before and after HIF-2α inhibition 

with the PT2385 compound. We ended by exploring RNA sequencing in patient collections 

previously published to evaluate EPAS1 modulation and its transcription consequences (5,36). 

mTor activation was significantly associated with “HIF-2 pos” tumors (e.g., phospho-mTor and 

pS6-RP, p=0.0007 and p=0.0005, respectively) and to the PDCLs expressing the highest 

concentrations of HIF-2α (e.g., AKT1S1, DEPTOR, RPS6KB2, HIF1A, MTOR) (Figures 4B 



and 4C). However, no correlation was observed with phospho-ERK proteic expression, but 

RAS pathway was clearly downregulated in case of HIF-2α inhibition (Figure 4C). The same 

approaches validated canonical and non-canonical Wnt pathway involvement. The nuclear 

expression of βcatenin was significantly associated with HIF-2α presence (p=0.0351) and 

FZD7, WNT5A, CCDC88C, SFRP4, FRMD8, FGF2, DAAM2, MARK2, SDC1 and TPBG 

were outlined from differential analyses in RNA sequencing in both DIPGs and thalamic cells 

(Figures 4C and 4D). When focusing on the 8 DIPGs for which βcatenin IHC was available, 5 

of 8 samples displayed a positive nuclear staining, whereas 2/8 DMGs only bore this nuclear 

expression. As previously published, βcatenin/Wnt network was related notably to VEGFA 

(37,38), as in our samples (Figure 4E and raw data of RNAseq). In the ErbB family mentioned 

in the emapplot of Figure 4A (left panel), EGFR protein expression was not the target of HIF-

2α (Figure 4F) and its promoter binding, but ERBB4 seems to be one of the targets of this TF 

in DIPGs (raw data not shown of RNAseq). In parallel, we showed like in the CUT&RUN 

conclusions that GRM3, part of the glutamatergic synapse network, was particularly expressed 

in thalamic pHGGs (p= 0.0485) and in “HIF2 pos” tumors (tendency, p=0.075). In RNAseq 

data in Figure 4C, SLC1A3, SLC1A4, SLC6A9, SYT1 and GRIN2A were specifically 

downregulated in thalamic HIF2 positive cells.  

Having established that concomitant HIF-2 α positive staining and H3.3K27M mutation in 

DIPG/DMG were reliant on TP53 mutations in patient samples, we next sought for the TP53 

status and its regulators (Figure 4C). We confirmed that TP53 itself was not controlled by this 

TF but determined several p53 activity regulators as key targets of HIF-2 α whether increasing 

probably p53 profound dysregulation in both DIPG and DMG cells.   

 

HIF-2α positive pHGG cells exhibit specific metabolic signatures conferring cell with a 

way to adapt to brain hypoxic environment 



As with the RNAseq validation, we used metabolomics assessment to understand and validate 

the role of HIF-2α in pHGGs. In the patient collection in Figure 1, anaerobic glycolysis, 

glutaminolysis, as well taurine and hypotaurine and phospholipidic metabolisms, were part of 

the metabolic signature imprinting cells with HIF-2α hyperexpression. This signature was also 

significantly different in Figure 5A, when we compared the hypoxia 1% untreated and treated 

cells with PT2385 compound, functionally validating this signature in HIF-2α positive DIPGs 

and DMG cells. To reinforce this conclusion, we compared the results to the HIF-2α negative 

cell line, BT69, displaying distinct metabolic processes involved in surviving cells after PT2385 

treatment. To comprehensively determine metabolic alterations driven by elevated HIF-2α 

expression in H3.3K27M and TP53 mutated tumors, we interrogated RNAsequencing data to 

check whether genes were down or upregulated, when HIF-2α was inhibited. In Figure 5B, 

compared to untreated cells, the inhibition of HIF-2α H3.3K27M directly impacted in DIPG cell 

glycolysis (A4GALT, ALKBH7), as well as phospholipid metabolism (SPHK2, ACP6, ACER3 

and PFAS). In DMGs, a differentially significant signature was defined on Figure 5B reliant on 

the same metabolisms but involving other enzymes especially in lipid lysosomal and peroxisomal 

metabolisms (NAGA, MGLL, NUDT7) and phospholipases (PLCL1 and PLA2G12A). Finally, 

and as a focused example of glycolytic differential enhancement, GLUT1/SLC2A1 was studied 

by RTqPCR, which determined its specific involvement in DIPGs vs. DMGs. All those results 

confirmed the driving role of HIF-2α in differential metabolic adaptation of H3.3K27M mutated 

DIPG/DMG cells.  

 

HIF-2α inhibition, a new way to interfere with DIPG/DMG cell progression and resistance 

As demonstrated in all previous results using the PT2385 compound, when inhibiting HIF-2α, 

upregulation in the molecular pathway and the metabolic adaptations defining DIPG/DMG cell 

resistance and aggressiveness were reversible (RNAseq and metabolomic results in Figures 4C, 



5A and 5B). To check whether HIF-2α inhibition might play a key role in tumor control and 

later in patient treatment, we further studied its impact on cell proliferation in mono- and co-

culture with neurons and in minibrains. The simple culture using only DIPG/DMG cells was 

not contributive to show any consequences on cell proliferation (Figure 6A) and/or on migration 

(Figure 6B), except for BT35 (Figure 6B and in details in 6C). Nevertheless, the in vitro co-

culture with neurons showed a significant drop in tumor cell proliferation with the PT2385 

compound (p<0.005, example of BT68 Figure 6D), likely explained by HIF-2α interactions 

described in CUT&RUN and RNAsequencing analyses with neuron and synapse pathways. 

Furthermore, when culturing the BT68 PDCLs in minibrains and considering an invasion score 

based on the comparison between PT2385 untreated and treated conditions, a significant 

decrease in cell invasion was observed (p<0.05, Figure 6E). Finally, to confirm the link between 

radiation (RT) sensitivity and HIF-2α in TP53 and H3.3K27M DIPG and DMGs, we explored, 

first, the cell sensitivity to isolated cell culture irradiation from 2 to 10 Gy (grays) left panel of 

Figure 6F). This allowed us to subgroup the cells based on RT: more radioresistant cells that 

are DIPG PDCLs (e.g., BT68 and BT83) and a less radioresistant group composed of DMG 

cells (e.g., BT35 and BT69). We hypothesized that HIF-2α inhibition could reverse or impact 

cell proliferation and render the cells more sensitive to a standard 2-Gy irradiation. To verify 

this, we used an experimental approach described in Figure 6F and, using the γH2AX follow-

up (right upper panel of Figures 6F showing the immunofluorescent γH2AX staining in 

different conditions) to evaluate the cell apoptotic impact of HIF-2α inhibition in combination 

with RT. We were able to see a significant impact in BT35, BT68 and BT83 DIPG cells (p<0.05 

in mostly all conditions except for BT69 in below panel of Figure 6F) where HIF-2α was highly 

expressed supporting the potential role of PT2385 as a radiosensitizer in DIPG and DMG cells 

bearing this protein hyperexpression.  

 



 

Discussion  

High aggressiveness and radioresistance of midline pHGG bearing H3.3K27M were recently 

linked to the TP53 mutation (18), consistent with its previously reported correlation in adult 

glioblastomas (39–42) . The TP53 mutation, arising concomitantly to the epigenetic modulation 

after histone mutation, was mostly associated with DNA repair checkpoint dysregulations 

rendering cells less sensitive to radiation DNA lesions (43–45). Here, to further investigate 

DIPG/DMG aggressiveness, we explored a pediatric patient collection of pHGGs to document 

their TP53 status and other protein biomarkers. Based on the literature on HIF-2α, which is 

known to drive cell aggressiveness through hypoxia cell adaptation rendering tumors 

particularly resistant to their standard treatment, we focused on its status, role, and functional 

impact on DIPGs and DMGs and in vitro PDCL models. Indeed, we hypothesized that as a 

result from previous work on hypoxia driven therapies or incomplete explanation in DNA repair 

radioresistance (24,25). Moreover, recent works on DIPGs and/or DMGs also supported or 

implicitly suggested the role of hypoxia pathways as metabolic or Pi3K/RAS/MAPK/mTor 

inducers (19,26,46,47). Collectively, our results advocated for the association of HIF-2α 

hyperexpression and TP53 mutation and radioresistance, but defined molecular and 

metabolomics signature associated with this co-driver of DIPG/DMG aggressiveness. Our 

conclusion is to push forward mTor and canonical Wnt signaling induced by the 

hyperexpression of HIF-2α in resistant DIPG cell to RT and glutamatergic and non-canonical 

Wnt signaling in DMG cells. These conclusions are partially consistent or are covering multiple 

complementary recently published works involving MAPK or specific metabolisms in DIPGs 

and their treatment (19,26,48–51). Notably, the metabolomic association in DIPG with 

anaerobic glycolysis and glutamine which was demonstrated by Chung et al. to regulate global 

H3.3K27me3 levels in H3.3K27M cells is consistent with the HIF-2α induction of histone 



modifications in the cells, where this protein is highly expressed. Furthermore, our in vitro 

experiments might also provide new therapeutic approaches linked to HIF-2α targeting in 

conjunction with irradiation. Our preliminary data in patients provided appropriate biomarkers 

for routinely use on tumor biopsies, in addition to MRI and PET-scanning evaluation at 

diagnosis. Those immunohistochemical data enable us to stratify patients and should identify 

in this well-defined cohort the most accurate therapeutic approach using HIF-2α, as a 

radiosensitizer and in a prolonged treatment.  

 

Material and methods 

Tumor sample collection and patient-derived cell lines 

All samples were obtained after the informed consent of parents and patients was given. The 

study was conducted in accordance with the ethical committee approval (declaration number 

DC-2017-3090). We investigated retrospectively data from 37 pHGGs (12 DIPGs, 10 DMGs, 

11 supra-tentorial locations and 4 GCs) compiled consecutively from our center (University 

Hospital of Strasbourg, UHS) and diagnosed between January 1, 2010, and December 31, 2019. 

Aged from 3 to 18 years, their clinical and histological characteristics were confirmed by 

pathology and radiological review. All were screened by Next-Generation Sequencing (NGS) 

for driver mutations including H3.3 and H3.1K27M, H3.3G34V/R, IDH1R132H and 

BRAFv600 mutations and explored for TP53 mutation (32). All pHGG patients were treated in 

first line therapy with radiotherapy, which was systematically associated to temozolomide 

except for DIPGs and 2 GCs. The patient response to irradiation was assessed at as follows 

during the next 3 months: improvement in case of clinical better neurological assessment, stable 

as no neurological modification was seen and, finally, a worsening in case of neurological 

progression. The stable and worsening situations were grouped in the statistical analyses as no 

response to RT.   



For MRI analyses, the ADC mean values were retrospectively reviewed by two 

neuroradiologists and were calculated from diffusion-weighted imaging (DWI) sequences on 

solid tumor portion using a commercially available software (Advantage Windows, GE 

Healthcare). Twenty-three patients had the DWI sequences on their initial diagnostic MRI 

assessment. The cerebral FDG PET-scanning was available for 14 patients at diagnosis with a 

SUV calculation at 2 and 4 hours after injection.  

The PDCLs, named BT35, BT69, BT68 and BT83, were initiated from samples of this patient 

collection (tagged in the Figure 1C by an asterisk) and their characteristics were already 

published (32).  

 

Immunohistochemistry 

We used formalin-fixed, paraffin-embedded (FFPE) specimens for immunohistochemical 

analyses stored in the Centre de Ressources Biologiques of UHS. IHC was performed using an 

automated tissue staining system (Ventana Medical Systems, Inc., Tucson, AZ, USA). The 

phospho-mTor, MYC, phospho-ERK and pS6-RP antibodies were purchased from Abcam 

(Paris, France), HIF-2α from Cell Signaling Technology (Ozyme, St-Quentin-en-Yvelines, 

France), GRM3 from Thermofischer Scientific and EGFR and βcatenin from Dako (clone E30 

and E14, respectively, Dako, Santa Clara, CA, USA). Two pathologists analyzed protein 

expression independently. The positive assessment was set above 5% of positive staining cells 

in the slide.  

Compound 

PT2385, HIF-2a antagonist, was obtained from a CDA with Peloton Therapeutics. They were 

dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) at a concentration of 20 mM. 

Metabolomics 



Fresh-frozen tumor samples were provided by the Centres de Ressources Biologiques. Cell 

lines were treated or not with 20μM PT2385 and cultured for 72h at 1% O2 for 72h. Cells were 

then dissociated with Accutase and immersed in liquid nitrogen to instantly freeze the cells and 

metabolites. The tumor samples were weighted and put in inserts for the experiments. 

Metabolites quantification was performed on the 1D 1H CPMG experiment using the Pulcon 

method (52). The NMR spectrometer was calibrated with an external standard of Alanine in 

D2O containing 68.9 nmoles of Alanine. 

