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Résumé 

 Le neuroblastome à haut risque est caractérisé par un faible taux de survie (~30%) et des 

récidives fréquentes, malgré les traitements multimodaux existants. Généralement, les études 

d’évaluation des médicaments utilisent la culture cellulaire en 2D, mais elle ne reflète pas la 

biologie tumorale du neuroblastome in situ, incluant les caractéristiques associées à l’hypoxie et 

la densité cellulaire. En comparaison aux patients, la culture cellulaire conventionnelle semble 

altérer le phénotype cellulaire du neuroblastome, le transcriptome et l’épigénome qui 

affecteront, à leur tour, les résultats des études pharmacologiques. Ainsi, un nouveau modèle de 

culture cellulaire en 3D a été développé avec plusieurs lignées cellulaires de neuroblastome afin 

d’atteindre une culture de sphéroïdes à long terme (un mois) avec un taux de viabilité convenable. 

L’hypothèse de recherche est que les changements épigénétiques et transcriptionnels seront 

induits par l’adaptation en 3D et vont s’amplifier dans le temps lors de la culture en 3D. Ces 

changements ont été mesurés en 3D dans le temps pour identifier le moment où l’épigénome des 

sphéroïdes ressemble le plus à celui des patient à haut risque. Le changement de l’expression des 

régulateurs épigénétiques survient 24 jours après la mise en sphéroïde, ce qui se traduit par une 

différence dans la sensibilité aux médicaments épigénétiques par rapport à la culture 2D. En 

conclusion, notre étude nous a permis de dériver des nouveaux modèles de neuroblastome qui 

sont plus représentatifs des patients d’un point de vue épigénétique et pharmacologique. 

 

Mots-clés : cancer pédiatrique, neuroblastome, culture cellulaire 3D, sphéroïde, épigénétique, 

pharmacologie, MYCN, criblage de composés épigénétiques. 
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Abstract 

 High-risk neuroblastoma is characterized by a low survival rate (~30%) and frequent 

recurrences, despite all the multimodal treatments available to date. Typically, drug evaluation 

studies use 2D cell culture which does not reflect well the tumor biology of neuroblastoma in situ, 

including features associated with hypoxia and cell density. Thus, compared to patients data, the 

conventional 2D cell culture seems to alter the neuroblastoma cell phenotype, transcriptome and 

epigenome which in turn will affect the results of pharmacological studies. A new 3D cell culture 

model was developed with several neuroblastoma cell lines to achieve long term spheroid culture 

(up to one month) with a suitable viability rate. We hypothesized that transcriptional and 

epigenetic changes will be induced by 3D adaptation and will amplify over time in the cells 

cultured in 3D. All these changes were measured by Western Blot in 2D, in short term 3D and in 

long term 3D to identify the timepoint when the epigenome of the spheroids most closely 

resembles that of the patient. We found that the occurrence of changes in epigenetic regulator 

expression occurs after 24 days of spheroid culture, resulting in a difference in a drug sensitivity 

compared to 2D culture. In summary, we developed new neuroblastoma models that are more 

representative of patient’s epigenome and pharmacological sensitivity. 

 

Keywords : pediatric cancer, neuroblastoma, 3D cell culture, spheroid, epigenetic, pharmacology, 

MYCN, epigenetic screening. 
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Introduction 

Chapitre 1 – Le neuroblastome 

1.1 Historique 

 Le neuroblastome a été décrit pour la première fois en 1864 par le pathologiste allemand 

Rudolf Virchow comme une tumeur abdominale de l’enfant appelée « gliome » [1]. La première 

décennie du XXe siècle a été marquée par la publication des observations cliniques chez les jeunes 

enfants permettant d’identifier le site primaire de la tumeur, ainsi que les deux sites principaux 

de métastases [2].  

 D’abord, en 1901, William Pepper a rapporté six cas de nourrissons, âgés entre 5 jours et 

4 mois, morts suite à une hépatomégalie massive due à une atteinte diffuse du foie [2]. Ces 

patients ont aussi eu des tumeurs au niveau des glandes surrénales, mais sans métastases [2]. 

D’ailleurs, l’expression « syndrome de Pepper » est encore utilisée de nos jours pour décrire la 

présentation clinique particulière du neuroblastome chez le nourrisson avec des métastases au 

foie [2]. En effet, ce syndrome rare est caractérisé par un pronostic favorable et un taux élevé de 

régression spontanée malgré les métastases [3].  

 Par la suite, en 1907, Robert Grieve Hutchison a décrit 10 jeunes enfants, âgés entre 9 

mois et 8 ans, présentant une tumeur surrénale similaire mais avec des métastases aux os, plus 

précisément à l’orbite et au crâne [2]. Finalement, James Homer Wright a utilisé le terme 

« neuroblastome » pour la première fois en 1910 et a identifié l’origine neurale primitive de cette 

tumeur des glandes surrénales en se basant sur l’histologie [4]. En effet, les cellules en forme de 

rosettes sont typiquement retrouvées dans plusieurs tumeurs neurales [4].  

 Tous ces premiers travaux ont grandement contribué à une meilleure compréhension de 

la pathologie du neuroblastome et ont mené au développement de nouvelles stratégies 

thérapeutiques pour augmenter le taux de survie des enfants avec le neuroblastome. 
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1.2 Origine cellulaire et cause du neuroblastome 

 L’origine cellulaire et les mécanismes d’initiation du neuroblastome restent encore peu 

connus [5]. Cependant, comme la tumeur prend naissance au niveau de la glande surrénale ou 

des ganglions sympathiques, il est probable qu’elle soit causée par le développement anormal 

des cellules sympatho-surrénaliennes issues de la crête neurale (CN) [6]. Cette dérégulation mène 

aux cellules immatures qui sont ensuite destinées à former le système nerveux sympathique [5].  

 La CN est formée après l’étape de gastrulation du développement embryonnaire aux 

frontières entre la plaque neurale (l’ectoderme neural) et l’ectoderme non-neural [7]. Le 

développement de la CN consiste globalement en une transformation de la plaque neurale en 

tube neural après une série d’évènements régulés par un réseau de plusieurs gènes (Figure 1) [7]. 

Durant la neurulation, la plaque neurale se replie d’abord en gouttière neurale, puis les territoires 

adjacents à la plaque se rapprochent et se referment pour former le tube neural [7]. 

 Les cellules se trouvant à la bordure de la plaque neurale détectent les molécules des voies 

de signalisation interconnectées WNT, BMP (bone morphogenetic protein) et FGF qui participent 

à l’induction neurale et différencient les cellules de l’ectoderme (Figure 2) [8-11]. Les cellules 

progénitrices de la CN, nouvellement formées dans la partie dorsale du tube neural, commencent 

à exprimer les facteurs de transcription de la spécification de la CN (ex : Sox 5/9/10, FoxD3) qui 

permettent d’initier le processus de la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) [7, 12, 13].  

 Les cellules subissant la TEM commencent à perdre leur propriétés adhésives aux cellules 

avoisinantes et à acquérir le phénotype mésenchymal afin de finalement, se dissocier du tube 

neural [14, 15]. Elles représentent une population cellulaire migratrice et transitoire exprimant 

les facteurs de transcription (ex : Myc, RxrG, Ebf1) et migrent le long de l’axe antéro-postérieur 

de l’embryon afin de se différencier en plusieurs types cellulaires selon leur niveau axial (le crâne, 

le tronc, la région sacrée), puis contribuer aux structures anatomiques [7, 16, 17]. Ainsi, ces 

cellules progénitrices sont multipotentes, mais leur potentiel de différenciation tend à se limiter 

au fur et à mesure du développement [16]. Les types cellulaires dérivés de la CN incluent les 

neurones, les cellules gliales, les os et les cartilages, les tissus conjonctifs et les muscles lisses, les 

cellules de la glande surrénale, les adipocytes et les mélanocytes de la peau [16, 18-22]. 
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Figure 1 : Processus du développement de la crête neurale.  

La crête neurale (vert) est induite aux frontières entre la plaque neurale (bleu) et l’ectoderme 

non-neural (blanc). Elle se forme suite au repliement de la plaque neurale pour former le tube 

neural. Les cellules de la crête neurale (CCN) se détachent de la partie dorsale du tube neural pour 

la migration à travers l’embryon et la différenciation en divers types cellulaires. Illustration 

adaptée de [7].  
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Figure 2 : Réseau de signaux moléculaires intervenant dans la formation de la crête neurale et 

la spécification des cellules de la crête neurale. 

Quelques protéines de la signalisation externe (bleu), sécrétées par l’ectoderme embryonnaire, 

induisent l’expression des gènes d’identité de la crête neurale (vert) tel que les facteurs de 

transcription Sox. Une fois la crête neurale spécifiée, le processus de la TEM est activé et les 

cellules expriment les régulateurs transcriptionnels permettant leur migration, puis leur 

diversification finale (gris) en une grande variété de types cellulaires. Illustration adaptée de [7, 

23] ; images proviennent de https://smart.servier.com/. 

 

https://smart.servier.com/
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 Le neuroblastome semble provenir d’une dérégulation des facteurs impliqués dans le 

développement de la crête neurale suite à un changement épigénétique et/ou à une mutation 

génétique [24]. En effet, les altérations jouant un rôle important dans le détachement et la 

différenciation des cellules de la crête neurale se trouvent au niveau de la modification des 

histones et de la méthylation de l’ADN, dans l’activation des programmes transcriptionnels et de 

l’expression des protéines morphogénétiques osseuses (Figure 3) [24, 25]. 

 

 

 

Figure 3 : Évènements et facteurs génétiques influençant la maturation de la crête neurale et 

l’initiation du développement du neuroblastome. 

La spécification des cellules au niveau de l’aorte dorsale est dépendante des modifications des 

histones et de l’ADN, ainsi que de l’expression de facteurs de transcription ou les protéines 

morphogénétiques osseuses (BMP). Ces facteurs vont influencer la migration et la différenciation 

des cellules de la crête neurale. De plus, l’activation de l’expression du facteur de transcription 

MYCN ou les mutations dans les gènes ALK et PHOX2B favorisent la différenciation anormale et 

prédisposent au neuroblastome.  Illustration adaptée de [24, 25].  
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 Dans certains cas, il arrive que les progéniteurs sympatho-surrénaliens de la crête neurale, 

c’est-à-dire les cellules chromaffines surrénales et les neurones sympathiques, n’arrivent pas à se 

différencier correctement en raison de la surexpression du proto-oncogène MYCN ou à cause des 

mutations/des altérations germinales dans les gènes ALK ou PHOX2B (Figure 3) [25-29]. Ces 

derniers sont responsables des rares cas de neuroblastome familial, représentant environ 1-2% 

des enfants ayant reçu un diagnostic de neuroblastome [24]. Les cellules se retrouvent alors 

majoritairement à l’état indifférencié, appelé neuroblastes, et ne prolifèrent pas correctement en 

divers types cellulaires, ce qui conduit au développement du neuroblastome [30].  

 

1.3 Épidémiologie descriptive du neuroblastome pédiatrique 

 Le neuroblastome est une tumeur solide maligne qui survient le plus souvent à l’extérieur 

du crâne et du cerveau [31]. C’est le troisième type de cancer de l’enfant (8%), précédé par les 

leucémies (29%) et les cancers du cerveau (21%) (Figure 4) [32]. Cette tumeur pédiatrique est 

responsable d’environ 15% des mortalités parmi tous les décès d’enfants dus au cancer [33]. Ces 

données reflètent la nature agressive du neuroblastome et la présence fréquente (48% des 

patients) des métastases au moment du diagnostic [34, 35]. Ceci s’explique par le fait que les 

patients avec la tumeur localisée sont souvent asymptomatiques et le diagnostic du 

neuroblastome est fait par coïncidence lors d’une consultation pour d’autres raisons médicales 

[33]. Ainsi, la tumeur réussie à se propager efficacement vers d’autres parties du corps avant le 

diagnostic du cancer de l’enfant [33].  

 L’incidence du neuroblastome est autour de 10 cas par million d’enfants âgés en bas de 

15 ans et près de 300 nouveaux cas sont rapportés chaque année [31, 36]. Dans plus de 90% des 

cas, le neuroblastome est diagnostiqué avant l’âge de 5 ans et environ 30% de ces derniers sont 

diagnostiqués chez le nourrisson de moins d’un an [31]. L’âge médian au diagnostic se situe à 22 

mois [34]. Le neuroblastome affecte presque exclusivement les jeunes enfants [36]. Il est très 

rarement diagnostiqué chez les adolescents ou les adultes et peu de rapports descriptifs sont 

publiés pour ces groupes d’âge [36]. En effet, seulement 6,1% des patients avec le neuroblastome 

sont âgés de plus de 20 ans au moment du diagnostic et 0,9% ont plus de 60 ans [37, 38]. 
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 Il semble ne pas avoir de variation à travers le monde dans l’incidence du neuroblastome 

pédiatrique [33]. Par contre, ce cancer affecte légèrement plus les garçons que les filles avec un 

ratio de 1,2 : 1 [33]. Parmi les facteurs environnementaux associés au développement du 

neuroblastome se trouvent l’exposition paternelle aux champs électromagnétiques, la 

consommation fréquente de l’alcool par la mère durant la grossesse ou la prise de médicaments 

neuroactifs et l’exposition prénatale aux pesticides [33, 39-41]. De plus, le neuroblastome peut 

affecter un enfant atteint déjà d’une maladie impliquant le développement des cellules de la crête 

neurale, comme le syndrome d'hypoventilation centrale congénitale, la neurofibromatose de 

type I ou la maladie de Hirschsprung [42-44]. Cependant, les études sur la prédisposition 

génétique n’ont pas démontré de lien évident entre le neuroblastome et ces trois troubles [33]. 

 

 

Figure 4 : Incidence des cancers de l’enfant pour le groupe d’âge de 0 à 14 ans.  

Les types de cancer retrouvé chez l’enfant sont différents de ceux des adultes : les leucémies (ALL 

et AML avec les pourcentages respectifs de 25% et de 4%), ainsi que les tumeurs du système 

nerveux central (SNC) sont les cancers les plus fréquents, suivi par le neuroblastome. Diagramme 

adapté de [32].  
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1.4 Hétérogénéité clinique 

 Puisque les cellules de la crête neurale migrent tout le long de la chaine sympathique, le 

neuroblastome peut survenir à n’importe quel endroit du système nerveux sympathique du cou 

jusqu’au bassin [45]. La tumeur primaire se localise le plus souvent au niveau de l’abdomen (65%) 

dont plus de la moitié des cas proviennent de la médullosurrénale [31]. Des sites primaires moins 

fréquents incluent le cou (5%), la poitrine (20%) et le bassin (5%) [33]. Très rarement (pour ~1% 

des patients), le site de la tumeur primaire n’est pas détecté [33]. 

 La propagation du neuroblastome pédiatrique à des sites distants passe par les voies 

hématogène et/ou lymphatique [31]. Ainsi, parmi les sites métastatiques du cancer se trouvent 

le foie, la moelle osseuse et l’os avec une préférence pour la métaphyse, le crâne et l’orbite [33]. 

Contrairement aux patients avec une tumeur localisée qui ne présentent pas des symptômes 

évidents, le neuroblastome disséminé se manifeste par la fièvre, la lymphadénopathie, la perte 

de poids, les douleurs osseuses généralisées ou abdominales et les problèmes respiratoires à 

cause de l’hépatomégalie massive [31]. 

 Les nodules sous-cutanés de couleur bleue-violette, connus comme le syndrome blueberry 

muffin, se présentent lors des métastases à la peau [31]. Il survient à cause de l’hématopoïèse 

dermique et est associé au pronostique favorable avec la possibilité de régression spontanée de 

la tumeur [31]. Puis, la présentation classique de la dissémination tumorale aux orbites est les 

gonflements et les ecchymoses autour des yeux, ressemblant à « un raton laveur » [33].  

 Le neuroblastome est un cancer unique caractérisé par une grande hétérogénéité clinique 

allant de la régression spontanée sans la chimiothérapie (ou la différenciation en ganglioneurome 

bénin) à la progression rapide d’une tumeur résistante à la thérapie multimodale, les métastases 

et l’issue létale du patient [45-50]. Le mécanisme exact de la régression spontanée n’est pas 

connu, mais quelques études ont tenté d’expliquer cette particularité du neuroblastome 

pédiatrique rarement retrouvée dans d’autres types de cancers. En effet, parmi les mécanismes 

possibles se trouvent : 1) le manque des récepteurs neurotrophines TRKA (récepteur kinase à 

tropomyosine A) dans le microenvironnement tumoral ; 2) l’immunité cellulaire ou humorale ; 3) 

la perte de l’activité de la télomérase et 4) les altérations de la régulation épigénétique [46-51].  
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 En effet, les changements épigénétiques, telles que le remodelage de la chromatine, la 

méthylation des promoteurs de gènes ou les modifications des histones semblent être impliquées 

dans la régression spontanée du cancer puisqu’ils influencent l’expression des gènes associés à la 

différenciation et au développement du neuroblastome [52-57]. Une différence au niveau du 

méthylome (la méthylation de l’ADN globale) de neuroblastome de stade 4S a été observé en 

comparaison avec les tumeurs à faible risque, à haut risque et les tissus cérébraux normaux [58]. 

 Les tumeurs de neuroblastome cliniquement agressives possèdent fréquemment une 

hyperméthylation des promoteurs de trois gènes distincts RASSF1A, DCR2 et CASP8 [57, 59]. Cette 

méthylation aberrante se produit dans ~60%-90% des tumeurs primaires du neuroblastome pour 

RASSF1A, dans ~20%-40% pour DCR2 et dans ~20%-60% pour CASP8 et est associée à un mauvais 

pronostic [57, 60, 61]. En effet, la survie à 5 ans lorsque les gènes RASSF1A, DCR2 et CASP8 sont 

méthylés est de 63%, 58% et 56% respectivement et elle est de 93%, 85% et 84% respectivement 

lorsque ces gènes sont non méthylés [62]. 

 RASSF1A (Ras Association Domain Family Protein 1 isoform A) est un effecteur Ras qui agit 

par la voie de transduction du signal Ras [62]. C’est un gène suppresseur de tumeur impliqué dans 

l’arrêt du cycle cellulaire, l’apoptose, la stabilité génomique, la stabilisation des microtubules et 

la motilité cellulaire [63]. L’hyperméthylation du promoteur de RASSF1A altère son expression et 

est associée aux tumeurs pédiatriques, ainsi qu’aux cancers du sein, de l’ovaire et du rein [64-66]. 

 DCR2 (decoy receptor 2) est un gène de la famille des récepteurs du facteur de nécrose 

tumorale-α (TNF-α) possédant une activité anti-apoptotique, car il empêche la liaison du ligand 

TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) aux récepteurs apoptotiques de mort, DR4 et DR5 

[60]. Théoriquement, la régulation négative du gène DCR2 doit avoir l’effet anti-tumoral et rendre 

les cellules plus sensibles à l’apoptose induite par TRAIL [67]. Par contre, ce gène est souvent 

inactivé par l’hyperméthylation aberrante dans divers tumeurs et constitue donc possiblement, 

un mécanisme de défense inefficace pour inhiber la croissance des cellules tumorales [67, 68]. 

 Le gène CASP8 code pour la caspase 8, un membre de la famille des protéases à cystéine 

ayant un rôle clé dans l’apoptose [62]. La perte d'expression de CASP8 par méthylation favorise 

la survie cellulaire dans le microenvironnement stromal et les métastases [69]. 
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1.5 Facteurs pronostiques et groupes de risque 

 Le groupe d’oncologie pédiatrique (COG, Children’s Oncology Group) a créé une échelle 

qui permet de classifier les patients dans un des trois groupes de risque (faible, intermédiaire ou 

élevé) en fonction des : 1) données cliniques du patient (l’âge au moment du diagnostic ; le stade 

INSS (International Neuroblastoma Staging System) de la tumeur), ainsi que 2) données sur la 

tumeur (la classification histopathologique ; le statut de l’oncogène MYCN ; la ploïdie (le contenu 

en ADN)) [70, 71]. Ce système de stratification, établi en 1998, révèle les différences dans les taux 

de survie des différents groupes de risque et permet d’adapter adéquatement l’intensité, ainsi 

que le type de traitement en fonction du groupe du patient [70].  

 

1.5.1 Âge du patient au moment du diagnostic 

 Les enfants âgés de plus de 18 mois au moment du diagnostic présentent fréquemment 

des métastases et malgré l’approche thérapeutique multimodale et intensive ont des taux de 

survie ne dépassant pas 40-50% [70, 72]. Au contraire, les enfants de moins de 18 mois peuvent 

guérir suite à un traitement de chimiothérapie, puis une grande partie des patients ont souvent 

une régression spontanée et complète de la tumeur (même des formes métastatiques) [46-50].  

 

1.5.2 Histopathologie tumorale 

 Un patient avec une tumeur différenciée a généralement un pronostic plus favorable et 

un meilleur taux de survie qu’un patient avec une tumeur faiblement ou indifférenciée [73]. Le 

neuroblastome indifférencié se présente sous forme des petites cellules bleues rondes avec le 

rapport nucléaire-cytoplasmique élevé et un manque des neurites [74]. Le neuroblastome 

faiblement différencié ressemble au neuroblastome indifférencié, mais il est caractérisé par la 

présence des extensions des neurites (figure 5) [74]. Le neuroblastome différenciant présente 

l’apparence proche des cellules normales (cytoplasme, noyau, neuropile abondant) et contient 

au moins 5% des cellules tumorales montrant une différenciation vers les cellules ganglionnaires 

(neuroblastes différenciés) [74]. 
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Figure 5 : Principaux sous-types histopathologiques des tumeurs neuroblastiques.  

A) Neuroblastome indifférencié ; B) Neuroblastome faiblement différencié ; C) Neuroblastome 

différenciant ; D) Extensions des neurites pour la lignée de neuroblastome IMR-32 (indiquées par 

les flèches). Images adaptées de [33, 75, 76]. 
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1.5.3 Statut de l’amplification de l’oncogène MYCN 

 L’amplification du gène MYCN est le marqueur principal de la progression agressive du 

neuroblastome indépendamment de l'âge du patient et du stade clinique de cancer [77, 78]. Le 

groupe de COG subdivise le nombre de copies de MYCN en 3 catégories : MYCN de type sauvage 

(l’augmentation de moins de 2 fois du signal MYCN par rapport à la sonde de référence) ; le gain 

de MYCN (l’augmentation de 2-4 fois) et l’amplification de MYCN (l’augmentation de plus de 4 

fois) [79]. Les patients des deux derniers groupes possèdent des caractéristiques cliniques et 

biologiques défavorables et des taux de survie sont faibles en comparaison aux patients avec une 

tumeur MYCN non amplifiée [80]. 

 

1.5.4 Ploïdie des cellules tumorales  

 Les cellules non cancéreuses sont diploïdes (index d’ADN = 1). Un lien semble exister entre 

l’amplification du gène MYCN et la ploïdie : pour le neuroblastome MYCN non amplifié de stade 

avancé, la tumeur hyperdiploïde (index d’ADN > 1) a un meilleur pronostic et répond mieux au 

traitement standard avec le cyclophosphamide et la doxorubicine que la tumeur diploïde [81-83]. 

  

1.5.5 Taux de survie en fonction du groupe de risque selon COG 

 La classification mise en place par le groupe COG révèle bien l’hétérogénéité clinique du 

neuroblastome pédiatrique qui se manifeste dans les courbes de survie : les survies se trouvent à 

plus de 90% pour les patients diagnostiqués avec le neuroblastome à risque faible, à plus de 80% 

pour ceux à risque intermédiaire et autour de 30-40% pour ceux à risque élevé (Figure 6) [84-87]. 

Malgré les progrès significatifs dans le traitement de neuroblastome à risque élevé, il constitue le 

principal groupe qui requière le développement des nouvelles approches thérapeutiques afin 

d’améliorer le pronostic et la survie des patients dans ce groupe. 
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Figure 6 : Courbes de survie des patients atteints de neuroblastome selon le groupe de risque.  

Entre les années 1986-2001, 2196 patients traités selon les protocoles des trois groupes d’études 

(Children's Oncology Group, Children's Cancer Group, Pediatric Oncology Group) ont été classés 

au moment du diagnostic comme étant à faible risque (vert ; n = 916) ou à risque intermédiaire 

(bleu ; n = 431) ou à risque élevé (rouge ; n = 849) en se basant sur différentes caractéristiques 

cliniques et biologiques. L’analyse de Kaplan-Meier montre des taux de survie variant d’un groupe 

à l’autre. Les patients avec le neuroblastome à risque élevé ont le plus mauvais taux de survie. 

