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Résumé 

Les tumeurs de système nerveux centrale (CNS) sont les cancers les plus communs chez 

l’enfants, elles représentent 20% de tumeurs pédiatriques, sont les causes principales de 

mortalité liées au cancer chez les enfants âgés de moins de 15 ans. Les gliomes de troc cérébrale 

(BSG) représentent 12% des tumeurs pédiatriques du SNC, dont 75% sont sous forme de 

gliome infiltrant du tronc cérébral ou « Diffuse Intrinsic Pontine Glioma » (DIPG). Ce dernier 

est une tumeur cérébrale très agressive et difficile à traiter. Il se développe dans le pont du tronc 

cérébral, qui contrôle plusieurs fonctions vitales du corps. DIPG est une tumeur cérébrale très 

maligne de haut grade qui apparait généralement chez les enfants de 5 à 10 ans, avec un taux 

de survie de moins de 10%, deux ans après le diagnostic. 

Le traitement standard des tumeurs nouvellement diagnostiqués est la radiothérapie par 

modulation d'intensité (IMRT), Qui n’a comme effet qu’un soulagement temporairement les 

symptômes. Plusieurs traitements ont échoué en raison de La localisation de la tumeur, sa 

nature infiltrative et la présence de la barrière hémato-encéphalique qui contrôle les échanges 

entre les compartiments sanguins et cérébraux, et empêche le passage de médicaments et des 

agents thérapeutiques. Donc il est important d’étudier les réponses des cellules de DIPG 

humaines aux nouveaux agents anticancéreux. 

Cette étude a pour objectif de comparer les effets des agents anticancéreux, Panobinostat 

(HDACi) et ONC201, sur les cellules DIPG primaires humaines. En comptant le nombre de 

cellules avant et après traitement, nous allons évaluer les effets du Panobinostat et de l'ONC201 

sur la viabilité et le nombre de cellules pendant trois jours. Ensuite, nous allons déterminer 

l’IC50 (la concentration inhibitrice médiane) et identifier l'agent le plus efficace. Et enfin 

sélectionner la concentration optimale de cet agent. 

Les mots clés : DIPG, Panobinostat, ONC201, Viabilité cellulaire. 

 

 

 

 

 

 



 
 

Abstract 

Central nervous system (CNS) tumors are the most common cancers in children, they represent 

20% of pediatric tumors, and are the main causes of cancer-related mortality in children under 

the age of 15. Brain stem glioma (BSG) account for 12% of pediatric CNS tumors, 75% of 

which are a Diffuse Intrinsic Pontine Glioma (DIPG). The latter is a very aggressive brain 

tumor and difficult to treat, arising in the ventral pons, which controls several vital body 

functions. DIPG is a very malignant, high-grade brain tumor that usually appears in children 

between the ages of 5 and 10, with a survival rate of less than 10% two years after diagnosis. 

The standard treatment for newly diagnosed tumors is intensity-modulated radiation therapy 

(IMRT), which only provides a temporary relief of symptoms. Several treatments have failed 

due to the location of the tumor, its infiltrative nature and the presence of the blood-brain barrier 

which controls the exchanges between the blood and brain compartments, and plays an 

important role in the restriction of drugs in tumors. Therefore, it is important to study the 

responses of human DIPG cells to novel anticancer agents. 

This study aims to compare the effects of two anticancer agents, Panobinostat (HDACi) and 

ONC201, on primary human DIPG cells. By counting the number of cells before and after 

treatment, we will monitor the effects of Panobinostat and ONC201 on cell viability / number 

over three days. Next, we will determine the median inhibitory concentration (IC50) and 

identify the most effective anti-cancer agent. And finally select the optimal concentration of 

this agent. 

Keywords: DIPG, Panobinostat, ONC201, Cell viability. 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 ملخص

وهي  الأطفال،٪ من أورام 20فهي تمثل  الأطفال،شيوعًا لدى  تاانأورام الجهاز العصبي المركزي هي أكثر أنواع السرط

٪ من 12أورام جذع الدماغ الدبقية عامًا. تمثل  15الأسباب الرئيسية للوفيات المرتبطة بالسرطان لدى الأطفال دون سن 

 هذا الأخير هو ورم. المنتشر دبقيالم الورعلى شكل  هذه الأورام ٪ من75 الأطفال،أورام الجهاز العصبي المركزي لدى 

والتي تتحكم في العديد من وظائف الجسم  الدماغ،العدوانية ويصعب علاجه. يتطور في منطقة الجسر من جذع شديد 

هو ورم دماغي خبيث للغاية وعالي الدرجة يظهر عادة في الأطفال الذين تتراوح أعمارهم الورم الدبقي المنتشر  .الحيوية

.صخيالتش٪ بعد عامين من 10 لا يتجاوزاء مع معدل بق سنوات، 10و 5بين   

الأعراض مؤقتاً  يفتخف يقتصر على والذي المعدل،العلاج القياسي للأورام التي تم تشخيصها حديثاً هو العلاج الإشعاعي 

 حكم في التبادلاترتشاحية ووجود الحاجز الدموي الدماغي الذي يتفقط. فشلت عدة علاجات بسبب موقع الورم وطبيعته الإ

ة خلايا مهم دراسة استجابمن ال لذلك،. من الوصول إلى الدماغفي تقييد الأدوية  رئيسياوالذي يلعب دورًا  والدماغ،بين الدم 

.جديدة مضادة للسرطان الورم الدبقي المنتشر لأدوية ومواد  

ا , على خلايPanobinostat et ONC201 للسرطان،المضادة  العوامل بعض تهدف هذه الدراسة إلى مقارنة تأثيرات

 راتسنراقب تأثيمعالجتها بهذه الأدوية، البشرية. من خلال حساب عدد الخلايا قبل وبعد الورم البقي المنتشر 

Panobinostat وONC201 سنحدد ذلك،وعددها لمدة ثلاثة أيام. بعد  لاياحيوية الخ على IC50 اللازم  )تركيز العملو

لتركيز الأمثل لهذا احدد نالسرطان. وأخيرًا هذا نحدد العامل الأكثر فعالية لمكافحة لخلايا السرطانية( ثم للتثبيط النصفي ل

 .العامل

 , الورم الدبقي المنتشر.Panobinostat,ONC201 الكلمات المفتاح:
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Le gliome infiltrant du tronc cérébral, variant anatomique des gliomes de haut grade, se 

développe presque exclusivement chez l’enfant et le jeune adulte. Il s'agit de la troisième 

tumeur cérébrale en fréquence à cet âge et la première cause de mortalité par tumeur cérébrale 

chez l'enfant. Son caractère infiltrant et sa localisation rendent impossible toute chirurgie 

d'exérèse. Cette tumeur ne répond que transitoirement à la radiothérapie. Elle présente presque 

systématiquement une chimiorésistance et depuis la preuve d'efficacité de la radiothérapie 

(Coutel 1959) aucun autre traitement n'a été validé en 50 ans. Malgré la radiothérapie, la plupart 

des patients décèdent dans les deux ans après diagnostic. Depuis ces 20 dernières années, 

l’imagerie par résonance magnétique ayant remplacé la biopsie, des signes cliniques et 

radiologiques évocateurs suffisent pour bien des équipes pour établir ce diagnostic (Albright et 

al. 1993). Cette approche est néanmoins prise en défaut dans un certain nombre de cas 

(Hankinson et al. 2011; Sufit et al. 2012) justifiant pour d'autres équipes une pratique plus 

systématique des biopsies (Roujeau et al. 2007). Depuis une dizaine d’années, de nombreux 

essais cliniques combinant chimiothérapie, radiothérapie et plus récemment nouvelles 

thérapies ciblées impliquant les inhibiteurs de récepteurs à activité tyrosine kinase et les agents 

anti-angiogéniques ont été réalisés dans ces affections malheureusement sans succès. Le 

développement de ces nouvelles stratégies thérapeutiques chez l’enfant a été influencé par les 

thérapies de l’adulte en occultant leurs différences biologiques. Cependant, des études récentes 

portant sur les altérations moléculaires du DIPG ont pu identifier des nouvelles cibles 

thérapeutiques, ouvrant la voie à une nouvelle gamme de médicaments. Il a été démontré que 

la majorité des patients atteints de DIPG présentent la mutation (H3K27M) dans les gènes 

codant pour l'histone 3 (H3), ce qui entraine une substitution de la lysine 27 par une méthionine 

(K27M) (Khuong-Quang et al., 2012), ce qui mène à suggérer que la modulation de 

l'acétylation des histones est un potentiel cible thérapeutique pour le traitement du DIPG. En 

conséquence, les inhibiteurs de l'histone désacétylase (HDACi) ont été testés comme 

traitement. Le Panobinostat, en particulier, est un HDACi qui s'est révélé efficace dans le 

traitement du DIPG in vitro (Hennika et al., 2017). L'ONC201 est un autre médicament 

prometteur. Il s'agit d'un antagoniste sélectif du récepteur dopaminergique D2 qui peut 

traverser la barrière hémato encéphalique (Ishida et al., 2018). 