For metabolomic analyses, a multivariate network-based method, the algorithm to determine 

expected metabolite level alterations using mutual information (ADEMA), was used to 

statistically assess the changes in metabolite concentrations for all samples. We determined the 

relevant metabolites and grouped them using the metabolic network topology provided in the 

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (53) and the metabolic atlas by Selway et al. (54) 

The significant comparisons in both conditions (tumors expressing HIF-2α or not, tumors and 

their paired recurrences, untreated and treated cells with PT2385) are implemented in the tables 

presented in the Figures with a decrease showed in blue color and a metabolite increase in red 

color.    

 

PDCL culture and passages 

All PDCLs were cultured in DMEM/F12 GlutaMAX medium (31331- 028, Gibco) containing 

1% MEM non-essential amino acids (NEAA) (X0557-100, Dutscher). BT35 2D medium was 

supplemented with 10 % fetal bovine serum (FBS, Dutscher). BT68 2D BT69 2D and BT83 

2D medium was supplemented with 2% FBS, 2% B27 (12587010, Gibco), human epithelial 

growth factor (EGF) (100-008, Reliatech) and human Fibroblast Growth Factor-basic (bFGF) 

(300-003, Reliatech), both at 20ng/mL. 3D PDCL medium was supplemented with 2% B27 and 



EGF/bFGF (both at 20ng/mL). All cells were cultured at 1% of oxygen (O2) in an MCO-5M-

PE, PHCbi inCusaFe incubator (Panasonic) and dissociated with Accutase (A6964, Sigma). 

Experiments were also conducted with PT2385 compound (provided by an MTA with Peloton 

Therapeutics), which was dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) at a concentration of 20 

mM.  

 

Protein isolation and western-blot analyses  

5.105 to 106 cells were maintained at 1% O2 for 6, 12, 24, 48, or 72 hours. Cells were lysed and 

subjected to an SDS-PAGE gradient. After dry transfer, immunoblots were probed with primary 

antibodies against HIF-2α (1:800 dilution, ab199 Abcam), GAPDH (1:5000, MAB374 

Millipore), α-tubulin (1:2000, T9026 Sigma), anti-mouse IgG HRP Conjugate (1:10000, 

W402B Promega) and anti-rabbit IgG HRP Conjugate (1:10000, W401B Promega). 

Immunoblots were imaged with the chemiluminescent kit ClarityTM Western ECL Substrate 

(BioRad) on the LAS4000 imaging system (GE Healthcare) and quantified with ImageJ 

software (v1.53). 

 

Immunofluorescence (IF) assay 

30 000 cells/well were seeded onto 12-mm sterilized coverslips and cultured for 72h in 24-well 

plates in three conditions: 21% O2, 1% O2 and 1% O2 with 20µM PT2385. Cells were fixed 

with 4% paraformaldehyde (PFA) (ThermoScientific) and permeabilized with D-PBS-Triton 

0.1%. Immunostaining was performed with primary antibody against HIF-2α (1:200, ab109616 

Abcam) together with an anti-rabbit Alexa FluorTM 568 IgG (1:2000, A11011 Invitrogen). 

Nuclei and cytoskeleton were labeled with DAPI and phalloidin actin 488 (1:2000, Sc3598 and 

Sc3598; Santa Cruz Biotech). Images were obtained using a confocal microscope (LEICA TCS 

SPE II) with an x63 oil immersion objective (NA:1.40-HCX PL APO CS). Fluorescence 



intensity and location were quantified in ImageJ (v1.53) with a macro developed by our imaging 

platform. 

 

RNA extraction and Quantitative Reverse Transcription PCR (RTqPCR) assessment  

5.105 to 7.105 cells/well were seeded onto 6-well plates and 2 wells were pooled for each RNA 

extraction. Cells were cultured at 21%O2, 1%O2 and a comparison between treated and 

untreated cells with 20µM PT2385. After 72 hours, each cell condition was lysed with 350 µL 

RLT Plus Buffer/well (RNEasy Plus Kit, QIAGEN). RNA extraction and purification were 

performed using RNEasy Plus Kit (QIAGEN). RNA purity and concentration were evaluated 

using a UV-Visible NanoDropTMOne spectrophotometer (ThermoFisher). Reverse transcription 

(RT) was performed in a T100 thermocycler using iScript™ RT Supermix (Biorad). Targeted 

genes were quantified by RTqPCR using the SYBR Green I Dye method and Real-Time PCR 

System (StepOne Plus Instrument). The primers of the following genes were from QIAGEN: 

HIF1A (PPH01361B-200, detected transcript NM_001243084, 3979 bp); EPAS1 

(PPH02551C-200, detected transcript NM_001430, 5184 bp); GLUT1 (PPH14692A-200, 

detected transcript NM_020231, 1973 bp); POU5F1 (PPH02394E-200, NM_001173531, 1589 

bp) and VEGFA (PPH00251C-200, detected transcript NM_001025366, 3677 bp)). Two 

reference genes were used for relative quantification: UBB (Ubiquitin B) and PPIA (cyclophilin 

A). The forward and reverse primers were for UBB: 5’-GCTTTGTTGGGTGAGCTTGT-3’ 

and 5’-CGAAGATCTGCATTTTGACCT-3’, for PPIA: 5’-

GCCGAGGAAAACCGTGTACT-3’ and 5’-TCGACGGCAATGTCGAAGAA-3’. All 

experiments were performed in triplicate. The relative quantification was comparing CT (cycle 

number for which a fluorescent product is measured just above the fluorescent noisy 

background) between the following conditions: at 21%O2, 1%O2, and 1%O2 associated to 



PT2385 treatment. The relative quantification coefficient (RQ) was based on the calculation: 

RQ = 2 − [(C
T

 target - C
T

 reference)
 sample

− (C
T

 target - C
T

 reference)
 calibrator

].  

 

CUT&RUN 

Assay 

All PDLCs were incubated for 72h at 1% O2. CUT&RUN assay was performed as described 

by Hainer and Fazzio for transcription factors in mammalian cells (55). Briefly, 1,5.105 to 5,105 

cells were lysed and nuclei were extracted, captured with BioMag®Plus Concanavalin A beads 

(86057, Polysciences), and incubated with anti-HIF-2α primary antibodies (ep190b, Invitrogen) 

for 2hrs at 4°c. After washing away the EDTA in the buffer and unbound antibody with wash 

buffer, protein A-Mnase (pA-MN) was added and incubated for 1hr at 4°c. The cells were 

washed again and placed in an ice-water bath for 5mins. CaCl2 was added to the final 

concentration of 2 mM to activate pA-MN for 30mins on the ice-water bath. The reaction was 

stopped by the addition of an equal volume of 2XSTOP buffer (55). RNA was digested with 

incubation at 37°c on a thermomixer for 20mins. The protein-DNA complex was released, and 

DNA was extracted and cleaned up with Phenol-chloroform-isoamyl alcohol precipitation. The 

obtained pellet was dissolved in 0,1X Tris/EDTA buffer (56) and stored at -20°c until DNA 

sequencing.  

Buffers were prepared according to the recipes described by Moore (56). Extractions were made 

in duplicates for each PDCLs and samples were compared to a control condition with no 

antibody (“35 MNL p17 without antibody”). The pA-MN was provided by Dr Valérie Schreiber 

(IGBMC, Illkirch-Graffenstaden, France). 

Library preparation and sequencing  

Library preparation was performed at the GenomEast platform at the Institute of Genetics and 

Molecular and Cellular Biology using TruSeq Stranded mRNA Reference Guide- PN 



1000000040498. RNA-Seq libraries were generated from 400 ng of total RNA using TruSeq 

Stranded mRNA Library Prep Kit and IDT for Illumina- TruSeq RNA UD Indexes (96 Indexes, 

96 Samples) (Illumina, San Diego, USA), according to manufacturer’s instructions. Briefly, 

following purification with poly-T oligo attached magnetic beads, the mRNA was fragmented 

using divalent cations at 94oC for 8 minutes. 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 

sec at 98oC; [10 sec at 98oC, 30 sec at 60oC, 30 sec at 72oC] x 12 cycles; 5 min at 72oC) to 

create the cDNA library. Surplus PCR primers were further removed by purification using SPRI 

select beads (Beckman-Coulter, Villepinte, France) and the final cDNA libraries were checked 

for quality and quantified using capillary electrophoresis. Libraries were sequenced on an 

Illumina HiSeq 4000 sequencer as single read 50 base reads. Image analysis and base calling 

were performed using RTA version 2.7.7 and bcl2fastq version 2.20.0.422. 

CUT&RUN data processing 

Data were preprocessed with Cutadapt (57) v1.18 to trim adapter sequences (Nextera 

Transposase Sequence) from 3’ end of reads. Cutadapt was used with the following parameters 

‘-a AGATCGGAAGAG -A AGATCGGAAGAG -m 25:25.’ Reads were mapped to Homo 

Sapiens genome (assembly hg38) using Bowtie2 (58) v2.2.8 with default parameters except for 

“–end-to-end –very-sensitive –no-mixed –no-discordant -I 10 -X 700.” Reads which mapping 

quality is below 30 were removed using samtools v1.13 (59) with the command line “samtools 

view -b -q 30.” Then, reads falling into Encode blacklisted regions v2 (60) were removed using 

BEDtools intersect v2.30.0 (61). Prior to peak calling, reads falling into Encode blacklisted 

regions v2 (60) were removed using BEDtools intersect v2.30.0 (61). 



The peak calling was done with Macs2 v2.2.7.1 with the following parameters “-g hs –scale-to 

large -q 0.01.” Peaks were annotated relative to genomic features using Homer v4.11.1 (62) 

(annotations got extracted from gtf file downloaded from ensemble v106). Heatmaps were 

generated using Deeptools (63) v3.5 using the tool bamCoverage to generate bigwigs files with 

a step of 10 nt. Bigwig files were normalized using the CPM method and an effective genome 

size of 2913022398. Then, the tool Deeptools computeMatrix v3.5 was used to generate a count 

matrix at the positions of interest. Finally, the tool Deeptools plotProfile v3.5 was used to 

generate mean profile plots and the tool Deeptools plotHeatmap v3.5 was used to generate a 

heatmap. The upset plot comparing positions of HIF2/EPAS1 peaks were created using in-

house R scripts based on the Bioconductor package ComplexHeatmap v2.10.0 (64). Over-

representation analyses for KEGG and GO BP and dotplots and emapplots showing functional 

enrichment analysis results were generated using the R package clusterProfiler v4.2.1 (65). A 

p-value cutoff of 0.05 was used for the KEGG enrichment analyses and a p-value cutoff of 0.01 

was used for GO BP enrichment analysis. To detect DNA motifs in regions having EPAS1 

peaks, meme-chip v4.10 (61) was used with default parameters except for « -meme-mod zoops 

-meme-nmotifs 20 -meme-minw 8 -meme-maxw 15 ». Motifs were detected in sequences 

located +/-30nt around peak summits for the 800 most enriched EPAS1 peaks. Bedtools slop 

and Bedtools getfasta v2.30.0 (66) were used to compute the regions +/-30nt around peak 

summits and extract nucleotide sequences, respectively.  

 

RNA sequencing 

As described above in RNA extraction section, the three different conditions for each PDCL 

(e.g., untreated 21%O2 and 1%O2 cells vs. treated 1%O2 cells with 20μM PT2385) were after 

72h of exposure extracted for RNA. Libraries suitable for high throughput sequencing were 

generated from 500 ng of total RNA using TruSeq Stranded mRNA Sample Preparation Kit 



(Illumina, Part Numbers RS-122-2101/RS-122-2102). DNA libraries were checked for quality 

and quantified using a Fragment Analyzer automated CE system (Advanced Analytical 

Technologies, Inc., Bath, UK). The libraries were sequenced on the Illumina HiSeq4000 system 

as single-end 1×50-base reads following Illumina’s instructions. Image analyses and base 

calling were performed using RTA 2.7.3 and bcl2fastq 2.17.1.14 (Illumina, San Diego, CA, 

USA). Reads were mapped onto the hg38 assembly of the human genome using TopHat2 

pipeline (67) with the bowtie v2.1.0 (written in C++) aligner (68). Gene expression was 

quantified using HTSeq v0.6.1 (69) and gene annotations from Ensembl release 87 (70). Read 

counts were normalized across libraries with the method proposed by Anders et al. (68). The 

data were published on the Gene Expression Omnibus website (www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) 

with the following accession number: GSE. To analyze each molecular pathway or gene 

expression in each cell line, we used gene analyses normalized to the length of each gene. A 

fold change coefficient was then calculated by a ratio between these numbers of reads, 

comparing the untreated cell and PT2385 treated conditions. The Heatmaps were generated 

based on those comparative calculations using GraphPad Prism software v9.  

 

Proliferation assay 

2000 to 6000 cells/well were seeded onto a 96-well plate. Cells were treated with increasing 

concentrations of PT2385 (0 to 40 µM) diluted in the lineage-specific medium and administered 

immediately after seeding. Cell confluence was followed for 144h with an IncuCyte® ZOOM 

system placed in an HERACell VI0S 250i incubator (Thermo Fischer) maintained at 1%O2. 