Graphique adapté de [70]. 
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1.6. Classification du neuroblastome 

 Le système de stadification du neuroblastome INSS (International Neuroblastoma Staging 

System), établi en 1988 et révisé en 1993, permet la division des tumeurs de neuroblastome en 

différents stades en fonction de la localisation de la tumeur primaire, la présence de métastases 

lors du diagnostic et leur emplacement (Tableau I) [88]. C’est un système post-chirurgical [88]. 

 

Tableau I : Stades du neuroblastome selon la classification du système postopératoire INSS.  

Stade Description 

1 
Tumeur localisée, exérèse macroscopiquement complète, avec ou sans résidus 

microscopiques. Ganglions lymphatiques ipsilatéraux sont négatifs pour la tumeur au 

microscope. (Ganglions attachés et enlevés avec la tumeur peuvent être positifs). 

2A Tumeur localisée, exérèse macroscopiquement incomplète. Ganglions lymphatiques 

ipsilatéraux sont négatifs pour la tumeur au microscope. 

2B 
Tumeur unilatérale avec ou sans exérèse macroscopiquement complète. Ganglions 

lymphatiques ipsilatéraux envahis. Ganglions controlatéraux doivent être négatifs au 

microscope. 

3 

Tumeur unilatérale non résécable dépassant la ligne médiane avec ou sans 

envahissement ganglionnaire régional ou tumeur localisée unilatérale avec ganglions 

lymphatiques controlatéraux envahis ou tumeur dépassant la ligne médiane avec 

extension bilatérale (non résécable) ou ganglions lymphatiques envahis. 

4 
Toutes tumeurs primaires avec dissémination métastatique aux os, au foie, à la peau, 

à la moelle osseuse, aux ganglions lymphatiques distants et/ou à d'autres organes (à 

l'exception de ceux définis au stade 4S). 

4S 
Tumeur primaire localisée (comme défini pour les stades 1, 2A ou 2B) avec une 

dissémination métastatique limitée à la peau, au foie et/ou à la moelle osseuse 

(<10% de la tumeur) chez les enfants âgés de moins d’un an. 

Tableau adapté de [88].  
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 Le système de classification de la pathologie du neuroblastome INPC (International 

Neuroblastoma Pathology Classification) a été développée en 1999 et révisée en 2003 par 

l’adoption du système de classification original proposé par Shimada en 1984 avec quelques 

modifications mineures (Tableau II) [89, 90]. L’objectif principal du système INPC était d’établir le 

système de classification pronostiquement significatif, biologiquement pertinent, mais aussi 

hautement reproductible en se basant sur différentes caractéristiques morphologiques des 

tumeurs [90]. De plus, les recommandations pour les pathologistes chirurgicaux ont été décrites 

afin de les aider dans la description et l’évaluation pronostique des tumeurs neuroblastiques [90]. 

 L’INPC distingue les tumeurs neuroblastiques (le neuroblastome, le ganglioneurome et le 

ganglioneuroblastome) en deux catégories (l’histologie favorable ou non favorable) en fonction 

du développement du stroma Schwannien, l’âge du patient, le degré de différenciation tumoral 

et l’index mitose-caryorrhexie (MKI, mitosis-karyorrexis index) [90, 91]. Le neuroblastome est une 

tumeur neuroblastique avec un stroma Schwannien pauvre (proportion de tissu tumoral avec 

l’histologie riche en stroma ne dépassant pas 50%), alors que les deux autres types de tumeur 

neuroblastique possèdent un stroma développé (≥50% du tissu tumoral) [74]. Un MKI élevé dans 

la tumeur pauvre en stroma est associé à la prolifération tumorale et au mauvais pronostic [92]. 

 

Tableau II : Évaluation pronostique du neuroblastome selon la classification INPC. 

Âge Différenciation MKI Catégorie pronostique 

< 1,5 ans 

Non différencié 

Faiblement différencié/différencié 

N’importe quel type de différenciation 

Tout MKI 

Faible/moyen 

Élevé 

Histologie non favorable 

Histologie favorable 

Histologie non favorable 

1,5 – 5 
ans 

Non différencié/faiblement différencié 

Différencié 

N’importe quel type de différenciation 

Tout MKI 

Faible 

Moyen/élevé 

Histologie non favorable 

Histologie favorable 

Histologie non favorable 

≥ 5 ans N’importe quel type de différenciation Tout MKI Histologie non favorable 

Tableau adapté de [90].  
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 Finalement, le plus récent système de stadification INRGSS (International Neuroblastoma 

Risk Group Staging System), publié en 2009, a été conçu pour le diagnostic de la tumeur avant 

l’intervention chirurgicale ou tout autre traitement (Tableau III) [93]. Alors que l’ancien système 

de classification INSS se base sur la pathologie chirurgicale et la résection tumorale, le nouveau 

système INRGSS permet une meilleure classification des patients d’après les critères cliniques et 

les facteurs de risque définis par l’imagerie (IDRF, image-defined risk factors) lors des examens 

d’imagerie [94]. Les méthodes d’imagerie utilisées incluent la tomodensitométrie, l’imagerie par 

résonance magnétique, la scintigraphie et l’ultrasonographie [93].  

 Les tumeurs localisées sont classées comme étant de stade L1 ou L2 dépendamment si 

des facteurs de risque IDRF sont présents ou non au moment du diagnostic [93]. Les IDRF sont 20 

facteurs chirurgicaux qui rendent l'ablation totale de la tumeur risquée ou difficile [95, 96]. Les 

stades M et MS sont associés au cancer métastatique : le stade M est comparable au stade 4 de 

l’INSS et le stade MS est similaire au stade 4S de l’INSS (à l’exception de la taille de la tumeur 

primaire et l’âge du patient) [90, 93]. Le nouveau système INRGSS n’était pas créé pour remplacer 

le système INSS et il est plutôt recommandé d’utiliser ces deux systèmes en parallèle [93, 94]. 

 

Tableau III : Stades du neuroblastome selon la classification du système préopératoire INRGSS. 

Stade Description 

L1 
Tumeur localisée n’impliquant pas d’organes vitaux et confinée à une seule région, 

sans les facteurs de risque IDRF 

L2 Tumeur locorégionale avec un ou plusieurs facteur(s) de risque IDRF 

M Tumeur métastatique (excepté le stade MS) 

MS 
Tumeur métastatique chez l’enfant âgé de moins de 18 mois avec les métastases à la 

peau, au foie et/ou à la moelle osseuse 

Abbréviation : IDRF : image-defined risk factors. Tableau adapté de [93].  
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1.7 Thérapie multimodale du neuroblastome 

 Le neuroblastome est un cancer pédiatrique de spectre extrêmement variable sur le plan 

clinique : la tumeur peut régresser spontanément sans traitement ou au contraire, se propager à 

travers le corps [45]. Le type de traitement et son intensité sont choisis en fonction du groupe de 

risque de patient (Figure 7) [97]. En effet, la thérapie est adaptée pour éviter l’exposition inutile 

de jeunes patients aux traitements avec des effets secondaires, comme la chimiothérapie qui agit 

indifféremment sur toutes les cellules en division peu importe qu’elles soient cancéreuses ou 

normales [98]. Ainsi, la chimiothérapie est appliquée aux patients avec une tumeur localisée ou 

de stade avancé et la radiothérapie est réservée aux patients avec une tumeur biologiquement 

défavorable [33]. Les caractéristiques génétiques et histologiques du tissu tumoral sont souvent 

évaluées suite à une biopsie chirurgicale [33]. 

 

 

Figure 7 : Comparaison des thérapies du neuroblastome en fonction du groupe de risque.  

Les patients avec le neuroblastome à risque faible sont mis en observation sans traitement. Si la 

tumeur progresse, elle est enlevée par la chirurgie. Le neuroblastome à risque intermédiaire est 

traité par des doses modérées de chimiothérapie ajustées en fonction de la réponse du patient, 

puis dès que possible, l’excision de la tumeur primaire. Le neuroblastome à risque élevé nécessite 

plusieurs cycles de chimiothérapie, la chirurgie, la greffe de cellules souches hématopoïétiques 

autologues myéloablatives, la radiothérapie locale et enfin, l’immunothérapie avec la thérapie de 

différenciation. Schéma adapté de [97].  
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1.7.1 Traitement du neuroblastome de risque faible 

Les taux de guérison et de survie sont excellents pour les patients à faible risque (stade 1 

d’INSS) avec seulement l’intervention chirurgicale [33]. La chimiothérapie constitue la thérapie 

de sauvetage pour les patients de stade 1 d’INSS en rechute du neuroblastome après la chirurgie 

[99, 100]. La chimiothérapie (ou la radiothérapie à faible dose) est aussi prévue pour les patients 

avec un cancer progressif, une tumeur volumineuse et des symptômes qui mettent en danger 

d’autres organes, comme l’insuffisance respiratoire ou le dysfonctionnement du foie à cause de 

l’hépatomégalie massive [49, 101]. Selon des études, les taux de survie, de progression et de 

récidives du neuroblastome chez les patients traités par la chirurgie seule ou par une combinaison 

de chirurgie couplée à la chimiothérapie n’étaient pas significativement différents [102, 103].  

Généralement, la chimiothérapie n’est pas nécessaire pour les patients avec une tumeur 

localisée et biologiquement favorable mais pas complètement enlevée par la chirurgie (stades 

2A, 2B d’INSS) et la tumeur peut être simplement observée [99, 104, 105]. Le suivi se fait 

initialement à tous les 1,5 mois avec les examens physiques, l’imagerie médicale (IRM ou 

échographie) et les catécholamines dans l’urine [97]. Après 3 mois, la surveillance peut être faite 

à tous les trois mois pendant la première année et par la suite, à tous les six mois [97]. Il a été 

observé que parmi les patients atteints de neuroblastome de stade 2B, la survie est 

significativement plus faible pour ceux ayant une tumeur diploïde ou une histologie défavorable 

et ceux âgés de plus de 18 mois au moment du diagnostic [103]. 

Pour la majorité des patients avec le stade 4S d’INSS et les caractéristiques biologiques 

favorables (tumeur hyperdiploïde, sans l’amplification de l’oncogène MYCN, sans les anomalies 

chromosomiques), l’observation seule constitue l’approche thérapeutique appropriée, car la 

tumeur a tendance à la régression spontanée sans aucun traitement [103, 106]. La résection 

tumorale peut mener à des complications chirurgicales non envisageables pour les jeunes enfants 

[97]. Les patients présentant des symptômes liés à la tumeur ou des facteurs de risque IDRF et 

ayant une biologie tumorale défavorable nécessitent une chimiothérapie et/ou une chirurgie 

pour réduire le volume de la tumeur [97]. Finalement, les patients avec une tumeur MYCN 

amplifiée doivent être traités comme les patients avec le neuroblastome à haut risque [106]. 
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1.7.2 Traitement du neuroblastome de risque intermédiaire 

 Le neuroblastome de risque intermédiaire comprend des patients atteints de tumeur de 

stade L2 histologiquement ou génétiquement défavorables ou de stade MS avec la biologie 

défavorable ou de stade M (âgés de moins de 18 mois) [97]. Le traitement est constitué de 2 à 8 

cycles de chimiothérapie (étoposide, vincristine, carboplatine, doxorubicine, cyclophosphamide) 

dépendamment de la réponse du patient [97]. Cette chimiothérapie à dose modérée est moins 

intensive que celle prescrite aux patients avec le neuroblastome de risque élevé [97]. Après les 

cycles de chimiothérapie espacés de plusieurs jours à quelques semaines, la tumeur primaire est 

le plus complètement possible enlevée par la chirurgie, mais pour certains patients la résection 

complète n’est pas nécessaire [107-110].  

 Le protocole thérapeutique a été adapté par les groupes internationaux pour réduire la 

toxicité à long terme causée par la chimiothérapie tout en maintenant un taux de survie élevé : 

l’exposition cumulative à la chimiothérapie (le nombre de cycles) a été réduite et adaptée selon 

le patient, puis le carboplatine a été remplacé par le cisplatine [33]. Pour les patients avec la 

tumeur localisée avec les caractéristiques biologiques favorables, la chimiothérapie pourrait être 

négligée [111]. Par contre, les patients âgés de plus de 1,5 an avec la tumeur de stade L2 dont la 

résection chirurgicale n’est pas possible et possédant une moins bonne survie, nécessitent une 

thérapie plus intense, incluant la radiothérapie et le traitement de maintenance [107-109, 112]. 

 

1.7.3 Traitement du neuroblastome de risque élevé 

 Le groupe de risque élevé est composé de patients avec la tumeur de stade M de plus de 

18 mois au moment du diagnostic et de patients de n’importe quel âge et stade avec l’oncogène 

MYCN amplifié [97]. Les patients de stade L2 de plus de 18 mois avec la tumeur histologiquement 

défavorable font aussi partie du neuroblastome à haut risque, mais la thérapie myéloablative 

n’est pas bénéfique pour ce groupe [113, 114]. Une thérapie multimodale intensive, comprenant 

la chimiothérapie avec la thérapie ciblée, constitue le traitement standard pour le risque élevé et 

inclut essentiellement 3 phases : l’induction, la consolidation et la maintenance (Figure 7) [97]. 
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1.7.3.1 Phase d’induction 

 La phase d’induction commence par deux cycles de chimiothérapie afin de réduire le 

volume tumoral et d’éliminer les métastases pour ensuite enlever plus facilement la tumeur 

primaire par la chirurgie [97]. Par contre, parfois, la tumeur peut s’étendre sur des vaisseaux 

sanguins importants, ce qui rendra sa résection chirurgicale complète difficile et dangereuse [97]. 

La chimiothérapie d’induction standard comprend généralement une combinaison des agents 

alkylants, des anthracyclines, de composé de platine et d’inhibiteurs de la topoisomérase II [33]. 

 Une meilleure réponse après l’induction est obtenue par l’augmentation de l’intensité de 

la chimiothérapie [115]. De plus, un lien direct existe entre la réponse du patient au traitement 

d’induction et le taux de survie, signifiant que la réponse tumorale constitue un des facteurs 

pronostiques [116-119]. Si la réponse du patient n’est pas complète avant la greffe de cellules 

souches, d’autres approches thérapeutiques sont employées : 1) la chimiothérapie additionnelle 

(par exemple, l’irinotécan et le témozolomide) combinée ou non à l’immunothérapie ou 2) la 

radiothérapie avec 131I-MIBG (iodine-131-metaiodobenzylguanidine) [120-122]. 

 À la fin de la chimiothérapie, la tumeur primaire et les sites métastatiques volumineux, si 

existants, sont enlevés le plus entièrement possible par la chirurgie [97]. La résection chirurgicale 

n’est pas avantageuse pour la survie des patients avec un cancer métastatique, mais corrèle avec 

un meilleur pronostic des patients avec la tumeur de stade L2 à haut risque [112, 114, 123-126]. 

En effet, il y a toujours un risque de complications secondaires à l’intervention chirurgicale telles 

que l’hémorragie menant aux lésions intestinales et des nausées, des vomissements, une diarrhée 

ou encore, des problèmes au niveau de rein à cause de l’emplacement de la tumeur près de la 

vascularisation rénale [97]. Ces complications peuvent potentiellement causer du retard entre les 

cycles de chimiothérapie ou pour effectuer la greffe de cellules souches, ce qui augmente les 

chances de récidives pendant la thérapie [97]. De plus, le neuroblastome étant une tumeur solide 

radiosensible, la radiothérapie administrée au site de la tumeur primaire semble diminuer le 

risque de récidive locale et ce, peu importe la réponse à la chimiothérapie [127, 128].  
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1.7.3.2 Phase de consolidation 

 La phase de consolidation inclut un ou deux cycles de la thérapie myéloablative avec la 

greffe de cellules souches autologues, puis la radiothérapie [97]. Plusieurs études cliniques ont 

démontré l’efficacité de la thérapie de consolidation myéloablative et l’amélioration significative 

du cancer en comparant avec la chimiothérapie de maintenance ou l’observation [117, 129, 130]. 

Pour la greffe de cellules souches autologues, les cellules souches du sang périphérique sont 

collectées chez les patients soit après deux cycles de chimiothérapie ou après le traitement de 

chimiothérapie d’induction pour diminuer les chances de contamination des cellules tumorales 

[72, 131]. L’élimination des populations de cellules tumorales de neuroblastome résiduelles avant 

la greffe de cellules souches par la chimiothérapie à forte intensité ou par l’irradiation corporelle 

totale n’est plus utilisée, puisque cette étape n’a pas montré d’effet significativement bénéfique 

pour la survie des patients [72, 132].  

 La société d’oncologie SIOPEN (International Society of Paediatric Oncology European 

Neuroblastoma) a comparé la greffe unique avec la chimiothérapie à haute dose avec le 

carboplatine, l’étoposide et le melphalan (CEM) (n = 302) à la greffe avec le busulfan et le 

melphalan (BuMel) (n = 296), tandis que le groupe COG a comparé la greffe en tandem avec du 

thiotépa et du cyclophosphamide, suivie 1,5 mois plus tard par la combinaison CEM à dose réduite 

(n = 176) à la greffe unique CEM (n = 179) [85]. La greffe BuMel et en tandem fonctionnent mieux 

que la greffe CEM seule avec le taux de survie sans évènements à 3 ans de 50% vs 38% (BuMel vs 

CEM seule) et de 62% vs 48% (greffe en tandem vs CEM seule) ; ainsi, la greffe BuMel et en tandem 

sont maintenant utilisées comme traitement standard [85, 133-135]. 

 

1.7.3.3 Phase de maintenance 

 Le traitement de maintenance comprend la combinaison de l’isotrétinoïne (connu comme 

acide 13-cis-rétinoïque) et l’immunothérapie avec l’anticorps anti-GD2 (disialoganglioside) [136]. 

L’isotrétinoïne est un rétinoïde synthétique qui induit la différenciation et la maturation des 

cellules de neuroblastome, mais diminue aussi la croissance et la prolifération cancéreuses et 

améliore la survie sans évènements des patients [117].  
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 Malgré l’efficacité de l’agent différenciant, les anticorps monoclonaux dirigés contre les 

antigènes spécifiques du neuroblastome GD2 avec les composés immunostimulants, le GM-CSF 

(granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) et l’IL-2 (interleukin-2), constituent un autre 

mécanisme d’élimination des cellules cancéreuses résiduelles [136]. L’anticorps monoclonal qui 

cible le GD2, connu aussi comme le dinutuximab, est la première thérapie approuvée par la FDA 

(Food and Drug Administration) en 2015 spécifiquement pour les patients avec le neuroblastome 

à haut risque [137]. Lorsque le dinutuximab reconnait l’antigène GD2 sur la surface des cellules 

tumorales, les cellules du système immunitaire vont lyser les cellules cibles [136]. Le GM-CSF et 

l’IL-2 contribuent à renforcer l’effet anti-tumoral : l’IL-2 stimule les cellules NK (Natural Killer) et 

le GM-CSF active la cytotoxicité des granulocytes et des macrophages [136].  

 La thérapie de différenciation combinée à l’immunothérapie est appliquée en tant que la 

principale thérapie de maintenance, car cette combinaison augmente significativement la survie 

globale (63%) en comparant avec l’isotrétinoïne seul (46%) et diminue le risque de récidive, si 

associée à la chimiothérapie ou des infusions des cellules NK [136, 138, 139]. Parmi les effets 

indésirables les plus observés dans les essais cliniques sur le dinutuximab se trouvent la fièvre, les 

infections, les réactions allergiques, l’hypotension artérielle, mais aussi la douleur, puisque le GD2 

est exprimé sur les neurones et les fibres nerveuses sensorielles périphériques [136]. La thérapie 

myéloablative et l’immunothérapie ont grandement contribuées à l’amélioration de la survie 

globale à 5 ans du neuroblastome à haut risque, passant de 29% pour les patients diagnostiqués 

entre 1990 et 1994 à 50% pour les patients diagnostiqués entre 2005 et 2010 [140].  

 

1.7.4 Traitement du neuroblastome réfractaire ou récidivant 

 Malgré les avancés dans le traitement des patients atteints de neuroblastome réfractaire 

ou récidivant qui offre déjà une bonne réponse partielle (ou complète) et améliore les symptômes 

et la qualité de vie des patients, le neuroblastome réfractaire possède un mauvais pronostic et 

nécessite des nouvelles approches thérapeutiques [97]. Les combinaisons de chimiothérapie les 

plus couramment employées pour ce groupe sont : 1) l’irinotécan avec le témozolomide ; 2) le 

topotécan avec le cyclophosphamide ou le témozolomide [122, 141-143].  
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Chapitre 2 – Rôle de la génétique dans le neuroblastome  

2.1 Altération génétiques 

 Les avancées significatives dans la compréhension des évènements génétiques impliqués 

dans l’initiation et la pathogenèse du neuroblastome familial ou sporadique (non familial) ont été 

réalisées grâce aux études GWAS (genome‐wide association studies), le séquençage du génome, 

la transcriptomique et l’analyse du génome à haut débit [144]. Plusieurs aberrations génétiques/ 

génomiques font objet d’essais cliniques en tant que des cibles thérapeutiques potentielles qui 

pourraient avoir une meilleure efficacité et une toxicité réduite par rapport aux traitements déjà 

existants en clinique [144].  

 Il existe aussi une problématique concernant les médicaments oncologiques (et encore 

davantage s‘ils sont pour l’usage pédiatrique) : ils ont la plus faible probabilité d’approbation en 

phase I (6,7%) en comparaison aux composés utilisés pour traiter d’autres maladies, comme les 

allergies, l’urologie, la dermatologie, les maladie auto-immunes [145]. De plus, les traitements 

approuvés pour le neuroblastome possèdent généralement une spécificité limitée [45]. 

 Récemment, l’étude de 240 tumeurs provenant des patients âgés de plus de 18 mois au 

moment du diagnostic avec un cancer métastatique (stade 4) dans le cadre de l’initiative TARGET 

(Therapeutically Applicable Research to Generate Effective Treatments) a permis d’identifier les 

mutations somatiques dans le neuroblastome à haut risque [146]. En utilisant une combinaison 

de séquençage de l’exome entier (WES, whole exome sequencing), du génome (WGS, whole 

genome sequencing) et du transcriptome, une faible fréquence médiane de mutation des exons 

de seulement 0,6 mutations par Mb (Mégabase) a été rapportée et très peu de gènes sont mutés 

de manière récurrente [146]. La ploïdie des cellules tumorales, les aberrations chromosomiques 

(incluant les anomalies segmentaires et numériques) et l’amplification de gènes, en particulier du 

locus du gène MYCN sont plus couramment retrouvées [146]. De plus, il est intéressant de noter 

que le neuroblastome pédiatrique contient nettement moins de mutations que les tumeurs 

solides adultes, dont les cancers dépendants de l’environnement, comme le cancer du poumon à 

cellules squameuses, le myélome, l’adénocarcinome pulmonaire et le cancer du sein [147-150].  
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 Suite aux études de séquençage, en plus de l’amplification de l’oncogène MYCN (trouvée 

dans 22% des tumeurs primitives), cinq gènes supplémentaires avec une fréquence de mutation 

somatique significative et un rôle biologique dans la pathologie cancéreuse ont été identifiés 

(Tableau IV) [146]. Ces altérations sont en général associées avec le neuroblastome à haut risque 

et à part l’hyperdiploïdie, aucune aberration génomique spécifique n’est liée au neuroblastome 

à faible risque ou à une régression spontanée de la tumeur [106, 151]. La rareté générale des 

mutations récurrentes dans le neuroblastome pédiatrique, plus particulièrement chez les patients 

atteints d’une tumeur à faible risque, signifie probablement que les facteurs tels que le nombre 

de copies et les altérations dans les modifications épigénétiques régulent l’expression des gènes 

et l’initiation tumorale [51]. Les gènes mutés, identifiés par le séquençage, sont discutés plus en 

détail ci-dessous. 