Cette étude a pour objectif de comparer les effets des agents anticancéreux, le Panobinostat et 

l’ONC201, sur les cellules DIPG primaires humaines. En comptant le nombre de cellules avant 

et après traitement, nous allons évaluer les effets du Panobinostat et de l'ONC201 sur la 

viabilité et le nombre de cellules pendant trois jours. Ensuite, nous allons déterminer l’IC50 (la 
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concentration inhibitrice médiane) et identifier l'agent anticancéreux le plus efficace. Et enfin 

sélectionner la concentration optimale de cet agent.  
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I. Tumeurs cérébrales 

1. Anatomie de cerveaux 

Le cerveau est un organe complexe qui joue un rôle primordial dans le contrôle du 

système nerveux centrale (SNC) à travers un réseau complexe de processus moléculaires et 

neuronaux, ces processus sont hautement organisés pendant le développement et finis par la 

formation des différentes structures qui compose ce système (Bassett and Gazzaniga 2011). 

 

Le cerveau a la forme générale d’un ovoïde à grand axe antéro – postérieur, il peut diviser 

d’un point de vie anatomique aux trios régions principales: le cerveau, le cervelet et le troc 

cérébral (Figure 1).

 

Figure 1:l’anatomie du cerveaux (adapté de Winslow 2013). 

Le cortex cérébral représente la partie externe du cerveau, il est divisé en deux 

hémisphères (hémisphères droit et hémisphère gauche) séparés par un profond sillon médian 

(fissure longitudinale du cerveau) et chaque hémisphère est subdivisé en quatre lobes : frontale 

temporale, pariétal et occipital (Keunen, Counsell, and Benders 2017), les lobes les plus larges 

sont les lobes frontaux. Ce sont les régions du cerveau qui coordonnent la cognition, le 

raisonnement, langage expressif et la motricité. Les lobes temporaux sont situés au-dessous des 

lobes frontaux et pariétaux, ils assurent la perception et la reconnaissance de son, le stock du 

mémoire verbale et visuelle à court terme et l’interprétation des émotions. Les lobes pariétaux 
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sont localisés en arrière des lobes frontaux, ils sont sièges de la conscience du corps et de 

l’espace environnant. Les lobes occipitaux sont localisés près de l'arrière du crâne, ils sont 

responsables de la détection et le traitement des informations visuelles (Bassett and Gazzaniga 

2011). 

Le cervelet est placé dans la fosse crânienne postérieure sous les lobes occipitaux. Il joue 

un rôle dans le contrôle moteur, étant responsable de la posture et de l'équilibre du corps en 

recevant des informations du système d'équilibre de l'oreille interne, des nerfs sensoriels, des 

systèmes auditifs et visuels (McLachlan and Wilson 2017). 

Le tronc cérébral est la partie du système nerveux centrale située entre la moelle épinière 

en bas, et le diencéphale en haut. Il comprend de bas en haut trois parties: la moelle allongée 

(bulbe rachidien), le pont et le mésencéphale. Le bulbe rachidien joue un rôle essentiel dans la 

régulation cardiaque, la modulation du rythme et l’amplitude respiratoires et il constitue une 

zone de passage de nombreuses voies motrices et sensitives. Le pont constitue le deuxième 

étage du tronc cérébral et il en présente la plus grande partie, Il joue un rôle essentiel dans la 

transmission des informations entre le corps et le cerveau. Le mésencéphale qui assure le 

contrôle du mouvement des yeux et le traitement des informations visuelles et auditives 

(McLachlan and Wilson 2017). 

Entre le cortex et le tronc cérébral sont localisées: le thalamus et l'hypothalamus. Le 

thalamus est responsable de la transmission des signaux sensoriels et moteurs vers le cortex et 

il est impliqué dans la régulation des cycles sommeil et la mémoire. L'hypothalamus joue le 

rôle du maintien de l'homéostasie du corps en contrôlant notamment l'équilibre énergétique, la 

régulation de la température corporelle et agit aussi comme connecteur le système nerveux et 

le système endocrinien par la production et la libération d'hormones (Bassett and Gazzaniga 

2011). 

2. Tissus nerveux 

Les processus de prolifération cellulaire, migration et différenciation sont les 

responsables de la complexité de la structure du cerveau, les modifications anatomiques des 

vésicules cérébrales durant le développement embryonnaire reflètent les changements 

histologiques survenus et la présence de différents types cellulaires (Keunen, Counsell, and 

Benders 2017). 
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Durant le développement du système nerveux central, les cellules souches neurales qui 

sont dominantes dans le neuroépithélium précoce sont des cellules souches pluripotentes avec 

une capacité d'auto-renouvellement qui se différencie pour générer les lignées cellulaires 

neurales. Elles sont considérées comme les cellules progénitrices primaires qui génèrent des 

cellules neuronales par neurogenèse et des cellules gliales par gliogenèse durant les différents 

stades de développement (Teng et al. 2008). 

a. Neurogénèse 
La neurogenèse commence à une étape très précoce du développement embryonnaire, la 

fin de la gastrulation, et se poursuit jusqu'aux des stades postnatals dans des zones germinales 

restreintes du cerveau adulte, comme l’hippocampe et la zone sous ventriculaire (Bystron, 

Blakemore, and Rakic 2008; Stiles and Jernigan 2010). Les cellules neurales sont 

essentiellement générées par deux mécanismes (Figure 2): la division directe des cellules 

souches neurales, ou par l’amplification des cellules souches neurales en tant que cellules 

progénitrices intermédiaires IPCs (intermediate progenitor cells). Ces IPCs sont des 

percusseurs avec more potentialité de différenciation que les NSCs. Les deux mécanismes 

permettent l’amplification et la maintenance des NSCs avant la migration et la différenciation 

pour donner les différentes lignées cellulaires neurales (Temple 2001; Kriegstein and Alvarez-

Buylla 2009). 

 

Figure 2: La neurogenèse (Kriegstein and Alvarez-Buylla 2009). 
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Au départ, les cellules neuroépithéliales qui forment la plaque neurale commencent à présenter 

des changements caractéristiques des cellules gliales différenciées, telle que la polarité basale-

apicale et l’expression du transporteur glutamate aspartate astrocytaires (GLAST), la protéine 

de nestin, la protéine lipide binding, et la protéine d’acide fibrillaire gliale (GFAP). Cette 

population nommée cellules gliales radiales et reconnue comme des cellules progénitrices clés, 

Durant ce dernier stade les cellules gliales subissent une division dans la zone ventriculaire 

asymétrique qui permette l’auto-renouvèlement et la génération d’'un neurone post mitotique 

d’une manière directe ou indirect par l’intermédiaire d’une cellule fille progénitrice 

intermédiaire (IPC) (Temple 2001; Kriegstein and Alvarez-Buylla 2009). 

b. Gliogenèse 
Les cellules gliales ou névroglies, sont des cellules non neuronales de système nerveux 

centrale et périphérique qui ne produisent pas des impulsions électriques, ils sont responsables 

de plusieurs fonctions (Stiles and Jernigan 2010)., le maintien de l’hémostasie, formation de 

myéline dans le système nerveux périphérique et fournissent la protection et le soutien aux 

neurones (Qian et al. 2000; Urbán and Guillemot 2014). A la fin de la neurogenèse, les cellules 

radiales gliales (RGC) présentes un switch neuronal au glial, elles arrêtent la production de 

neurones pour commencer la génération des cellules gliales. La production et la migration des 

neurones sont des événements prénatals, tandis que la prolifération et la migration des 

progéniteurs gliaux se produisent à la fin de l'embryogenèse et se prolongent tout au long de 

l'enfance, Contrairement aux cellules neuronales, les cellules gliales peuvent se multiplier, 

proliférer et devenir cancéreuses. Les cellules gliales comprennent : astrocytes, 

oligodendrocytes, microglie, et cellules épendymaires (Qian et al. 2000; Urbán and Guillemot 

2014).  