Images were taken every 4 hours and cell confluence was normalized to the confluence at time 

zero. 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE101799


Migration assay 

Spheroids were formed for 72h by the hanging drop method (71) using 10 000 cells/drop seeded 

in their medium containing methylcellulose (#M0262, Sigma-Aldrich). Spheroids were then 

seeded into 24-well plates coated with fibronectin (5µg/mL, C43-060 Promocell) or Poly-D-

Lysine (50µg/mL, A3890401, Gibco) and filled with 500μL of medium containing or not 

PT2385 treatments. Migration tests were performed for 96h at 1% O2. Spheroids were then 

fixed with glutaraldehyde (1%) and nuclei were labeled with DAPI diluted in 3% BSA D-PBS 

(1:2000). Images were obtained on an epifluorescence microscope (Axio Zeiss NA 0.3 WD 73) 

equipped with a camera (Camera Moticam Pro 285D 60N-C 2/3̋ 0.63x 426113) and a 5x lens 

(Ph1 Plan-NEOFLUAR 5x/0.15). The spheroid diameter, the number of evading cells and their 

migration distance were quantified in ImageJ (v1.53). 

 

Co-culture of engineered neural tissue (ENT) and PDCLs  

The iPSCs were maintained in StemFlex medium supplemented with its supplement and 1% 

penicillin/streptomycin. Cells were passaged onto Matrigel (Stemcell Technologies) with a 

standard enzymatic procedure (Accutase, Invitrogen) and replated with Rho-associated protein 

Kinase (ROCK) inhibitor (10µM Y-27632; Ascient Biosciences) for 24 hours to enhance cell 

survival.  

For iPSC-derived engineered neural tissue (ENT), tissues were generated as previously 

described (72–74) including some modifications. Briefly, iPSC colonies were detached with 

Accutase and cultured in suspension in ultra-low attachment plates (Corning Costar) for 28 days 

in two different neural induction media: the neural and dopaminergic induction medium. 

Neural induction medium  

From day 1 to day 3, B27 medium was supplemented with the Dual-Smad cocktail (SB431542 

at 10 nM and LDN at 4 nM: all from Cell Guidance) and Y-27632 at 2µM. From day 7 to day 



13, B27 medium was supplemented with 20 ng/mL bFGF and EGF. From day 13 to day 16, 

B27 medium was supplemented with 10 ng/mL of GDNF and BDNF. From day 16 to day 20, 

B27 medium was supplemented with 1μM CpE, a ɣ-secretase inhibitor (from Cell Guidance). 

Dopaminergic induction medium  

From day 1 to day 3, B27 medium was supplemented with the Dual-Smad cocktail (SB431542 

at 10 nM and LDN at 4 nM: all from Cell Guidance) and Y-27632 at 2µM. From day 3 to day 

7, B27 medium was supplemented with 100 ng/mL sonic hedgehog (shh) and FGF8 with 2µM 

of Purmorphamin. From day 7 to day 13, CHIR-99021 at 3µM was added to the differentiation 

medium. From day 10 to day 16, B27 medium was supplemented with Trichostatin A (1µM), 

TGFβ3 (1ng/ml), and FGF20 (5ng/ml). From day 16 to day 20, B27 medium was supplemented 

with 1μM CpE, a ɣ-secretase inhibitor (from Cell Guidance). At day 20, 25 to 30 aggregates 

provided from both media (50:50) were plated on a hydrophilic polytetrafluoroethylene (PTFE) 

membrane (6mm diameter, 0.4 lm; BioCell Interface) for 1 week in B27 medium with media 

changes every 2 days. At day 35 day, one TC68 gliomasphere was added on top of the ENT 

and the co-culture was maintained in culture for one additional week. 

 

PDCL radiosensitivity assay 

Photon irradiation was carried out using a PRIMUS linear accelerator (Siemens), with 6 MV 

energy photon. Seeded cells were irradiated with a single fraction of 2 to 10Gy of physical dose 

and a dose rate of 200 UM/min. 

Proliferation assay 

3.105 to 5.105 cells were cultured in T25 flasks (Nunc) for 24h and irradiated with a single 

fraction of 2, 4, 6 or 10 Gy. 24h after irradiation, cells were dissociated and seeded in 96-wells 

plates. Cell confluence was followed with an IncucyteTM ZOOM system for 144h at 1% O2. 



Cell confluence was normalized to the confluence at time zero and the percentage of surviving 

fraction were calculated at 144h.  

γH2AX foci quantification assay 

10 000 to 25000 cells/well were seeded in 8-well labteks, treated or not with 20μM PT2385, 

and cultured for 72h. Cells were then irradiated with a single dose of 2Gy. 24 h after irradiation, 

cells were fixed with 4% PFA and labeled with an anti-γH2AX primary antibody (1:500, 05-

636I Merck) coupled to an Alexa FluorTM 568 antibody (1:2000, A11004 Invitrogen). IF was 

performed using a confocal microscope (LEICA TCS SPE II) with an x63 oil immersion 

objective (NA:1.40-HCX PL APO CS). γH2AX foci were counted with a specific macro 

developed in ImageJ software (v1.53). 

 

General statistical analyses 

GraphPad Prism 9 software (GraphPad software, Inc.) was used for graphs generation and for 

all correlations between clinical, imaging and IHC results. Those comparisons were using 

depending on the number of parameters and of samples with Chi-square or Fisher exact tests, 

as well as non-parametric Mann-Whitney and one-way ANOVA tests. Kaplan meier survival 

analyses were also performed. A p-value <0.05 was considered significant and controlled on a 

confidence interval of 95%. “ns” was corresponding to “not significant”.  
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Figure legends: 

Figure 1: HIF-2α protein status in a cohort of 37 pediatric high-grade gliomas (pHGGs). 

Clinical data are detailed in table (A) and observed on tumor slides at diagnosis (B). A 

positive control (e.g., renal cancer) was used to assess HIF-2α immunohistochemistry. A 

summary of analyses as well as correlations with several other biomarkers (C and D), survival 

outcome (E), MRI parameters (e.g., ADC mean calculation) and SUV analysis on FDG PET-

scan (F) are presented. Metabolomic analyses were performed comparing positive 

immunostaining HIF2 tumors (HIF2 pos) and HIF2 negative (HIF2 neg) group (G) showing a 

significant association with ADEMA analyses to TCA, glutaminolysis, aminoacid and 

phospholipid metabolisms. 

 

Figure 2: Spatio-temporal modulation of HIF2 or EPAS1 transcriptomic and proteic 

expressions in PDCL models deriving from 2 DMGs (BT35 and BT69) and 2 DIPGs (BT68 

and BT83). BT69 is the only one not expressing in its paired diagnostic and relapse tumor 

samples HIF-2α. In (A), normalized protein expression on western blot analyses indicating a 

differential expression comparing 2D and 3D states of the same PDCL. The 3D fate is correlated 

to a stabilized HIF-2α expression. (B) Bar graph chart in the upper panel showing the variable 

expression of HIF-2α protein based on the brain locations and the later culture passages. The 

percentage of HIF-2α positive cells is significantly higher in H3.3 K27M DIPGs (p=0.0245). 

(C) Localization of HIF-2α protein in the thalamic (example of BT35) and DIPG (example of 

BT83) cells: cytoplasm versus nucleus and (D) its RNA expression in hypoxic conditions versus 

normoxia. (E) Exploration of HIF-2α location in the cells after inhibition with PT2385 

compound (partial antagonist) and in western blot analyses. (F) Its RNA expression showing 

no transcriptomic impact of the inhibitor except for 3D BT83 (*** p<0.001). (* p<0.05, ** 

p<0.01, *** p<0.001, **** P<0.0001). 



 

Figure 3: Determination of HIF-2α transcription factor targets by CUT&RUN technique 

and analyses in DIPG and DMG cells bearing H3.3 K27M mutation. (A) Heat map showing 

HIF2 read enrichment at TSS +/- 2KbC in BT35, BT69, BT68 and BT83. (B) Mean profiles of 

HIF-2α TSS +/- 2Kb in each line. (C) Comparison of HIF2 peak numbers in the different cell 

lines. (D) Distribution of binding sites at different genomic regions and their size in bp (base 

pair). (E) Comparison of functional annotation enrichment with GO Biological Process of 

BT35, BT68 and BT83. This figure helps understand which functional annotation are shared or 

unique to the different cell lines. The number below each sample is the total number of genes 

of that sample that are seen in the different functional annotation gene sets. (F) Examples of 

binding profiles at the promoters of genes targeted by HIF-2 α in BT68 and BT83 lines where 

this protein is highly expressed.  

 

Figure 4: Signaling pathways controlled by HIF-2α. (A) Emapplot analyses from KEGG 

pathway enrichment approach in thalamic pHGGs (left panel) and in DIPGs (right panel). (B) 

Proteic analyses by immunohistochemistry targeting mTor network (phospho-mTor (mTor), 

pS6-RP and phospho-ERK (p-ERK) ) represented in bar graph charts (significant p set at < 

0.05). (C) Significant RNA sequencing analyses of the pathways downregulated after HIF-2α 

inhibition in PDCLs. (D) Bar graph representation of βcatenin expression in cell nuclei 

(p=0.0351). (E) VEGFA RNA expression in all 2D and 3D PDCLs (* p<0.05, ** p<0.01). (F) 

Bar graph chart showing EGFR expression in HIF2 neg and HIF2 pos groups. (G) GRM2/3 

proteic expression presented in bar graphs exploring pHGG location (DIPGs vs. thalamic 

pHGGs vs. hemispheric pHGGs, p=0.0485) and HIF-2α protein expression (p=0.075).  

 

 



Figure 5: Metabolic network controlled and modulated by HIF-2α overexpression. (A) 

Metabolomics in PDCLs bearing an elevated HIF-2αcomparing cells at 1% of oxygen untreated 

and treated cells with PT2385 compound. So, data of BT35, BT68 and BT83 are presented 

differentially from those of BT69 not expressing HIF-2α. (B) RNA sequencing differential 

analyses of several metabolic pathways modulated after HIF-2α inhibition in both cells DIPG 

vs. thalamic/DMG. (C) Binding profile at the GLUT1/SLC2A1 promoter in BT68 and BT83 

and its RNA expression validation by RTqPCR of GLUT1 gene expression. (* p<0.05, ** 

p<0.01).   

 

Figure 6: Impact of HIF-2α inhibition by PT2385 compound on DIPG/DMG cell 

proliferation, invasion and radiosensitization. (A) Proliferation assay in mono-culture 

showing no significant impact on cell survival. Examples of 2D BT35 and 3D BT68 lines. (B) 

Migration assay under HIF-2α inhibition evidencing an impact only in the thalamic DMG 

represented by BT35 cell line. In (C), the impact on cell migration is detailed based on the 

increased concentrations of PT2385 compound. (D) The co-culture of PDCL with iPSC derived 

in neurons in untreated and treated conditions, where we underlined the significant impact of 

PT2385 on tumor cell proliferation score  (**, p<0.01). Example of BT68. (D) PDCL BT68 

culture into iPSC-derived engineered neural tissue or “minibrains” impacted significantly by 

the addition of 20 µM PT2385 (example of invasion score of BT68 significantly decreasing, * 

or p<0.05). (F) Radiosensitivity assays comprising : 1) the study of the survival fraction after 

increased doses of irradiation (left and below panel) separating PDCL into 2 groups and 2) the 

γH2AX foci quantification assay combining treatments with a significant impact of PT2385 as 

a radiosensitizer in the cells highly expressing HIF-2α. (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, 

**** P<0.0001).   

 



Supplemental Figure 1: Data in patient relapses. (A) HIF2 protein expression in patient 

diagnostic and relapsing specimens with a significant higher proportion in the subgroup of 

recurrences (p=0.0290). (B) MRI parameter (e.g., ADC mean calculation) impact in the 3 

groups comparing at diagnosis HIF2 negative (e.g., HIF2 neg) and HIF2 positive (e.g., HIF2 

pos) expression subgroups to the recurrence where those values were available. The ADC value 

in relapsing subgroup is lowering to the level of HIF2 pos group. (C) Metabolomic analyses 

comparing relapses to their paired diagnostic specimens (total of 8 specimens, where 5/8 were 

HIF2 negative at diagnosis and at relapse 7/8 were expressing largely HIF2 protein).  

 

Supplemental Figure 2: Complementary data subsequent to CUT&RUN analyses in 

BT35, BT69, BT68 and BT83 PDCLs. (A) Pie charts showing proportion of genomic regions 

associated to HIF-2α peaks in BT68 and BT83 lines. (B) Comparison of functional annotation 

enrichment with KEGG pathway process of BT35, BT68 and BT83. This figure helps 

understand which functional annotation are shared or unique to the different cell lines. The 

numbers below each sample is the total number of genes of that sample that are seen in the 

different functional annotation gene sets.  