 

Tableau IV : Gènes avec une fréquence significative de mutation somatique dans 240 tumeurs 

de neuroblastome à haut risque 

Nom du gène Fonction associée Type d’altération Fréquence (%) 

MYCN Facteur de transcription Amplification  

Mutation activatrice 

22 [152] 

1,7 [146] 

ALK Récepteur tyrosine kinase Mutation activatrice 

Amplification/duplication 

9,2 [146] 

3,4 [146] 

PTPN11 Tyrosine phosphatase Mutation activatrice 2,9 [146] 

ATRX Remodelage de la chromatine Mutation inactivatrice 2,5 [153, 154] 

ARID1A/B Remodelage de la chromatine Mutation inactivatrice 2-3 [155] 

NRAS Protéine de signalisation Mutation activatrice 1 [146] 

Tableau adapté de [51]. 
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2.1.1 Amplification de l’oncogène MYCN 

2.1.1.1 Importance de MYCN dans le neuroblastome pédiatrique 

 La découverte de l’amplification du gène MYCN, localisée sur le chromosome 2 (2p24), et 

son lien avec la progression agressive du cancer dans les années 1980 ont marqué le début de 

l’utilisation des altérations génomiques spécifiques à la tumeur pour la classification et le 

traitement du neuroblastome [77, 78]. D’ailleurs, l’amplification de MYCN (augmentation du 

nombre de copies du gène) corrèle fortement avec les stades avancés du cancer, une progression 

rapide de la tumeur et un mauvais pronostic (même chez les nourrissons et les patients atteints 

de stade peu avancé de cancer) (Tableau V) [78, 152, 156]. De plus, l’étude CCG-3881 de Children's 

Cancer Group a montré que la survie sans évènement à 3 ans des nourrissons âgés de moins d’un 

an atteints de neuroblastome métastatique sans amplification de MYCN se situe à 93%, mais elle 

est de seulement 10% pour ceux dont la tumeur est MYCN amplifiée, malgré la thérapie plus 

intensive [157].  

 

 

Tableau V : Corrélation entre l’amplification de MYCN, le stade de cancer et le taux de survie 

des patients. 

Stade au diagnostic Amplification de MYCN (%) Survie à 3 ans (%) 

Ganglioneurome bénin 0 100 

Stades peu avancés (1 et 2) 4 90 

Stade 4S 8 80 

Stades avancés (3 et 4) 31 30 

Total 22 50 

Tableau adapté de [152].  
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2.1.1.2 Développement de modèle murin de neuroblastome impliquant MYCN 

 Le gène MYCN est impliqué dans la différenciation neuronale et la migration des cellules 

progénitrices [158]. Le rôle de MYCN dans la tumorigenèse a été démontré avec le modèle murin 

surexprimant le transgène MYCN lors du développement de la CN en utilisant le promoteur de la 

tyrosine hydroxylase (TH) [159]. Ces souris TH-MYCN développent rapidement la tumeur et 

servent de modèles pour comprendre les mécanismes et tester des nouvelles thérapies [159]. De 

plus, les souris TH-MYCN ont été croisées avec d’autres souris génétiquement modifiées, comme 

celles exprimant le transgène ALK ou la caspase 8 mutants et les souris TH-MYCN caspase 8-/-

développent des métastases à la moelle osseuse [160]. Aussi, une autre étude in vivo a démontré 

que la sous-expression de MYCN avec les oligonucléotides antisens entraîne une diminution de 

l’incidence de la tumeur et de sa masse dans un modèle de neuroblastome murin [161]. 

 

2.1.1.3 Structure et fonction de MYCN 

 MYCN est un membre de la famille d’oncogènes hautement conservés qui comprend aussi 

c-MYC et MYCL [162]. MYCN et c-MYC présentent une homologie structurelle et fonctionnelle, 

mais l’expression de MYCN est plus limitée dans l’espace et le temps pendant le développement 

[162, 163]. En effet, c-MYC est exprimé dans les tissus adultes et dans des cellules en prolifération 

au cours du développement, tandis que MYCN est plutôt exprimé dans les tissus neuraux, incluant 

le cerveau antérieur et le cerveau postérieur, dans les cellules pré-B, ainsi que dans les cellules 

de l’intestin, du cœur et des reins pendant l’embryogenèse [164, 165]. 

 La protéine MYCN est un facteur de transcription hélice-boucle-hélice-leucine zipper (HLH-

LZ) [166]. MYCN s’hétérodimérise avec la protéine MAX (Myc-associated factor X) via la région 

HLH-LZ pour se lier ensuite avec une haute affinité à la séquence E-box (enhancer-box) avec le 

motif consensus CACNNTG et agir en tant qu’un régulateur de la transcription (activer ou réprimer 

l’expression de ses gènes cibles) (Figure 8) [162, 164, 167, 168].  

 Les deux protéines, MYCN et MAX, ont des régions pour la liaison à l’ADN (interaction 

ADN-protéine par la région basique BR) et la dimérisation (interaction protéine-protéine par la 

région HLH-LZ) [162]. MYCN interagit aussi avec d’autres partenaires que MAX : par la boîte 
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d’homologie MYC III avec l’histone déméthylase LSD1 (Lysine-specific demethylase 1) et l’histone 

méthyltransférase EZH2 (Enhancer of zeste homolog 2) pour réprimer la transcription de gènes, 

mais aussi par la boîte d’homologie MYCN II avec l’histone acétyltransférase GCN5 (General 

Control Non-repressed 5) pour activer la transcription de gènes [169-171]. 

 MYCN agit en tant que facteur de transcription de deux manières différentes : 1) le dimère 

MYCN/MAX se lie directement à la séquence spécifique E-box, puis recrute des complexes de 

chromatine qui à leur tour activent ou répriment la transcription ; 2) indirectement, le dimère 

MYCN/MAX compétitionne avec d’autres facteurs de transcription HLH-LZ pour la liaison à la 

séquence E-box pour finalement altérer l’activité du gène cible [166]. MYCN amplifie les gènes 

qui sont déjà transcriptionnellement actifs et n’a pas d’effet direct sur la transcription de novo et 

la répression des gènes exprimés [172-174]. De plus, le lien entre MYCN et la chromatine, ainsi 

que le manque de signature génique transcriptionnelle classique suggèrent que MYCN a un rôle 

épigénétique [174, 175]. 

 

 

Figure 8 : Structure et régions fonctionnelles de MYCN et de son partenaire d’interaction MAX. 

La partie N-terminale de MYCN contient quatre éléments hautement conservés dans les protéines 

MYC, connus comme les boîtes d’homologie MYC (I-IV). La partie C-terminale est composée de 

région basique (BR) qui se lie aux séquences d’ADN spécifiques, nommées E-box, et de région 

hélice-boucle-hélice-leucine-zipper (HLH-LZ) responsable de l’interaction avec MAX. La structure 

de la protéine MAX ressemble beaucoup à celle de MYCN, mais elle est beaucoup plus courte et 

comporte seulement les régions BR et HLH-LZ. Diagramme adapté de [176].  
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2.1.1.4 Rôle de MYCN dans la progression tumorale du neuroblastome 

 MYCN agit sur la progression du neuroblastome par l’activation de plusieurs processus : 

1) la survie cellulaire ; 2) l’auto-renouvellement et la pluripotence ; 3) les métastases ; 4) la 

prolifération ; 5) la surveillance immunitaire et 6) l’angiogenèse [164]. 

 1) La survie des cellules tumorales dépend du gène suppresseur de tumeur TP53 (tumor 

protein 53) et d’une protéase (la caspase-8) qui sont impliquées dans l’apoptose [164]. Comme 

les mutations au niveau du gène TP53 sont rarement retrouvées dans le neuroblastome au 

moment du diagnostic, MYCN semble plutôt interagir avec les régulateurs négatifs de la 

signalisation p53, comme le facteur de transcription H-Twist ou le proto-oncogène MDM2 (mouse 

double minute 2) [177, 178]. Par contre, les mutations surviennent souvent chez les membres de 

la voie p53 dans le neuroblastome en rechute, suggérant que les mutations menant au cancer 

résistant au traitement peuvent être initiées en réponse à la chimiothérapie cytotoxique [164]. 

Aussi, la perte de la fonction de la caspase-8 semble être un autre mécanisme pour échapper à 

l’apoptose dans le neuroblastome MYCN amplifié [179, 180].  

 En plus de l’inhibition des voies apoptotiques, le neuroblastome MYCN amplifié prolifère 

grâce à l’activation constitutive des cascades de signalisation du récepteur kinase à tropomyosine 

B (TRKB), fonctionnant par les deux voies de survie (autocrine et paracrine) [181]. Au contraire, 

le récepteur TRKB est faiblement exprimé dans le neuroblastome sans amplification de MYCN, 

puis ce récepteur est impliqué dans la résistance à la chimiothérapie [182, 183]. Il est intéressant 

de noter que MYCN réprime l’expression du récepteur kinase à tropomyosine A (TRKA), retrouvé 

dans le neuroblastome à faible risque et impliqué dans la régression spontanée du cancer, en 

recrutant une histone désacétylase HDAC1 sur le promoteur de TRKA qui induira l’état condensé 

de la chromatine, nommé l’hétérochromatine [184]. 

 2) MYCN est impliqué dans le maintien des cellules du neuroblastome dans leur état 

souche : en inhibant les voies de différenciation et en activant les gènes d’auto-renouvellement 

(ex : protéine complexe BMI-1 de polycomb ; un ligand de Notch DLL3, Delta-like ligand 3) et de 

pluripotence (ex : KLF2 et KLF4, Kruppel-like factor 2) [185-188]. Le mécanisme de régulation de 

BMI1 consiste en la liaison de MYCN à la séquence E-box dans le promoteur de BMI1 [186].  
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 3) Le niveau de MYCN corrèle avec un cancer invasif et influence plusieurs caractéristiques 

métastatiques, comme l’adhésion, la motilité et l’invasion cellulaire ou la dégradation de matrice 

environnante [189, 190]. En effet, MYCN diminue l’expression des intégrines α1 et β1 et contribue 

ainsi le détachement des cellules de la matrice extracellulaire pour pouvoir se disséminer et 

envahir le corps [191, 192]. Aussi, MYCN active la transcription de la FAK (focal adhesion kinase), 

un régulateur important de la signalisation des intégrines favorisant la migration cellulaire [193]. 

 4) MYCN favorise la progression des cellules dans le cycle cellulaire et leur prolifération de 

différentes manières [164]. Pour le neuroblastome MYCN amplifié, l’arrêt en phase G1 n’est pas 

possible en réponse à l’irradiation et aux dommages à l’ADN à cause de la régulation à la baisse 

de TP53INP1 (Tumor Protein P53 Inducible Nuclear Protein 1) et la régulation à la hausse de CDK4 

(cyclin-dependent kinase 4) et de SKP2 (S-Phase Kinase Associated Protein 2) laissant CDK2 

s’échapper à son inhibiteur p21 [194-197]. De plus, le neuroblastome MYCN amplifié devient 

réfractaire à la chimiothérapie standard probablement à cause de la régulation positive par MYCN 

de CHK1 (checkpoint kinase 1), un régulateur de la phase S et des points de contrôle en G2/M 

[198]. MYCN peut aussi inhiber directement l’expression des protéines de différenciation anti-

prolifératives CDKL5 (cyclin-dependent kinase-like 5) qui bloquent les cellules dans la phase G0/G1 

[199]. Finalement, MYCN se lie à ID2 pour activer sa transcription qui à son tour mène à la 

perturbation de la fonction de suppresseur de tumeur de Rb et permet la progression dans le 

cycle cellulaire [200, 201]. Ainsi, le neuroblastome avec l’amplification de MYCN contient un 

niveau élevé d’ID2 [202]. 

 5) MYCN affecte l’immunité en modulant l’expression des antigènes sur la surface des 

cellules tumorales (ex : en inhibant la protéine MCP-1/CCL2 (monocyte chemoattractant protein-

1/CC chemokine ligand 2), impliquée dans la chimioattraction des cellules NK) [203]. Ainsi, en 

supprimant l’expression MYCN dans les lignées de neuroblastome MYCN amplifiée, la production 

de MCP1 est restaurée et les cellules NK sont attirées vers la tumeur et à l’inverse, cette capacité 

immunitaire est perdue lorsque MYCN est surexprimé [164]. MYCN semble agir par sa liaison au 

site E-box dans le promoteur de MCP-1 [203]. Finalement, la moelle osseuse des patients atteints 

de neuroblastome avec l’amplification de MYCN et les métastases à la moelle osseuse contient 

quatre fois moins des cellules NK en comparant avec le neuroblastome MYCN non amplifié [203].  
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 6) Une bonne vascularisation tumorale est liée à l’amplification de MYCN, un mauvais taux 

de survie et une dissémination rapide de cancer à travers le corps [204-206]. Ainsi, l’inhibiteur de 

la voie PI3K (phosphatidylinositol‐3-kinase)/mTOR (mammalian target of rapamycin), NVP-

BEZ235, a inhibé la croissance tumorale dans le neuroblastome MYCN amplifié et a démontré un 

effet anti-angiogénique en supprimant la transcription et la sécrétion de l’angiogénine et du 

facteur VEGF (vascular endothelial growth factor) [207-209]. 

 

2.1.1.5 Traitements du neuroblastome ciblant l’oncogène MYCN 

 Comme la protéine MYCN participe dans la tumorigenèse et des nombreux processus 

cellulaires, elle constitue une cible thérapeutique de grand intérêt. Jusqu’à présent, il n’est pas 

possible de cibler directement MYCN avec les médicaments à petites molécules. Cependant, les 

inhibiteurs bloquant l’hétérodimérisation de MYCN et MAX ; les inhibiteurs d’Aurora Kinase A et 

de PI3K/mTOR qui déstabilisent la protéine MYCN ou les inhibiteurs de BET (bromodomain and 

extra‐terminal domain), des régulateurs épigénétiques interférant avec la régulation de l’activité 

transcriptionnelle, constituent des approches thérapeutiques potentielles (Tableau VI). 

 

Tableau VI : Inhibiteurs indirects de l’oncogène MYCN pour le traitement de neuroblastome. 

Cible Agent thérapeutiques 

MAX 
10058‐F4 [210] 

10074‐G5 [210, 211] 

Aurora Kinase A MLN8237 (ou alisertib) [212] 

PI3K/mTOR SF1126 [213] 

BET 
JQ1 [214] 

GSK1324726A (ou I‐BET726) [215] 

Tableau adapté de [144].  
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2.1.2 Mutation activatrice du gène ALK 

2.1.2.1 Mécanisme et conséquence des mutations d’ALK 

 Malgré le fait que le neuroblastome familial comprend seulement 1-2% de tous les cas de 

neuroblastome, l’étude des anomalies génétiques dans ce type de neuroblastome rare a permis 

une meilleure compréhension des mécanismes et des cibles moléculaires impliquées aussi dans 

le neuroblastome non héréditaire [24]. En effet, la mutation activatrice du gène ALK 

(chromosome 2p23) prédispose au neuroblastome familial et compte pour 75% des cas 

héréditaires, mais les mutations somatiques dans ALK ou son amplification se trouvent également 

dans ~14% des neuroblastomes à haut risque [28, 216-218].  

 ALK est un récepteur tyrosine kinase impliqué en tant qu’oncogène dans plusieurs cancers 

surtout adultes [217]. Il est exprimé seulement dans les tissus nerveux et joue un rôle important 

dans la différenciation neuronale [217]. Les membres de la famille FAM (FAM150A et FAM150B) 

sont des ligands qui activent ALK [219]. ALK agit conjointement avec MYCN pour favoriser la 

pathogénèse du neuroblastome : il active l’expression de MYCN grâce à l’activation du promoteur 

MYCN et la stabilisation de la protéine MYCN (possiblement par AKT et ERK, extracellular signal-

regulated kinase, activés) [220, 221]. Cette co-amplification d’ALK et de MYCN s’explique par leur 

proximité physique (en 2p23 et en 2p24) [222].  

 Dans le neuroblastome, les mutations ponctuelles entraînent l’autophosphorylation du 

récepteur ALK indépendante du ligand et l’activation constitutive de son activité kinase donnant 

lieu à une signalisation aberrante des voies de signalisation en aval d’ALK (voies RAS-MAPK et 

PI3K/AKT/mTOR, impliquées dans la prolifération, la survie et la migration tumorales) [223, 224]. 

D’ailleurs, la voie RAS-MAPK est souvent mutée et activée dans le neuroblastome en rechute et 

provoque le développement du cancer [225]. Il y a un lien entre le génotype et le phénotype : les 

mutations activant le plus fortement le récepteur ALK sont les plus pénétrantes [226]. Dans toutes 

les mutations d’ALK prédisposant au neuroblastome, la pénétrance est de ~50% [226].  
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2.1.2.2 Mutations retrouvées dans ALK 

 Les mutations familiales (germinales) et non familiales (somatiques) dans ALK se trouvent 

au niveau du domaine tyrosine kinase (Tableau VII) [28]. Les 3 mutations (F1174L, R1275Q et 

F1245C) représentent ~85% des mutations ALK dans le neuroblastome [227]. La mutation R1275Q 

est trouvée dans le neuroblastome germinal et sporadique : elle diminue l’expression des gènes 

associées à la matrice extracellulaire (MEC) et à la membrane basale (MB) dans les tumeurs [228]. 

En effet, il a été observé que les tumeurs avec la mutation R1275Q et l’amplification de MYCN 

ont une réduction des protéines liées à la MEC et la MB (mais une augmentation des métastases 

et du cancer invasif) par rapport aux tumeurs seulement MYCN amplifiées [228]. Finalement, 

l’augmentation de la fréquence des mutations ALK a été remarqué lors de la rechute [229]. 

 

Tableau VII : Mutations germinales et somatiques d’ALK. 

 

Mutation 
Type de mutation Région 

Probabilité de 
mutation activatrice* 

G1128A Germinale Boucle-P 0.95 

R1192P Germinale Hélice-C 0.96 

R1275Q Germinale et somatique Boucle activatrice 0.91 

D1091N Somatique N-terminale 0.29 

M1166R Somatique Hélice-C 0.79 

I1171N Somatique Hélice-C 0.85 

F1174I Somatique Fin de l’hélice-C 0.92 

F1174L Somatique Fin de l’hélice-C 0.96 

F1245C Somatique Boucle catalytique 0.94 

F1245V Somatique Boucle catalytique 0.91 

I1250T Somatique Boucle catalytique 0.87 

* : calcul de la probabilité que l’altération entraîne l’activation oncogénique (basé sur la méthode 
de Torkamani et Schork). Tableau adapté de [28].  
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2.1.2.3 Traitements du neuroblastome ciblant les mutations dans ALK 

 Contrairement à une altération telle que l’amplification de MYCN, les mutations d’ALK 

peuvent être inhibées par des petites molécules [28]. Le premier inhibiteur développé est le 

crizotinib : il inhibe la mutation la plus fréquente d’ALK (R1275Q), mais aussi son amplification in 

vitro et in vivo, conduisant à une régression tumorale [230]. Cet inhibiteur compétitif à petite 

molécule de l’activité d’ALK est approuvé par la FDA pour les patients adultes atteints d’un cancer 

du poumon non à petites cellules avec une translocation d’ALK [217]. Malgré des résultats très 

encourageants en phase préclinique, les études cliniques ont montré que le crizotinib est efficace 

seulement pour un faible pourcentage de patients atteints de neuroblastome à mutation ALK 

[230]. Ainsi, les inhibiteurs alternatifs sont en cours de développement et des efforts sont mis 

pour comprendre et contourner les mécanismes de résistance [231, 232]. 

 Le lorlatinib (PF-06463922), est un inhibiteur d’ALK/ROS1 de troisième génération efficace 

contre les lignées cellulaires du neuroblastome, les modèles murins de xénogreffes mutées ALK 

(mutations F1174L, F1245C et R1275Q) et les xénogreffes résistantes au crizotinib [233]. Il a une 

affinité de liaison à ALK supérieure à celle du crizotinib [233]. L’essai de phase 1 du loratinib est 

actuellement en cours pour les patients atteints de neuroblastome avec une aberration d’ALK 

(NCT03107988) [217]. 

 Finalement, un autre inhibiteur d’ALK, l’alecitinib, a démontré des résultats d’efficacité et 

de toxicité prometteurs dans les modèles précliniques de neuroblastome [234]. En monothérapie, 

l’alectinib induit l’apoptose dans les lignées cellulaires F1174L mutées et inhibe la croissance 

tumorale dans les modèles de souris de neuroblastome transgénique TH-MYCN [231]. L’essai 

pour les patients adultes et pédiatriques atteints de tumeurs malignes impliquant ALK est en 

cours (NCT03194893) [217]. 
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2.1.3 Mutation inactivatrice du gène PHOX2B 

2.1.3.1 Rôle des mutations de PHOX2B dans le neuroblastome familial 

 PHOX2B, le premier gène de prédisposition au neuroblastome identifié, code pour un 

facteur de transcription impliqué dans le développement de la crête neurale [217]. Les mutations 

germinales de PHOX2B sont détectées chez 6-10% des cas de neuroblastome héréditaire, mais 

sont très rarement rencontrées dans les tumeurs sporadiques [235, 236]. PHOX2B est souvent 

muté chez les patients atteints de syndrome d’hypoventilation centrale congénitale et la maladie 

de Hirschsprung et constitue un marqueur pronostic pour le développement de cancer [237]. Le 

dépistage de neuroblastome chez les enfants asymptomatiques porteurs de la mutation PHOX2B 

(ou ALK) se fait généralement par des échographies abdominales et des taux de catécholamines 

urinaires tous les trois mois jusqu’à l'âge de 5 ans [238]. 

 Les mutations de perte de fonction dans le gène PHOX2B, situé sur le chromosome 4p12, 

perturbent la différenciation terminale des cellules du neuroblastome [237]. Parmi les mutations 

germinales de PHOX2B couramment retrouvées chez les patients se trouvent les mutations R100L 

(associée à la maladie de Hirschsprung et aux tumeurs neuroblastiques), G197D, R141G, ainsi que 

les mutations répétées de la polyalanine (associées avec le syndrome d’hypoventilation centrale 

congénitale) [218].  

 La surexpression de PHOX2B corrèle avec l’augmentation de la protéine ALK [239]. En 

effet, PHOX2B contribue à la pathogenèse cancéreuse en modulant l’expression d’ALK par sa 

liaison directe au promoteur du gène ALK [239]. De plus, l’expression élevée de PHOX2B a été 

trouvé dans les lignées cellulaires de neuroblastome en comparaison aux tissus normaux [239]. 

FOX2B corrèle aussi avec MYCN : un niveau élevé de PHOX2B ont été trouvés dans les lignées 

cellulaires MYCN amplifiées, tandis que l’expression de PHOX2B n’est pas détectée dans les 

lignées cellulaires MYCN non amplifiées [240]. Finalement, de la même manière que pour le gène 

ALK, la mutation de PHOX2B est liée à l’activation de la voie RAS‐MAPK dans les lignées cellulaires 

de neuroblastome [241]. 

 Il reste encore à découvrir et à comprendre la cause des 15% de neuroblastomes familiaux 

restants qui n’ont pas de mutations au niveau de PHOX2B ou ALK [238].  
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2.1.3.2 Traitements du neuroblastome ciblant les mutations dans PHOX2B 

 En phase préclinique, plusieurs molécules ont été efficaces pour inhiber PHOX2B [144]. 

Ainsi, le mycophénolate mofétil diminue l’expression de l’ARNm et de la protéine PHOX2B dans 

la lignée cellulaire de neuroblastome IMR-32, clive la caspase 3/7 et induit l’apoptose [242]. De 

plus, le composé XAV939, la diphénylhydantoïne, l’acide SAHA (suberoylanilide hydroxamic acid) 

et la curcumine, sont les inhibiteurs efficaces de PHOX2B [243]. Le composé XAV939 augmente 

significativement la sensibilité des lignées cellulaires IMR‐32 et SH‐SY5Y à la chimiothérapie par 

la doxorubicine dans les cultures conventionnelle (2D) et tridimensionnelle (3D) [244]. 

 

  

 

2.1.4 Autres mutations dans le neuroblastome 

2.1.4.1 PTPN11 

 PTPN11 (protein tyrosine phosphatase 11), situé sur le chromosome 12, régule plusieurs 

voies de signalisation : par exemple, la mutation de gain de fonction dans PTPN11 active la voie 

RAS-MAPK dans les tumeurs de neuroblastome en rechute [225]. Les mutations germinales de 

PTPN11 sont retrouvées chez les patients avec le syndrome de Noonan et augmentent le risque 

de cancers, notamment le neuroblastome [245]. Le mécanisme de PTPN11 dans la pathogenèse 

du neuroblastome n’est pas compris, mais semble impliquer la signalisation de PTPN11 en amont 

de RAS, qui est aussi muté dans un petit pourcentage de neuroblastome. 