Les astrocytes sont les cellules les plus abondantes des cellules gliales. Véritable tissu de 

soutien, Elles ont un aspect étoilé, ramifié, autour d'un corps cellulaire volumineux, elles ont 

un rôle dans la régulation de la vasoconstriction et de la vasodilatation, dans la régulation de 

l'homéostasie métabolique et ionique et sont impliquées dans la formation de la barrière 

hémato-encéphalique (Rowitch and Kriegstein 2010; Martynoga, Drechsel, and Guillemot 

2012; Dimou and Götz 2014). A la fin de développement, les RGC migrent vers la zone 

corticale, avec une régression du processus radial et subissent une transformation progressive 

en astrocytes (Figure 3). Les astrocytes subissent une amplification locale par divisions 

symétriques avec formation de cellules progénitrices astrocytaires (aIPCs) avant la 

différenciation terminale. 
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Figure 3: La Gliogenèse (Kriegstein and Alvarez-Buylla 2009). 

Les oligodendrocytes sont des cellules de petite taille et moins nombreuses que les 

astrocytes. Leur rôle est l'élaboration de la myéline des axones, la production du facteur 

trophique et de l'intégrité axonale et de la survie neuronale. Tout au long du développement 

Les cellules progénitrices oligodendrocytes (oIPCs) sont générées par la division asymétrique 

des cellules RG. Puis les oIPC passent par des divisions symétriques pour se différencient en 

oligodendrocytes (Rowitch and Kriegstein 2010; Martynoga, Drechsel, and Guillemot 2012; 

Dimou and Götz 2014). 

Il existe d'autres types de cellules gliales dans le SNC : les cellules épendymaires, les 

cellules B et la microglie. Les cellules épendymaires sont générées de la conversion d'une sous-

population de RGC. Ces cellules sont localisées dans la moelle épinière et le système 

ventriculaire et sont impliquées dans la production et la sécrétion du liquide cérébrospinal et 

jouent un rôle important dans les échanges avec le parenchyme cérébral. Les lymphocytes B 

semblent être des RGC quiescentes qui maintiennent la génération des IPCs dans le cerveau 

adulte et agissent dans le maintien de l'organisation épithéliale. La microglie localisée dans tout 

le cerveau et la moelle épinière, À cause de l’imperméabilité de la barrière hématoencéphalique 

(BBB), LES cellules immunitaires sont incapables de pénétrer le SNC, et la microglie 

correspond à des macrophages spécialisés étant une défense immunitaire active dans le SNC 

(Ginhoux et al. 2013). 
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3. Généralité sur les tumeurs cérébrales 

Les tumeurs cérébrales constituent de nos jours la principale cause de mortalité par 

cancer chez les enfants, devant les leucémies (Figure 4) (Siegel et al., 2016). D’après les 

rapports statistiques du registre central des tumeurs cérébrales des États-Unis (CBTRU), les 

tumeurs du système nerveux central ont une incidence d’environ 5 cas pour 100 000 enfants de 

moins de 14 ans. 30,9% des tumeurs du SNC sont malignes. Cela représente 28% des tumeurs 

cérébrales chez les adultes de plus de 20 ans et 67% chez les enfants de moins de 14 ans. Parmi 

les tumeurs cérébrales malignes, la majorité d’entre elles sont des gliomes. Ces tumeurs 

expriment des marqueurs gliaux présumant un développement à partir de cellules gliales ou de 

leurs progéniteurs (Ludwig and Kornblum, 2017). Les gliomes de haut grade sont les gliomes 

les plus agressifs, ils représentent d’environ 85% des gliomes chez l'adulte et 

approximativement 15 à 20% des gliomes des enfants (Braunstein et al., 2017). Parmi les 

gliomes de haut grade, les tumeurs cérébrales primaires les plus fréquentes sont les 

glioblastomes. Ils touchent majoritairement des adultes (Ostrom et al., 2018). Au sein des 

gliomes de haut grade pédiatrique, les DIPG ou plus largement les gliomes diffus de la ligne 

médiane (DMG), représentent la forme la plus sévère des tumeurs pédiatriques avec une taux 

de survie inférieur à 10% (Louis et al., 2016). 
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Figure 4: Incidence et mortalité liées aux tumeurs du système nerveux central et distribution 

de ces tumeurs selon leurs malignités (Ostrom et al., 2018). 

4. Classification 

L’organisation mondiale de la santé (OMS) a été mise à jour la classification des tumeurs 

cérébrales en 2016, et cette classification set fondé principalement sur des caractéristiques 

moléculaires pour la définition des différentes entités de ces néoplasmes, plus de 120 types 

différents de tumeurs cérébrales et du SNC ont été identifiés (Wesseling and Capper, 2018). 

Avec les progrès des techniques génomiques, la transcriptomique, le séquençage du génome 

entier et les profils de la méthylation de l’ADN, une quantité de données importantes ont été 

collectées. Ces données génomiques ont montré que les tumeurs considérées auparavant 

comme une même entité, elles présentent une large hétérogénéité. En effet, la classification de 

l’OMS de 2016 prend en compte les altérations moléculaires récemment découvertes pour 

certaines entités (Louis et al. 2016). 

En particulier, nous pouvons observer un affinement dans la classification des tumeurs 

du tissus neuroépithéliales, notamment dans les gliomes. Des sous-groupes plus homogènes 
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qui tiennent compte des altérations génétiques rapportées dans plusieurs études, telle que la 

mutation IDH dans les tumeurs astrocytaires et oligodendrogliales diffuses, la délétion de 

chromosomes 1p et19q dans les oligodendrogliomes (A. Cohen, Holmen, and Colman 2013; 

N. Hu, Richards, and Jensen 2016), la mutations K27M des gènes codant pour l'histone H3 

dans les gliomes diffus apparaissant dans le thalamus et le tronc cérébral, en se basant sur cette 

altération, une nouvelle entité nommée gliome médian diffus(DMG) a été 

identifiée(Schwartzentruber et al. 2012 ; Sturm et al. 2012). Cette entité comprend les DIPG, 

un gliome de haut grade (HGG) qui représente 20 % de toutes les tumeurs cérébrales 

pédiatriques, ainsi que d'autres HGG pédiatriques (Louis et al. 2016). 
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II.  Le gliome pontique intrinsèque diffus 

1. Généralité 

Le DIPG est la forme la plus agressive de gliomes du tronc cérébral, il représente 10 à 

15 % de toutes les tumeurs cérébrales pédiatriques (Jansen et al. 2012). La localisation 

délicate profondément ancrée dans le pont du tronc cérébral et la nature infiltrative des 

cellules tumorales rendent ces tumeurs inopérables par l’intervention chirurgicale. Chaque 

année 40 à 50 nouveaux cas sont diagnostiqués en France. Le DIPG apparait chez les enfants 

et les adultes, avec un début moyen entre 6 à 9 ans. Le Survie Globale médian varie de 9 à 

12 mois après le diagnostic et moins de 10 % des patients survivent plus de 2 ans (Jones et 

Baker, 2014 ; Buczkowicz et Hawkins, 2015).  

 

         La radiothérapie (RT) est le traitement standard. Néanmoins, il n’offre qu’une efficacité 

transitoire, retardant la progression de la tumeur avec une rechute systématiquement fatale 

en quelques mois (Zaghloul et al. 2014). La survie médiane sans progression (SSP) est de 5,6 

mois (Puget et al. 2015). Au cours des 50 dernières années, aucun progrès n’a été réalisé dans 

le traitement, malgré les efforts dans l’utilisation de divers agents chimiothérapeutiques et 

radiosensibilisants dans différents protocoles combinatoires avec la RT (Hummel et al. 2016) 

dans plus de 250 essais cliniques qui n’ont pas réussi à améliorer la survie des patients (Lapin 

et al., 2017). 