 

Supplemental Figure 3: Analyses of HIF-2α DNA binding motifs and search of 

transcriptional cofactors. (A) Significant DNA binding motifs found in a de novo motif 

discovery approach and compared to known motifs from JASPAR database. Selection based on 

e-value. (B) Examples of binding profiles at the promoters of potential transcriptional cofactors 

of HIF-2α.   
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Figure 1 : HIF-2α protein status in a cohort of 37 pediatric high-grade gliomas (pHGGs). 
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Supplemental Figure 1 : Data in patient relapses. 
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Figure 2 : Spatio-temporal modulation of HIF2 or EPAS1 transcriptomic and protein expressions in PDCL 

models deriving from 2 DMGs (BT35 and BT69) and 2 DIPGs (BT68 and BT83). 

B

21% 1%

21% 1%

0 20

0 20

PT2385 (µM)



Figure 3: Determination of HIF-2α transcription factor targets by CUT&RUN technique and analyses in DIPG 

and DMG cells bearing H3.3 K27M mutation. 
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Supplemental Figure 2 : Complementary data subsequent to CUT&RUN analyses in BT35, BT69, BT68

and BT83 PDCLs
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Supplemental Figure 3 : Analyses of HIF-2α DNA binding motifs and search of transcriptional cofactors.
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Figure 5: Metabolic network controlled and modulated by HIF-2α overexpression. 
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Figure 6 : Impact of HIF-2α inhibition by PT2385 compound on DIPG/DMG cell proliferation, invasion and 

radiosensitization. 
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• Discussion/Perspectives 

Ce travail a permis de mettre en évidence l’implication de HIF-2α dans le phénotype 

tumoral et l’agressivité des tumeurs de type DMG et DIPG chez l’enfant. L’hyperexpression de 

HIF-2α était particulièrement associée à la mutation driver H3.3, à la mutation TP53 et à une 

radiorésistance des tumeurs. Ces résultats s’inscrivent ainsi dans la continuité de précédents 

travaux au sein de notre équipe, faisant de HIF-2α un marqueur de mauvais pronostic dans les 

GHG pédiatriques. Ils rejoignent sur ce point les études menées dans les GHG adultes et 

renforcent également l’intérêt d’intégrer HIF-2α comme un biomarqueur prédictif dans les 

diagnostics moléculaires des GHG pédiatriques. 

Les approches de CUT&RUN ont permis d’identifier des voies de signalisation 

moléculaires à la fois communes et spécifiques au DMG / DIPG. On retrouve des modulations 

des voies de la glycolyse, de l’angiogenèse et associées à la prolifération tumorale. Dans les 

DIPG, la voie mTor et la voie canonique de Wnt semblent particulièrement modulées par HIF-

2α, alors que dans les DMG, ce sont les voies non canoniques de Wnt et celles associées aux 

interactions glutamatergiques qui semblent le plus impactées. Ces résultats soulignent une 

disparité moléculaire entre ces entités tumorales à travers les modulations de HIF-2α et 

l’implication du microenvironnement cellulaire.  

Le rôle de ce microenvironnement cellulaire s’est ensuite confirmé lors des tests de 

prolifération et d’invasion. L’inhibition fonctionnelle de HIF-2α par le PT2385 n’a eu 

globalement aucun effet en monoculture mais a entrainé une nette diminution de la prolifération 

et/ou de l’invasion des PDCLs lorsque celles-ci ont été placées au sein du microenvironnement 

cellulaire cérébral reconstitué par les ENTs. Par ailleurs, les résultats préliminaires obtenus dans 

le cadre de la radiosensibilité des PDCLs soulignent un potentiel effet radiosensibilisateur en 

réponse à l’inhibition de HIF-2α et en fait une cible thérapeutique potentielle à utiliser en 

concomitance à la radiothérapie. 

La suite de ce travail consisterait à explorer davantage le rôle de HIF-2α dans les GHG 

pédiatriques en incluant notamment des tumeurs avec d’autres mutations driver que la mutation 

H3K27M. On pourrait par exemple inclure des lignées mutées pour BRAFV600E ou des lignées 

WT qui ont déjà pu être dérivées au laboratoire et comparer les voies de signalisation modulées 

par HIF-2α ainsi que les effets thérapeutiques en réponse à une inhibition fonctionnelle de HIF-

2α.  
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De même, les différents tests de migration en monoculture ont été effectués en 2D. Il 

serait intéressant d’étudier cette migration au sein d’un environnement 3D en monoculture, à 

travers l’utilisation de matrices à base d’hydrogel ou de matrigel. Ceci permettait de mieux 

reconstituer les contraintes spatiales qui peuvent survenir lors du développement tumoral et 

d’observer si l’on obtient les mêmes résultats qu’en 2D, à savoir que l’inhibition de HIF-2α n’a 

aucun impact sur la migration de cellules tumorales lorsque le microenvironnement neuronal 

est absent. 

A ce jour, les tests de prolifération et d’invasion en coculture avec un 

microenvironnement neuronal et les ENTs ont été réalisés uniquement sur BT68. De nouveaux 

essais avec les autres PDCLs que nous avons utilisées sont en cours et permettront de comparer 

les effets du microenvironnement tumoral et de l’inhibition de HIF-2α selon différents profils 

d’expression de HIF-2α. Si ces approches confirment l’importance du microenvironnement 

cellulaire dans la réponse tumorale à une inhibition fonctionnelle de HIF-2α, on pourrait alors 

envisager à plus long-terme une étude sur des modèles in-vivo.  
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Article n°2, soumis au journal Cancer Research 

 

HIF-1α and HIF-2α combinatorial targeting or how to reverse 

their balanced oncogenic impact 
 

• Introduction de ce travail 

L’hypoxie et l’activation des facteurs HIF-1α et HIF-2α est un phénomène courant dans 

les tumeurs solides et contribuent à leur développement à leur progression. Ces facteurs de 

transcription induisent une reprogrammation d’une multitude de gènes favorisant 

l’angiogenèse, la prolifération, la migration, la survie ou la reprogrammation métabolique des 

cellules tumorales, créant un environnement favorable à la tumeur. Ces facteurs de transcription 

sont également présents et actifs dans les GHG pédiatriques, et plus particulièrement dans les 

DMG et les DIPG. De précédentes études menées au sein de notre équipe ont pu observer une 

diminution de la progression tumorale en réponse à une inhibition de l’axe mTOR/HIF-1 par 

des traitements combinant de l’irinotecan et de la rapamycine à faibles doses (Guérin et al., 

2012; Jannier et al., 2020). Ce phénomène s’est traduit par une baisse de la progression tumorale 

chez les patients et une diminution de la prolifération in vitro des PDCLs associées à ces 

tumeurs (Blandin et al., 2019; Jannier et al., 2020; Nguyen et al., 2017). En parallèle, les cellules 

et les tumeurs résistantes à ces traitements montraient une surexpression de HIF-2α. D’autres 

travaux menés au cours de cette thèse et présentés précédemment ont pu souligner le rôle majeur 

de HIF-2α dans l’agressivité des DMG et des DIPG et l’intérêt thérapeutique d’une inhibition 

fonctionnelle de HIF-2α à l’aide du composé PT2385. Les facteurs HIF-1α et HIF-2α semblent 

alors agir de manière concomitante dans la modulation de l’adaptation tumorale à l’hypoxie. 

Face à cela, l’intérêt de cette étude consiste à effectuer une inhibition combinée de ces deux 

sous-unités. 

• Objectifs 

Dans ce contexte, l’objectif de ce travail a été d’étudier les expressions respectives de 

HIF-1α et HIF-2α dans une cohorte de GHG pédiatriques et dans des PDCLs dérivées de ces 

tumeurs et mutées pour H3.3K27M. Il s’agissait ensuite de tenter de mettre en évidence la 

balance d’expressions protéiques et transcriptomiques des facteurs HIF-1α et HIF-2α et de leurs 
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gènes respectifs (HIF1A et EPAS1) et d’évaluer les conséquences d’une inhibition combinée 

de ces deux sous-unités sur le développement et la progression tumorale des DMG et des DIPG. 

• Méthodologie 

De précédentes études menées au sein de notre équipe ont pu montrer la capacité de 

faibles doses d’irinotecan à inhiber HIF-1α dans des tumeurs de patients et des PDCLs (Guérin 

et al., 2012; Nguyen et al., 2017). Par ailleurs, des antagonistes spécifiques de HIF-2α ont 

montré leur capacité à inhiber l’activité transcriptionnelle de cette sous-unité en empêchant sa 

dimérisation avec la sous-unité HIF-1β (ou ARNT). Les expressions protéiques de HIF-1α et 

HIF-2α ont été étudiés en IHC dans une cohorte de 37 GHG pédiatriques. De même, les 

expressions des gènes HIF1A et EPAS1 ont été investiguées à travers des bases de données 

disponibles en libre accès. Dans les PDLCs dérivées de DMG et de DIPG, nous avons ensuite 

tenté de mettre en évidence la balance d’expression protéique HIF-1α/HIF-2α en western-blot 

et en immunofluorescence, en inhibant sélectivement l’une ou l’autre sous-unité. Ensuite, il 

s’agissait de développer une stratégie thérapeutique permettant un ciblage simultané de HIF-1α 

et HIF-2α à l’aide d’un traitement combinant de l’irinotecan et du PT2385. Le but était de 

comparer ses effets sur la progression tumorale (prolifération et invasion) par rapport à ceux 

d’une inhibition sélective de l’une ou l’autre de ces sous-unités. Cette approche a été réalisée 

en monoculture ou au sein de tissus neuronaux modifiés (ENTs).
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Abstract  

HIF-1α and HIF-2α are master regulators operating during tumor hypoxia. Few data are 

available on their role in pediatric high-grade gliomas (pHGGs), in which recent insights on 

metabolism and immunotolerance induction through hypoxia-driven mechanisms might 

opening the path to study further this process and their molecular actors. Our study investigated 

and confirmed the balanced dependency of both transcription factors in pHGGs at protein 

levels, but not in their transcriptional reprogramming. We also examined how HIF-1α and HIF-

2α are operating during acute and chronic hypoxia in a spatiotemporal cell setting. HIF-1α was 

clearly correlated within pHGGs samples and models to acute and moderate hypoxia, whereas 

HIF-2α was associated to H3.3K27M mutant DIPG and chronic hypoxia. The impact of 

targeting both transcription factors in patient-derived pHGG models was on cell proliferative 

and invasive mechanisms, especially when studying this drug testing in engineered neural 

tissues. We might position those new targets as an innovative way to counterpart their 

hyperactivation in tumor core hypoxia and to propose them as an innovative approach 

interfering with cell-to-cell adhesion and synaptic interactions with normal brain cells.     
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Introduction  

Intratumoral hypoxia is one of the mechanisms explaining in cancers their therapeutic failure 

due usually to the promotion of tumor cell stemness, migration, invasion, angiogenesis and/or 

metabolic switch (1). In pediatric high-grade gliomas (pHGGs), hypoxia-driven mechanisms 

were less pushed forward even histological features are outlining the presence of highly 

frequent hypoxic zones and an abnormal neoangiogenesis. Recently, this process was directly 

described in pHGG as engaging the tumoral microenvironment through an immunomodulation  

or shaping cell resistance (2–5). Other recent indirect work was involving epigenetic 

specificities and metabolisms, hallmark of hypoxic gene regulation, in DIPG (2,6–8). At a 

mechanistic point of view, the main transcription factors (TF) of this process, HIF-1α and HIF-

2α, are acting as oxygen sensors that are degraded under normoxic conditions, but under low 

oxygen concentration, as in tumor core, the levels of HIF proteins are stabilized and increased 

to bind to their co-factor ARNT (HIF-1β). Thereafter, those TFs are translocating to the nucleus 

to initiate gene transcription (9). Our own past preclinical and clinical work in targeting 

mTor/HIF-1α revealed its efficacy in pHGGs, but also evidenced mechanisms of potential 

resistance to this targeting through the balanced expression of HIF-1α and HIF-2α (7,10) . We 

already had preliminary data in a small tumor collection where we reported their 

hyperactivations, but we were not able to estimate this balanced expression and its concomitant 

role in pHGGs. With the involvement of irinotecan as a HIF-1α inhibitor when using low doses 

(10,11) and the recent development of specific HIF-2α antagonists in clear cell renal 

carcinomas (12–15), we sought to combine them in preclinical in vitro models. So, the purpose 

of our study is to establish, first, precise data in patient tumors and patient-derived cell lines 

about HIF-1α/HIF-2α balanced expression at proteic and RNA levels and, at the end, how we 

could extinct and understand both TF activities in pHGGs with two inhibitors (e.g., irinotecan 

for HIF-1α inhibition and PT2385/PT2977 compounds for HIF-2α antagonism).  
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Material and methods  

Patient samples and database  

All samples were obtained after the informed consent of parents and patients was given. The 

study was conducted in accordance with the ethical committee approval (declaration number 

DC-2017-3090). We investigated retrospectively data from 37 pHGGs (12 diffuse intrinsic 

pontine gliomas (DIPGs), 10 diffuse midline gliomas (DMGs), 11 supra-tentorial locations and 

4 gliomatosis cerebri) compiled consecutively from our center (University Hospital of 

Strasbourg, UHS) (Figure 1A) and diagnosed between January 1, 2010, and December 31, 

2019. All were screened by Next-Generation Sequencing (NGS) for driver mutations (H3.3 and 

H3.1K27M, H3.3G34V/R, IDH1R132H and BRAFv600 mutations) (7). All pHGG patients 

were treated in first line therapy with radiotherapy, which was systematically associated to 

temozolomide except for DIPGs and 2 GCs. We were able to split 31 patients with MRI visible 

disease after surgery (biopsy or partial resection) into two groups of response to irradiation (IR): 

1) improvement of neurological symptoms and 2) stable or worsening of the neurological 

symptoms after IR. The RNAsequencing database analyses were performed using data from 

previously published studies (16,17).  