 

2.1.4.2 ATRX 

 ATRX (alpha thalassemia/mental retardation syndrome X-linked), situé sur le chromosome 

Xq21, fait partie de la famille des protéines de remodelage de la chromatine et participe à 

l’assemblage des nucléosomes et le maintien des télomères [164]. Les mutations d’ATRX sont 

associées à une perte de la protéine nucléaire ATRX, à l’activation de la voie ALT (alternative 

lengthening of telomeres) et à de longs télomères [154].  
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 Les altérations génétiques de perte de fonction d’ATRX qui encode l’ARN-hélicase, sont 

rares dans les tumeurs avec l’amplification de MYCN [154]. Les mutations d’ATRX sont plus 

fréquentes chez les adolescents et les jeunes adultes atteints de neuroblastome, un groupe de 

patients avec généralement un mauvais pronostic : elles sont présentes dans 44% des tumeurs 

de patients âgés de plus de 12 ans, dans 9% de patients âgés entre 1,5 et 12 ans et dans 0% pour 

les nourrissons âgés de moins de 1,5 ans [154].  

 

2.1.4.3 ARID1A/1B 

 ARID1A et ARID1B (AT-rich interactive domain 1A/1B) ont aussi un rôle dans le remodelage 

de la chromatine [51]. Les mutations de perte de fonction d’ARID1A/1B sont associées avec un 

neuroblastome aggressif, impliquant un faible taux de survie et un échec thérapeutique [155]. Le 

rôle des mutations d’ARID1A/1B dans le neuroblastome ne sont pas compris, mais les mutations 

d’ARID1B sont oncogènes dans certains cancers de l’adulte [246]. 

 

 

2.2 Aberrations chromosomiques dans le neuroblastome 

 Comme le neuroblastome est un cancer cliniquement hétérogène, il possède plusieurs 

anomalies chromosomiques. Les patients atteints de neuroblastome peuvent être classifiés en 

trois sous-types génomiques : 

 Les tumeurs de type 1 se trouvant principalement chez les nourrissons sont à bas risque, 

ont un pronostic favorable, un contenu en ADN hyperdiploïde ou presque triploïde (3N) 

et n’ont pas d’anomalies chromosomiques ou d’amplification de MYCN [152].  

 Les tumeurs de type 2A sont à risque intermédiaire, quasi diploïdes (2N) ou tétraploïdes 

(4N) et MYCN non amplifiées, présentent souvent un gain du chromosome 17q ou une 

perte du chromosome 11q et/ou 14q [152]. 

 Les tumeurs de type 2B sont à haut risque, ont une amplification de MYCN, un gain du 

chromosome 17q ou une perte d’hétérozygotie du bras court du chromosome 1p [152].  
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2.2.1 Gain du chromosome 17q 

 Le gain du bras long du chromosome 17 est l’anomalie chromosomique la plus fréquente 

dans le neuroblastome : il est présent dans ~50% des neuroblastomes en général et dans jusqu’à 

90% des tumeurs à haut risque [247]. Le gain de 17q est associé avec les facteurs pronostiques 

défavorables, comme le cancer métastatique (stade 4), la diploïdie, l’âge du patient supérieur à 

un an, l’amplification de MYCN et la délétion du chromosome 1p [248]. La présence ou non du 

gain du chromosome 17q influence énormément le pronostic des tumeurs de stade bas et sans 

l’amplification de MYCN : la survie globale à 5 ans des patients se situe à 100% en absence de gain 

17q, mais elle est de 52,5% lorsque le gain du chromosome 17q est présent [249]. 

 PPM1D est un gène actif dans la région du chromosome 17q qui régule négativement p53 

et agit donc comme un oncogène [250]. L’inactivation de PPM1D, situé à 17q23.2, conduit à 

l’inhibition de la prolifération cellulaire [251]. 

 

2.2.2 Perte du chromosome 11q 

 La perte 11q est présente dans ~1/3 des cas de neuroblastome, se trouve plus souvent 

dans le cancer de stade 4 et corrèle avec un mauvais pronostic, mais est rarement associée à 

l’amplification de MYCN [252]. Le profil d’expression génique défavorable associé à 11q semble 

être causé par la perte du gène suppresseur de tumeur TSLC1/IGSF4/CADM1 (tumor suppressor 

in lung cancer 1/immunoglobulin superfamily 4/cell adhesion molecule 1) situé en 11q23 et 

impliqué dans le cancer du poumon non à petites cellules [253]. Ainsi, l’inhibition de l’expression 

de CADM1 corrèle avec le neuroblastome défavorable, tandis que son surexpression in vitro 

résulte en un profil cancéreux favorable et une diminution de la prolifération dans les cellules de 

neuroblastome [253]. 
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2.2.3 Perte du chromosome 1p 

 La perte d’hétérozygotie du bras court du chromosome 1p dans le neuroblastome est liée 

à des caractéristiques à haut risque, comme les métastases, l’amplification de MYCN, l’histologie 

défavorable et l’âge du patient supérieur à un an [254]. La perte de 1p est liée à un pronostic 

défavorable (surtout chez les nourrissons) : la survie sans évènement à 3 ans est de 100% pour 

les tumeurs des stades 1, 2 ou 4S sans la perte de 1p, mais elle est de 34% pour les tumeurs avec 

la perte de 1p ; pour le cancer de stade 3 ou 4, les survies sont de 53% (sans la perte de 1p) et 0% 

(avec la perte de 1p) [255].  

 Un gène suppresseur de tumeur pertinent pour le chromosome 1p est CHD5, un membre 

de la famille des chromodomaines situé sur le chromosome 1p36, qui affecte la prolifération et 

l’apoptose par la voie p19Arf/p53 [256]. Il n’y a pas de mutations ou de délétions somatiques de 

CHD5 et son expression semble être régulée par les modifications épigénétiques : le promoteur 

de CHD5 est souvent méthylé dans les tumeurs à haut risque avec la délétion 1p et l’amplification 

de MYCN [257]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

57 
 

Chapitre 3 – Rôle de l’épigénétique dans le neuroblastome 

 En plus des anomalies dans les gènes spécifiques dans le neuroblastome ou les aberrations 

chromosomiques, l’expression des gènes est également régulée par les altérations épigénétiques. 

Les mécanises épigénétiques se font naturellement et sont essentiels pour le fonctionnement de 

l’organisme, mais leur dérégulation peut mener à la pathogenèse de plusieurs maladies (auto-

immunes, cognitives, respiratoires, cardiaques...) et des tumeurs malignes de presque tous les 

types [258]. En effet, près de 75 gènes ont été identifiés comme étant épigénétiquement modifiés 

dans des lignées cellulaires de neuroblastome et/ou des tumeurs primaires de patients [55]. 

 L’épigénétique inclut des modifications transmissibles entre les cellules mères et filles 

(l’hérédité mitotique) et entre les générations (l’hérédité méiotique) de l’expression des gènes 

sans toutefois changer la séquence de l’ADN [259]. Les mécanismes épigénétiques prédominants 

incluent : 1) la méthylation sur les cytosines de l’ADN ; 2) les modifications post-traductionnelles 

covalentes des histones (l’acétylation, la méthylation, la phosphorylation, l’ubiquitylation, la 

sumoylation et l’ADP-ribosylation), ainsi que le remodelage de la chromatine (par exemple, le 

remodelage de la chromatine ATP-dépendant par BRG1, Brahma-related gene-1) ; 3) l’expression 

aberrante de l’ARN non-codant (Figure 9) [260]. 

 Les modifications de l’ADN et des histones sont réversibles et régulées de manière 

dynamique par les enzymes épigénétiques [261]. Les marqueurs (writers) ajoutent différentes 

marques épigénétiques sur les cytosines de l’ADN et sur les résidus d’acides aminés spécifiques 

des histones, alors que les effaceurs (erasers) suppriment ces marques [261]. Les lecteurs 

(readers) sont les protéines qui possèdent des domaines spécialisés capables de reconnaître les 

modifications épigénétiques spécifiques et les interpréter [261]. Les marqueurs épigénétiques 

sont : les DNMTs (ADN méthyltransférases), les HMTs (histone méthyltransférases), les PRMTs 

(protéine méthyltransférases) et les HATs (histone acétyltransférases) ; les effaceurs incluent : les 

déméthylases de l’ADN et des histones et les HDACs (histone désacétylases) ; finalement, les 

lecteurs sont composés des protéines MBDs (domaines de liaison méthyl-CpG) reconnaissant 

l’ADN méthylé, des protéines à chromodomaine et à tudordomaine identifiant la méthylation des 

histones et des protéines à bromodomaine identifiant l’acétylation des histones [261].  
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Figure 9 : Organisation du matériel génétique dans la cellule et les mécanismes épigénétiques. 

Pour atteindre la compaction nucléaire nécessaire, l’ADN est enroulé autour des protéines 
histones centrales (octamères d’histones) et conditionné dans les structures de chromatine 
compactes (nucléosomes, composés de 2 copies de H2A, H2B, H3, H4 avec de l’ADN enroulé 
autour). La régulation épigénétique de l’expression des gènes est contrôlée par les modifications 
post-traductionnelles covalentes sur les queues des histones, favorisant le recrutement de 
complexes protéiques qui : 1) remodèlent les nucléosomes résultant en une chromatine 
condensée (l’hétérochromatine) défavorisant la transcription des gènes ou à la chromatine plus 
relâchée (l’euchromatine) favorisant la transcription et 2) recrutent les protéines responsables de 
la méthylation de l’ADN qui affecte également la transcription. Illustration adaptée de [262]. 

Euchromatine 
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3.1 Méthylation de l’ADN 

3.1.1 Généralités 

 La méthylation de l’ADN se produit principalement par les enzymes DNMTs qui catalysent 

le transfert du groupe méthyle (CH3) du donneur, la S-adénosylméthionine (SAM), vers une 

cytosine (C) précédant une guanine (G) (les sites CpG, où « p » représente le lien phosphodiester 

reliant le dinucléotide cytosine-guanine) entraînant la formation de 5-méthylcytosine [261]. Le 

méthyle se trouve dans le sillon majeur de l’ADN et modifie les caractéristiques biophysiques de 

l’ADN [260]. En comparant aux autres nucléotides de l’ADN, la cytosine est plus susceptible à la 

méthylation et ~3% des cytosines de l’ADN humain sont méthylées [263]. L’ajout de groupe 

méthyle n’influence pas la liaison hydrogène normale entre la cytosine et la guanine [260].  

 Près la moitié des îlots CpG du génome se retrouvent dans les régions promotrices des 

gènes, mais l’autre moitié sont dans des régions intergéniques (entre les séquences codantes de 

l’ADN) et des séquences génomiques répétitives afin de maintenir un état transcriptionnellement 

inactif [264]. De plus, dans les conditions physiologiques normales, environ 80% des dinucléotides 

CpG situés en dehors de la région promotrice sont méthylés et au contraire, les CpG dans la région 

promotrice ne sont pas méthylés ou ont un niveau de méthylation relativement faible (Figure 10) 

[263]. La méthylation inhibe la reconnaissance de l’ADN par certaines protéines, mais elle favorise 

la liaison à l’ADN d’autres protéines [265]. 

 

3.1.2. Hypométhylation et hyperméthylation de l’ADN dans les cellules tumorales 

 Les cellules cancéreuses sont caractérisées principalement par deux types d’altérations 

épigénétiques : 1) l’hypométhylation globale dans les régions intragéniques et intergéniques de 

l’ADN (les séquences répétées) et 2) l’hyperméthylation localisée sur les régions promotrices des 

gènes (Figure 10) [259].  

 L’hypométhylation globale favorise la transcription des éléments transposables et des 

séquences répétées conduisant à l’instabilité chromosomique qui peut changer le génotype du 
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cancer à différents niveaux, incluant les translocations, les réarrangements chromosomiques et 

les délétions [266]. L’hypométhylation est aussi associée à la réactivation des proto-oncogènes, 

comme c-Myc [267]. Habituellement, l’hypométhylation globale augmente au fur et à mesure 

que la tumeur progresse et corrèle donc avec un mauvais pronostic des patients [259].  

 L’hyperméthylation est spécifique à un gène (ex : gène suppresseur de tumeur p53) et 

entraîne son répression transcriptionnelle et l’inactivation de l’expression de la protéine associée 

[259]. Ainsi, l’hyperméthylation de la région promotrice de gène est un mécanisme d’inhibition 

des gènes alternatifs à la mutation ou à la perte allélique [268]. Elle survient dans des processus 

initiant le cancer : l’angiogenèse, la réparation de l’ADN, l’interaction entre les cellules, le cycle 

cellulaire et l’apoptose [259]. L’hyperméthylation se produit aussi lors des mécanismes 

physiologiques (ex : pour inactiver le deuxième chromosome X chez les femmes) [259]. 

 

 

Figure 10 : Distribution de la méthylation dans l’ADN et son influence sur l’expression des 

gènes. 

Dans les cellules normales, les îlots CpG sont non-méthylés (gris) et les CpG en dehors de la région 

promotrice sont méthylés (rouge). Par contre, dans les cellules tumorales, une hyperméthylation 

des sites CpG se produit dans la région promotrice d’un gène et une hypométhylation globale. 

L'hyperméthylation locale du gène entraîne souvent la répression de sa transcription et donc, 

inhibe l’expression de la protéine. Illustration adaptée de [259].  
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3.1.3 Méthylation de l’ADN 

 Les ADN méthyltransférases (DNMTs) sont une famille d’enzymes responsables de la 

méthylation de l’ADN, composée de 4 membres (DNMT1, DNMT2, DNMT3a et DNMT3b) [263]. 

Les méthyltransférases de novo (DNMT3a, DNMT3b) participent à la méthylation de la cytosine 

sur les sites CpG auparavant non méthylés [269]. La méthyltransférase de maintenance (DNMT1) 

entretient les mécanismes de méthylation de l’ADN déjà existants (par l’hérédité épigénétique 

pendant la réplication) [269]. En effet, la DNMT1 a une prédisposition pour l’ADN hémi-méthylé : 

elle reconnaît et copie le schéma de méthylation du brin d’ADN parental, puis le transmet au brin 

fille nouvellement synthétisé [270]. La DNMT2 a une faible capacité de méthylation de l’ADN in 

vitro et semble être plutôt impliquée dans la méthylation de l’ARN [271]. 

 L’ADN méthylé est reconnu par la famille des protéines MBD (domaine de liaison méthyl-

CpG), composée de MBD1 à MBD4 et par la protéine MeCP2 (protéine de liaison méthyl-CpG 2) 

qui reconnaissent spécifiquement les dinucléotides méthylés [263]. Toute la famille MBD peut 

participer au remodelage de la chromatine et inhiber l’expression génique, mais la protéine 

centrale est la protéine MeCP2 [263]. Elle recrute des complexes co-répresseurs de remodelage 

de la chromatine dans les régions d’ADN se liant de manière spécifique à la protéine MeCP2 [272]. 

 

3.1.4 Déméthylation de l’ADN 

 Le premier mécanisme de déméthylation est une déméthylation « passive » qui consiste 

en une perte lente de maintien du schéma de méthylation des cytosines de l’ADN [260]. Ce 

mécanisme survient lorsque la méthylation des sites CpG ne se propage pas après des cycles 

successifs de réplication de l’ADN à cause du manque de DNMT1 et l’élimination active ou 

enzymatique du groupe méthyle de la 5-méthylcytosine de l’ADN [261]. Le deuxième mécanisme 

de déméthylation « active » de l’ADN est indépendant de la réplication de l’ADN, plus rapide et 

passe par les réactions enzymatiques [261]. En effet, les membres de la famille des protéines TET 

(ten-eleven translocation), TET1, TET2 et TET3, initient la réaction d’oxydation convertissant la 5-

méthylcytosine en 5-hydroxyméthylcytosine et en 5-formylcytosine et 5-carboxylcytosine après 

d’autres étapes d’oxydation [273].  
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3.1.5 Méthylation de l’ADN comme cible thérapeutique dans le neuroblastome 

 Les mécanismes épigénétiques constituent des cibles potentielles pour le développement 

des nouvelles stratégies thérapeutiques contre le neuroblastome qui visent essentiellement à 

renverser les modifications épigénétiques pour réactiver les gènes suppresseurs de tumeur et 

inhiber la prolifération tumorale [246]. 

 La co-transfection de DNMT3a/3b dans des lignées cellulaires de neuroblastome de souris 

est associée à la résistance au cisplatine et l’inhibition de ces enzymes avec l’inhibiteur de DNMT, 

la 5′-azacytidine, s’intercalant avec l’ADN, augmente la réponse au cisplatine [274]. Le traitement 

des lignées cellulaires humaines avec un autre inhibiteur de DNMT, la 5-aza-2′-désoxycytidine 

(DAC), démontre des effets antiprolifératifs, puis induit la différenciation cellulaire [275]. Aussi, 

la combinaison de DAC (ou décitabine) et de chimiothérapie, incluant le cisplatine, la 

doxorubicine et l’étoposide, permet un meilleur résultat thérapeutique que DAC seul [276]. Pour 

le neuroblastome, trois essais ont terminé les études de phase I pour la décitabine (NCT01241162 

; NCT00075634 ; NCT03236857). 

 Les caractéristiques apoptotiques sont souvent perdues pour les cellules tumorales [277]. 

En effet, une étude utilisant la réaction en chaîne de la polymérase (PCR) sensible à la méthylation 

a montré que dans les lignées cellulaires de neuroblastome, la perte d’expression de la caspase 8 

(codée par CASP8), impliquée dans l’apoptose, est associée à l’augmentation de la méthylation 

de l’ADN [277]. L’hyperméthylation spécifique de CASP8 constitue un mécanisme d’inhibition de 

gène alternatif aux délétions [277]. La perte de l’expression de la caspase 8, surtout dans les 

tumeurs de neuroblastomes MYCN amplifiées, permet la prolifération cellulaire désordonnée 

[277]. Le traitement avec la 5′-azacytidine restaure l’expression de CASP8 dans 2/3 des lignées 

cellulaires de neuroblastome à l’étude [277]. Les résultats obtenus pour les lignées cellulaires ont 

été aussi validés dans une cohorte de patients atteints de neuroblastome [179]. 

 Finalement, une série de gènes méthylés dans le neuroblastome, appelée CIMP (CpG 

island methylator phenotype), est associée avec un phénotype de neuroblastome à haut risque 

et un mauvais pronostic [278]. En effet, les patients avec CIMP ont une survie globale d’environ 

50%, tandis que les patients sans CIMP ont une survie globale près de 100% [278].  
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3.2 Modifications post-traductionnelles des histones et remodelage de 

la chromatine 

 La structure et la configuration de la chromatine, influencées par les modifications post-

traductionnelles des queues d’histones, lui permettent d’adopter une structure plus relâchée ou 

plus compactée, permettant l’activation ou la répression de gènes respectivement [277]. Les 

modifications post-traductionnelles covalentes des histones (l’acétylation, la méthylation, la 

phosphorylation et l’ubiquitination) se produisent principalement sur les résidus de lysine (K), 

arginine (R), sérine (S) et thréonine (T) [258]. 

 

3.2.1 Acétylation des histones 

 L'acétylation des résidus de lysine dans les histones est liée à l’activation transcriptionnelle 

[259]. Le groupe acétyle est transféré de l’acétyl co-A par les enzymes histone acétyltransférases 

(HATs) [261]. L’acétylation neutralise la charge positive du résidu lysine dans la queue d’histone 

et réduit la force de liaison entre les queues d’histone et l’ADN, permettant ainsi l’ouverture du 

complexe ADN/histone pour les facteurs de transcription [260]. 

 Les HATs sont classés en deux grandes catégories selon leur emplacement dans la cellule : 

1) les HATs de type A se trouvent dans le noyau et acétylent les histones associées à la chromatine, 

2) les HATs de type B se trouvent dans le cytoplasme et acétylent les histones nouvellement 

traduites [261]. Les HATs nucléaires sont classées en trois familles principales en fonction des 

ressemblances fonctionnelles et structurelles des domaines catalytiques : GNAT, MYST et p300 

[261]. La famille GNAT (N-acétyltransférases liées à GCN5) a trois domaines : 1) le domaine du 

facteur associé à P300/CBP (PCAF) avec l’activité acétyltransférase ; 2) le domaine d’interaction 

pour la protéine adénosine désaminase 2 (ADA2) présente dans le complexe GNAT et 3) un 

bromodomaine pour la reconnaissance des résidus acétyl-lysine [279].  

 L’inhibiteur de HAT, le composé BF1, provoque une diminution de niveau d’acétylation de 

la lysine 18 de l’histone 3 (H3) (H3K18) dans les lignées cellulaires du neuroblastome et diminue 

la prolifération cellulaire [280]. D’autres inhibiteurs de HAT, PU139 (un pan‐inhibiteur de HAT) et 
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PU141 (inhibiteur sélectif de CBP et p300), entraînent aussi une réduction de la croissance 

cellulaire in vitro et in vivo [281]. De plus, le PU139 démontre une synergie avec la doxorubicine, 

un composé de chimiothérapie [281]. 

 

3.2.2 Désacétylation des histones 

 L’acétylation des histones n’est pas statique et l’effet des HATs est inversé par les histones 

désacétylases (HDAC) qui catalysent l’élimination du groupe acétyle des résidus de lysine sur les 

histones, ce qui donne lieu à une chromatine compacte et une répression transcriptionnelle [261]. 

Les membres de la famille HDAC de classe I, HDAC1, 2, 3 et 8, sont localisés surtout dans le noyau 

et exprimés dans tous les tissus [261]. HDAC1 et HDAC2 ont des structures très semblables et 

désacétylent les résidus de lysine sur les histones (H2A, H2B, H3 et H4) ; HDAC1 fait partie du 

complexe BRG1-RB1-HDAC1, mais HDAC2 fait partie du complexe RCOR/GFI/KDM1A/HDAC [261]. 

 Plusieurs études semblent montrer le potentiel des inhibiteurs de HDACs seuls ou en tant 

que traitement combinatoire pour le neuroblastome. Les HDACs (HDAC2, SIRT1/2) sont régulés à 

la hausse par MYCN, favorisant la stabilité et l’expression de la protéine MYCN [282]. L’expression 

des HDACs pourrait être utilisée pour la classification des patients : l’expression de HDAC8/10 

corrèle avec une survie globale faible et l’inhibition de HDAC8 in vitro et in vivo diminue la 

prolifération et induit la différenciation [283]. Le traitement avec un inhibiteur de HDAC, l’acide 

valproïque, inhibe aussi la prolifération cellulaire et induit l’apoptose et la différenciation dans les 

cellules de neuroblastome [284].  

 Le vorinostat bloque le cycle cellulaire en phase G2/M et active la voie apoptotique, même 

dans les lignées cellulaires MYCN amplifiées [285]. Le traitement de vorinostat combiné avec les 

thérapies conventionnelles de chimiothérapie ou de radiothérapie, montre des effets synergiques 

[148]. Les essais cliniques de phase II pour utiliser le vorinostat chez les patients atteints du 

neuroblastome sont en cours (NCT02559778).  
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3.2.3 Méthylation des histones 

 L’histone méthyltransférase (HMT) catalyse le transfert de méthyle de l’adénosyl-

méthionine, produisant trois produits méthylés et l’adénosylhomocystéine [261]. Les résidus 

lysine 4, 9, 27, 36 de l’histone H3 et le résidu 20 de l’histone H4 sont souvent méthylés [261]. Les 

résidus lysine peuvent accepter un, deux ou trois résidus méthyle [260]. La méthylation des 

histones peut affecter la transcription positivement ou négativement, dépendamment de la 

position du résidu modifié dans la queue de l’histone : H3K4, H3K36 et H3K79 sont associés à 

l’activation, alors que H3K9, H3K27 et H4K20 sont plutôt associés à la répression des gènes [258].  

 Parmi les HMTs impliquées dans le neuroblastome sont : 1) l’EZH2 (Enhancer of Zeste 

Homolog 2), une méthyltransférase hautement conservée, est impliquée dans la mono-, di- ou 

tri-méthylation de H3K27 (une marque transcriptionnelle répressive) ; 2) l’EHMT2 (histone-lysine 

N-méthyltransférase 2 euchromatique) (ou G9a) catalyse la méthylation de H3K9, associée à la 

répression de la chromatine et le recrutement de la protéine hétérochromatine 1 (HP1) [261]. 