        La biopsie des patients DIPG a été abandonnée en raison des risques potentiels de la 

procédure, de la capacité d’établir un diagnostic basé seulement sur les symptômes cliniques 

et l’analyse par imagerie (IRM), mais aussi car il ne permettait pas d’améliorer le résultat du 

patient ou de choisir un meilleur traitement (Cartmill et Punt 1999). La rareté du matériel 

primaire et l’association du DIPG avec d’autres gliomes de haut grade (HGG) qu’été 

auparavant, ont retardé les progrès thérapeutiques et entraîné une mauvaise compréhension 

des mécanismes moléculaires de cette maladie (Roujeau et al. 2007 ; Jones et Baker 2014). 

 

2. Diagnostic 

Les DIPG sont localisées au niveau du tronc cérébral, ne forment pas de masse tumorale, 

mais infiltrent le tissu sain. Les premiers symptômes apparaissent brutalement, et sont suivis 

d’une rapide progression en quelques jours à quelques semaines. Le délai entre les premiers 

signes et le diagnostic est généralement inférieur à 3 mois (Cohen et al., 2017). Les patients 

souffrent généralement d’une ataxie, d’un syndrome pyramidal ainsi que d’une paralysie des 
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nerfs crâniens (Robison and Kieran, 2014). Le diagnostic est généralement réalisé par imagerie 

par résonance magnétique (IRM). L’IRM permet de détecter une masse centrée sur le pont du 

tronc cérébral qui en occupe généralement plus de 50% et qui comprime le cervelet (Figure 

5). 

 

Figure 5: Les gliomes infiltrants du tronc cérébral : localisation et diagnostic. 

IRM d’un patient de Gustave Roussy atteint de DIPG : coupes T2-FLAIR sagittale (gauche) 

et axiale (droite). 

Pendant longtemps les DIPG ont été assimilés aux gliomes de l'adulte, et la 

compréhension de leur biologie n’en est qu’à ses prémices. Ce manque de connaissance sur les 

mécanismes moléculaires sous-jacents résulte notamment d’un accès très limité à du matériel 

biologique jusqu’à récemment. Les neurochirurgiens de l’hôpital Necker-Enfants malades ont 

été les premiers à réaliser des biopsies stéréotaxiques au diagnostic dès 2002 (Figure 6) (Puget 

et al., 2015). Dans leur étude publiée en 2015, le Pr S. Puget et son équipe ont montré que le 

risque associé à la biopsie du tronc cérébral n’était pas supérieur au risque associé aux biopsies 

réalisées dans d’autres localisations du cerveau. 
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Figure 6: Biopsie stéréotaxique de DIPG. 

Planification du trajet de la biopsie par schéma 3D (A) et IRM T1 en coupe axiale (B). IRM 

T2 post opératoire ; la flèche indique le trajet de l’aiguille (C). Biopsies obtenues (D), (Puget 

et al., 2015). 

Actuellement la réalisation d’une biopsie au diagnostic est largement pratiquée. La 

biopsie permet : de confirmer le diagnostic par immunohistochimie, d’étudier les altérations 

moléculaires par un séquençage à haut débit de l’exome ou «whole exome sequencing»  (WES) 

de la tumeur et du sang du patient, permettant d’identifier les mutations somatiques et les 

remaniements chromosomiques accumulés dans l’ensemble des gènes codants, et l’étude du 

transcriptome par RNAseq qui permet d’étudier les dérégulations dans l’expression des gènes 

et de développer des modèles cellulaires et murins (Puget et al., 2015). 

3. Alteration génétiques 

Grace à la réalisation des biopsies, l’analyse des altérations chromosomiques comme des 

délétions ou des amplifications de segments d’ADN réalisé par puce d'hybridation génomique 

comparative (CGH array) ont permis de distinguer les HGG pédiatriques (pHGG) des HGG 

adultes (Paugh et al., 2010). Puis, l’analyse du profil d’expression des gènes par puce à ADN 
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a permis d’individualiser les DIPG des pHGG hémisphériques (Puget et al., 2012). En 2012, 

grâce au développement des technologies de génomique, des mutations somatiques récurrentes 

entrainant la substitution de la lysine en position 27 par une méthionine (K27M) de l’histone 

H3 ont été découvertes (Schwartzentruber et al., 2012 ; Wu et al., 2012). Cette mutation H3-

K27M a permis d’individualiser sur le plan moléculaire les pHGG de la ligne médiane situées 

dans le tronc, le thalamus et la moelle épinière (Sturm et al., 2012). Ceci a conduit à la création 

d’une nouvelle entité dans la nouvelle classification de l’OMS, Diffuse Midline Glioma 

(DMG). Chez les patients atteints de DIPG, plus de 90% des patients présentent la mutation 

H3-K27M (Castel et al., 2015). A noté qu’il existe d’autres altérations de l’histone H3, comme 

la mutation H3.3-G34R/V qui définit un sous-groupe de HGG hémisphériques (Sturm et al., 

2012). 

A. Présentation schématique d’un nucléosome composé de huit protéines d’histone (H2A, 

H2B, H3 et H4)2 autour desquelles s’enroule l’ADN. B. Les chaines de nucléosomes se 

compactent pour former des fibres de chromatine qui vont se condenser plus ou moins pour 

former l’euchromatine et l’hétérochromatine. C. Ces différents états de la chromatine sont  

régulés par des modifications post-traductionnelles au niveau des queues N-terminales des 

histones (phosphorylation (P), acétylation (Ac), ubiquitinylation (Ub) et méthylation (Me)). 

(Tollervey et Lunyak, 2012). 

La chromatine est une structure nucléoprotéique permettant l’enroulement et 

l’empaquetage de l’ADN, dans les noyaux des cellules eucaryotes. La chromatine est 

constituée d’octamères d’histones autour desquels 146 paires de base de la double hélice 

d’ADN s’enroulent pour former les nucléosomes, l’unité fonctionnelle de la chromatine 

(Figure 7) (Luger et al., 1997). La chromatine peut être sous deux états différents de 

compaction : une forme relâchée, l’euchromatine, transcriptionnellement active et une forme 

hautement condensée, l’hétérochromatine, au sein de laquelle les séquences nucléotidiques 

sont rendues inaccessibles et par conséquent la transcription est impossible (Tollervey and 

Lunyak, 2012). 
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Figure 7: Structure de la chromatine et modifications post-traductionnelles. 

Cette dynamique de la chromatine est régulée par des modifications post traductionnelles 

(méthylation, acétylation, phosphorylation, ubiquitination) sur des résidus d’acides aminés 

spécifiques au niveau des queues N- et C terminales non structurées des histones. La 

combinaison de l’ensemble de ces modifications forme le code histone. Les régions sous forme 

d’euchromatine active sont notamment caractérisées par la présence des marques épigénétiques 

H3K4me3, H3K9ac et H3K27ac alors que les régions sous forme d’hétérochromatine 

présentent les modifications post-traductionnelles H3K9me3 et H3K27me3. 

Les mécanismes épigénétiques permettant l’expression des gènes sans modification de 

la séquence d’ADN sont des mécanismes complexes hautement orchestrés et collaboratifs au 

sein de la cellule. Parmi ces mécanismes, plusieurs familles d’enzymes sont responsables de la 

modification des marques épigénétiques. Ces marques sont apposées, lues et supprimées par 

des enzymes dites “writers”, “readers” et “erasers”, respectivement (Figure 8). 
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Figure 8: Les enzymes de modification des marques épigénétiques. 

Il existe 3 familles d’enzymes de modification des marques épigénétiques. Les writers 

sont des complexes qui apposent des marques épigénétiques comme le complexe PRC2. Les 

readers sont des complexes qui reconnaissent la présence des marques épigénétiques. Les 

erasers sont des complexes qui ont pour fonction d’enlever les marques épigénétiques. Histone 

methyltransferases (HMTs); histone acetyl transferases (HATs); histone demethylases 

(HDMs); histone deacetylases (HDACs), (Tollervey and Lunyak, 2012). 