 

Immunohistochemistry 

We used formalin-fixed, paraffin-embedded (FFPE) specimens for immunohistochemical 

analyses stored in the Centre de Ressources Biologiques of UHS. IHC was performed using an 

automated tissue staining system (Ventana Medical Systems, Inc., Tucson, AZ, USA). The HIF-

1α antibody was purchased from Abcam (Paris, France) and HIF-2α from Cell Signaling 

Technology (Ozyme, St-Quentin-en-Yvelines, France). Two pathologists analyzed protein 

expression independently. The positive assessment was set above 5% of positive staining cells 

in the slide.  
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Patient-derived cell lines (PDCLs) generation and culture  

PDCL were initiated from patient samples and characterized, as described in our previous work 

(7). PDCLs were routinely cultured in DMEM/F12 GlutaMAX medium (31331- 028, Gibco) 

containing 1% MEM non-essential amino acids (NEAA)(X0557-100, Dutscher). In case of 2D 

culture or more differentiated cells, the medium was supplemented with 10 % fetal bovine 

serum (FBS) (Dutscher). For 3D or stem-cell culture, the medium was supplemented with 2% 

B27 (12587010, Gibco), human epithelial growth factor (EGF)(100-008, Reliatech) and human 

basic-Fibroblast Growth Factor (bFGF) (300-003, Reliatech). Cells were systematically 

cultured at 1%O2 in an MCO-5M-PE PHCbi inCusaFe incubator (Panasonic) and passaged with 

a standard enzymatic procedure using Accutase (A6964, Sigma). BT35 and BT69 were initiated 

from H3.3K27M mutant DMGs and BT68 and BT83 from H3.3K27M mutant DIPGs.  

 

Compounds for functional assay and drug testing  

Irinotecan (Hospira, 20mg/mL) was provided by the Pharmacy Department of UHS and was 

diluted into 20mM in D-PBS 1X.  PT2385 and PT2977 antagonists were obtained from a CDA 

with Peloton Therapeutics. They were dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) at a 

concentration of 20 mM.  

 

RNAsequencing of PDCLs 

As already described in our previous published work (7), each PDCL was sequenced at 1%O2 

and in the treated conditions with 20µM PT2385, 20µM PT2977 and with 5 µM Irinotecan. The 

RNAsequencing analyses were conducted as in those previous publications. For mRNA 

expression profiling, a significant differential expression was assigned as a 2-fold up and a 2-

fold down in comparison with control. Up and down-regulated genes were determined for each 
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drug versus a control (untreated cell lines) in hypoxic conditions and GSEA preliminary 

analyses were performed.  

 

Protein isolation and western-blot (WB) analysis  

5.105 and 106 cells were cultured in 1%O2, and proteins were extracted after 6, 12, 24, 48, or 72 

hours. Electrophoresis was performed on a 4-20% polyacrylamide gel (BioRad) and a dry 

transfer was done on a 0.2μm polyvinylidene difluoride membrane (PVDF) (BioRad). Western 

Blot analyses were performed using standard techniques with the following antibodies of HIF-

1α (1:1000, ab51608 Abcam), HIF-2α (1:800 dilution, ab199 Abcam), GAPDH (1:5000, 

MAB374 Millipore), α-tubulin (1:2000, T9026 Sigma), anti-mouse IgG HRP Conjugate 

(1:10000, W402B Promega) and anti-rabbit IgG HRP Conjugate (1:10000, W401B Promega). 

Antibody binding was visualized with the chemiluminescent kit ClarityTM Western ECL 

Substrate (BioRad) on the LAS4000 imaging system (GE Healthcare). Quantification was 

performed with ImageJ software (v1.53) and normalized to the endogenous control.  

 

Immunofluorescent (IF) assessment 

30 000 cells/well were seeded onto 12-mm sterilized coverslips and cultured for 72h in 24-well 

plates in normoxic (21%O2) or hypoxic (1%O2) conditions. In hypoxic conditions, cells were 

treated or not with PT2385 (20µM) and/or with increasing concentrations of Irinotecan (0.25 

to 2.5µM). After 72h, cells were fixed with 4% paraformaldehyde (PFA) (Electron Microscopy 

Sciences, Thermo Scientific) and permeabilized for 3 minutes in D-PBS-Triton 0.1%. 

Immunostaining was performed with primary antibodies against HIF-1α (1:500 Ab51608, 

Abcam), HIF-2α (1:200, ab109616 Abcam) together with an anti-rabbit Alexa FluorTM 568 IgG 

(1:2000, A11011 Invitrogen). Nuclei and cytoskeleton were labeled with DAPI and phalloidin 

actin 488 (1:2000, Sc3598 and Sc3598, Santa Cruz Biotech). Images were obtained using a 
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confocal microscope (LEICA TCS SPE II) with an x63 oil immersion objective (NA:1.40-HCX 

PL APO CS). Fluorescence intensity and location were quantified in ImageJ (v1.53) with a 

macro developed by our imaging platform. 

 

Proliferation assays 

2000 to 6000 cells/well were seeded onto a 96-well plate and cultured in hypoxic conditions 

for 144h. Treatments with PT2385 (20µM) or PT2977 (20 µM) and/or increasing doses of 

Irinotecan (0.25 to 100 µM) occurred immediately after seeding. Cell confluency was followed 

with an IncuCyte®ZOOM system placed in a HERACell VI0S 250i incubator (Thermo Fischer) 

maintained at 1%O2. Normalization was done to the confluency at time zero. IC50 were 

calculated using the GraphPad Prism9 software and corresponds to 50% of cell survival as 

compared to the maximal effect of the drugs.  

 

Migration assay 

Three-day-old spheroids were seeded into 24-well plates coated with fibronectin (5µg/mL, 

C43-060 Promocell) or Poly-D-Lysine (50µg/mL, A3890401, Gibco) and cultured in hypoxic 

conditions for 96h. Treatment with PT2385 (20µM) and/or increasing doses of Irinotecan (0,25 

to 10 µM) occurred immediately at seeding. Spheroids were then fixed and stained with DAPI 

diluted in 3% BSA D-PBS (1:2000). Images were obtained on an epifluorescence microscope 

(Axio Zeiss NA 0.3 WD 73) equipped with a camera (Camera Moticam Pro 285D 60N-C 2/3̋ 

0.63x 426113) and a 5x lens (Ph1 Plan-NEOFLUAR 5x/0.15). The number of evading cells 

and their migration distance were quantified in ImageJ (v1.53). 

  

 

 



8 
 

Co-culture of engineered neural tissue (ENT) and PDCLs  

The iPSCs were maintained in StemFlex medium supplemented with its supplement and 1% 

penicillin/streptomycin. Cells were passaged onto Matrigel (Stemcell Technologies) with a 

standard enzymatic procedure (Accutase, Invitrogen) and replated with Rho-associated protein 

Kinase (ROCK) inhibitor (10µM Y-27632; Ascent Biosciences) for 24 hours to enhance cell 

survival. For iPSC-derived ENT, tissues were generated as previously described (18,19) 

including some modifications. Briefly, iPSC colonies were detached with Accutase and 

cultured in suspension in ultra-low attachment plates (Corning Costar) for 28 days in two 

different neural induction media: the neural and dopaminergic induction medium. 

 

Statistical analyses 

Statistical significance between groups was evaluated with Kruskal Wallis and/or Dunnett tests 

and/or Wilcoxon rank signed test. A p-value <0.05 was considered significant and controlled 

on a confidence interval of 95%. “ns” corresponds to “not significant”. All analyzes were 

performed and represented using GraphPad Prism v9 software. 

 

Results and discussion 

HIF-1α and HIF-2α expressions: only protein levels might be balanced in pHGG cohorts 

In the 37-pHGG cohort (summarized in Figure 1A), we used immunohistochemistry (IHC) to 

systematically characterize both TF proteins and checked their concomitant expression in each 

sample. HIF-1α was expressed in 27/37 tumors with a positive broad nuclear immunostaining 

from 20 to 100% (mean of 35%) of the tumor cells, whereas HIF-2α was present in 18 tumors 

with a positive nuclear expression from 15 to 100% cells (mean of 25%) (Figures 1B, 1C and 

1D). Concomitant hyperexpression of both TFs was only detected within 14 samples, whereas 

no expression was observed in 6 specimens. A positive and significant correlation was 
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evidenced between HIF-2α and DIPGs (present in both H3.3K27M and H3.1K27M mutant 

specimens, 6 and 2, respectively) (p=0.045). No other correlation with driver mutation, nor 

location was demonstrated, except when considering both concomitant expressions, which was 

predominantly observed in 8/12 DIPGs (p=0.025). Thereafter, to go further in the balance 

between HIF-1α and/or HIF-2α protein expressions, considering each patient, as represented 

in Figure 1C, statistical tests were performed and exhibited a significant correlation (Wilcoxon 

rank t test, p<0.01). Four patients presented the same percentage of immunostaining positivity 

for both TFs, whereas 8 tumors had a higher HIF-2α expression comparatively to the 19 

specimens with a HIF-1α predominant staining. When we searched further for clinical or 

molecular correlations with those expressions, we also found a statistically significant positive 

correlation between HIF-2α positive staining and response to radiotherapy, linking 

hyperexpression to poor responders. 

Based on those results obtained by immunostaining, we sought to leverage several 

transcriptomic databases previously published and now publicly available (20). We checked the 

spectrum of variability we might have in HIF1A and EPAS1 expressions and only observed a 

positive correlation across the entire spectrum of their expression, which conduct not 

identifying any specific group. All patients bearing an overexpression of EPAS1 presented also 

a HIF1A overexpression.  

So, only a balanced proteic expression might be suspected to sustain their differential roles in 

pHGGs and specifically in DIPGs, which was more in favor of post-transcriptional induction 

factors and not as a transcriptional reprogramming (21). Few publications are promoting 

epigenetic modulation in those processes, but also how tumor cells and their tumor 

microenvironment can induce a stabilization of those proteins through, for example, glucose 

availability, spatial hypoxia modulation or tumor cell fate (e.g., differentiation state vs. stem 

cells) (2,22,23). This unique protein balance might also reveal a duality in the hypoxic 
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microenvironmental regulation, where HIF-1α is usually associated to an acute and moderate 

induced chronic hypoxia and HIF-2α to a more prolonged and profound hypoxia (24). The 

tumor specimens at surgery time-point cannot answer the question related to this balance 

dependency based on acute vs. chronic environmental evolution that will be much more 

approximate in functional experiments. To go further, as we had a statistical correlation 

between DIPGs and HIF-2α higher expression, we focused on DIPG and DMG models bearing 

a unique type of driver that is H3.3K27M mutation.   

 

A unique balanced HIF protein expression based on a spatio-temporal hypoxic 

environment modulation is present in H3.3K27M mutant DIPG/DMG  

To validate then this hypothesis of balanced expression at protein level and investigate the 

spatiotemporal impact of those TFs, we examined functionally our patient-derived models at 

protein (WB and IF analyses) and RNA levels. The proteic results are summarized in Figures 

2. First, we investigated the evolution of HIF-1α and HIF-2α WB expressions in DMG and 

DIPG cells (Figure 2A) after hypoxic exposure from time 0 to 72 hours. Similarly, in DIPG and 

DMG cells, HIF-1α is induced rapidly after exposing cells to 1%O2 until 24 hours and then, 

protein concentration is decreasing to its initial level and further down. HIF-2α is maintaining 

its initial proteic expression and increased its concentrations just before 24 hours of hypoxia, 

especially in DIPG cells vs. DMG lines (p<0.05). BT69 had a very low protein expression of 

HIF-2α comparatively to its HIF-1α level, as it was observed in its paired tumor specimen. 

Globally, those results are confirming HIF-1α as a crucial TF during the acute phase of hypoxic 

environment, whereas HIF-2α might be considered as a master regulator during chronic 

hypoxia. This latter TF is probably linked when hyperactivated to a more aggressive cell 

phenotype, as correlated with poor responders to irradiation in the 37-pHGG cohort (25). As 
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we already know, cancer cells exposed to prolonged hypoxia are usually more aggressive and 

resistant to radiation due to the differential gene expression contributing to this cell phenotype.  