EZH2 est surexprimé dans le cancer MYCN amplifié : MYCN se lie sur le promoteur EZH2 in vitro 

et in vivo et entraîne son expression [217]. Le tazemetostat inhibe EZH2 réduit la prolifération, 

mais son surexpression favorise l’état indifférencié et est associée à un mauvais pronostic [286]. 

L’EHMT2 corrèle avec une survie faible, mais son inhibition par BIX-01294 diminue la prolifération 

cellulaire, induit l’apoptose et la réexpression de gènes suppresseurs de tumeurs [287].  

 

3.2.4 Déméthylation des histones 

 La déméthylation des résidus lysine sur les protéines histones est réalisée par deux 

familles avec des mécanismes enzymatiques distincts : 1) la déméthylase spécifique de la lysine 

(LSD) utilise les amines oxydases dépendantes de la flavine adénine dinucléotide (FAD) et sa 

capacité est limitée à mono- et di-déméthylation ; 2) le Jumonji, peut déméthyler les trois états 

de méthylation sur les résidus de lysine en utilisant le co-substrat 2-oxoglutarate et le dioxygène 

avec le Fe(II) comme cofacteur [261, 288]. Dans le neuroblastome, la surexpression de l’histone 

déméthylase LSD1 (KDM1A) se caractérise par un mauvais pronostic et les cellules peu 

différenciées et l’inhibition de LSD1 diminue la croissance tumorale dans le modèle murin [277].  
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Hypothèse et objectifs  

 La culture conventionnelle en 2D n’est pas représentative du contexte tumoral retrouvé 

chez les patients, incluant le phénotype cellulaire, le transcriptome et l’épigénome.  Nous faisons 

l’hypothèse que la transition de la culture 2D vers la culture 3D va induire une phase d’adaptation 

cellulaire. Nous pensons que ce nouveau microenvironnement va induire des changements 

transcriptionnels, épigénétiques et phénotypiques qui vont induire un processus de maturation 

conduisant à un rapprochement du phénotype in situ dans le but de découvrir des médicaments 

potentiellement plus actifs contre le neuroblastome que ceux déjà utilisés en clinique. 

 Pour tester cette hypothèse, nous allons tout d’abord développer un nouveau modèle de 

culture cellulaire en 3D avec plusieurs lignées humaines de neuroblastome (SK-N-AS, IMR-32 et 

IGR-N-91). Notre modèle permettra une culture cellulaire de sphéroïdes à long terme (âgés de 

plusieurs semaines) avec un haut taux de viabilité, ce qui est nécessaire pour atteindre les deux 

prochains objectifs. 

 À l’aide de ce modèle, nous allons mesurer le changement d’expression des différents 

régulateurs épigénétiques en 3D dans le temps pour les lignées cellulaires SK-N-AS, IMR-32 et 

IGR-N-91 pour identifier le moment de culture cellulaire où l’épigénome des sphéroïdes 

commence à ressembler à l’épigénome du neuroblastome in situ. Les régulateurs épigénétiques 

à l’étude dans ce projet sont surtout ceux qui corrèlent avec un mauvais pronostic chez les 

patients. Ils sont donc importants dans la progression du neuroblastome et constituent des cibles 

potentielles pour le traitement. Nous poursuivrons cette caractérisation avec une analyse 

transcriptomique des cellules de neuroblastome issues de culture en 2D et en 3D. 

 Finalement, nous allons cribler 181 composés épigénétiques sur les cellules en 2D et les 

sphéroïdes des lignées cellulaires SK-N-AS et IMR-32 au moment choisi dans l’objectif précédent. 

Nous nous attendons alors à une différence dans la sensibilité entre la culture en 2D et la culture 

en 3D, ce qui serait en accord avec notre hypothèse générale. Les composés les plus efficaces en 

3D dans les deux lignées seront retenus pour l’étude subséquente (ex : la courbe dose-réponse, 

le mécanisme d’action, etc). 
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Matériels et méthodes 

Culture cellulaire  

 Culture cellulaire en 2D : La lignée de neuroblastome IGR-N-91 a été généreusement 

offerte par le laboratoire du Dr. Michel Duval (Centre de recherche du CHU Sainte-Justine). Les 

lignées IMR-32 (CCL-127) et SK-N-AS (CRL-2137) ont été achetées chez l’ATCC. 

 Les lignées SK-N-AS, IMR-32 et IGR-N-91 ont été cultivées dans du DMEM, EMEM et 

mélange DMEM/F12K 1:1 respectivement, supplémentés avec 10% de FBS. Tous les milieux et le 

FBS proviennent de Wisent Bioproducts. Les lignées ont été cultivées dans un incubateur 

humidifié avec 5% CO2 à 37 °C. Les cellules ont été passées lorsque la confluence atteignait 70-

80%, mises à une densité constante et régulièrement contrôlées pour l’infection à mycoplasmes. 

 Culture cellulaire en 3D des lignées SK-N-AS et IMR-32 : Pour passer de la culture en 2D 

à la culture en 3D, les cellules 2D ont été ensemencées à 20 000 cellules/puits dans une plaque 

96 puits en forme de U (PrimeSurface 3D culture : Ultra-low Attachment Plate, S-BIO). Pour la 

formation de sphéroïde, les cellules ont été centrifugées à 1000 rpm pendant 5 min. Après 3 jours, 

les sphéroïdes ont été récoltés, centrifugés et incubés avec de la trypsine-EDTA 0,25% (Gibco) 

pendant 10-20 min. Les cellules isolées sont centrifugées afin d’enlever les cellules mortes, puis 

réensemencées pour former des nouveaux sphéroïdes à la même densité que précédemment 

après la centrifugation. Ensuite, le passage de sphéroïdes se fait une fois par semaine (aux jours 

10, 17, 24, 31 depuis la mise en 3D). 

 Les temps de doublement en 2D et en 3D ont été calculés après un comptage cellulaire au 

microscope à l’aide de l’hémacytomètre selon la formule suivante : (t1 − t0) ×
Ln(2)

Ln (Nt1 Nt0)⁄
  où 

t0 est le temps de début de culture (h) ; t1 est le temps de fin de culture (h) ; Nt0 est le nombre 

de cellules au t0 et Nt1 est le nombre de cellules au t1. Les diamètres de cellules en 2D et des 

cellules provenant des sphéroïdes ont été mesurés à l’aide d’ORFLO MOXI Mini Automated Cell 

Counter suite à leur trypsinisation.  
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 Culture en 3D des lignées de neuroblastome, SK-N-DZ et SK-N-SH : Les lignées SK-N-DZ 

et SK-N-SH (tableau VIII) ont été testées, mais n’ont pas produit de modèles 3D efficaces et 

fonctionnels avec notre protocole. En effet, dès la première trypsine (jour 3), les sphéroïdes de 

SK-N-DZ étaient résistants à la trypsinisation. Donc, il était impossible d’atteindre une culture de 

sphéroïdes à long terme avec cette lignée. Les sphéroïdes de SK-N-SH étaient de très petite taille 

comparativement aux sphéroïdes des autres lignées et peu visibles à l’œil nu. De plus, les cellules 

de cette lignée ne se divisaient presque pas lorsque mises en sphéroïdes. Ainsi, leur temps de 

doublement était très grand, ce qui rendait la culture à long terme difficile. 

Tableau VIII. Description des lignées cellulaires de neuroblastome utilisées pour le 

développement de la culture en 3D. 

Lignée 
cellulaire 

Sexe Âge Dérivation 
Statut du gène 

MYCN 

SK-N-DZ Femme 2 ans 
Métastase de la moelle osseuse 

d’un patient avec le 
neuroblastome peu différencié 

Amplifié 
(130,2 ± 2,0 

copies)  [289] 

SK-N-SH Femme 4 ans Métastase de la moelle osseuse 
Non amplifié 

(2 copies) [290] 

 

Imagerie de prolifération des cellules en 2D et des sphéroïdes  

 Les images des cellules en 2D et des plaques avec les sphéroïdes ont été prises à l’aide 

d’IncuCyte S3 Live-Cell Analysis System en utilisant l’objectif 4X. Pour suivre la compaction des 

sphéroïdes en temps réel, des photos ont été prises toutes les 12 h pendant 23 jours pour la lignée 

IGR-N-91 et toutes les 12 h pendant 6,5 jours pour l’ensemble des 3 lignées cellulaires. Les 

données des aires ont ensuite été extraites. Pour suivre la prolifération et la viabilité des cellules 

en 2D et des sphéroïdes après 72 h de traitement avec les composés épigénétiques, des photos 

des puits traités et des puits contrôles ont été prises juste avant de mesurer la viabilité cellulaire 

avec le cytomètre en flux Guava (voir plus bas).  
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Analyse des protéines et des marques d’histones par 

immunobuvardage de type Western 

 Les cellules en 2D et en 3D à différents moments (jours 3, 10, 17, 24, 31) ont été récoltées, 

trypsinisées, centrifugées et rincées avec le PBS sans calcium (Wisent Bioproducts). Pour 

l’extraction des protéines, les culots cellulaires ont été lysés sur glace pendant 30 min dans le 

tampon de lyse (50 mM Tris-Cl pH 7,4 ; 5 mM EDTA ; 250 mM NaCl ; 50 mM NaF ; 0,1% Triton X-

100 ; 0,1 mM orthovanadate de sodium (Na3VO4) et 1 mM PMSF), complété par les cocktails 

d’inhibiteurs de protéase (PIC) de Sigma-Aldrich et d’inhibiteurs de phosphatase (Phos STOP) de 

Roche. Le lysat a été centrifugé à 12 000 rpm pendant 10 min à 4 °C et le surnageant, contenant 

les protéines, a été conservé à -20 °C.  

 Pour l’extraction des protéines d’histones, les culots cellulaires ont été lysés dans du TEB 

froid (0,5% Triton ; 2 mM PMSF ; 0,02% NaN3 ; 10 mM sodium butyrate), complété par les cocktails 

d’inhibiteurs de protéase (PIC) de Sigma-Aldrich et d’inhibiteurs de phosphatase (Phos STOP) de 

Roche. Le reste des étapes d’extraction a été effectué selon le protocole Abcam et le surnageant, 

contenant les protéines d’histones, a été conservé à -20 °C. 

 Les extraits ont été séparés par SDS-PAGE et transférés sur une membrane en PVDF de 

Bio-Rad, préalablement activée au méthanol. Les membranes ont été incubées pendant la nuit à 

4°C sous agitation avec la solution d’anticorps primaires (répertoriées dans les tableaux IX et X), 

puis avec les solutions d’anticorps secondaires de souris (Goat Anti-Mouse IgG (H+L)-HRP 

Conjugate, #1706516, Bio-Rad) ou de lapin (Goat Anti-Rabbit IgG (H+L)-HRP Conjugate, #1706515, 

Bio-Rad).  

 Les protéines ont été visualisées avec la solution Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad) 

en utilisant le système d’imagerie ImageQuant LAS 4000. Les expériences ont été réalisées en 

triplicata. La quantification des bandes a été réalisée à l’aide d’ImageJ.  
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Tableau IX. Liste des anticorps primaires utilisées pour détecter les niveaux d’expression des 

protéines isolées 

Protéine Compagnie Numéro de catalogue 

β-actine Sigma-Aldrich A2228 

BRG1 Cell Signaling  49360 

EHMT2 (G9a) Active Motif 91229, 91230 

EZH2 Active Motif 39934 

GCN5 (KAT2A) ABCAM ab18381 

HDAC1 Cell Signaling  5356 

HDAC2 Cell Signaling  5113 

MYCN Cell Signaling  9405S 

PRMT1 ABCAM ab92299 

 

 

 

Tableau X. Liste des anticorps primaires utilisées pour détecter les marques d'acétylation et 

de méthylation sur l’histone H3 

Marque d’histone 3 Compagnie Numéro de catalogue 

H3 Active Motif 39763 

H3K9ac Active Motif 39917 

H3K27ac Active Motif 39134 

H3ac Active Motif 39139 

H3K27me1 Active Motif 39889 

H3K27me2 Active Motif 61435 

H3K27me3 Active Motif 39155 

H3K9me1 Active Motif 39887 

H3K9me2 Active Motif 39753 

H3K9me3 Active Motif 39765 

H3R2me2a (asymmétrique) ABCAM ab194706 
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Criblage de 181 composés épigénétiques (lignées SK-N-AS et IMR-32) 

 Les composés APTSTAT3-9R, blasticidine S, proxarbazine, daptomycine, mizoribine, 

carboplatine, nedaplatine, gemcitabine et cytarabine ont été dissous dans l’eau, tandis que tous 

les autres composés ont été dissous dans le 100% DMSO (Sigma-Aldrich). Tous les composés 

épigénétiques ont été conservés à -80 °C. 

 Criblage en 2D :  Les cellules des lignées SK-N-AS et IMR-32 ont été ensemencées à 10 000 

cellules/puits dans des plaques 96 puits à fond plat Sarstedt. Après quelques jours, le milieu a été 

changé et les cellules ont été traitées avec de 181 médicaments de la banque épigénétique 

SelleckChem (Epigenetics Compound Library (96-well)-Z203065-100 μl-L1900) pendant 72 h à 10 

μM sans ajouts de composés ou changement de milieu. Chaque plaque contenait des puits 

contrôles avec le DMSO ou l’eau pour évaluer leurs effets individuels sur les cellules. Ensuite, la 

viabilité cellulaire a été mesurée comme suit en utilisant Viacount (Luminex, 4000-0040) sur le 

cytomètre en flux Guava (Millipore). Les milieux de chaque puits (contenant les débris et les 

cellules mortes en suspension) ont été collectés et mis de côté pour plus tard, les cellules ont été 

rincées avec 200 μl de PBS sans calcium (Wisent Bioproducts) et incubées avec la trypsine-EDTA 

0,25% (Gibco) pendant 10 min à 37°C. Les milieux de chaque puits ont été ajoutés pour arrêter la 

trypsinisation et mélangés soigneusement avec une pipette automatisée à 96 puits Integra. 

Comme suggéré par les directives du fabricant, 25 µl de la solution Viacount a été ajoutée à 

chaque puits et mélangée. Après l’incubation (5 min à température ambiante, dans l’obscurité), 

la viabilité cellulaire a été analysée sur le cytomètre en flux Guava. Les viabilités obtenues pour 

tous les composés ont été ajustées par rapport aux puits contrôles mentionnés ci-haut selon 

l’équation suivante : (viabilité du composé × 100) / viabilité moyenne des puits contrôles. 

 Criblage en 3D, jour 24 :  Au jour 17 de culture cellulaire, les sphéroïdes ont été passés à 

20 000 cellules/puits tel que décrit précédemment. Quatre jours après (jour 21 depuis la mise des 

cellules en 3D), le milieu des sphéroïdes a été changé, puis ils étaient traités de manière semblable 

aux cellules en 2D (pendant 72 h sans ajouts de composés ou changement de milieu ; 10 μM). Par 

contre, pour les mesures de viabilité, l’incubation avec la trypsine-EDTA 0,25% durait plus 

longtemps (15-20 min). 
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Courbes de dose-réponse  

 Agents de chimiothérapie : L’oxaliplatine (Toronto Research Chemicals) a été dissoute à 

une concentration de 10 mM dans de l’eau et le cisplatine (Toronto Research Chemicals) à une 

concentration de 2 mM dans le 100% DMSO (Sigma-Aldrich). Ils ont été conservés à -20 °C. 

 Composés épigénétiques sélectionnés suite au criblage de librairie épigénétique : L’acide 

ellagique (Sigma-Aldrich), l’acide valproïque (Sigma-Aldrich), l’ofloxacine (Cayman Chemical), le 

S-Ruxolitinib (Selleckchem) et l’EI1 (Selleckchem) ont été tous dissous dans le 100% DMSO (Sigma-

Aldrich) et conservés à -80 °C. Les viabilités cellulaires en 2D et en 3D ont été effectuées de la 

même manière que lors du criblage (décrit ci-haut).  

 Calcul de l’IC50 : L’IC50 est la concentration de composé ou de médicament produisant 

une réponse à mi-chemin entre les niveaux de réponse inférieur (Bottom) et supérieur (Top).  

  

 Les valeurs d’IC50 ont été calculées à l’aide du modèle « Dose-réponse – Inhibition » 

intégré dans le logiciel GraphPad Prism en utilisant l’équation « [Inhibiteur] vs réponse - Pente 

variable (quatre paramètres) » et la formule suivante : y = Bottom + 
Top−Bottom

1+(IC50/x)Hill Slope
  où 

Bottom désigne la valeur de y du plateau minimal (théoriquement, le niveau de réponse obtenu 

en absence de traitement avec le composé) ; Top désigne la valeur de y du plateau maximal 

(théoriquement, le niveau de réponse obtenu après traitement avec la concentration infiniment 

élevée de composé) ; Hill Slope décrit la pente d’une courbe dose-réponse et représente la 



 

73 
 

sensibilité à l’augmentation de concentration de composé. Hill Slope de -1 est standard et Hill 

Slope plus négatif que -1 (par exemple, -2) est plus raide. Adapté de H. J. Motulsky, "Equation: 

[Inhibitor] vs. response -- Variable slope", GraphPad Curve Fitting Guide. Consulté le 2 avril 2022.  

https://www.graphpad.com/guides/prism/latest/curve-fitting/reg_dr_inhibit_variable_2.htm  

 

Extraction et séquençage d'ARN 

 Les lysats cellulaires ont été homogénéisés grâce à QIAshredder (numéro de catalogue : 

79654) pour augmenter les rendements d’ARN. Par la suite, l’ARN total a été extrait avec RNeasy 

Mini Kit (numéro de catalogue : 74104) selon le protocole du fabriquant. La concentration et la 

pureté (ratio 260/280) de l’ARN ont été mesurées avec le spectrophotomètre NanoDrop 1000 de 

Thermo Fisher Scientific. Le séquençage d’ARN (RNA-Seq) a été réalisé en utilisant le type de 

séquençage Illumina NovaSeq 6000 S4 PE100 - 25M lectures (type de librairie : mRNA Stranded) 

par Génome Québec. 

 

Analyses statistiques 

 L’ANOVA à deux facteurs a été utilisée pour l’analyse statistique et la valeur P a été 

évaluée par le test de comparaison multiple de Dunnett. Une valeur de p<0,05 a été considérée 

comme significative avec un intervalle de confiance de 95%. Les statistiques et les graphiques ont 

été réalisés à l’aide du logiciel GraphPad Prism.  

 

 

 

 

https://www.graphpad.com/guides/prism/latest/curve-fitting/reg_dr_inhibit_variable_2.htm
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Résultats 

Lignées cellulaires de neuroblastome 

 Le modèle de culture en 3D a été développé pour plusieurs lignées de neuroblastome. Tel 

que montré dans le tableau XI, les trois lignées utilisées se différencient tout d’abord au niveau 

du sexe, de l’âge du patient et du site de leur provenance, mais la différence caractéristique et 

importante se trouve au niveau du statut de MYCN.  

 En effet, la lignée cellulaire SK-N-AS n’a pas d’amplification de l’oncogène MYCN et 

contient deux copies de MYCN. Par contre, les lignées IMR-32 et IGR-N-91 sont MYCN amplifiées, 

mais IGR-N-91 contient plus de copies de MYCN (350 copies) que la lignée IMR-32 (86.0 ± 6.4 

copies) [289, 290]. Ceci est en accord avec le fait que IGR-N-91 provient du patient avec le 

neuroblastome à haut risque (stade 4) après un échec de chimiothérapie adriamycine-vincristine.  

 

 

Tableau XI. Les lignées cellulaires de neuroblastome utilisées pour le développement et la 

caractérisation de la culture en 3D. 

Lignée 
cellulaire 

Sexe Âge Dérivation 
Statut du 

gène MYCN 

SK-N-AS Femme 6 ans 
Métastase de la moelle osseuse d’un 
patient avec le neuroblastome peu 

différencié 
Non amplifié 

IMR-32 Homme 13 mois 
Masse abdominale diagnostiquée 

comme neuroblastome avec de rares 
zones de différenciation  

Amplifié 

IGR-N-91 Homme 8 ans 

Moelle osseuse infiltrée prélevée sur 
le neuroblastome à haut risque 

(stade 4) appartenant à un patient 
après l’échec d’une chimiothérapie 

adriamycine‐vincristine 

Amplifié 
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Mise au point et caractérisation du modèle de culture cellulaire en 3D avec la 

lignée IGR-N-91 

 Pour mettre au point le modèle de culture de sphéroïdes, les expériences de temps de 

doublement et de viabilité ont été répétées avec deux meilleurs milieux de culture choisis d’après 

la figure S1 en annexe (DMEM et DMEM/F12K 1 : 1). Le milieu semble ne pas affecter le temps de 

doublement : pour les deux milieux, ce-dernier se situe à ~55 h en 2D, puis il augmente à ~75 h 

et ~110 h aux jours 3 et 10 de culture en 3D respectivement et se stabilise finalement autour de 

100 h pour les jours 17, 24, 31, 38 et 45 (Figure 11A). En ce qui concerne la viabilité, elle ne varie 

pas beaucoup selon le milieu en 2D (~80%) et aux jours 6 (75%), 13 (70%) et 20 (60%), mais le 

milieu DMEM/F12K 1 : 1 semble être plus efficace pour la culture en 3D à long terme (Figure 11B). 

En effet, les viabilités aux jours 27, 34 et 41 sont de 59%, 56% et 47% respectivement pour le 

milieu DMEM, tandis qu’elles sont plus élevées et plus stables pour le milieu DMEM/F12K 1 : 1 

(69%, 64% et 68%).  

 Les diamètres des cellules en 2D et des cellules qui font partie du sphéroïde ont été 

mesurés et il a été trouvé que le milieu de culture n’influence pas le diamètre de cellules (Figure 

11C). Par contre, le diamètre semble varier légèrement selon le type de culture : il se situe autour 

de 14 µm en 2D, de ~13,5 µm au jour 3 de culture en 3D et se stabilise autour de 13 µm pour les 

jours 10, 17, 24 et 31.  

 La compaction des sphéroïdes avec les deux milieux a été suivi en temps réel par les 

mesures régulières des aires des sphéroïdes et il a été vu que le milieu de culture n’influence pas 

la formation et la croissance du sphéroïde dans le temps (Figure 11D). En effet, seulement 24 h 

après la centrifugation des cellules dans la plaque en forme de U, le sphéroïde est déjà compacté 

et formé. Par la suite, jusqu’à son prochaine passage (dans une semaine), le sphéroïde est en 

croissance et ce, surtout dans les 3-4 derniers jours précédant le passage. Alors, suite à ces 

expériences, le milieu DMEM/F12K 1 : 1 est sélectionné pour la culture cellulaire de la lignée IGR-

N-91 en 2D et en 3D. 

 Les milieux EMEM, DMEM ont été testés de manière semblable pour les lignées SK-N-

AS et IMR-32 (données non montrées), mais il n’y a pas eu de différence ni dans les temps de 
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doublement, ni dans les viabilités en 3D. Alors, les milieux suggérés par ATCC ont été utilisés : le 

DMEM pour les SK-N-AS et l’EMEM pour les IMR-32 (supplémentés avec 10% FBS). 

 

 

Figure 11. Mise au point et caractérisation du modèle de culture des sphéroïdes de la lignée 

cellulaire IGR-N-91.  

A. Le temps de doublement des cellules de IGR-N-91 a été mesuré en 2D (jour 0) et lors des 

passages d’une plaque de 96 sphéroïdes (jours 3, 10, 17, 24, 31, 38 et 45) pour les deux milieux 

(n=3). B. La viabilité des cellules de IGR-N-91 a été mesurée en 2D (jour 0) et 3 jours après la 

formation de 24 sphéroïdes (jours 6, 13, 20, 27, 34 et 41) par le cytomètre en flux Guava pour les 

deux milieux (n=4). C. Le diamètre des cellules composant le sphéroïde a été mesuré en 2D (jour 

0) et lors des passages des sphéroïdes (jours 3, 10, 17, 24 et 31) à l’aide d’ORFLO MOXI Mini 

Automated Cell Counter pour les deux milieux (n=3). D. La compaction et la croissance cellulaire 

ont été suivies en temps réel par les mesures d’aire de sphéroïde à toutes les 12 h pendant 23 

jours avec IncuCyte S3 Live-Cell Analysis System pour les deux milieux (n=1 ; plusieurs sphéroïdes 

par milieu).  
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Caractérisation des trois nouveaux modèles de culture en 3D 

 Par la suite, les trois lignées cellulaires du neuroblastome ont été caractérisées en 2D et 

en 3D. En ce qui concerne le temps de doublement, il semble varier de manière semblable pour 

les trois modèles en 3D : d’abord, il est de ~20 h, ~38 h et ~59 h en 2D pour les lignées IMR-32, 

SK-N-AS et IGR-N-91 respectivement, puis il augmente jusqu’à près de 80 h au jour 3 de culture 

en 3D et se stabilise finalement entre 100 et 140 h pour les jours 10, 17 et 24 (Figure 12A). Il est 

possible de noter en observant les courbes de temps de doublement des trois lignées que la lignée 

IGR-N-91 possède le plus grand temps de doublement en 2D, mais les sphéroïdes de cette lignée 

prolifèrent le plus rapidement.  