4. Conséquences de la mutation H3-K27M 

Afin de déterminer l'impact des mutations H3-K27M, Lewis et coll. ont analysé les 

modifications des histones régulatrices chez des patients qui n’ont pas la mutation dit « Wild 

type » (WT) et des patients mutés (Lewis et al. 2013).  
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Figure 9: Conséquence de la mutation H3-K27M sur la marque épigénétique 

(A) Western Blot sur des extraits d’histones à partir de cellules de DIPG présentant une forme 

sauvage ou mutée de l’histone H3 (Lewis et al. 2013). (B) Immunomarquage de H3K27me3 de type 

sauvage (H3.3-WT), mutant K27M ou mutant G34R/V H3.3 (n = 104 pHGG, ∗∗∗p < 0,001). IHC 
pour H3K27me3 des noyaux cellulaires sans (non-K27M) ou avec la mutation K27M (200 noyaux 

cellulaires/tumeur) (∗∗∗p < 0,001) (Bender et al. 2013). (C) l’effet du le Polycomb Répressive 

Complexe 2 (PRC2) dans le contexte normal et en présence de la forme mutée H3-K27M (Bender et 
al. 2013). 

 

Ils ont montré que les tumeurs mutées ont une perte globale significative de la marque 

répressive H3-K27me3 avec une légère augmentation de H3K27ac par rapport aux tumeurs 

WT, sans aucune altération des autres modifications régulatrices telles que H3-K36me3 et H3-

K4me3 (Figure 9A). De plus, Bender a confirmé ces résultats dans une cohorte, dans laquelle 

tous les patients mutés K27M (n = 21) ont présenté une réduction des niveaux de H3K27me3 

(Figure 9B) (Bender et al. 2013). 

Dans les cellules normales, la triméthylation sur H3K27 est médiée par le Polycomb 

Repressive Complex 2 (PRC2). Ce complexe multiprotéique PRC2 assure la médiation du 

silençage génique par la di- et/ou la triméthylation des histones de K27 via ses sous-unités 

enzymatiques EZH1 et EZH2 (Margueron et Reinberg 2011). La substitution H3K27M inhibe 

l'activité enzymatique de la sous-unité EZH2 qui ne peut plus reconnaître le résidu lysine en 



20 
 

position 27 de l'histone sauvage H3 résiduelle, qui reste par conséquent non méthylée. Ensuite, 

la mutation H3 K27M a un effet négatif important dû au recrutement aberrant de PRC2 qui 

bloque la méthylation de K27 sur les histones WT. Par conséquence, il y a une perte globale 

du niveau de H3K27me3 qui conduit à une dérégulation majeure de l'expression génique. De 

plus, ils ont montré que l'hypométhylation de l'ADN est également observée dans ces tumeurs 

(Figure 9C), renforçant ainsi l'augmentation de l'expression des gènes. (Bender et al. 2013 ; 

Lewis et al. 2013). 

5. Traitement 

a. Les classes thérapeutiques 
Il existe plusieurs classes thérapeutiques pour les cancres, le choix de traitement dépend 

de type de cancer et de leur stade. Des patients ont besoins d’un seul traitement alors que 

d’autres ont besoins de la combinaison de plusieurs traitements selon la nature et le stade de 

tumeur. La radiothérapie, le traitement standard est typiquement une dose précise de rayons X 

appliquée sur la tumeur, répartie sur plusieurs séances (Zaghloul et al., 2014). La 

chimiothérapie qui repose à utiliser des agents chimiothérapeutiques toxiques pour tuer la 

tumeur. (Clymer et Kieran, 2018). L’immunothérapie, qui permet de restaurer une certaine 

immunité chez les patients afin d’éliminer les tumeurs (Platten et al., 2016). Systèmes de 

délivrance, Cela consiste en l’implantation stéréotaxique d’un cathéter au niveau de la tumeur 

afin de pouvoir administrer directement le traitement à travers le cathéter (Gwak et Park, 2017). 

b. Techniques conventionnelles 
Contrairement à d’autres tumeurs du cerveau, le DIPG ne peut pas être enlevé 

chirurgicalement car la tumeur infiltre le tronc cérébral, région du cerveau qui contrôle 

plusieurs fonctions vitales.  

Le seul traitement standard utilisé à ce jour est la radiothérapie, typiquement une dose de 

rayons X entre 54 et 60 grays est applique sur la zone de la tumeur, répartie sur 30 séances 

pendant 6 semaines (Zaghloul et al., 2014). La radiothérapie est le seul traitement des DIPG 

qui induit un prolongement de la survie des patients. Il agit aussi transitoirement sur la 

diminution des symptômes. C’est donc plutôt un traitement palliatif qui permet d’augmenter la 

survie de plusieurs mois au lieu de plusieurs semaines (Clymer et Kieran, 2018). Des 

glucocorticoïdes sont fréquemment administrés en association avec la radiothérapie afin 

d’éviter ou de réduire des oedèmes développés lors des radiations ou à cause de la tumeur 

(Clymer et Kieran, 2018). 
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Plusieurs stratégies chimiothérapeutiques ont déjà été testées pour traiter les patients, incluant 

la chimiothérapie combinée avec les radiations. Malheureusement, la survie ou encore la durée 

de vie sans aggravation reste inchangée (Clymer et Kieran, 2018). Les traitements utilisant des 

agents alkylants de l’ADN tels que le cisplatine, le temozolomide ou le carboplatine ont 

échoué, que ce soit seuls ou associés à la radiothérapie. Le temozolomide est un agent utilisé 

dans le traitement standard des glioblastomes. Or dans les DIPG, ce traitement n’a aucun effet 

bénéfique sur les patients (Clymer et Kieran, 2018). 

La chimiothérapie n’a pas démontré de bénéfice pour plusieurs raisons. Principalement 

car il est nécessaire de prendre en considération la perméabilité de la barrière hémato-

encéphalique qui empêche certains composés d’atteindre la tumeur (Gwak et Park, 2017). 

c. Cibles thérapeutiques 
La thérapie cible représente l’alternative au chimiothérapie classique, qui n’est pas 

efficace, la thérapie ciblée est tout simplement l’utilisation des agent thérapeutiques adaptés 

aux caractéristiques moléculaires de la tumeur. La recherche et la compréhension des 

altérations et de processus biologiques impliqués dans le développement des DIPG a permis de 

mette en place ce type de thérapie. 

La mutation de l’histone H3, qui induit l’hypométhylation des histones H3K27, constitue 

une cible thérapeutique. En effet, de nombreux essais cliniques sont en cours afin d’étudier 

l’effet de l’utilisation de régulateurs épigénétiques contre les tumeurs DIPG. Certains agents 

ont déjà démontré leur efficacité in vitro sur des cellules issues de biopsies de patients et in 

vivo chez la souris (Lewis et al., 2013). 

L’activation aberrante de la voie de signalisation PI3K-Akt a conduit à la recherche 

d’inhibiteurs de cette voie. Le dasatinib, un inhibiteur des tyrosines kinases, induit une 

diminution de la prolifération cellulaire in vitro grâce à la diminution de l’activité du récepteur 

à tyrosine kinase, PDGFαR qui joue un rôle clé dans le développement des cellules gliales du 

SNC. (Truffaux et al., 2014). En revanche, les essais cliniques associés au crizotinib (inhibiteur 

de c-Met) ou au vandetanib (inhibiteur du VEGFR2) n’ont pas été concluants (Broniscer et al., 

2013 ; Broniscer et al., 2018). L’utilisation du temsirolimus, inhibiteur de mTOR également 

impliqué dans la voie PI3K-Akt, est en phase d’essai clinique en association avec la périfosine 

(inhibiteur d’Akt et de PI3K) ou encore avec du vorinostat (régulateur épigénétique) (Kaye et 

al., 2014 ; Lapin et al., 2017). Des agents cibles tels que le tamoxifène (cible les récepteurs des 

oestrogènes), l’erlotininb (inhibiteur de la tyrosine kinase du récepteur “epidermal growth 
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factor”, EGFR) ou le bevacizumab (anticorps dirigé contre le facteur de croissance de 

l’endothélium vasculaire, VEGF) n’ont en revanche pas d’effet (Mathew et Rutka, 2018). 

6. La barrière hématoencéphalique, défis et perspectives 

Durant les 50 dernières années, centaines d'essais cliniques ont été menés avec l'espoir 

de guérir ou seulement ralentir la progression des DIPG en association ou non avec la RT 

(Jansen et al., 2012). Malheureusement, aucun d'entre eux n'a montré de succès. L'une des 

explications de cette inefficacité est la faible biodisponibilité des médicaments administrés par 

voie systémique qui devront traverser la barrière hémato-encéphalique ou « Blood-brain barrier 

» (BBB), qu’est hautement sélective, pour accéder aux tumeurs du SNC (Figure 10) (Sweeney 

et al., 2018).  