We also checked functionally both expressions and their balance using HIF-1α inhibitor and 

HIF2α antagonists, interfering with ARNT heterodimerization (e.g., PT2385 and PT2977). In 

figures 2B and C, example of PT2385 impact in BT68 cell line. All in vitro cell cultures are 

expressing a high intensity of HIF-1α and HIF-2α proteins with no differences between lines, 

except for BT69 where HIF-2α was at the limit of detection with our IF microscope. In the left 

graph of Figure 2C, HIF-1α protein level is increasing in cell nuclei of BT35 cells during 

hypoxia and furthermore when cells are treated with HIF-2α antagonists (p<0.0001) (no 

variations between PT2385 or PT2977, data not shown). Similar results were evidenced in all 

other lines allowing to suggest, as in other cancers, that functional HIF-2α inhibition is inducing 

a higher level of HIF-1α protein to counterbalance the transcriptional deregulation subsequent 

to HIF-2α antagonism (22). Furthermore, the IF assay looking to HIF-2α expression and 

localization into the cells was showing an increase of HIF-2α translocation into nuclei (right 

panel of Figure 2C), whereas its IF intensity is decreasing into the cytoplasm. When using 

PT2385 (Figure 2C) or PT2977 (data not shown), the HIF-2α intensity is decreasing into the 

nuclei to stay into the cell cytoplasm, restoring a situation as in normoxia and conducting to TF 

destabilization. Since we also have access to a HIF-1α inhibitor, we examined the same IF 

assessments regarding HIF-1α and HIF-2α intensity levels and cell localization when using 

Irinotecan at several and increased concentrations (Figure 2D, example of BT35 line IF, witness 

of all lines except for BT69 regarding HIF-2α intensity). As expected, HIF-1α intensities 

decreased significantly into the cell nuclei and proportionally to the rise of Irinotecan 

concentrations (left graph of Figure 2E, **** p<0.0001). We observed a downregulation of 

HIF-1α protein in the paired WB analyses (left part of the graph in Figure 2F, p<0.001). 
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Inversely and concomitantly, when Irinotecan is used, HIF-2α protein intensity is increasing in 

the cell nuclei, as well as its protein concentration detection by WB analyses (right panel and 

part of the Figures 2E and 2F). To note, only a low dose of Irinotecan seems necessary to obtain 

this HIF-1α inhibition, as previously published (20). The anti-topoisomerase I effect is usually 

only described at higher Irinotecan doses (above 10µM). All those results with Irinotecan 

revealed and confirmed the balance dependency between these two TFs in DIPG and DMG 

cells expressing them both. Integrating in our experiments both cultures in 2D and 3D cell, we 

did not observe any significant differences concerning this balanced dependency based on cell 

fate. 

When interrogating RNAsequencing PDCL results, we did not find any significant 

transcriptional level differences between the several conditions considering HIF1A and/or 

EPAS1 fold changes in all lines. We confirmed at a transcriptional level that 2D and 3D BT69 

cultures had bearing the lowest EPAS1 expression.  

Globally, this dissociation between RNA and protein regulations might be a specific feature of 

DIPG/DMG hyperexpressing HIF-2α protein, as in other cancers usually this dissociation is 

less seen (26). As all those experimental results are consistent with those observed in the 37-

pHGG cohort or in pHGG RNAsequencing databases, we next investigated in those in vitro 

models how we might cut down this balanced expression and if, as a therapeutic point of view, 

this combination might have an interest. 

 

Combining HIF-1α and HIF-2α inhibition is impacting cell growth and migration in 

presence of normal brain neuron environment 

First, we investigated during in vitro standard monoculture of each PDCL the impact of each 

inhibitor and when using them in combination under hypoxia 1%O2. Those results are featured 

in Figures 3. As all previous results presented above were concordant using PT2385 and 



13 
 

PT2977, we only used PT2385 compound in those further experiments. On graphs, as well as 

on the pictures of IncuCyte®ZOOM plate-well focus, the figures 3A and 3B are presented the 

high anti-proliferative impact since very low doses of Irinotecan. Most of the PDCLs had a 

IC50 as a single Irinotecan approach of 0.59 to 18.11 µM. The RNAsequencing exploration 

when treating cells with this drug were showing an impact on proliferation pathways, as well 

those with GSEA analyses on HIF1 pathway (data not shown and already partially published in 

Nguyen et al.(20)). When using the combination, as the cell mortality was rapid at very low 

doses of Irinotecan, we could not correlate any significant effect when administering both 

compounds (Irinotecan + PT2385) on proliferation. We also performed migration assay based 

on the fixed spheroids after treatments (Figures 3C, 3D, 3E and 3F) and, using the numbers of 

migrating cell and the average distance of migration as parameters, we did find a significant 

correlation (p<0.01 to 0.0001) and impact on the cell migration in DMG and in DIPG cells 

(examples of 2D BT35 in Figures 3C and 3D and of 3D BT68 in Figures 3E and 3F) when 

Irinotecan was administered alone. When combo treatment is performed, as in proliferation 

assay, we do not see any impact of PT2385 in addition to Irinotecan. The explanation is 

probably the massive impact of Irinotecan on those tumor cells. There were the same 

conclusions within all lines.  

Preliminary data on RNAsequencing analyses after PT2385 or Irinotecan in DIPG/DMG 

monoculture (data not shown) evidenced an impact on pathways of axon guidance, as well as 

cell-to-cell adhesion and brain development. To explore then the impact of neuronal and 

hypoxic environment in our experiments and be able possibly to dissociate the HIF-1α and HIF-

2α inhibitions, we also tested those compounds in single approach or in combination using ENT 

for PDCL cultures. In Figure 4A, we performed our drug testing in co-culture with 

differentiated neurons and showed in our cell lines a significant impact in all therapeutic 

conditions. The pictures of co-culture BT68/neurons, as an example in Figure 4A, underlined 
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the effect of irinotecan, PT2385 and their combination on BT68 proliferation. The proliferation 

scores presented in Figure 4B showed a significant difference with the control (co-culture 

without any treatment). Surprisingly, even the bar graphs of single drug approaches were 

significantly different from the control (p from <0.01 to <0.005), the combo treatment was not 

synergistically impacting the proliferation score. Nevertheless, on the IF pictures on the left and 

below panel of Figure 4A, a dissociation of the tumors cells, stained in DAPI (blue) seem to be 

a significant effect when additioning both inhibitors. At the end, using both drugs, we might 

then not decrease more the proliferation rate of the tumor cells, but helping with PT2385 

compound to dissociate the cells reducing the tumor masses. In fact, the RNAsequencing 

analyses considering HIF-2α antagonism is additionally to HIF-1α inhibition acting on cell-to-

cell adhesion between tumor cells and/or neurons and synapses (data not shown). These 

molecular processes and invasion impact were previously suspected in other cancer models 

treated with PT2385 compound (12,27).  To achieve the role on the invasion of the combo 

treatment, we used a 3D approach to imitate in vitro features of tumor/host nervous tissue 

interaction in an exclusively human environment. So, those 3D “minibrains” were seeded with 

DIPG/DMG tumor cells and treated as done in mono- and co-cultures (Figure 4C). As detailed, 

in Figure 4D, comparatively to the untreated control, there was a significant effect on the 

invasion score due to the Irinotecan treatment, the PT2385 administration and the combination 

of both. However, the “combo” bar on the graph on the Figure 4D seem to be further down than 

the single drug approach, but no significant statistical number was supporting this tendency.  

So, the therapeutic testing combining inhibition concomitantly of both TFs seem to impact 

through HIF-1α targeting on proliferation, migration and invasion propensities in DIPG/DMG 

cells and through HIF-2α targeting on synaptic interactions (e.g., dopaminergic and 

glutamatergic synapses as in our RNAsequencing preliminary data) and cell-to-cell adhesions 

with normal brain cells that are known fueling DIPG cell progression (28).  
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All those data are providing further interest studying this combo concept on hypoxic master 

regulators that have been demonstrated having a clear balanced proteic expression especially in 

DIPGs.  
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Figure 1: HIF-1α and HIF-2α protein expressions in a 37-pHGG (pediatric High-Grade 

Glioma) cohort established by immunohistochemistry. (A) Summary of clinical and survival 

characteristics of the patients included in the pHGG cohort (diffuse intrinsic pontine 

glioma=DIPG) (B) Summary of the HIF-1α and HIF-2α positive immunostaining across pHGG 

subgroup that are DIPG, gliomatosis cerebri, thalamic midline gliomas and hemispheric 

pHGGs. (C) Heatmap visualizing the percentage of positive immunostained cells in each 

sample for HIF-1α and HIF-2α nuclear staining showing the significant balance for 26 patients 

(p<0.01). (D) Examples of HIF-1α and HIF-2α negative and positive stainings in our cohort 

(scalebar = x40).     

 

Figure 2: HIF-1α and HIF-2α protein expression in patient-derived cell lines (PDCLs). 

(A) Western blot (WB) analyses pooling HIF-1α and HIF-2α protein concentrations after 72 

hours of hypoxia exposure (1%O2) showing an inversely protein modulation. HIF-1α is 

presenting a rapid increase followed by a decrease after 24 hours, whereas HIF-2α is, first stable 

and then increasing in a sustained manner after 24 hours. (B) Positive immunodetection of HIF-

1α biomarker in green (e.g., from right to left side: at 21%O2, 1%O2 and with PT2385 

treatment) with confocal microscope (Scalebar=50µm) in an example of BT35 line (DAPI in 

blue and phalloidin in red color). (C) Immunofluorescent quantification of nuclear HIF-1α and 

HIF-2α after PT2385 treatment. (D) Positive immunodetection of HIF-1α (upper panel) and 

HIF-2α (below panel) in green (e.g., from the right to left side: no irinotecan treatment, 1µM 

irinotecan and 2.5µM irinotecan in an example of BT35 line (DAPI in blue and phalloidin in 

red color). (E) Immunofluorescent quantification of nuclear HIF-1α and HIF-2α after 

increasing concentrations of irinotecan. (F) WB analyses of HIF-1α and HIF-2α comparing 

increasing doses of irinotecan and showing a blanced dependency in those transcription factors.  
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Figure 3: Drug testing using Irinotecan, PT2385 and the combination of both compounds 

in DIPG/DMG cell monoculture. (A) Example of IC50 graph with Irinotecan and when 

associated to PT2385 compound in 2D BT35 line on the left panel associated to IncuCyte© 

views from up to down without any compound, with Irinotecan 5µM, and with the combination. 

On the right panel, example of IC50 graph with Irinotecan and when associated to PT2385 

compound in 3D BT68 line associated to IncuCyte© views from up to down without any 

compound, with Irinotecan 5µM, and with the combination. (C) Table summarizing all testing 

with Irinotecan and Irinotecan plus PT2385 in all DIPG/DMG lines. (C) Migration 3D spheroid 

assay in 2D BT35 line treated with increasing doses of Irinotecan (upper panel) and associated 

to PT2385 (below panel). Scalebar = 400 µM. (D) Those confocal images with DAPI labeling 

are allowing the precise measures of evading cells (left panel) and the distance of those 

migrating cells (right panel) and their comparison in each condition (without or with PT2385 

additionally to Irinotecan). (E) Migration 3D spheroid assay in 3D BT68 line : confocal images 

with DAPI labelling comparing treatment with Irinotecan and Irinotecan+PT2385. Scalebar = 

700 µM. (F) Measures of evading cells on the left panel and the average distance of migration. 

In the below panel, comparisons of treatments. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.005, **** 

p<0.0001, ns=no significance 

 

Figure 4: Drug testing targeting HIF-1α by Irinotecan and HIF-2α by PT2385 in 

engineered neural tissues. (A) Co-culture of neuron derivation from iPSC and PDCL (example 

of 3D BT68). Positive immunodetection of III-tubulin in green, GFAP in red and DAPI in 

blue color for cell nuclei. Magnification 40x. (B) Proliferative score considering residual cells 

in each condition (control without treatment, Irinotecan 1µM, PT2385 20µM and the combo. 

(C) Positive immunodetection as described in A section considering PDCL culture into 

“minibrain”. Sections of PCNA immunodetection and merge. Magnification 40x considering 
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the control without treatment, Irinotecan 1 µM, PT2385 20 µM and the combo. (D) Invasive 

score in each condition and their significance. ** p<0.01, *** p<0.005, **** p<0.0001 
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cell monoculture.
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Figure 4 : Drug testing targeting HIF-1α by Irinotecan and HIF-2α by PT2385 in engineered neural tissues.
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• Discussion et perspectives 

Sur la cohorte de 37 GHG pédiatriques étudiés, 73% des tumeurs exprimaient la protéine 

HIF-1α et 49% exprimaient la protéine HIF-2α. Une expression concomitante des facteurs HIF-

1α et HIF-2α a été retrouvée dans 14 tumeurs (39%). Des corrélations ont notamment pu être 

identifiées entre les expressions protéiques de HIF-1α et HIF-2α et de mauvaises réponses aux 

traitements (notamment radiothérapie), ce qui n’a pas été le cas pour l’étude de l’expression des 

ARN HIF1A et EPAS1. Le rôle de ces facteurs HIF sur la progression et l’agressivité tumorale 

semble ainsi essentiellement dépendre de leur expression protéique.   