 La viabilité est aussi semblable pour les trois modèles en 3D : elle est de 83%, 89% et 95% 

pour les lignées IGR-N-91, SK-N-AS et IMR-32 respectivement, puis elle varie entre 70% et 85% 

pour les trois lignées aux jours 6, 13, 20, 27 et 34 (Figure 12B). Des trois modèles de culture, la 

lignée IGR-N-91 a la plus faible viabilité, tandis que la lignée IMR-32 possède la meilleure viabilité. 

 Comme dans l’expérience avec la lignée IGR-N-91, un jour après la centrifugation, les 

cellules se compactent pour former un sphéroïde pour les deux autres lignées (Figure 12C). Par la 

suite, l’aire des sphéroïdes semble être constante pour les trois premiers jours après sa formation 

et le sphéroïde semble être en croissance dans les 3-4 jours suivants (jours précédant le passage 

du sphéroïde). D’après les courbes des aires, les sphéroïdes de la lignée IMR-32 semblent être les 

plus petits, suivis par ceux de la lignée SK-N-AS. Cependant, les sphéroïdes de la lignée IGR-N-91 

semblent avoir la plus grande taille. Ces observations ont été confirmées avec les photos des 

sphéroïdes prises en temps réel (Figure 12D, jour 6).  
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Figure 12 : Caractérisation des trois modèles de culture en 3D : IGR-N-91, SK-N-AS et IMR-32. 

A. Le temps de doublement de cellules des trois lignées a été mesuré en 2D (jour 0) et lors des 

passages des sphéroïdes (jours 3, 10, 17, 24) (n=3). B. La viabilité des cellules de IGR-N-91 a été 

mesurée en 2D (jour 0) et 3 jours après la formation des sphéroïdes (jours 6, 13, 20, 27 et 34) par 

le cytomètre en flux Guava (n=3). C. La compaction et la croissance ont été suivies en temps réel 

par les mesures d’aire de sphéroïde à toutes les 12 h pendant 6,5 jours avec IncuCyte S3 Live-Cell 

Analysis System (n=1 ; plusieurs sphéroïdes pour chaque milieu). D. Photos des sphéroïdes aux 

jours 0 ; 0,5 ; 1 et 6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

80 
 

Expression des régulateurs épigénétiques ayant une incidence clinique chez le 

patient et la progression du neuroblastome pédiatrique 

 Tel que mentionné dans l’introduction, la surexpression de certains régulateurs 

épigénétiques (MYCN, EZH2, HDAC, EHMT2, BRG1) corrèle avec le mauvais pronostic chez le 

patient [283, 291-294]. Pour cette raison, nous avons décidé d’analyser leur expression en 2D et 

en 3D à différents moments de culture de sphéroïdes par Western Blot (Figure 13A). Ceci 

permettra de vérifier notre hypothèse qui suppose que la culture en 3D permet mieux mimer 

l’environnement tumoral et s’approcher donc du phénotype cancéreux retrouvé chez le patient.  

 L’expression des protéines en 3D a été normalisée par rapport au niveau d’expression en 

2D. Pour la lignée MYCN amplifiée, IMR-32, l’expression de tous les régulateurs augmente jusqu’à 

1,5-2 fois (sauf PRMT1) et certains régulateurs (les HDACs, BRG1, EHMT2) sont surexprimés 

significativement dans la culture du sphéroïde à long terme (jours 17, 24, 31) (Figure 13B). Pour 

la lignée MYCN non amplifiée, SK-N-AS, l’expression des régulateurs HDAC2 et BRG1 augmente 

jusqu’à ~1,7 fois, tandis que GCN5 et HDAC1 sont surexprimés 4-5 fois pour la culture à long terme 

(jours 17, 24, 31) et un peu moins (2-4 fois) pour la culture à court terme (jours 3, 10) (Figure 13C). 

Par contre, l’expression des protéines EZH2 et PRMT1 est invariable dans le temps. Pour la lignée 

MYCN amplifiée, IGR-N-91, tous les régulateurs ne varient pas entre la culture en 2D et en 3D et 

sont exprimés de façon constitutive (sauf BRG1, surexprimé jusqu’à 1,8 fois dans les cultures en 

3D à court et à long terme) (Figure 13D). Suite à l’analyse de plusieurs régulateurs épigénétiques, 

nos modèles de culture développés semblent s’approcher du neuroblastome in situ. 

 Ainsi, les prochaines expériences de ce mémoire seront performées avec seulement deux 

modèles en 3D : IMR-32 et SK-N-AS. Le modèle avec la lignée IGR-N-91 est moins pertinent parce 

qu’il y a seulement un régulateur épigénétique qui varie dans le temps en 3D. De plus, ce modèle 

provient d’un patient déjà traité par la chimiothérapie et possède la plus basse viabilité en 3D des 

trois lignées (Figure 12B), ce qui est problématique pour le criblage de composés épigénétiques. 

D’après la figure 13 B et C, la culture en 3D à long terme (jour 24) a été choisie pour les expériences 

avec les composés pharmacologiques.  
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Figure 13. Quantification en 2D et en 3D des changements d’expression de plusieurs régulateurs 

épigénétiques importants pour le pronostic chez le patient dans les trois modèles de culture en 

3D du neuroblastome. 

A. Schéma résumant le rationnel de mesurer différents régulateurs épigénétiques pour la culture 

cellulaire en 2D et celle en 3D (à court terme et à long terme). B. Quantification de l’expression 

relative à l’actine et normalisée à la culture en 2D des régulateurs MYCN, GCN5, EZH2, HDAC 1, 

HDAC 2, PRMT1, BRG1 et EHMT2 dans le temps par Western Blot pour la lignée IMR-32 (n=3). C. 

Quantification de l’expression relative à l’actine et normalisée à la culture en 2D des régulateurs 

GCN5, EZH2, HDAC 1 et 2, PRMT1 et BRG1 dans le temps par Western Blot pour la lignée SK-N-AS 

(n=3). D. Quantification de l’expression relative à l’actine et normalisée à la culture en 2D des 

régulateurs MYCN, GCN5, EZH2, HDAC 1 et 2 et BRG1 dans le temps par Western Blot pour la 

lignée IGR-N-91 (n=3). 
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Expression des marques d’histone H3 associées aux régulateurs épigénétiques  

 Par la suite, nous nous sommes intéressés aux marques d’acétylation et de méthylation 

sur l’histone H3 qui sont reliées aux régulateurs épigénétiques étudiés précédemment afin de 

voir s’il y a un lien entre les deux. L’expression de 10 marques d’histones H3 a été donc mesurée 

en 2D et en 3D à différents moments de culture de sphéroïdes par Western Blot. Pour les deux 

lignées, IMR-32 et SK-N-AS, il n’y a pas de variation significative dans l’expression des marques 

d’histones tant au niveau de l’acétylation qu’au niveau de la méthylation (Figure 14 et Figure S2 

en annexe). Ainsi, il semble que la variation dans l’expression des régulateurs épigénétiques ne 

corrèle pas avec la variation globale dans les marques d’histone H3 respectives.  

 

 

Figure 14. Quantification en 2D et en 3D des changements d’expression de plusieurs marques 

d’acétylation et de méthylation d’histone H3 reliées aux régulateurs épigénétiques pour le 

modèle en 3D avec la lignée IMR-32. 

Quantification de l’expression relative à l’actine et normalisée à la culture en 2D des marques de 

méthylation (H3K27me1, H3K27me2, H3K27me3, H3K9me1, H3K9me2, H3K9me3, H3R2me2a) et 

d’acétylation (H3K9ac, H3K27ac et H3ac) de l’histone H3 dans le temps par Western Blot pour la 

lignée IMR-32 (n=3).  
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Traitement de la lignée IMR-32 avec les composés de chimiothérapie de la famille 

des platines en 2D vs en 3D 

 Plusieurs composés pharmacologiques semblent fonctionner très bien sur la culture 

conventionnelle en 2D, mais ne se rendent pas loin en clinique puisqu’ils ne sont pas efficaces 

chez le patient. Nous avons donc décidé de valider notre modèle en 3D encore une fois en traitant 

la lignée MYCN amplifiée IMR-32 en 2D et en 3D (jour 24) avec deux différents médicaments de 

la chimiothérapie de la famille des platines (cisplatine et oxaliplatine), utilisés pour traiter le 

neuroblastome (Tableau XII).  

 Les courbes de dose-réponse confirment que la culture en 2D est effectivement plus 

sensible au traitement que la culture de sphéroïdes. En effet, les IC50 en 2D sont de 0,5 µM et 0,6 

µM, tandis que les IC50 en 3D sont de 2,6 µM et 2,2 µM pour le cisplatine et l’oxaliplatine 

respectivement (Figure 15). Le modèle de culture en 3D développé semble donc être plus proche 

de la réalité retrouvée dans le neuroblastome pédiatrique que le modèle en 2D. Cependant, les 

doses intra-tumorales, correspondant à 0,02 M et 0,1 M pour le cisplatine et le carboplatine 

respectivement, sont nettement supérieures aux concentrations utilisées pour les expériences 

avec les cultures cellulaires. Donc, les lignées cellulaires constituent un modèle pour étudier le 

cancer, mais les résultats obtenus s’éloignent des conditions cliniques. 

 

Tableau XII. Doses circulante et intra-tumorale des deux traitements de la chimiothérapie 

couramment utilisés pour le neuroblastome.  

 
Dose circulante par 

cycle (mg/m2) 

Dose intra-

tumorale (mg/ml) 
Demi-vie 

Cisplatine 100 6 
D’élimination : 43 minutes 

Terminale : 5,4 jours 

Carboplatine 375 39 
D’élimination : 116 minutes 

Terminale : 5,8 jours 

Tableau adapté de [295]. 
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Figure 15. Traitement en 2D et en 3D de lignée cellulaire MYCN amplifiée, IMR-32, avec les 

composés de la chimiothérapie utilisés dans le neuroblastome pédiatrique. 

A. Courbes de dose-réponse en 2D et en 3D (jour 24) suite au traitement avec le cisplatine de la 

lignée IMR-32 (n=1 ; 5 sphéroïdes). B. Courbes de dose-réponse en 2D et en 3D (jour 24) suite au 

traitement avec l’oxaliplatine de la lignée IMR-32 (n=1 ; 5 sphéroïdes). Les IC50 en 2D et en 3D 

sont indiqués.  
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Criblage d’une librairie de 181 composés épigénétiques  

 Un criblage (72 h ; 10 µM) d’une librairie de 181 composés épigénétiques (tableau 13 et 

S1 en annexe) ciblant des voies de signalisation différentes a été effectué en 2D et sur les 

sphéroïdes de 24 jours pour les deux lignées cellulaires. La répartition des viabilités est différente 

selon la lignée cellulaire (Figure 16A et 16B). Nous nous intéressons surtout aux composés 

réussissant à tuer efficacement les cellules en 3D, mais maintiennent une bonne viabilité en 2D. 

Les composés qui provoquent la mort des cellules cultivées en deux types de culture, c’est-à-dire 

en 2D et en 3D (quadrant rouge), ne présentent pas d’intérêt particulier parce qu’ils seraient 

potentiellement non spécifiques et provoqueraient des effets secondaires graves pour les enfants 

traités. Ainsi, ces composés n’auraient pas de chance d’être approuvé en clinique et n’étaient pas 

étudié en détail durant mon projet. 

 Pour la lignée SK-N-AS, la plupart des composés (83%) ne fonctionnent pas ni en 2D, ni en 

3D. Par contre, pour la lignée IMR-32, à peu près la moitié des composés (44%) n’influencent pas 

la viabilité. Le profil des viabilités différent selon la lignée confirme la nécessité d’avoir plusieurs 

modèles de culture pour tester les médicaments. Les composés d’intérêts se trouvent dans le 

quadrant mauve et représentent 14% et 6% des composés testés pour les lignées SK-N-AS et IMR-

32 respectivement.  

 Un digramme de Venn a été effectué pour analyser les composés communs aux deux 

modèles (Figure 16C). Ils sont au nombre de 4 (Figure 16D et 16E), plus l’EI1, retrouvé seulement 

pour les IMR-32 (tableau XIV), mais qui serait intéressant à analyser plus en profondeur car c’est 

l’inhibiteur d’EZH2, un des régulateurs épigénétiques analysés par Western Blot (Figure 13).  

 Les photos prises juste avant les mesures de viabilités sont en accord avec les mesures de 

viabilités (Figure 16F). En effet, pour tous les composés, les cellules en 2D ont une bonne 

morphologie et sont viables, tandis que le 3D contient beaucoup de débris cellulaires autour le 

sphéroïde.  



 

87 
 

 

  



 

88 
 

Figure 16. Criblage en 2D et en 3D de 181 composés épigénétiques sur la lignée cellulaire 

MYCN non amplifiée SK-N-AS et sur la lignée MYCN amplifiée IMR-32. 

A. B. Les moyennes de viabilités en 2D et en 3D (jour 24) obtenues suite au criblage des composés 

épigénétiques de 72 h à 10 µM pour les lignées SK-N-AS (A) et IMR-32 (B) (n=3). Dans le quadrant 

vert se trouvent les composés qui n’ont pas d’effet sur la viabilité ni en 2D, ni en 3D ; dans le 

quadrant rouge, les composés qui tuent les cellules en 2D et en 3D ; dans le quadrant bleu, les 

composés qui tuent efficacement les cellules en 2D, mais pas en 3D et finalement, le quadrant 

mauve contient les composés qui tuent les cellules en 3D, mais pas en 2D. 

C. Le digramme de Venn des composés qui sont plus sensibles en 3D qu’en 2D (quadrant mauve 

des graphiques précédents). 

D. E. Les moyennes avec les écarts-types des viabilités des 4 composés épigénétiques communs 

aux deux lignées (acides ellagique et valproïque, S-Ruxolitinib, ofloxacine) et l’EI1 qui a été 

efficace seulement pour la lignée IMR-32. 

F. Les photos des cellules en 2D et des sphéroïdes de 24 jours après 72 h de traitement avec les 

composés épigénétiques et des sphéroïdes contrôles morts prises avec IncuCyte S3 Live-Cell 

Analysis System (objectif 4X).  
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Étude des composés sélectionnés après le criblage de 181 composés 

 Afin d’étudier les 4 composés ressortis communément aux deux lignées cellulaires de 

neuroblastome et l’EI1, des traitements à différentes concentrations de chaque composé ont été 

effectués (courbes dose-réponse). D’abord, pour tous les composés et les deux lignées, on 

remarque avec l’allure des courbes que les cellules en 3D sont plus sensibles au traitement et que 

les cellules en 2D résistent beaucoup plus au traitement avec des valeurs d’IC50 plus petits en 3D 

qu’en 2D (Figure 17). Ceci est en accord avec le fait que les composés choisis après le criblage 

sont ceux qui fonctionnent bien en 3D et maintiennent une bonne viabilité en 2D.  

 De plus, pour certains composés, le IC50 n’a pas été atteint pour les sphéroïdes, malgré 

des concentrations élevées. Ceci est vrai pour tous les composés traités de la lignée SK-N-AS (sauf 

l’acide ellagique) et pour S-Ruxolitinib et EI1 de la lignée IMR-32. Par contre, le IC50 a été atteint 

pour tous ces composés (sauf l’acide valproïque de la lignée SK-N-AS, pour lequel le IC50 n’a pas 

été atteint ni en 2D ni en 3D).  
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Figure 17. Courbes de dose-réponse en 2D et en 3D des 5 composés épigénétiques sélectionnés 

suite au criblage d’une librairie de 181 composés pour les lignées SK-N-AS et IMR-32. 

 A. C. E. G. I. Les viabilités en 2D et en 3D (jour 24) suite au traitement de 72 h avec différentes 

concentrations d’acide ellagique, acide valproïque, S-Ruxolitinib, ofloxacine et EI1 pour la lignée 

SK-N-AS (n=3). 

B. D. F. H. J. Les viabilités en 2D et en 3D (jour 24) suite au traitement de 72 h avec différentes 

concentrations d’acide ellagique, acide valproïque, S-Ruxolitinib, ofloxacine et EI1 pour la lignée 

IMR-32 (n=3). 

 

Tableau XIII. Répartition des 181 composés de la librairie épigénétique. 

Voie de 
signalisation 

Angiogenèse 
Cycle 

cellulaire 
Dommage à 

l’ADN 
Épigénétique JAK/STAT 

Nombre de 
composés 

5 18 32 100 26 

 

 

Tableau XIV. Les 5 composés sélectionnés pour les deux lignées de neuroblastome après le 
criblage d’une librairie génétique de 181 composés. 

Nom du 

composé 

Information Cible Voie de 

signalisation 

Ellagic acid 
Antiproliferative and antioxidant 

property 
Topoisomerase DNA Damage 

Valproic 
acid  

HDAC inhibitor with IC50 of 0.4 mM and 
also inhibits GABA-transaminase or 

succinic semialdehyde dehydrogenase 
HDAC Epigenetics 

Ofloxacin 
Synthetic broad-spectrum antimicrobial 

agent 
Topoisomerase DNA Damage 

EI1 
Potent and selective EZH2 inhibitor with 
IC50 of 15 nM and 13 nM for EZH2 (WT) 

and EZH2 (Y641F), respectively. 

Histone 
Methyltransferase 

Epigenetics 

S-Ruxolitinib 

First potent, selective, JAK1/2 inhibitor 
to enter the clinic with IC50 of 3.3 

nM/2.8 nM, >130-fold selectivity for 
JAK1/2 versus JAK3. Phase 3. 

JAK JAK/STAT 
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Discussion 

 À cause de la facilité, la reproductibilité, la rapidité et des coûts associés moins élevés, la 

plupart des laboratoires de recherche dans le monde utilisent la culture conventionnelle en 2D 

pour étudier les mécanismes cancéreux et développer de nouveaux médicaments. Cependant, il 

existe des différences majeures entre la culture des cellules en 2D et en 3D et pour cette raison 

qu’une grande partie de ma maîtrise a été consacrée au développement et à la caractérisation 

d’un modèle du neuroblastome en 3D en testant plusieurs milieux de culture pour trois lignées 

cellulaires humaines différentes sur le plan génétique (ex : expression de MYCN). Selon nos 

objectifs et hypothèses, la culture en 3D permettra une découverte de nouveaux médicaments 

et mécanismes d’actions reliés à leur fonctionnement. 

 Effectivement, la culture en 3D a la capacité de modéliser l’environnement des cellules 

tumorales in vivo, mais tout en étant cultivée in vitro [296]. Plusieurs caractéristiques telles que 

la morphologie, la différenciation et la prolifération cellulaire, le métabolisme des composés 

pharmacologiques, la réponse aux stimuli, l’expression de gènes et la synthèse des protéines sont 

plus représentatifs dans les modèles 3D [297]. 

 De plus, les cellules cultivées dans une flasque en monocouche ont une forme aplatie et 

allongée puisqu’elles ont la possibilité de se développer seulement en deux dimensions [298]. Par 

contre, dans une culture tridimentionnelle, la forme et la croissance naturelles sont conservées : 

les cellules poussent en agrégats (sphéroïdes) contenant plusieurs couches de cellules [298]. 

 La forme des cellules influence l’exposition des cellules aux différentes composantes. Les 

cellules en 2D sont plus ou moins uniformément distribuées et exposées au milieu de culture, 

contenant les facteurs de croissance, les ajouts d’acides aminés et autres nutriments pour la 

prolifération, ou aux composés pharmacologiques ajoutés [299]. Ainsi, la plupart des cellules en 

2D se retrouvent dans la même phase du cycle cellulaire [299]. Le système de culture en 3D mime 

mieux l’environnement, le comportement et la structure de cancer in vivo que la culture en 2D. 

En effet, les cellules en sphéroïdes, étant plus empaquetées, les nutriments et les médicaments 

ne sont pas distribués de la même manière. Les cellules se trouvant à l’extérieur échangent plus 

facilement les nutriments, l’oxygène et les déchets qui affectent le métabolisme cellulaire, tandis 
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que les cellules au centre de la culture 3D restent inactives parce qu’elles ont moins d’échanges 

d’oxygène et de facteurs de croissance avec l’environnement [298, 299].  

 Les jonctions cellulaires entre les cellules en 2D sont plus rarement retrouvées qu’en 3D 

et elles sont moins représentatives des jonctions réelles entre les cellules dans le corps [300]. La 

culture cellulaire en 3D contient plus de jonctions, permet une meilleure communication et 

interaction entre les cellules tumorales avec d’autres cellules favorisant ainsi l’étude et la 

compréhension des mécanismes et des échanges cellulaires [300]. Les cellules communiquent par 

les échanges d’ions et des petites molécules [297]. Aussi, les cellules en 3D sont bien différenciées 

par rapport aux cellules 2D [298]. De plus, le modèle cancéreux en 3D peut toujours être amélioré 

(ex : par l’ajout d’autres cellules, comme les cellules immunitaires T ou les NK) aux lignées de 

neuroblastome. 

 Le choix du modèle de culture cellulaire est primordial pour tester les médicaments. Les 

cellules en 2D sont peu résistantes aux traitements et fonctionnent bien en 2D [301]. La culture 

des sphéroïdes est plus résistante aux traitements, possède un meilleur métabolisme et donc, 

représente mieux la réponse aux médicaments et l’effet thérapeutiques des patients atteints de 

neuroblastome [301]. Ainsi, la culture cellulaire en 3D réduit les différences entre in vivo et le 

criblage de composés pharmacologiques in vitro. Ceci arrive probablement à cause de la présence 

de gradient de diffusion à travers le sphéroïde permettant une diffusion différentielle entre les 

cellules de l’intérieur et de l’extérieur du sphéroïde ou à cause que différents gènes n’ont pas la 

même expression en 2D et en 3D [299]. Les niveaux d’expression de gènes et de protéines en 3D 

ressemblent à ceux retrouvés in vivo [297, 298].  

 Finalement, la croissance cellulaire est trop rapide dans les cultures en 2D, alors que le 

taux de prolifération des cellules mises en sphéroïde est plus lent et représentatif de la tumeur in 

situ qui n’a pas une croissance extrêmement rapide [297, 299]. En effet, lors de la mesure des 

temps de doublement en 2D et en 3D pour les trois lignées cellulaires de neuroblastome, les 

cellules poussent plus lentement en 3D. Probablement à cause qu’elles sont plus compactes et 

manquent de nutriments à l’intérieur du sphéroïde, mais cette hypothèse reste à être vérifiée.  



 

94 
 

 Les stratégies thérapeutiques pour traiter le neuroblastome ne sont pas optimales, 

possèdent des toxicités élevées et les effets secondaires indésirables. Ainsi, ce cancer pédiatrique 

reste l’une des principales causes de décès. La recherche de nouvelles thérapies ciblées visant à 

inhiber les voies de signalisation ou des mécanismes spécifiques et impliquées dans l’initiation ou 

la progression du neuroblastome. Le problème est le suivant : les cellules tumorales sont souvent 

capables d’échapper à des thérapies ciblées par les mécanismes indépendants, entraînant 

finalement une résistance aux médicaments. Pour dévier cette problématique, les thérapies 

multimodales ciblant plusieurs voies cancéreuses en même temps avec une combinaison de 

médicaments spécifiques est priorisée. Ainsi, souvent le traitement de neuroblastome avec un 

mauvais pronostic (neuroblastome à haut risque ou récidivant) est constitué de trois phases 

décrites en introduction.  