 

Figure 10: Barriere hémato-encéphalique (Sweeney et al., 2018). 

Les cellules endothéliales qui composent le système vasculaire du cerveau sont reliées 

par des jonctions serrées et entourées d'une membrane basale épaisse et de pieds astrocytaires 

et d'une couche de péricytes. La forme et l'épaisseur de la BBB permettent le passage passif de 

quelques molécules telles que l'eau, certains gaz, les lipides solubles, ainsi que le transport actif 

d'autres comme le glucose, les protéines et les acides aminés (Stamatovic et Andjelkovic, 

2008). Aucun lymphocyte ne peut traverser la BBB, ce qui fait les cellules microgliales sont 

les seules cellules immunogènes résidant dans le cerveau. Bien que, la proportion d'agents 
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thérapeutiques capables de franchir la BBB a été estimée à moins de 2 % (Pardridge, 2005). 

De plus, la BBB est presque intacte chez les enfants atteints de DIPG, ce qui rend encore plus 

difficile l'administration d'agents aux cellules tumorales. 

Pour surmonter l'accès limité aux cellules tumorales, ainsi que pour délivrer le 

médicament à la bonne concentration, au bon moment et au bon endroit, plusieurs stratégies 

sont actuellement développées. Parmi eux, on peut citer la délivrance améliorée par convection, 

l'encapsulation de médicaments dans des nanoparticules ou l'utilisation d'ultrasons qui ouvrent 

physiquement de manière transitoire la BHE pour permettre la diffusion du composé injecté 

par voie intraveineuse (Pardridge, 2005). 
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III. Epigénétique et traitement du cancer 

1. La contribution de l’épigénétique dans le traitement du cancer 

Une cellule peut se différencier en différents types cellulaires, La régulation épigénétique 

y joue un rôle primordial. Elle est non seulement essentielle pour générer la diversité cellulaire 

lors du développement mais également pour maintenir la stabilité et l’intégrité du génome des 

différentes cellules. Ces changements épigénétiques sont héritables et réversibles. 

Le mot épigénétique a été inventé pour définir les changements phénotypiques sans 

changement de génotype afin d’expliquer les mécanismes du développement (Waddington, 

2012). Actuellement, les mécanismes épigénétiques sont décrits comme étant la régulation de 

l’expression des gènes par l’intermédiaire de l’altération de la chromatine sans changement 

dans la séquence d’ADN. Ces mécanismes, sont la méthylation de l’ADN, les modifications 

post-traductionnelles des histones et la régulation par des ARN non codants. Ils stabilisent 

l’expression des gènes et régulent ainsi l’identité de la cellule (Allis et Jenuwein, 2016). De ce 

fait, le développement d’un cancer n’est pas seulement lié aux changements génétiques par la 

translocation, l’amplification, la délétion ou la mutation de gènes, mais il est maintenant prouvé 

que l’altération de la régulation épigénétique est impliquée dans la cancérogenèse (Jones et 

Baylin, 2007). Dans les DIPG, la mutation H3K27M induit l’altération de la régulation 

épigénétique de l’acétylation des lysines. L’acétylation affaiblit l’interaction avec l’ADN et 

cela conduit à l’ouverture de la chromatine pour la transcription des gènes. Elle est enrichie 

dans les régions actives du génome et permet de faciliter la liaison avec les facteurs de 

transcription. La désacétylation des histones engendre la condensation de la chromatine et la 

diminution de l’expression des gènes. 

La mutation qui implique l’inactivation des histone acétyltransférase (HAT) augmente le 

risque de développer un cancer, ainsi que la translocation et l’amplification des gènes HAT 

(Mai et al., 2005). Ces altérations génétiques sont retrouvées dans le glioblastome, le cancer 

colorectal, le carcinome hépatocellulaire et les tumeurs gastriques (Wood et al., 2018). 

L’acétylation des histones induit le recrutement des protéines contenant un bromodomaine. Par 

exemple, la protéine BRD4 a un rôle dans la reconnaissance des histones acétylées. Elle permet 

l’initiation de la transcription en attirant des cofacteurs et en activant l’ARN polymérase II 

(Hashizume et al., 2014). Des régulateurs de protéines à bromodomaine ont été développés. Ils 

ont une activité antitumorale dans les cancers solides mais aussi hématologiques. 
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2. Inhibiteurs des histones désacétylases (HDACI) 

Les HDAC induisent la condensation de la chromatine et par conséquent la diminution 

de l’expression des gènes. L’Homme possède 18 HDAC regroupées en 2 familles et classées 

en 4 groupes basés sur l’homologie de séquence avec la levure Saccharomyces cerevisiae 

(Singh et al., 2018). Ces HDAC régulent plus de 1750 protéines qui sont impliquées dans divers 

processus biologiques : la réplication et la réparation de l’ADN, le remodelage de la 

chromatine, la transcription des gènes, la progression du cycle cellulaire, la dégradation des 

protéines et la réorganisation du cytosquelette (Laubach et al., 2015). 

Les HDACi sont des molécules très diversifiées, selon qu’ils inhibent une classe HDAC 

ou plusieurs à la fois. Certaines classes peuvent être spécifiquement inhibées (Anne et 

al.,2013). On retrouve ces inhibiteurs dans la nature (arbres, plantes, champignons ou encore 

bactéries) ou sous forme synthétique. Ils sont classés en 4 groupes : acide hydroxamique, 

benzamide, peptide cyclique et les acides gras à chaînes courtes. Ils ont été découverts en 1977 

par Riggs et al. Avec le composé nommé n-butyrate (Singh et al., 2018). 

3. Les histones désacétylases et traitement du cancer 

Les HDACi restaurent le niveau d’acétylation dans la cellule et induisent ainsi 

l’expression des gènes qui étaient réprimés dans les cellules cancéreuses. Ce sont 

potentiellement des gènes suppresseurs de tumeurs anormalement réprimés dans les cellules 

malignes (Wood et al., 2018). Pour éviter le développement et la progression d’un cancer, il 

existe un certain équilibre entre les protéines HAT et HDAC. En inhibant la désacétylation, ces 

inhibiteurs sont responsables de l’activation des mécanismes d’apoptose, d’arrêt du cycle 

cellulaire et de l’inhibition de l’angiogenèse ou des processus métastatiques (Figure 11). 

En 2009, le FK228 ou romidepsin a été validé dans le traitement de seconde intention 

des CTCL « Cutaneous T-cell lymphoma ». Le belinostat (PXD101) et le Panobinostat 

(Farydak) ont été introduits entre 2015 et 2016 pour le traitement des lymphomes périphériques 

à cellules T et des myélomes multiples, respectivement (Suraweera et al., 2018). Les 

composées du groupe des acides hydroxamiques, qui sont le vorinostat, le berlinostat et le 

Panobinostat, inhibent directement le site actif des enzymes HDAC. Ils sont capables de se 

loger dans la poche enzymatique des HDAC pour en chélater les ions Zn++ (Bayat et al., 2018). 

Plusieurs mécanismes d’action des HDACi ont été décrits dans les processus cellulaires 

et dans le traitement des cancers. En revanche, chaque mécanisme d’action est différent selon 
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le type de cancer étudié, le type d’inhibiteur et la dose utilisée. Ces mécanismes ne sont donc 

pas représentatifs de tous les HDACi (Singh et al., 2018). 

 

Figure 11: Effets de l'inhibition des HDAC sur les cellules cancéreuses. (Singh et al.2018). 

Tous ces mécanismes d’action permettent de lutter contre le maintien et la prolifération 

des cellules cancéreuses. Mais il existe aussi des effets néfastes du traitement des tumeurs par 

ces inhibiteurs. Les HDACi ont la capacité de reprogrammer les cellules somatiques en cellules 

pluripotentes. Par exemple, ces inhibiteurs induisent l’expression de CD133 (marqueur de 

cellules souches cancéreuses) dans des cellules de gliomes humains (Eckschlager et al., 2017). 

De plus, le traitement par HDACi augmente la migration et la formation des métastases dans 

les différentes lignées de cancers (foie, sein, poumon, estomac) à cause de l’augmentation de 

l’expression des métalloprotéases (Lin et al., 2012a). 