L’étude de leurs expressions protéiques dans les PDCLs mutées pour H3.3K27M a 

notamment permis de rejoindre les données de la littérature associant à HIF-1α un rôle de 

modulation d’une hypoxie aigüe et à HIF-2α le rôle d’une hypoxie chronique. Ces résultats 

dessinaient alors des expressions concomitantes et potentiellement compensatoires de ces sous-

unités au cours du temps. Par ailleurs, lorsque nous avons inhibé sélectivement l’une ou l’autre 

des sous-unités, nous avons pu observer une augmentation de la concentration nucléaire de la 

seconde sous-unité protéique, suggérant une activité transcriptionnelle compensatoire en 

réponse à l’inhibition de son homologue. On peut donc imaginer que les activations des sous-

unités HIF-1α et HIF-2α sont intimement liées et seraient capables de se compenser l’une et 

l’autre.  

 L’inhibition de HIF-1α par l’irinotecan en monoculture entraine une diminution de la 

prolifération et de la migration des PDCLs comme il l’a pu être démontré par de précédentes 

études. En revanche, le PT2385 seul et sa combinaison à l’irinotecan ne semble avoir aucun 

impact sur la prolifération et la migration en monoculture. Néanmoins, lorsque les PDCLs ont 

été placées dans un microenvironnement de type ENTs, le PT2385 et l’irinotecan administrés 

seuls diminuent tous les deux l’invasion des PDCLs. Leur combinaison semble même accentuer 

sensiblement leur effet anti-invasif. Ces résultats soulignent l’intérêt thérapeutique d’une 

inhibition combinée des facteurs HIF-1α et HIF-2α dans le traitement des DMG et des DIPG 

mutés pour H3.3K27M. 

Néanmoins, une seule PDCL a pu être utilisée dans des ENTs à ce jour (BT68). D’autres 

essais sont en cours avec les autres PDCLs utilisées au cours de cette thèse et permettront de 

comparer les résultats obtenus à leurs profils d’expression respectifs de HIF-2α. De même, ces 

approches pourront être ouvertes à des tumeurs présentant d’autres mutations driver telles que 



 

 
 

264 

BRAFV600E ou des lignées WT qui ont déjà pu être développées au laboratoire. Il serait ainsi 

intéressant d’observer l’impact des inhibitions de HIF-1α et HIF-2α dans ces autres PDCLs et 

de déterminer si l’agressivité tumorale associée à leurs activations peut être corrélée à une 

mutation driver particulière.  

Par ailleurs, d’autres résultats obtenus au cours de cette thèse ont suggéré un effet 

radiosensibilisateur en réponse à une inhibition de HIF-2α. Il serait donc intéressant de tester 

cette même radiosensibilité en réponse à un inhibition combinée de HIF-1α et HIF-2α par des 

pré-traitements associant l’irinotecan et le PT2385. 
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Article n°3, publié dans Journal of Visualized Experiments (Jove) 

 

Co-culture of Glutamatergic Neurons and Pediatric High-Grade 

Glioma Cells Into Microfluidic Devices to Assess Electrical 

Interactions 

 
• Introduction de ce travail 

L’hypothèse initiale de ce travail visait à répondre au manque actuel de modèles in-vitro 

pertinents dans l’étude des GHG pédiatriques et de leur microenvironnement tumoral. Le choix 

des modèles d’étude est primordial car celui-ci se doit d’être le plus proche possible de la 

tumeur originelle du patient si l’on veut générer des résultats pertinents et reproductibles, en 

vue de potentielles approches thérapeutiques ultérieures. Présentés au cours de l’introduction, 

différents modèles in-vitro sont actuellement utilisés et/ou envisagés dans la recherche sur les 

tumeurs cérébrales. Ils modélisent chacun des aspects mécanistiques spécifiques à différents 

niveaux de complexité, en reconstituant des caractéristiques intrinsèques et/ou extrinsèques des 

tumeurs. Chacun de ces modèles permet d’apporter des informations spécifiques à son échelle 

mais présente également ses limites. La première étape est le développement de modèles dérivés 

de tumeurs des patients, visant à reproduire les caractéristiques cellulaires, prolifératives, 

moléculaires et protéiques de ces tumeurs. Néanmoins, ces modèles cellulaires ne permettent 

pas d’intégrer des aspects associés au microenvironnement cérébral tel que la proximité de 

réseaux neuronaux électriquement actifs. Or, comme décrit dans l’introduction, l’activité 

électrique de ces neurones et plus particulièrement celle des neurones glutamatergiques, semble 

impacter le développement des GHG pédiatriques (Monje, 2020; Monje et al., 2011; Venkatesh 

et al., 2015b). A ce jour, aucun modèle in-vitro n’a été utilisé pour étudier les interactions 

électrophysiologiques entre des neurones glutamatergiques et des lignées tumorales dérivées de 

GHG pédiatriques (PDCLs).  

• Objectifs  

L’objectif de ce travail était de mettre au point et de valider une approche in-vitro 

fonctionnelle et reproductible de coculture permettant d’étudier les interactions 

électrophysiologiques entre un réseau de neurones glutamatergiques et des lignées de GHG 

pédiatriques, dans des dispositifs microfluidiques couplés à un réseau de microélectrodes 
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(MEA). Une première étape devait valider la différenciation et la maturation de neurones 

glutamatergiques corticaux à partir d’iPSC dans des dispositifs microfluidiques. Dans un 

second temps, ces mêmes neurones étaient mis en coculture avec des lignées de GHG 

pédiatriques pour tenter de déterminer si elles pouvaient entrer en interaction avec les neurones 

et entrainer une modification de l’activité électrique du réseau.  

• Méthodologie 

Les différentes étapes de ce projet ont été réalisées en collaboration avec les équipes de 

NETRI (Lyon). Les neurones glutamatergiques corticaux ont d’abord été dérivés à partir 

d’iPSCs et mis en culture au sein de dispositifs microfluidiques couplés à une batterie de micro-

électrodes (MEA). Une première étape a permis de suivre et de valider la différenciation et la 

maturation de ces neurones à travers des marquages Nestin, Sox2, mGluR2 et vGLUT1 réalisés 

lors des 4ème et 21ème jours. Ensuite, leur activité électrique a été enregistrée une première fois 

au bout du 21ème jour de culture, lorsque les neurones avaient atteint leur maturation. En 

parallèle, des lignées de GHG pédiatriques ont été cultivées dans des flasques et ont été mises 

en co-culture avec les neurones glutamatergiques à l’issue du 1er enregistrement le 21ème jour. 

Un second enregistrement de l’activité électrique a été réalisé le 23ème jour, soit 2 jours après la 

mise en co-culture des lignées. Les comparaisons des enregistrements électriques des 23ème et 

21ème jours ont tenté d’évaluer l’impact de lignées de GHG pédiatriques sur l’activité électrique 

du réseau de neurones glutamatergiques.  
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Données complémentaires 
 
 

• Marquages de cellules vivantes par nanoparticules polymériques fluorescentes 

Notre modèle de coculture dans les dispositifs microfluidiques présentait certaines 

limites dans la possibilité de discerner les neurones et les PDCLs une fois mis en coculture. En 

effet, après l’adhérence des PDCLs sur le réseau de neurones glutamatergiques, il était difficile 

de discriminer les PDLCs et les neurones et de suivre leur viabilité et/ou leur prolifération au 

cours du temps en simple contraste de phase.  

Pour pallier à cette difficulté, une technologie basée sur l’utilisation de nanoparticules 

fluorescentes (Andreiuk et al., 2017) a été adaptée à notre modèle. Ces nanoparticules 

polymériques sont intégrées spontanément par les cellules vivantes par des mécanismes 

d’endocytose et permettent d’effectuer un marquage fluorescent. L’utilisation de particules de 

longueurs d’onde différentes permettrait alors de distinguer les neurones des PDCLs et de 

déterminer leurs évolutions respectives en temps réel via la technologie Incucyte®.  

Ces nanoparticules ont été synthétisées par Andreas REISCH et Baylar Zarbaliyev au 

sein de notre laboratoire (UMR 7021), à travers une collaboration avec l’équipe de Nanochimie 

et Bioimagerie dirigée par le Dr. Andrey KLYMCHENKO. Deux types de nanoparticules ont 

été utilisées, l’une émettant dans le rouge (DID) et l’autre dans le vert (DIO) (Figure 66). Elles 

ont toutes les deux été testées sur les neurones glutamatergiques ainsi que sur 3 lignées de GHG 

pédiatriques :  BT35 2D, BT68 2D et BT68 3D.  

L’utilisation des nanoparticules fluorescentes a permis de marquer toutes les PDCLs 

testées (Figure 66, données de BT35 non représentées). Leur intégration par les cellules ne 

semble pas altérer la viabilité cellulaire et le marquage persiste au moins 10 jours après le 

traitement. Les deux longueurs d’onde ont été testées avec succès sur chacune des lignées.  

Cependant, les tentatives de marquages des neurones n’ont pas donné de résultats concluants, 

quelles que soient les longueurs d’onde utilisées (données non représentées). Ces derniers ne 

semblent pas avoir intégré les nanoparticules. Il est possible que les mécanismes d’endocytose 

soient plus limités dans les neurones que dans les PDCLs, ce qui pourrait expliquer l’absence 

de leur pénétration dans ces cellules. D’autres tentatives devront être effectuées avant de 

conclure. Néanmoins, le marquage des PDCLs par les nanoparticules et l’absence de marquages 

des neurones glutamatergiques suffiraient déjà à distinguer les deux types cellulaires.  
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• Développement de nouvelles PDCLs 

A l’image des lignées utilisées dans le cadre de ce travail de thèse, de nouvelles PDCLs 

sont continuellement développées au sein de notre laboratoire à travers une collaboration avec 

le CHU de Hautepierre à Strasbourg. Ce développement s’effectue dans le contexte des 

programmes PEDIAGLIO et PEDIAMODECAN (PEDIAtric MODEls for CANcer research). 

A chaque biopsie, un échantillon est systématiquement transféré dans notre laboratoire et utilisé 

dans le cadre de la dérivation d’une nouvelle PDCLs. Dans ce contexte, j’ai pu dériver 20 

PDCLs issues de GHG pédiatriques tout au long de ma thèse, ce qui nous permet de bénéficier 

d’une centaine de PDCLs depuis la mise en place de ce protocole en 2011.  

• Différenciation et maturation de neurones glutamatergiques en hypoxie 

Après la publication du papier issu de notre collaboration avec les équipes de NETRI, 

les expérimentations ont été approfondies au sein de notre laboratoire dans le but de reproduire 

la différenciation et la maturation de neurones glutamatergiques en condition d’hypoxie. Pour 

cela, les iPSCs ont été commandées auprès de Brainxell (Madison, USA) et mises en culture 

selon un protocole similaire à celui utilisé par NETRI dans le cadre des dispositifs 

microfluidiques, mais en conditions hypoxiques à 1% d’O2. Les neurones ont été ensemencés 

avec succès dans des Labteks 8 puits ainsi que dans des plaques 96 puits (TPP) et ont pu être 

suivis en temps réel grâce au système de microscopie automatisée Incucyte ZOOM®. 
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Figure 66 : Marquages de PDCLs (BT68) avec des nanoparticules polymériques fluorescentes 
émettant dans le vert ou dans le rouge. (A) Exemple de la lignée BT68 2D observée à l’aide de 
l’Incucyte® ZOOM, en contraste de phase (photos en nuances de gris) et après marquage aux 
nanoparticules rouges et vertes (photos sur fond noir). (B) Exemple de la lignée BT68 2D observée 
à l’aide de l’Incucyte® ZOOM, en contraste de phase (photos en nuances de gris) et après marquages 
aux nanoparticules rouge et vertes (photos sur fond noir).  
Les images ont été obtenues 10 jours après le traitement initial. 
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A 

Figure 67 : Développement de nouveaux modèles de PDCLs à partir de biopsies de patients 
atteints de GHG pédiatriques. (A) Tableau récapitulatif des différentes lignées dérivées depuis 
mon arrivée au laboratoire associées à leurs diagnostics. (B) Images de PDCLs observées au 
microscope optique inversé (Grossissement 200X). 

B 
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• Discussion et perspectives  

Ce travail a permis de développer et de valider la compatibilité d’un modèle in-vitro 

microfluidique pour l’étude des interactions fonctionnelles entre un réseau de neurones 

glutamatergiques et des lignées tumorales dérivées de patients atteints de GHG pédiatriques. 

Ces dispositifs microfluidiques semblent compatibles avec le développement et la maturation 

de neurones glutamatergiques corticaux dérivés à partir d’IPSCs. La diminution progressive 

des marqueurs Nestin et Sox2 et l’apparition progressive de mGluR2 et vGlut1 témoignaient 

bien d’une différenciation progressive des neurones et de leur spécialisation glutamatergique. 