 Pour le criblage de la librairie de composés épigénétiques, seulement quelques des 181 

composés épigénétiques ont été dissous dans l’eau, tandis que le reste ont été dissous dans du 

DMSO 100%. En effet, le DMSO est un des solvants les plus utilisés pour solubiliser des molécules 

polaires et non polaires à cause de sa faible toxicité pour les cellules [302]. Lors de la culture 

cellulaire, le DMSO est souvent utilisé à des concentrations assez faibles (0,1-0,5%, v/v) et n’a pas 

d’effets cytotoxiques observables en dessous de 10% (v/v) [302, 303]. Cependant, à des 

concentrations supérieures, le DMSO a tendance à modifier la morphologie cellulaire, induire la 

différentiation cellulaire, provoquer la toxicité par la perméabilisation de la membrane plasmique 

et la formation de pores, ce qui induit l’apoptose et la réduction de la viabilité cellulaire de 

manière dose-dépendante [302, 303].  

 Lors du traitement de cellules en 2D et des sphéroïdes avec les composés épigénétiques, 

pour atteindre la concentration finale de 10 μM, seulement 2 μL de composés dilués (1/100 dans 

du PBS, par rapport à la solution stock) dans du DMSO a été ajouté au puits contenant 200 μL de 

milieu. Ainsi, la concentration de DMSO utilisée était très faible et ne devrait pas avoir d’effets 

secondaires sur les cellules. Ceci a été vérifié et confirmé grâce aux puits contrôles contenant les 

cellules dans leur milieu et l’ajout de la même quantité du DMSO que dans les puits traités. Il a 

été trouvé que le DMSO n’influence pas la morphologie, la densité et la viabilité cellulaire. 
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 Le facteur de croissance nerveuse (NGF, nerve growth factor) est un membre de la famille 

des neurotrophines impliqué dans la prolifération, la maintenance et la survie des neurones, mais 

aussi de plusieurs types de cellules non neuronales [304]. Il induit la régénération des neurites, 

améliore la plasticité synaptique et favorise la différentiation des cellules en interagissant avec 

les récepteurs spécifiques [304]. Par contre, les cellules de neuroblastome sont hétérogènes à 

différents niveaux : dans l’expression du NGF et de ses récepteurs, ainsi que dans les mécanismes 

de transduction [305]. Des réponses distinctes au NGF ont été obtenues pour différentes lignées 

de neuroblastome et ce, même pour les lignées apparentées, comme SK-N-SH et SH-SYSY [305].  

 L’ajout de facteur NGF au milieu n’était pas effectué lors de la culture cellulaire, car il 

donne des réponses variables selon les lignées, mais principalement à cause qu’il est considéré 

comme un agent thérapeutique potentiel. En effet, le NGF pousserait les cellules vers l’état 

différentié et introduirait probablement une plus grande variété au niveau de taux de viabilité 

d’un puits à l’autre, alors qu’un des objectifs était de tester l’efficacité des composés 

épigénétiques pour le traitement de neuroblastome sans combinaison avec un autre type de 

thérapie et sans les variations dans les puits pour avoir des résultats de viabilité fiables. 

 Le facteur NGF se lie sélectivement avec une haute affinité à son récepteur membranaire 

tyrosine kinase (TRKA) et non sélectivement au récepteur de neurotrophine de 75 kDa, nommé 

p75NTR [306]. La présence du NGF provoque la dimérisation, puis l’autophosphorylation des 

récepteurs TRKA au niveau de certains résidus tyrosine [307]. Ainsi, la protéine transmembranaire 

TRKA est activée, ce qui mène à l’enclenchement de plusieurs voies de signalisation intracellulaire 

en aval, incluant les voies de MAPK et de PI3K [307]. Ces deux voies ont des effets au niveau de 

neuroprotection, de survie, de prolifération et de différenciation cellulaires, alors que la liaison 

de NGF à p75NTR peut provoquer l’apoptose des neurones [306]. 

 En ce qui concerne l’expression des récepteurs TRKA chez les patients, ils sont fortement 

et fréquemment exprimés dans le neuroblastome de pronostic favorable (chez les nourrissons de 

moins d’un an et le cancer stade précoce), tandis que son expression est plutôt régulée à la baisse 

dans les tumeurs avancées avec l’amplification de MYCN [308, 309]. Finalement, la présence des 

récepteurs TRKA dans l’environnement tumoral favorise la régression spontanée du cancer [184]. 
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 Lors du développement de culture cellulaire en 3D, les mêmes conditions de température 

et de niveau de CO2 qu’en 2D étaient utilisées. Les cellules cancéreuses du sphéroïde en culture 

ne sont pas exposées de manière homogène aux nutriments et à l'oxygène. Les différents 

paramètres impliquées dans la culture des sphéroïdes (ex : le niveau d’oxygène, de lactate, la 

température, le pH, la présence de cellules apoptotiques et nécrotiques) influencent de manière 

importante les paramètres évalués (la viabilité, le temps de doublement, l’expression des 

protéines, la réponse au médicament, etc). Ces paramètres n’étaient pas mesurés et leur 

influence n’était pas étudiée lors de mon projet, mais il serait intéressant d’analyser leur effet. 

 Dans une étude, il a été observé le nombre de cellules viables au sein des sphéroïdes est 

inversement proportionnel à la saturation d’oxygène (20% vs 5%) et à la concentration en glucose 

(16.5, 5.5, 1.7 et 0.8 mM) présents dans le milieu [310]. Ceci suggère que l’apparition de nécrose 

dans la partie centrale du sphéroïde est la résultante d’une compétition entre les facteurs de 

croissance externes et les facteurs inhibiteurs produits à l’intérieur du sphéroïde par le processus 

de nécrose [310]. Une diminution des taux de viabilité a aussi été observée dans la culture en 3D 

à long terme du neuroblastome qui s’explique probablement par l’accumulation des cellules 

apoptotiques et nécrotiques au fur et à mesure de la culture cellulaire. 

 Un des déchets connus pour s’accumuler dans les cultures cellulaires est le lactate. Celui-

ci est un métabolite important pour la croissance et le métabolisme cellulaire, la signalisation des 

molécules et la production de glucose [311]. Ainsi, le niveau de lactate devrait être surveillé pour 

les cellules en culture. Il est typiquement produit pendant la phase de croissance exponentielle 

et sa consommation nette est plutôt observée lors de l’entrée des cellules en phase stationnaire 

[311]. Les mécanismes modulant la production et la consommation de lactate en culture cellulaire 

sont encore à l’étude. Le lactate est le produit de la glycolyse anaérobie, souvent augmentée dans 

le cancer à cause de l’hypoxie tissulaire [312]. Les patients avec la concentration élevée de lactate 

dans le sang (l’hyperlactatémie) ont souvent un pH sanguin réduit (l’acidose), ce qui donne lieu à 

la condition appelée acidose lactique [312]. À son tour, le pH sanguin influence plusieurs enzymes 

fonctionnant dans le pH neutre ou alcalin et agissant en tant que les catalyseurs dans différents 

processus métaboliques. Le lactate modifie aussi l’expression des gènes et l’épigénome par 

différents mécanismes [313]. 
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 Le milieu de culture contient du rouge de phénol, un indicateur de pH facilement visible. 

Il devient jaune à pH un trop acide (pH 6,8) et garde la couleur rouge orangé lors des conditions 

de pH neutres pour la croissance cellulaire (pH 7,0-7,7). Le pH de la culture cellulaire peut se 

trouver en dehors des plages optimales pour plusieurs raisons, comme 1) accumulation des 

métabolites acides par la culture trop dense ; 2) cellules laissées en culture trop longtemps dans 

le milieu sans passage de cellules ou changements de milieu ; 3) faible taux d’oxygène favorisant 

la production d’acide lactique par les cellules, ce qui réduira le pH de la culture et rendra le milieu 

jaunâtre. 

 Le microenvironnement tumoral est important pour la croissance incontrôlée du cancer 

et comprend plusieurs types de cellules, incluant les cellules immunitaires (cellules T CD4+ ou 

CD8+, cellules NK, macrophages, cellules dendritiques), endothéliales et les fibroblastes [314]. Il 

contribue au maintien du caractère souche du cancer et favorise l’angiogenèse, l’invasion, les 

métastases et l’inflammation chronique [314]. Par exemple, les fibroblastes associés au cancer 

(CAF, cancer-associated fibroblasts) modulent le développement vasculaire et la prolifération 

tumorale par les cellules immunitaires : ils inhibent leur recrutement au microenvironnement de 

tumeur, mais aussi leur fonction [314]. De plus, les interactions des cellules cancéreuses avec le 

microenvironnement tumoral sont primordiales dans la transition épithélio-mésenchymateuse et 

la résistance aux médicaments anticancéreux conduisant à la rechute tumorale [315]. L’expansion 

des cellules cancéreuses et du stroma mène à l’hypoxie par les facteurs de transcription induits 

par l’hypoxie (HIF-1α) entraînant également une résistance au traitement [315]. Par conséquent, 

pour se rapprocher encore plus de l’environnement tumoral retrouvé chez le patient, il faudrait 

améliorer le modèle de culture en 3D en le rendant plus complexe. Ainsi, la co-culture devrait 

être développée par l’ajout aux cellules en 3D des cellules immunitaires (ex : NK) et/ou des 

fibroblastes. 

 D’après le Western Blot, les régulateurs épigénétiques impliqués dans la progression du 

neuroblastome in vivo ou in vitro ont une expression relative par rapport à 2D augmentée, mais 

cette augmentation au niveau de protéines ne corrèle pas avec l’expression attendue des 

marques d’histones associées à ces protéines puisqu’elles sont invariables. Notre hypothèse est 

que c’est plutôt une expression globale des marques d’histones qui est observée et pas locale. 
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Ainsi, en étudiant des régions plus précises associées par exemple à l’EZH2, probablement des 

variations seraient observées. Le traitement par un médicament peut ne pas avoir d’effet sur les 

marques des histones cibles du médicament. Par exemple, à cause de temps d’exposition pas 

assez long ou une dose trop faible ; des off-target qui ne ciblent pas les histones, mais d’autres 

mécanismes ou l’effet peut être localisé (au niveau du promoteur de gène) et pas global. Ainsi, il 

faudrait faire une analyse par ChiP-Seq pour étudier plus en détails tous les mécanismes. 

 La population des cellules apoptotiques peut être séparée de la population des cellules 

vivantes en cytométrie en flux grâce au marquage des cellules avec le 7-AAD ou l’annexine V. Par 

contre, il n’est pas possible d’exclure les cellules apoptotiques d’un culot de cellules total utilisé 

pour l’analyse du niveau d’expression des protéines. Malgré ceci, il faut noter que la différence 

du pourcentage des cellules mortes ou apoptotiques n’est pas très grande (~5-10%) entre les 

cellules en 2D et en 3D à n’importe quel moment durant les 24 jours de culture. Aussi, l’expression 

des protéines analysées par Western Blot durant mon projet (ex : HDAC, MYCN…) n’est pas 

affectée par les cellules apoptotiques ou nécrotiques. Par contre, d’autres types de protéines 

pourraient bien être influencées : certaines protéines transmembranaires ou les protéines 

impliquées dans l’apoptose (la famille des caspases ou des protéines Bcl-2, le peptide β-amyloïde, 

la protéine p53). 

 Notre approche de traitement avec des composés épigénétiques repose sur le fait que les 

modifications de l’épigénome (la méthylation de l’ADN ou les modifications d’histones) sont 

réversibles et les inhibiteurs des enzymes épigénétiques (ex : HDAC) constituent donc, des cibles 

thérapeutiques de grand intérêt. En effet, dans le criblage de 181 composés, cinq ont été retenus 

pour les deux lignées cellulaires SK-N-AS et IMR-32 à cause d’une spécificité en 3D (taux de 

viabilité faible en 3D et élevé en 2D). Parmi les composés intéressants, se trouvent deux composés 

ciblant les enzymes épigénétiques impliquées dans la modification des histones : l’EI1 est un 

inhibiteur d’EZH2, une histone méthyltransférase importante et l’acide valproïque est l’inhibiteur 

de HDAC. Les trois autres composés ont comme cible la topoisomérase ou JAK/STAT. Il est 

intéressant de noter que tel que décrit dans l’introduction, l’expression élevée de certaines HDAC 

et d’EZH2 corrèle avec l’expression de MYCN et un mauvais pronostic, alors que leur inhibition 

réduit la croissance cellulaire. De plus, l’acide valproïque a déjà été trouvé en tant que composé 
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potentiellement intéressant pour le traitement de neuroblastome et il a été montré qu’il diminue 

la prolifération cellulaire et induit l’apoptose et la différenciation dans les cellules. 

 Il serait intéressant de continuer l’étude et de trouver le mécanisme précis par lequel agit 

chacun des composés sélectionnés, mais aussi de vérifier que le composé inhibe bien sa cible (ex : 

diminution de l’expression d’EZH2 suite au traitement des lignées cellulaires avec l’EI1). De plus, 

il faudrait tester ces composés chez les modèles murins pour vérifier leur efficacité in vivo et voir 

s’ils n’induisent pas de toxicité grave. 

 Les composés épigénétiques d’intérêt représentent 14% et 6% des composés testés pour 

les lignées SK-N-AS et IMR-32 respectivement, mais les composés étudiés plus en détail après le 

criblage de masse avec les courbes dose-réponse et communs aux deux modèles représentent 

seulement 2,2%. Normalement avec un p=0.05 on s’attendrait à ~5% des composés présentant 

un traitement significativement fonctionnel pour le neuroblastome. Ceci suggère donc que les 

composés épigénétiques ne semblent pas être un type de traitement tout-à-fait adapté pour le 

neuroblastome pédiatrique, malgré l’efficacité prononcée de certains composés. Ainsi, d’autres 

catégories de composés qu’épigénétiques devraient être testés dans les cultures en 2D et en 3D. 

 Les cellules en 2D et en 3D au jour 24 des lignées cellulaires de neuroblastome IMR-32 et 

SK-N-AS ont été envoyées pour le séquençage, mais à cause des difficultés techniques survenues, 

les résultats ne figurent pas dans ce mémoire. Il serait très intéressant de trouver les gènes 

différentiellement exprimés dans chaque lignée et aussi, voir si l’expression diffère d’après la 

méthode de culture à l’intérieur de la même lignée (2D IMR-32 vs 3D IMR-32 ; 2D SK-N-AS vs 3D 

SK-N-AS) et de comparer les deux lignées entre elles pour analyser des ressemblances et des 

différences d’expression (2D SK-N-AS vs 2D IMR-32 ; 3D SK-N-AS vs 3D IMR-32). 

 Tel que discuté dans l’introduction, la surexpression de l’oncogène MYCN grâce au 

promoteur de tyrosine hydroxylase provoque l’initiation de tumeurs chez la souris transgénique 

et présente un modèle préclinique du neuroblastome pédiatrique imitant le microenvironnement 

et le phénotype tumoral. En effet, les souris possèdent une homologie génétique à ~ 80% avec 

l’humain, un environnement complexe tumeur-stroma et les interactions entre différentes 

cellules immunitaires [316].  
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 Il serait intéressant de faire une culture de sphéroïdes à partir d’une tumeur de souris TH-

MYCN avec notre méthode de culture cellulaire en 3D. Théoriquement, on s’attendrait à voir une 

amplification de MYCN et donc un niveau d’expression de protéine MYCN similaire à celle des 

lignées cellulaires MYCN amplifiées (comme dans la lignée IMR-32 utilisée dans ce mémoire). En 

ce qui concerne l’expression d’autres protéines que MYCN, il est difficile de prévoir un résultat 

attendu, car tel que décrit, le neuroblastome est une tumeur très hétérogène au niveau cellulaire 

et il existe des grandes différences entre les patients et parmi les lignées de neuroblastome MYCN 

amplifiées.  
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Conclusion 

 En conclusion, la culture en 3D semble être effectivement plus représentative du contexte 

de la tumeur, mais est plus complexe et possède des coûts plus élevés. 

 Un modèle de culture cellulaire en 3D efficace a été développé et caractérisé pour trois 

lignées cellulaires de neuroblastome. L’expression de plusieurs régulateurs épigénétiques 

impliqués dans ce cancer pédiatrique est régulée à la hausse, mais les marques d’histones (la 

méthylation et l’acétylation) ne sont pas influencées au niveau global.  

 Par la suite, des composés couramment employés dans la chimiothérapie ont été testé sur 

des modèles 3D et une différence de sensibilité a été obtenue entre la culture en 2D et en 3D des 

deux lignées cellulaires se manifestant par les valeurs d’IC50. 

 Finalement, un criblage de 181 composés épigénétiques a été réalisé et seulement cinq 

composés ont été sélectionnés à cause de l’efficacité commune aux deux lignées et une sélection 

pour le 3D (taux de viabilité faible pour le sphéroïde et élevé pour la culture en 2D). 
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Annexe 

Établissement du nouveau modèle de culture en 3D avec la lignée IGR-N-91 

 Pour développer un nouveau modèle de culture cellulaire en 3D, les cellules en 2D ont été 

mises en sphéroïdes dans quatre différents milieux (DMEM, RPMI, F12K, DMEM/F12K 1 : 1). Les 

sphéroïdes de la lignée IGR-N-91 ont été cultivés plusieurs semaines pour évaluer régulièrement 

leur temps de doublement et mesurer leur viabilités (Figure S1A). Le temps de doublement n’a 

pas été affecté par le milieux de culture : pour les 4 milieux, il se situe à ~85 h au jour 3 de culture 

et à ~100 h pour les jours 10 et 17, puis il augmente jusqu’à autour de 150 h au jour 24 et ~125 h 

au jour 31 (Figure S1B). Donc, le milieu de culture n’influence pas le temps de doublement.  

 En ce qui concerne la viabilité, au jour 6, il n’y a pas de différence entre les milieux de 

culture et les viabilités sont à ~90% (Figure S1C). Ensuite, le RPMI semble être le milieu le moins 

favorable pour la culture en 3D de IGR-N-91 à cause de sa courbe de viabilité la plus basse des 

quatre milieux (55%, 32%, 32% et 49% aux jours 13, 20, 34 et 41, respectivement), tandis que le 

milieu DMEM/F12K 1 : 1 semble être celui qui convient le plus avec la meilleure courbe de viabilité 

des quatre milieux (85%, 76%, 58% et 63% aux jours 13, 20, 34 et 41 respectivement). Le mélange 

DMEM/F12K est d’ailleurs un milieu souvent utilisés dans les cultures cellulaires en 3D pour son 

enrichissement en glucose et différents acides aminés [317]. Les courbes de viabilité des milieux 

F12K et DMEM se trouvent entre celles de RPMI et DMEM/F12K. La courbe de F12K ressemble un 

peu à celle de RPMI, mais avec des meilleures viabilités : 74%, 54%, 54% et 59% aux jours 13, 20, 

34 et 41 respectivement. La courbe de DMEM est très proche de celle de DMEM/F12K aux jours 

13 et 20 (viabilités respectives de 75% et 72%), mais aux jours 34 et 41, les viabilités chutent (37% 

et 51%) et ressemblent à celles du RPMI.  

 Pour finir, nous avons comparé les photos des sphéroïdes cultivés dans quatre milieux 

différents. Les sphéroïdes cultivés dans le RPMI ont le plus de débris cellulaires autour du 

sphéroïde, tandis que ceux dans le milieu DMEM/F12K 1 : 1 semblent ne pas avoir de débris 

(Figure S1D). Les sphéroïdes dans les milieux DMEM et F12K contiennent un peu de débris 

cellulaires et se trouvent entre le RPMI et le DMEM/F12K 1 : 1. Donc, les photos semblent être en 

accord avec les données des courbes de viabilité. Pour conclure, les milieux DMEM/F12K 1 : 1 et 

DMEM semblent convenir le mieux pour la culture des sphéroïdes de la lignée IGR-N-91. 
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Figure S1. Développement du modèle de culture des sphéroïdes de la lignée IGR-N-91.  

A. Schéma résumant la culture cellulaire en 3D à long terme et les expériences effectuées pour 

restreindre le choix du milieu pour la culture des sphéroïdes de la lignée IGR-N-91. B. Le temps 

de doublement de sphéroïdes a été mesuré lors des passages d’une plaque contenant 96 

sphéroïdes (jours 3, 10, 17, 24 et 31) pour les quatre milieux (n=1). C. La viabilité des 24 sphéroïdes 

a été mesurée 3 jours après la formation des sphéroïdes (jours 6, 13, 20, 34 et 41) par le cytomètre 

en flux Guava pour les quatre milieux (n=1, composé de 24 sphéroïdes regroupés par puits). D. 

Les photos des sphéroïdes ont été prises au jour 41 avec IncuCyte S3 Live-Cell Analysis System 

(objectif 4X) pour les quatre milieux (n=1 ; plusieurs sphéroïdes). 
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Figure S2. Quantification en 2D et en 3D des changements d’expression de plusieurs marques 

d’acétylation et de méthylation d’histone H3 reliées aux régulateurs épigénétiques pour le 

modèle en 3D avec la lignée SK-N-AS. 

Quantification de l’expression relative à l’actine et normalisée à la culture en 2D des marques de 

méthylation (H3K27me3, H3K9me3) et d’acétylation (H3K9ac, H3K27ac et H3ac) de l’histone H3 

dans le temps par Western Blot pour la lignée SK-N-AS (n=2). 

 

 

 

 

Tableau S1. IMR-32 : Niveau d’expression des régulateurs épigénétiques dans le temps (n=3) 

Temps 
en 3D 
(jours) 

MYCN GCN5 EZH2 HDAC1 HDAC2 PRMT1 BRG1 EHMT2 

0 (2D) 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 0,95 ± 0,01 1,0 ± 0,1 1,06 ± 0,02 1,08 ± 0,05 1,03 ± 0,07 1,00 ± 0,03 1,13 ± 0,08 1,5 ± 0,1 

10 1,2 ± 0,1 1,2 ± 0,3 1,2 ± 0,2 1,2 ± 0,1 1,08 ± 0,04 0,98 ± 0,02 1,23 ± 0,07 1,5 ± 0,2 

17 1,4 ± 0,1 1,4 ± 0,3 1,4 ± 0,1 1,7 ± 0,2 1,7 ± 0,3 1,2 ± 0,1 1,7 ± 0,5 2,0 ± 0,3 

24 1,44 ± 0,09 1,5 ± 0,2 1,4 ± 0,2 1,72 ± 0,03 1,7 ± 0,3 1,0 ± 0,3 1,6 ± 0,4 1,7 ± 0,2 

31 1,40 ± 0,08 1,4 ± 0,3 1,4 ± 0,2 1,5 ± 0,1 1,8 ± 0,4 1,0 ± 0,3 1,8 ± 0,5 1,9 ± 0,3 
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Tableau S2. SK-N-AS : Niveau d’expression des régulateurs épigénétiques dans le temps (n=3) 

Temps 
en 3D 
(jours) 

GCN5 EZH2 HDAC1 HDAC2 PRMT1 BRG1 

0 (2D) 1 1 1 1 1 1 

3 2,2 ± 0,4 0,9 ± 0,2 3,5 ± 0,9 1,3 ± 0,2 0,9 ± 0,1 0,8 ± 0,2 

10 3 ± 1 1,1 ± 0,2 4 ± 1 1,5 ± 0,2 1,0 ± 0,1 1,1 ± 0,2 

17 3 ± 1 1,1 ± 0,1 5 ± 2 1,6 ± 0,3 1,02 ± 0,07 1,3 ± 0,2 

24 4 ± 1 1,2 ± 0,2 5 ± 1 1,6 ± 0,4 1,02 ± 0,09 1,4 ± 0,3 

31 4 ± 1 1,3 ± 0,1 4,7 ± 0,9 1,7 ± 0,5 1,0 ± 0,2 1,7 ± 0,6 

 

 

 

 

 

 

Tableau S3. IGR-N-91 : Niveau d’expression des régulateurs épigénétiques dans le temps (n=3) 

Temps 
en 3D 
(jours) 

MYCN GCN5 EZH2 HDAC1 HDAC2 BRG1 

0 (2D) 1 1 1 1 1 1 

3 1,08 ± 0,09 1,13 ± 0,05 1,3 ± 0,1 1,2 ± 0,2 1,10 ± 0,09 1,6 ± 0,3 

10 1,0 ± 0,1 1,1 ± 0,2 1,2 ± 0,1 1,2 ± 0,1 1,19 ± 0,09 1,7 ± 0,5 

17 0,91 ± 0,08 1,1 ± 0,2 1,2 ± 0,1 1,2 ± 0,1 1,2 ± 0,1 1,2 ± 0,1 

24 1,0 ± 0,2 1,1 ± 0,3 1,5 ± 0,3 1,3 ± 0,2 1,3 ± 0,2 1,7 ± 0,2 

31 1,03 ± 0,09 1,3 ± 0,2 1,5 ± 0,3 1,2 ± 0,2 1,3 ± 0,2 1,8 ± 0,2 
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Tableau S4. Liste de 181 composés de la librairie épigénétique 

 Nom Information Cible précise Voie de 
signalisation 

1 Veliparib (ABT-
888) 

Veliparib (ABT-888) is a potent inhibitor of PARP1 and PARP2 with Ki 
of 5.2 nM and 2.9 nM, respectively. It is inactive to SIRT2. Phase 1/2. 