4. La modulation de l’acétylation des histones comme cible pour le 

traitement du DIPG 

Le criblage de 83 drogues sur 14 lignées de DIPG à démontrer une sensibilité accrue à 

un inhibiteur des HDAC, le Panobinostat (Ps). Cet inhibiteur est efficace sur les cellules DIPG 

mutées ou non mutées pour H3 (H3K27M) (Grasso et al., 2015). 
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Le PS diminue la viabilité et la prolifération cellulaire et induit la mort de cellules isolées 

de patients atteints d’un DIPG. Une des conséquences du traitement est l’augmentation de 

l’acétylation des histones H3 et de la triméthylation des H3K27 qui dépendent de la dose de 

PS. L’augmentation de la triméthylation est une conséquence inattendue mais elle permet de 

restaurer la méthylation globale qui est anormalement diminuée dans les DIPG mutées 

H3K27M. L’addition de groupes acétyles sur la queue d’histone H3 permet de lever l’inhibition 

de PRC2, complexe qui catalyse la triméthylation K27, induite par la mutation H3K27M 

(Brown et al., 2014). Ces travaux ont ensuite été validés après implantation orthotopique d’une 

lignée de DIPG mutée H3K27M dans des souris immunodéficientes. Après traitement par voie 

intrapéritonéale (20 mg/kg, une fois par semaine pendant 4 semaines), la croissance de la 

tumeur est significativement diminuée contrairement aux tumeurs non traitées. Un nouveau 

protocole de traitement, après implantation d’une lignée DIPG non mutée sur H3 et qui est 

issue d’une xénogreffe dérivée du patient (10 mg/kg, 5 jours de traitement puis 5 jours sans, 

pendant 2 cycles), met en évidence une augmentation du taux de survie dans les souris traitées. 

Dans cette étude, le PS diminue la croissance cellulaire des tumeurs DIPG in vitro et in vivo, 

mutées ou non pour H3K27M (Grasso et al., 2015). L’étude de Hennika et al en 2017 montre 

une diminution de la prolifération tumorale, de la viabilité et une augmentation de l’apoptose 

après traitement. Cela suggère un rôle antitumoral sur les gliomes murins du tronc cérébral. 

Les auteurs concluent également, après comparaison du traitement de cellules portant 

H3.3K27M ou H3 sauvage, que la mutation n’a pas d’impact sur l’effet du PS in vitro à la fois 

dans les cellules murines et dans les cellules humaines DIPG (Hennika et al., 2017). 
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IV. Les hypothèses 
 

Les hypothèses proposées d'étudier : 

H0 - aucun des médicaments anticancéreux ne provoquera une diminution significative 

de la viabilité des cellules DIPG par rapport au contrôle. 

H1- il y aura une diminution significative de la viabilité des cellules DIPG avec les deux 

médicaments anticancéreux après 72 heures d'exposition. 

H2- Panobinostat sera plus efficace que l’ONC201. 
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V. Objectifs 
 

Le DIPG reste mal connu et incurables avec un taux de survie de moins de 10%. Plusieurs 

traitements ont échoué en raison de La localisation de la tumeur, sa nature infiltrative et la 

présence de la barrière hémato-encéphalique qui empêche le passage de la plupart des 

médicaments et les agents thérapeutiques. Pour cette raison cette étude a pour objectif d’évaluer 

l’efficacité des agents anti-cancéreux l’ONC201 et le Panobinostat sur des cultures de cellules 

DIPG primaires humaines avant de faire des tests in vivo. 
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Matériels et méthodes 
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I. Matériels utilisés 

1. Les cellules DIPG 

Les tissus tumoraux ont été obtenus à partir des patients DIPG qui n'ont jamais reçus un 

traitement (treatment-naive DIPG patients) à travers des procédures chirurgicales ou de 

biopsie. 

2. Panobinostat 

Le Panobinostat (FARYDAK) est un médicament de la classe d’antinéoplasiques, les 

inhibiteurs de l’histone-désacétylase (HDACi). Le Panobinostat inhibe une large gamme des 

histone-désacétylases, les désacétylases (DACs) régulent l’acétylation d’environ 1750 

protéines impliquées dans des divers processus biologiques, dont la réplication et La réparation 

de l’ADN, transcription des gènes, progression du cycle cellulaire et la dégradation de 

protéines. La surexpression de DACs est observée en plusieurs gliomes (Choudhary et al., 

2009). 

3. ONC201 

L’ONC201 est une molécule qui antagonise le récepteur de la dopamine D2, elle a été 

identifiée dans le criblage des ligands qu’induisent l’apoptose liée au TNF, ¨TNF-Related 

Apoptosis Inducing Ligand¨ (TRAIL). Onc201 inactive les kinases AKT (Protéine kinase B) 

et ERK (Extracellular signal-regulated kinase) Ce qui conduit à la stimulation de la production 

de TRAIL et l’activation de la réponse au stresse qui favorise la mort des cellules cancéreuses 

(Wierzbicki et al., 2020). 

II. Méthodes 
Les cellules DIPG récupérées ont été placées dans deux microplaques à 96 puits et 

cultivées dans un incubateur pendant 24 heures à 37°C. neuf concentrations de médicaments 

anticancéreux, Panobinostat et ONC201, ont été constituées, à partir d'une solution mère, et 

ajoutées aux plaques allant de 0,002 à 20 μM. Pour chaque médicament, une colonne de puits 

a été conservée comme témoin (à 0 μM). Chaque concentration pour chaque plaque a été 

répétée trois fois pour calculer la densité optique moyenne (DO) après 72 heures d'incubation 

à 37°C dans une atmosphère humidifiée à 5% de CO2. Les répétitions améliorent la fiabilité et 

discernent si les différences étaient spécifiquement dues à l'ajout de médicaments. Après cette 

période, le test MTT a été effectué, une méthode colorimétrique permet de mesurer l’activité 

métabolique cellulaire, en se basant sur la capacité des oxydoréductases NADPH-dépendent 

des cellules de transformer la Tetrazolium en sa forme insoluble violette, Formazan. Vingt μl 
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de solution MTT a été ajouté à chaque puit des plaques préparées, puis elles ont été incubées à 

37°C pendant 50 minutes. Ensuit 150 μl de DMSO a été additionné pour solubiliser le produit 

MTT. Après 15 minutes, la densité optique des échantillons a été mesuré à l’aide d’un 

spectrophotomètre en 570 nm. 

 La viabilité cellulaire a ensuite été calculée en divisant la DO à une certaine 

concentration de médicament par la DO de contrôle du médicament à 0 μM. Ceci a été calculé 

pour les trois répétitions et une viabilité cellulaire moyenne en a été dérivée à partir des DO 

calculées en utilisant la formule : 

Viabilité cellulaire (%) =
𝐃𝐎𝑡𝑟𝑎𝑖𝑡𝑒𝑚𝑒𝑛𝑡 − 𝐃𝐎𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐

𝐃𝐎𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − 𝐃𝐎𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐
∗ 100 

L’IC50 qui représente la concentration inhibitrice médiane été estimée à partir des 

courbes de la viabilité cellulaire en fonction de la concentration de médicament. 
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I. Effet de l’ONC201 sur la prolifération des cellules 

DIPG 
Le tableau 1 montre que plus la concentration de l’Onc201 augmente la densité optique 

moyenne diminue, de 0.14967 jusqu’à 0.112767, la minimale concentration qu’induit une 

diminution de la densité optique est 0.002 μM. 

Tableau 1: Représente la densité optique moyenne pour chaque concentration de ONC201 

(0.002, 0.01, 0.02, 0.1, 0.2, 1, 2, 10, 20 μM). 

 

 

La courbe montre l’effet des différentes concentrations de ONC201 (0.002, 0.01, 

0.02, 0.1, 0.2, 1, 2, 10, 20 μM) sur la viabilité cellulaire moyenne (%) des cellules DIPG. 

Chaque administration de différentes concentrations de ONC201 a été répétée trois fois, et la 

moyenne de la densité optique est calculé pour chaque concentration afin de déterminer la 

viabilité cellulaire. 

Concentration de ONC201 (µM) 0 0,002 0,01 0,02 0,1 0,2 1 2 10 20

Densité optique moyenne 0,14967 0,141267 0,131433 0,119967 0,116433 0,113667 0,113233 0,113533 0,113567 0,112767

Figure 12: L’effet de ONC201 sur la viabilité des cellules DIPG. 
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La figure 12 montre que la viabilité cellulaire diminue quand la quand la concentration 

de ONC201 augmente, de 0.14967 jusqu’au 0.113667 à la concentration 0.2 μM (75.88%), puis 

la viabilité cellulaire a été relativement stabilisée même si la concentration de ONC201 s’élève. 