Leur maturation s’est également illustrée par une augmentation et une synchronicité 

progressives de leur activité électrique. La mise en contact de ces neurones avec des lignées 

tumorales de GHG pédiatriques a entrainé une augmentation de leur activité électrique, et 

reflète sur ce point des interactions fonctionnelles qui ont été particulièrement décrites dans les 

GHG pédiatriques par de précédentes études (Blanco‐Suárez et al., 2017; Monje, 2020; 

Venkatesh et al., 2019). Ce phénomène a pu être observé aussi bien avec une lignée 

commerciale (UW479) qu’avec une PDCL dérivée d’un patient atteint d’un DMG et 

développée au sein de notre laboratoire (BT35).  

L’approche novatrice développée dans ce travail a ainsi montré sa capacité à déceler et 

analyser et des modifications fonctionnelles d’un réseau de neurones en présence de lignées de 

GHG pédiatriques. Nous avons tout de même rencontré quelques difficultés dans la 

différenciation et la maturation des neurones glutamatergiques. Dans certains cas, près de la 

moitié des neurones ne présentaient pas les marqueurs mGluR2 et vGlut1 et ne pouvaient donc 

pas être considérés comme des neurones glutamatergiques. Les conditions de culture des 

neurones peuvent encore être améliorées dans le but d’obtenir une population cellulaire plus 

homogène.  

La capacité des nanoparticules décrites précédemment à marquer les PDCLs ouvre la 

voie à une application ultérieure dans ces dispositifs microfluidiques, dans le but de les 

distinguer des neurones. D’autres PDCLs pourront être tester ultérieurement pour confirmer 

leur compatibilité avec les nanoparticules. De plus, si l’incapacité des nanoparticules à marquer 

les neurones se confirmait lors de prochains essais, une autre alternative pourrait être 

l’utilisation de neurones couplés à la GFP (Green Fluorescent Protein). 
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D’autres PDCLs pourront également être testées dans les dispositifs microfluidiques, 

notamment celles développées au laboratoire dans le cadre du programme PEDIAMODECAN 

(Figure 67).  

Enfin, les précédents travaux présentés dans cette thèse ont souligné la modulation par 

HIF-2 des voies associées aux interactions glutamatergiques, en particulier dans les DMG. 

Ainsi, ce modèle microfluidique couplé à un dispositif d’enregistrement et aux nanoparticules 

pourrait permettre d’étudier, simultanément et en temps réel, les effets d’une inhibition des 

facteurs HIF-1α et/ou HIF-2α sur la prolifération des PDCLs et leurs interactions avec un réseau 

de neurones glutamatergiques.  

 

  



 

 
 

289 

Conclusion générale 
 

Les gliomes de haut-grade et plus particulièrement les DMG et les DIPG mutés pour 

H3.3K27M sont des tumeurs particulièrement agressives, qui se développent au niveau de la 

ligne médiane et restent à ce jour la première cause de mortalité liée au cancer chez l’enfant. La 

localisation de ces tumeurs dans des zones cérébrales sensibles rend impossible toute résection 

chirurgicale et ces tumeurs sont particulièrement résistantes aux chimiothérapies et aux 

thérapies ciblées testées à ce jour. Il n’existe à ce jour aucun traitement efficace pour lutter 

contre ces tumeurs et l’espérance de vie des patients au moment du diagnostic est de 12 à 15 

mois.  

Cette agressivité tumorale peut être associée à différentes altérations moléculaires 

intrinsèques de ces tumeurs, entrainant une activation aberrante de voies de signalisation 

impliquées dans la prolifération, la survie ou la différenciation cellulaire. La résistance et 

l’agressivité de ces tumeurs sont également sous la gouverne de facteurs environnementaux et 

notamment de l’hypoxie intratumorale. L’activation des facteurs de transcription HIF-1α et 

HIF-2α permettent une adaptation cellulaire et métabolique favorable au développement de la 

tumeur. 

L’implication de ces facteurs de transcription, et en particulier de HIF-2α dans 

l’agressivité des GHG pédiatriques et leur mauvais pronostic avait été suggérée par de 

précédents travaux menés au sein de notre équipe. Néanmoins, aucune donnée ne permettait de 

déterminer clairement les voies de signalisation modulées par HIF-2α et son rôle dans le 

développement et la progression de ces tumeurs. A travers ce travail de thèse, nous avons pu 

précisément associer HIF-2α à une plus forte agressivité tumorale et une diminution de la survie 

des patients, faisant de la sous-unité HIF-2α un nouveau biomarqueur pronostique à intégrer 

dans le diagnostic de ces tumeurs. En combinant la méthode de CUT&RUN, le séquençage de 

l'ARN et la métabolomique, nous avons profilé le paysage des promoteurs et des voies régulées 

par HIF-2α dans les DIPG et les DMG où les mutations H3.3K27M et TP53 sont associées. 

L'élucidation des gènes en aval de HIF-2α distingue des voies liées aux DIPG (mTor et 

signalisation Wnt canonique) et aux DMG (interactions glutamatergiques et signalisation Wnt 

non canonique). La mise en évidence de voies liées aux interactions glutamatergiques a été 

d’autant plus intéressante que l’inhibition fonctionnelle de HIF-2α montre un effet 

antiprolifératif et anti-invasif uniquement lorsque les PDCLs sont intégrées au sein d’un 
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microenvironnement cérébral de type ENT. Ainsi, nous avons mis en évidence HIF-2α comme 

une nouvelle cible thérapeutique et nos résultats préliminaires en RT ouvrent la voie à son 

utilisation en concomitance à l'irradiation. Sur ce point, HIF-2α pourrait représenter un potentiel 

biomarqueur prédictif de la réponse tumoral à la radiothérapie. 

Les travaux réalisés dans le cadre de cette thèse ont également pu démontrer 

l’importance, non seulement de la sous-unité HIF-2α, mais des expressions concomitantes des 

protéines HIF-1α et HIF-2α, qui semblent moduler l’agressivité tumorale à travers une balance 

d’expressions protéiques inter-régulées. Notre étude a confirmé la dépendance équilibrée des 

deux facteurs de transcription dans les pHGG au niveau protéique, mais pas dans leur 

reprogrammation transcriptionnelle. Là encore, l’inhibition de ces deux facteurs de 

transcription a entrainé des effets antiprolifératifs et anti-invasifs accentués lorsque les PDCLs 

étaient mises au contact de tissus neuronaux. En association avec les précédents résultats 

obtenus sur HIF-2α, ces observations renforcent l’idée d’un rôle pro-oncogénique des facteurs 

HIF dans les DMG et DIPG à travers les communications cellulaires et les interactions 

synaptiques avec les cellules cérébrales normales. Cet aspect peut être particulièrement 

intéressant dans la mesure où les DMG et DIPG semblent se développer dans un contexte 

spatio-temporel particulier de maturation et de myélinisation neuronales post-natales. Celles-ci 

mettent justement en jeu des interactions électrochimiques entre des cellules gliales 

progénitrices et les neurones, notamment glutamatergiques. 

La troisième approche de ce travail de thèse consistait alors à développer un modèle 

d’étude in-vitro permettant d’évaluer les interactions électrophysiologiques entre des lignées de 

GHG pédiatriques et un réseau de neurones glutamatergiques. Des dispositifs microfluidiques 

couplés à des réseaux d’électrodes et à un dispositif d’enregistrement ont permis de montrer un 

impact de la présence des PDCLs sur l’activité électrique de ces neurones. Les interactions entre 

ces populations cellulaires suggérées par nos précédents résultats ont ainsi pu être modélisées 

plus concrètement à travers ce modèle fonctionnel. Par ailleurs, des améliorations techniques à 

travers l’utilisation de nanoparticules fluorescentes ont été apportées depuis et permettront de 

suivre la viabilité et/ou la prolifération des cellules en temps réel. Ainsi, ce modèle pourra être 

couplé aux approches pharmacologiques développées au cours de cette thèse et permettra 

d’apporter des réponses supplémentaires sur la nature des interactions neurones – PDCLs sous 

la modulation des facteurs HIF. On pourrait notamment envisager de tester les interactions 

électriques entre les neurones et les PDCLs en réponse à des traitements à l’irinotecan et/ou au 

PT2385.  
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Pour conclure, l’ensemble des résultats présentés tout au long de cette thèse souligne 

l’intérêt de considérer les facteurs HIF-1α et HIF-2α comme des biomarqueurs pertinents à 

intégrer aux diagnostics des DMG et des DIPG mutés pour H3.3K27M. Ils sont associés à des 

résistances aux traitements et à un mauvais pronostic pour le patient. Leur ciblage et leur 

inhibition fonctionnelle constituent de nouvelles stratégies thérapeutiques prometteuses dans le 

but d’améliorer la prise en charge des patients. Cette étude s’est focalisée sur des tumeurs de 

type DMG et DIPG porteurs de la mutation H3.3K27M, mais les approches expérimentales qui 

ont été développées pourront s’ouvrir à d’autres types de tumeurs. Au sein même du laboratoire, 

de nouvelles PDCLs sont systématiquement dérivées à partir de biopsies de patients dans le 

cadre des programmes PEDIAGLIO et PEDIAMODECAN.  
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Annexe 1 
 

Article scientifique publié dans Cancers 

 

Hypoxic Environment and Paired Hierarchical 3D and 2D 

Models of Pediatric H3.3-Mutated Gliomas Recreate the 

Patient Tumor Complexity 
 

Ce travail a consisté à caractériser les PDCLs qui ont ensuite été utilisées dans le cadre 

de cette thèse, à savoir les lignées BT35, BT68, BT69 et BT83. Elles ont été notamment 

développées sous des formes adhérentes (MNL) et de neurosphères (NS), mimant des états plus 

ou moins différenciés des cellules. Différents aspects ont été explorés tels que leurs capacités 

prolifératives, migratoires, leur clonogénicité, leurs profils d’expressions géniques ou encore 

leurs profils métaboliques.  

Lors de mon arrivée au laboratoire, j’ai pu contribuer à la caractérisation de ces lignées en 

effectuant notamment des tests de sensibilités au Témozolomide (TMZ) et en développant des 

premières approches de cocultures entre les formes MNL et NS des lignées. 
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Quentin FUCHS 
 

Rôle et ciblage de HIF-2α 

dans les gliomes de haut-grade pédiatriques de la ligne médiane 
 

Résumé  
Les gliomes diffus de la ligne médiane (DMG) et les gliomes infiltrants du tronc cérébral (DIPG) 
porteurs de la mutation driver H3.3K27M sont des tumeurs cérébrales agressives et incurables. Cette 
agressivité est en partie liée à l’hypoxie intratumorale et à l’activation des facteurs de transcription 
induits par l’hypoxie (HIF), en particulier HIF-2α. De précédentes études ont suggéré que HIF-2α était 
un marqueur de résistance des tumeurs à des thérapies ciblant la voie mTor/HIF-1α. Cependant, très peu 
de données existent à ce jour sur le rôle de HIF-2α dans les GHG pédiatriques et peu de modèles d’étude 
permettent de mimer le microenvironnement hypoxique des DMG et des DIPG. Ce travail de thèse a 
consisté à : 1) Développer des modèles in-vitro 2D et 3D à partir de lignées dérivées de patients (PDCLs) 
afin de mimer l’hétérogénéité tumorale et y intégrer l’hypoxie intratumorale et les interactions avec les 
réseaux neuronaux et les cellules gliales. Ces modèles conservent les caractéristiques cellulaires et 
moléculaires de la tumeur originelle et permettent d’étudier les interactions électrophysiologiques entre 
des PDCLs et un réseau de neurones. 
2) Explorer et caractériser les voies de signalisation modulées par HIF-2α dans les DMG et les DIPG et 
montrer que les inhibitions combinées des facteurs HIF-1α et HIF-2α par des traitements associant 
irinotecan et PT2385 permettent de diminuer la prolifération et l’invasion de ces tumeurs et pourrait 
contribuer à leur radiosensibilisation. 

Mots-clés : gliomes de haut-grade, H3.3K27M, hypoxie, neurones, modèles 

 

Abstract 

Diffuse midline (DMGs) and brainstem (DIPGs) high grade gliomas (HGG) bearing the H3.3K27M 
driver mutation are aggressive and incurable brain tumors. This aggressiveness is partly linked to 
intratumoral hypoxia and the activation of Hypoxia inducible factors (HIF), in particular HIF-2α. 
Previous studies have underlined that HIF-2α is a marker of tumor resistance to therapies targeting the 
mTor/HIF-1α pathway. However, very few data exist to date on the role of HIF-2α in pediatric HGG 
and few study models can mimic the hypoxic microenvironment of DMGs and DIPGs. This work 
consisted in: 1) Developing 2D and 3D in-vitro models from patient-derived cell lines (PDCLs) to mimic 
tumor heterogeneity and integrate intratumoral hypoxia and interactions with neural networks and glial 
cells. These models retain the cellular and molecular characteristics of the original tumor and allow to 
study the electrophysiological interactions between PDCLs and neurons; 2) Explore and characterize 
the signaling pathways modulated by HIF-2α in DMGs and DIPGs and demonstrate that the combined 
inhibitions of the HIF-1α and HIF-2α factors by irinotecan and PT2385 treatments reduce proliferation 
and invasion of these tumors and could contribute to their radiosensitization. 

Keywords : high-grade gliomas, hypoxia, neurons, H3.3K27M, models 
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