ONC201 n’atteint pas la valeur de l’IC50, la viabilité cellulaire n’a présenté qu’une diminution 

de 24,6% sous le traitement ONC201. 

 

 

 

II. Effet du Panobinostat sur la Prolifération des cellules 

DIPG 
 

Le tableau 2 montre que la viabilité cellulaire diminue avec l’augmentation de la 

concentration de Panobinostat, de 0.1324 à 0.0428 unité d’absorbance à 20 μM (Une réduction 

d’a peut pré 67.57%). 0.002 μM est la concentration qui donne une réduction de la densité 

optique moyenne, Panobinostat présent l’efficacité d’éliminer les cellules DIPG avec des 

concentrations inférieures à 0.002 μM. 

Concentration de Panobinostat (µM) 0 0,002 0,01 0,02 0,1 0,2 1 2 10 20

Densité optique moyenne 0,1324 0,1243 0,1003 0,0812 0,0436 0,043 0,0431 0,0433 0,0431 0,0428

Tableau 2: : Représente la densité optique moyenne pour chaque concentration de 

Panobinostat (0.002, 0.01, 0.02, 0.1, 0.2, 1, 2, 10, 20 μM). 
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La courbe montre l’effet des différentes concentrations de Panobinostat (0.002, 0.01, 

0.02, 0.1, 0.2, 1, 2, 10, 20 μM) sur la viabilité cellulaire moyenne (%) des cellules DIPG. 

Chaque administration de différentes concentrations de Panobinostat a été répétée trois fois, et 

la moyenne de la densité optique est calculé pour chaque concentration afin de déterminer la 

viabilité cellulaire. La courbe montre une valeur de IC50 de 0.038 μM. 

 

Les figures 12 et 13 montrent que le percentage de la viabilité cellulaire diminue avec 

l’élévation des concentrations de Panobinostat et de ONC201. 

Panobinostat montre la plus forte efficacité de l’élimination des cellules DIPG, avec une 

réduction de 67.57% à 20 μM. Alors que dans le ONC201 la viabilité cellulaire n’a atteint 

qu’un minimum de 75.88% (24.12% de réduction). L’IC50 de Panobinostat est 0.038 μM, alors 

que ONC201 n’atteint pas la réduction de 50% de la viabilité cellulaire.   

Figure 13: L’effet de Panobinostat sur la viabilité des cellules DIPG. 
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Discussion 

 

Notre étude a été dessiner pour évaluer l’effet des agents anticancéreuses ONC201 et 

Panobinostat sur les cellules DIPG humaine et leur potentiel d’être des agents thérapeutiques 

pour les patients atteints par le DIPG.  

72 h après l'administration du médicament, le Panobinostat présentai une efficacité 

supérieure à ONC201, avec une concentration minimale pour induire un résultat significatif 

plus faible et une IC50 de 0,038 μM, la dose optimale est de 0,1 μM, après cela la réduction de 

la viabilité cellulaire atteint un plateau. En comparaison, ONC201 ne pourrait pas atteindre une 

IC50 à la dose maximale utilisée (20 μM) avec une dose optimale plus élevée de 0,2 μM. 

Plusieurs études montrent ces résultats, dont des études montrent le Panobinostat était un agent 

efficace pour cibler les cellules tumorales humaines et murines DIPG in vitro et in vivo à court 

terme chez la souris (Hennika et al., 2017). Cette étude s'ajoute également à des recherches 

antérieures montrant que les cellules DIPG ont une réponse dose-dépendante aux médicaments 

et suggère que le Panobinostat est le médicament de choix pour une utilisation future.  

Cela contredit avec d’autres études qui prouvent l’efficacité de l’ONC201 dans la 

réduction des tumeurs, Borsuk.et.al ont trouvés avec succès l'IC50 de ONC201, à des 

concentrations équivalentes à celles utilisées dans cette étude. Cependant, ils ont incubé des 

cellules DIPG avec ONC201 pendant 96 heures, laissant le médicament encore plus 24 heures 

supplémentaires par rapport à la présente étude pour détruire les cellules. Cela met en évidence 

le besoin de recherche pour établir la durée optimale d'exposition des cellules DIPG aux agents 

thérapeutiques afin d'obtenir les meilleurs résultats. 

Le Panobinostat est actuellement approuvé pour l’utilisation dans le traitement du 

myélome multiple par son efficacité d’inhiber l'histone désacétylase, qui endommage l'ADN 

et favorise l'apoptose. Bien que le Panobinostat semble être efficace contre les cellules DIPG 

in vitro dans des études cliniques antérieures, l'utilisation d'inhibiteurs d'HDAC en tant 

qu'agents uniques pour traiter les tumeurs solides a donné des mauvais résultats cliniques (Kim 

et al., 2011). Cependant, son utilisation en association avec d'autres agents 

chimiothérapeutiques s'avère prometteuse (Choi et al., 2019). 

Des études sur des modèles murins de glioblastome ont montré que l'ONC201 traverse 

la barrière hémato-encéphalique et inhibe la croissance tumorale par plusieurs mécanismes, 
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notamment l'induction de l'expression du ligand induisant l'apoptose lié au facteur de nécrose 

tumorale (Wagner et al., 2017). De plus, ONC201 s'est révélé posséder un excellent profil 

d'innocuité à des doses qui dépassent de 10 fois les doses efficaces, il peut donc être possible 

d'utiliser des doses plus élevées pour atteindre un niveau d'efficacité similaire à celui de 

Panobinostat (Allem et al., 2015). 

Notamment, nous n'avons pas mesuré directement le nombre ou la viabilité des cellules, 

mais nous l'avons plutôt dérivé des mesures de densité optique. La densité optique est 

couramment utilisée pour estimer la densité cellulaire dans les cultures; cependant, il n'est pas 

directement représentatif du nombre de cellules et n'est proportionnel au nombre de cellules 

que dans des conditions limitées (Stevenson et al., 2016). 

L'utilisation de tests MTT dans cette expérience pourrait être considérée comme une 

limitation potentielle car ils ont une faible sensibilité de détection et sont sensibles aux 

interférences chimiques, en particulier l'exposition à la lumière. Ainsi, même avec des mesures 

de contrôle strictes, il existe une probabilité de résultats faux négatifs. Pour améliorer 

l'expérience, un test ATP pourrait être utilisé car il s'avère supérieur en termes de 

reproductibilité et de sensibilité (Petty et al., 2021). 

Pour s'appuyer sur cette étude, d'autres expériences pourraient être menées pour évaluer 

les effets de chaque médicament sur la viabilité cellulaire à différents délais (par exemple 3h, 

6h, 12h, 24h, 48h) ainsi qu'à des intervalles de concentration plus étroits pour déterminer plus 

précisément la dose optimale. 

Ceci nous mène à conclure que l'ONC 201 et le Panobinostat sont efficaces pour réduire 

la viabilité des cellules DIPG, ce qui est une nouvelle prometteuse pour le développement de 

futurs traitements DIPG. Le Panobinostat présentait l’efficacité la plus élevée ce qui fait un 

objectif potentiel pour une thérapie ciblée, mais des tests supplémentaires sont nécessaires 

avant que l'un ou l'autre de ces médicaments puisse être utilisé en pratique clinique. 
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Conclusion 

 

Dans la présente étude le Panobinostat a montré une activité antitumorale in vitro plus 

efficace sur les cellules DIPG que l’ONC201. Alors que ONC201 a montré un certain effet 

inhibiteur, il n'a pas montré une activité cytotoxique similaire ; cependant, en tenant compte 

les limites de l'étude, nous ne pouvons pas écarter l’ONC201 en tant qu'agent thérapeutique 

potentiel. La puissance établie du Panobinostat justifie des travaux supplémentaires sur son 

potentiel thérapeutique ; mais nous devons d'abord bien examiner l'efficacité de ces agents sur 

des cellules DIPG naïves avant d'évaluer leur potentiel pour des études in vivo. De plus, le 

ciblage des mécanismes de résistance proposés par les DIPG pourrait offrir des perspectives 

intéressantes pour augmenter l'efficacité de ces agents thérapeutiques. 
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