PARP DNA Damage 

2 Belinostat 
(PXD101) 

Belinostat (PXD101) is a novel HDAC inhibitor with IC50 of 27 nM, 
with activity demonstrated in cisplatin-resistant tumors. Phase 1/2. 

HDAC Epigenetics 

3 Danusertib 
(PHA-739358) 

Danusertib (PHA-739358) is an Aurora kinase inhibitor for Aurora 
A/B/C with IC50 of 13 nM/79 nM/61 nM, modestly potent to Abl, 

TrkA, c-RET and FGFR1, and less potent to Lck, VEGFR2/3, c-Kit, 
CDK2, etc. Phase 2. 

Aurora Kinase Cell Cycle 

4 SNS-314 
Mesylate 

SNS-314 Mesylate is a potent and selective inhibitor of Aurora A, 
Aurora B and Aurora C with IC50 of 9 nM, 31 nM, and 3 nM, 

respectively. It is less potent to Trk A/B, Flt4, Fms, Axl, c-Raf and 
DDR2. Phase 1. 

Aurora Kinase Cell Cycle 

5 JNJ-7706621 JNJ-7706621 is pan-CDK inhibitor with the highest potency on 
CDK1/2 with IC50 of 9 nM/4 nM and showing >6-fold selectivity for 
CDK1/2 than CDK3/4/6. It also potently inhibits Aurora A/B and has 

no activity on Plk1 and Wee1. 

Aurora Kinase Cell Cycle 

6 Ofloxacin Ofloxacin is a synthetic broad-spectrum antimicrobial agent. Topoisomerase DNA Damage 

7 ENMD-2076 L-
(+)-Tartaric 

acid 

ENMD-2076 L-(+)-Tartaric acid is a tartaric acid of ENMD-2076, 
selective activity against Aurora A and Flt3 with IC50 of 14 nM and 

1.86 nM, 25-fold more selective for Aurora A than Aurora B and less 
potent to VEGFR2/KDR and VEGFR3, FGFR1 and FGFR2 and PDGFRα. 

Phase 2. 

Aurora Kinase Cell Cycle 

8 Momelotinib 
(CYT387) 

CYT387 is an ATP-competitive inhibitor of JAK1/JAK2 with IC50 of 11 
nM/18 nM, ~10-fold selectivity versus JAK3. Phase 1/2. 

JAK JAK/STAT 

9 TAK-901 TAK-901 is a novel inhibitor of Aurora A/B with IC50 of 21 nM/15 
nM. It is not a potent inhibitor of cellular JAK2, c-Src or Abl. Phase 1. 

Aurora Kinase Cell Cycle 

10 WP1066 WP1066 is a novel inhibitor of JAK2 and STAT3 with IC50 of 2.30 μM 
and 2.43 μM in HEL cells; shows activity to JAK2, STAT3, STAT5, and 

ERK1/2 not JAK1 and JAK3. 

JAK JAK/STAT 

11 S-Ruxolitinib 
(INCB018424) 

S-Ruxolitinib is the chirality of INCB018424, which is the first potent, 
selective, JAK1/2 inhibitor to enter the clinic with IC50 of 3.3 nM/2.8 

nM, >130-fold selectivity for JAK1/2 versus JAK3. Phase 3. 

JAK JAK/STAT 

12 Roxadustat 
(FG-4592) 

FG-4592 is an HIF α prolyl hydroxylase inhibitor, stabilizes HIF-2 and 
induces EPO production. Phase 2/3. 

HIF Angiogenesis 

13 Iniparib (BSI-
201) 

BSI-201 (Iniparib, SAR240550) is a PARP1 inhibitor with 
demonstrated effectiveness in triple-negative breast cancer (TNBC). 

Phase 3. 

PARP DNA Damage 

14 Mocetinostat 
(MGCD0103) 

Mocetinostat (MGCD0103) is a potent HDAC inhibitor with most 
potency for HDAC1 with IC50 of 0.15 μM, 2- to 10- fold selectivity 
against HDAC2, 3, and 11, and no activity to HDAC4, 5, 6, 7, and 8. 

Phase 1/2. 

HDAC Epigenetics 

15 Valproic acid 
sodium salt  

Valproic acid sodium salt (Sodium valproate) is a HDAC inhibitor with 
IC50 of 0.4 mM and also inhibits GABA-transaminase or succinic 

semialdehyde dehydrogenase. 

HDAC Epigenetics 

16 Ellagic acid Ellagic acid has antiproliferative and antioxidant property. Topoisomerase DNA Damage 

17 MC1568 MC1568 is a selective HDAC inhibitor for maize HD1-A with IC50 of 
100 nM. It is 34-fold more selective for HD1-A than HD1-B. 

HDAC Epigenetics 



 

124 
 

18 KW-2449 KW-2449 is a multiple-targeted inhibitor, mostly for Flt3 with IC50 of 
6.6 nM, modestly potent to FGFR1, Bcr-Abl and Aurora A; little effect 

on PDGFRβ, IGF-1R, EGFR. Phase 1. 

FLT3 Angiogenesis 

19 AR-42 AR-42 is an HDAC inhibitor with IC50 of 30 nM. Phase 1. HDAC Epigenetics 

20 AMG-900 AMG 900 is a potent and highly selective pan-Aurora kinases 
inhibitor for Aurora A/B/C with IC50 of 5 nM/4 nM /1 nM. It is >10-

fold selective for Aurora kinases than p38α, Tyk2, JNK2, Met and 
Tie2. Phase 1. 

Aurora Kinase Cell Cycle 

21 Sirtinol Sirtinol is a specific SIRT1 and SIRT2 inhibitor with IC50 of 131 μM 
and 38 μM, respectively. 

Sirtuin Epigenetics 

22 IOX2 IOX2 is a potent inhibitor of HIF-1α prolyl hydroxylase-2 (PHD2) with 
IC50 of 21 nM, >100-fold selectivity over JMJD2A, JMJD2C, JMJD2E, 

JMJD3, or the 2OG oxygenase FIH. 

HIF Angiogenesis 

23 Panobinostat 
(LBH589) 

Panobinostat (LBH589) is a novel broad-spectrum HDAC inhibitor 
with IC50 of 5 nM. Phase 3. 

HDAC Epigenetics 

24 Abexinostat 
(PCI-24781) 

PCI-24781 is a novel pan-HDAC inhibitor mostly targeting HDAC1 
with Ki of 7 nM, modest potent to HDACs 2, 3, 6, and 10 and greater 

than 40-fold selectivity against HDAC8. Phase 1/2. 

HDAC Epigenetics 

25 SRT1720 HCl SRT1720 is a selective SIRT1 activator with EC50 of 0.16 μM, but is 
>230-fold less potent for SIRT2 and SIRT3. 

Sirtuin Epigenetics 

26 CYC116 CYC116 is a potent inhibitor of Aurora A/B with Ki of 8.0 nM/9.2 nM, 
is less potent to VEGFR2 (Ki of 44 nM), with 50-fold greater potency 
than CDKs, not active against PKA, Akt/PKB, PKC, no effect on GSK-

3α/β, CK2, Plk1 and SAPK2A. Phase 1. 

Aurora Kinase Cell Cycle 

27 Ruxolitinib 
(INCB018424) 

INCB018424 is the first potent, selective, JAK1/2 inhibitor to enter 
the clinic with IC50 of 3.3 nM/2.8 nM, >130-fold selectivity for 

JAK1/2 versus JAK3. Phase 3. 

JAK JAK/STAT 

28 Norfloxacin Norfloxacin is a broad-spectrum antibiotic. Topoisomerase DNA Damage 

29 AZD1480 AZD1480 is a novel ATP-competitive JAK2 inhibitor with IC50 of 0.26 
nM, selectivity against JAK3 and Tyk2, and to a smaller extent 

against JAK1. Phase 1. 

JAK JAK/STAT 

30 Quercetin Quercetin is a natural flavonoid present in vegetables, fruit and wine 
and is a PI3K inhibitor with IC50 of 2.4 – 5.4 mM. 

Src,Sirtuin,PKC,PI3
K 

Epigenetics 

31 Fedratinib 
(SAR302503; 
TG101348) 

TG-101348 (SAR302503) is a selective inhibitor of JAK2 with IC50 of 
3 nM, 35- and 334-fold more selective for JAK2 versus JAK1 and 

JAK3. Phase 1/2. 

JAK JAK/STAT 

32 CEP-33779 CEP33779 is a selective JAK2 inhibitor with IC50 of 1.8 nM, >40- and 
>800-fold versus JAK1 and TYK2. 

JAK JAK/STAT 

33 Clevudine Clevudine is an antiviral drug for the treatment of hepatitis B. DNA/RNA 
Synthesis 

DNA Damage 

34 Trichostatin A 
(TSA) 

Trichostatin A (TSA) is an HDAC inhibitor with IC50 of ~1.8 nM – 
HDAC8 is the only known member of the HDAC-family that is not 

affected by TSA. Phase 3. 

HDAC Epigenetics 

35 Dacinostat 
(LAQ824) 

LAQ824 (Dacinostat) is a novel HDAC inhibitor with IC50 of 32 nM 
and is known to activate the p21 promoter. 

HDAC Epigenetics 

36 INO-1001 (3-
Aminobenzami

de) 

INO-1001 is a potent inhibitor of PARP with IC50 of <50 nM in CHO 
cells and a mediator of oxidant-induced myocyte dysfunction during 

reperfusion. Phase 2. 

PARP DNA Damage 
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37 ENMD-2076 ENMD-2076 has selective activity against Aurora A and Flt3 with 
IC50 of 14 nM and 1.86 nM, 25-fold selective for Aurora A than over 

Aurora B and less potent to VEGFR2/KDR and VEGFR3, FGFR1 and 
FGFR2 and PDGFRα. Phase 2. 

FLT3 Angiogenesis 

38 Pirarubicin Pirarubicin is an anthracycline antibiotic, and also a DNA/RNA 
synthesis inhibitor by intercalating into DNA and interacts with 

topoisomerase II, used as antineoplastic agent. 

Topoisomerase DNA Damage 

39 Pracinostat 
(SB939) 

SB939 is a potent pan-HDAC inhibitor with IC50 of 40-140 nM with 
exception for HDAC6. It has no activity against the class III 

isoenzyme SIRTI. Phase 2. 

HDAC Epigenetics 

40 Givinostat 
(ITF2357) 

Givinostat (ITF2357) is a potent HDAC inhibitor for HDAC2, HDAC1B 
and HDAC1A with IC50 of 10 nM, 7.5 nM and 16 nM. Phase 1/2. 

HDAC Epigenetics 

41 Daphnetin Daphnetin, a natural coumarin derivative, is a protein kinase 
inhibitor, inhibits EGFR, PKA and PKC with IC50 of 7.67 μM, 9.33 μM 
and 25.01 μM, respectively, also known to exhibit anti-inflammatory 

and anti-oxidant activities. 

PKA,EGFR,PKC DNA Damage 

42 GSK1070916 GSK1070916 is a reversible and ATP-competitive inhibitor of Aurora 
B/C with IC50 of 3.5 nM/6.5 nM. It displays >100-fold selectivity 

against the closely related Aurora A-TPX2 complex. Phase 1. 

Aurora Kinase Cell Cycle 

43 Tacedinaline 
(CI994) 

CI-994 (Tacedinaline) is an anti-cancer drug which inhibits HDAC1 
with IC50 of 0.57 μM and causes G1 cell cycle arrest. Phase 3. 

HDAC Epigenetics 

44 Entacapone Entacapone inhibits catechol-O-methyltransferase(COMT) with IC50 
of 151 nM. 

Histone 
Methyltransferase 

Epigenetics 

45 Vorinostat 
(SAHA; 

MK0683) 

Vorinostat (suberoylanilide hydroxamic acid, SAHA) is an HDAC 
inhibitor with IC50 of ~10 nM. 

HDAC Epigenetics 

46 Quisinostat 
(JNJ-26481585) 

2HCl 

JNJ-26481585 is a novel second-generation HDAC inhibitor with 
highest potency for HDAC1 with IC50 of 0.11 nM, modest potent to 

HDACs 2, 4, 10, and 11; greater than 30-fold selectivity against 
HDACs 3, 5, 8, and 9 and lowest potency to HDACs 6 and 7. Phase 2. 

HDAC Epigenetics 

47 Alisertib 
(MLN8237) 

Alisertib (MLN8237) is a selective Aurora A inhibitor with IC50 of 1.2 
nM. It has >200-fold higher selectivity for Aurora A than Aurora B. 

Phase 3. 

Aurora Kinase Cell Cycle 

48 CUDC-101 CUDC-101 is a potent multi-targeted inhibitor against HDAC, EGFR 
and HER2 with IC50 of 4.4 nM, 2.4 nM, and 15.7 nM, and inhibits 

class I/II HDACs, but not class III, Sir-type HDACs. Phase 1. 

HDAC Epigenetics 

49 Resveratrol Resveratrol is a phytoalexin produced naturally by several plants 
with anti-cancer, anti-inflammatory, blood-sugar-lowering and other 

beneficial cardiovascular effects. 

Autophagy, 
Sirtuin 

Epigenetics 

50 Hesperadin Hesperadin potently inhibits Aurora B with IC50 of 250 nM. It 
markedly reduces the activity of AMPK, Lck, MKK1, MAPKAP-K1, 

CHK1 and PHK while it does not inhibit MKK1 activity in vivo. 

Aurora Kinase Cell Cycle 

51 AG-14361 AG14361 is a potent inhibitor of PARP1 with Ki of <5 nM. It is at least 
1000-fold more potent than the benzamides. 

PARP DNA Damage 

52 Tubastatin A 
HCl 

Tubastatin A is a potent and selective HDAC6 inhibitor with IC50 of 
15 nM. It is selective (1000-fold more) against all other isozymes 

except HDAC8 (57-fold more). 

HDAC Epigenetics 

53 CUDC-907 CUDC-907 is a dual PI3K and HDAC inhibitor for PI3Kα and 
HDAC1/2/3/10 with IC50 of 19 nM and 1.7 nM/5 nM/1.8 nM/2.8 

nM, respectively. Phase 1. 

HDAC Epigenetics 
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54 RG108 RG108 is an inhibitor of DNA methyltransferase with IC50 of 115 nM, 
does not cause trapping of covalent enzymes. 

DNA 
Methyltransferase 

Epigenetics 

55 Sodium 
Phenylbutyrate 

Sodium Phenylbutyrate is a transcriptional regulators that act by 
altering chromatin structure via the modulation of HDAC activity. 

HDAC Epigenetics 

56 Tozasertib (VX-
680; MK-0457) 

VX-680 (Tozasertib, MK-0457) is a pan-Aurora inhibitor, mostly 
against Aurora A with Kiapp of 0.6 nM, less potent towards Aurora 
B/Aurora C and 100-fold more selective for Aurora A than 55 other 

kinases. Phase 2. 

Aurora Kinase Cell Cycle 

57 Rucaparib (AG-
014699; PF-
01367338) 
phosphate 

Rucaparib (AG-014699, PF-01367338) is an inhibitor of PARP with Ki 
of 1.4 nM for PARP1, also showing binding affinity to eight other 

PARP domains. Phase 1/2. 

PARP DNA Damage 

58 AT9283 AT9283 is a potent JAK2/3 inhibitor with IC50 of 1.2 nM/1.1 nM; also 
potent to Aurora A/B, Abl(T315I). Phase 1/2. 

Aurora Kinase Cell Cycle 

59 Decitabine Decitabine is a potent inhibitor of DNA methylation with IC50 of 438 
nM and 4.38 nM in HL-60 and KG1a cells, respectively. 

DNA 
Methyltransferase 

Epigenetics 

60 Droxinostat Droxinostat (CMH, 5809354) is a selective inhibitor of HDAC, mostly 
for HDACs 6 and 8 with IC50 of 2.47μM and 1.46 μM, greater than 8-
fold selective against HDAC3 and no inhibition to HDAC1, 2, 4, 5, 7, 

9, and 10. 

HDAC Epigenetics 

61 Selisistat (EX 
527) 

EX 527 is a potent and selective SIRT1 inhibitor with IC50 of 38 nM, 
exhibits >200-fold selectivity against SIRT2 and SIRT3. 

Sirtuin Epigenetics 

62 Gandotinib 
(LY2784544) 

LY2784544 is a potent JAK2 inhibitor with IC50 of 3 nM, effective in 
JAK2V617F, 8- and 20-fold selective versus JAK1 and JAK3. Phase 2. 

JAK JAK/STAT 

63 NVP-BSK805 
2HCl 

NVP-BSK805 is a potent and selective ATP-competitive JAK2 inhibitor 
with IC50 of 0.5 nM,>20-fold selectivity towards JAK1, JAK3 and 

TYK2. 

JAK JAK/STAT 

64 MK-5108 (VX-
689) 

MK-5108 (VX-689) is a highly selective Aurora A inhibitor with IC50 
of 0.064 nM and is 220- and 190-fold more selective for Aurora A 

than Aurora B/C, while it inhibits TrkA with less than 100-fold 
selectivity. Phase 1. 

Aurora Kinase Cell Cycle 

65 Baricitinib 
(LY3009104; 
INCB028050) 

Baricitinib is a selective JAK1 and JAK2 inhibitor with IC50 of 5.9 nM 
and 5.7 nM, ~70 and ~10-fold selective versus JAK3 and Tyk2, no 

inhibition to c-Met and Chk2. Phase 3. 

JAK Epigenetics 

66 Tranylcypromi
ne (2-PCPA) 

HCl 

Tranylcypromine is a monoamine oxidase inhibitor, which inhibits 
CYP2A6 with Ki of 0.08 μM and 0.2 μM in cDNA-expressing 

microsomes and Human Liver Microsomes, respectively. 

MAO Epigenetics 

67 Entinostat 
(MS-275) 

Entinostat (MS-275) strongly inhibits HDAC1 and HDAC3 with IC50 of 
0.51 μM and 1.7 μM, compared with HDACs 4, 6, 8, and 10. Phase 

1/2. 

HDAC Epigenetics 

68 MLN8054 MLN8054 is a potent and selective inhibitor of Aurora A with IC50 of 
4 nM. It is more than 40-fold selective for Aurora A than B. Phase 1. 

Aurora Kinase Cell Cycle 

69 AG-490 
(Tyrphostin 

B42) 

AG-490 (Tyrphostin B42) is an inhibitor of EGFR with IC50 of 0.1 μM, 
135-fold more selective for EGFR versus ErbB2, also inhibits JAK2 

with no activity to Lck, Lyn, Btk, Syk and Src. 

JAK JAK/STAT 

70 PFI-1 (PF-
6405761) 

PFI-1 is a selective BET (bromodomain-containing protein) inhibitor 
for BRD4 with IC50 of 0.22 μM. 

Epigenetic Reader 
Domain 

Epigenetics 

71 Aurora A 
Inhibitor I 

Aurora A Inhibitor I is a novel, potent, and selective inhibitor of 
Aurora A with IC50 of 3.4 nM. It is 1000-fold more selective for 

Aurora A than Aurora B. 

Aurora Kinase Cell Cycle 
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72 Azacitidine Azacitidine is a nucleoside analogue of cytidine that specifically 
inhibits DNA methylation by trapping DNA methyltransferases. 

DNA 
Methyltransferase 

DNA Damage 

73 SGI-1776 free 
base 

SGI-1776 is a novel ATP competitive inhibitor of Pim1 with IC50 of 7 
nM, 50- and 10-fold selective versus Pim2 and Pim3, also potent to 

Flt3 and haspin. Phase 1. 

Pim JAK/STAT 

74 TG101209 TG101209 is a selective JAK2 inhibitor with IC50 of 6 nM, less potent 
to Flt3 and RET with IC50 of 25 nM and 17 nM, ~30-fold selective for 

JAK2 than JAK3, sensitive to JAK2V617F and MPLW515L/K 
mutations. 

FLT3 JAK/STAT 

75 M344 M344 is a potent HDAC inhibitor with IC50 of 100 nM and able to 
induce cell differentiation. 

HDAC Epigenetics 

76 WHI-P154 WHI-P154 is a potent JAK3 inhibitor with IC50 of 1.8 μM, no activity 
against JAK1 or JAK2, also inhibits EGFR, Src, Abl, VEGFR and MAPK, 

prevents Stat3, but not Stat5 phosphorylation. 

JAK JAK/STAT 

77 Procainamide 
HCl 

Procainamide HCl is a sodium channel blocker, and also a DNA 
methyltransferase inhibitor, used in the treatment of cardiac 

arrhythmias. 

DNA 
Methyltransferase 

Epigenetics 

78 Olaparib 
(AZD2281; Ku-

0059436) 

Olaparib (AZD2281, KU0059436) is a selective inhibitor of PARP1/2 
with IC50 of 5 nM/1 nM, 300-times less effective against tankyrase-

1. Phase 1/2. 

PARP DNA Damage 

79 ZM 447439 ZM 447439 is a selective and ATP-competitive inhibitor for Aurora A 
and Aurora B with IC50 of 110 nM and 130 nM, respectively. It is 

more than 8-fold selective for Aurora A/B than MEK1, Src, Lck and 
has little effect againstCDK1/2/4, Plk1, Chk1, etc. 

Aurora Kinase Cell Cycle 

80 Barasertib 
(AZD1152-

HQPA) 

AZD1152-HQPA (Barasertib) is a highly selective Aurora B inhibitor 
with IC50 of 0.37 nM, ~100 fold more selective for Aurora B over 

Aurora A. 

Aurora Kinase Cell Cycle 

81 2-
Methoxyestrad

iol 

2-Methoxyestradiol depolymerizes microtubules and blocks HIF-1α 
nuclear accumulation and HIF-transcriptional activity. Phase 2. 

HIF Angiogenesis 

82 PHA-680632 PHA-680632 is potent inhibitor of Aurora A, Aurora B and Aurora C 
with IC50 of 27 nM, 135 nM and 120 nM, respectively. It has 10- to 

200-fold higher IC50 for FGFR1, FLT3, LCK, PLK1, STLK2, and 
VEGFR2/3. 

Aurora Kinase Cell Cycle 

83 PCI-34051 PCI-34051 is a potent and specific HDAC8 inhibitor with IC50 of 10 
nM. It has greater than 200-fold selectivity over HDAC1 and 6, more 

than 1000-fold selectivity over HDAC2, 3, 10. 

HDAC Epigenetics 

84 AZ 960 AZ 960 is a novel ATP competitive JAK2 inhibitor with IC50 and Ki of 
<3 nM and 0.45 nM, 3-fold selectivity of AZ960 for JAK2 over JAK3. 

JAK JAK/STAT 

85 Resminostat Resminostat dose-dependently and selectively inhibits HDAC1/3/6 
with IC50 of 42.5 nM/50.1 nM/71.8 nM, less potent to HDAC8 with 

IC50 of 877 nM. 

HDAC Epigenetics 

86 Tofacitinib (CP-
690550;Tasocit

inib) 

Tofacitinib is a novel inhibitor of JAK3 with IC50 of 1 nM, 20- to 100-
fold less potent against JAK2 and JAK1. 

JAK JAK/STAT 

87 PJ34 PJ-34 is a PARP inhibitor with EC50 of 20 nM and is equally potent to 
PARP1/2. 

PARP DNA Damage 

88 Tofacitinib (CP-
690550) 
Citrate 

Tofacitinib citrate (CP-690550 citrate) is a novel inhibitor of JAK3 
with IC50 of 1 nM, 20- to 100-fold less potent against JAK2 and JAK1. 

JAK JAK/STAT 
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89 AZD2461 AZD2461 is a novel PARP inhibitor with low affinity for Pgp than 
Olaparib. Phase 1. 

PARP DNA Damage 

90 (+)-JQ1 (+)-JQ1 is a BET bromodomain inhibitor, with IC50 of 77 nM/33 nM 
for BRD4(1/2), binding to all bromodomains of the BET family, but 

not to bromodomains outside the BET family. 

Epigenetic Reader 
Domain 

Epigenetics 

91 IOX1 IOX1 is a potent and broad-spectrum inhibitor of 2OG oxygenases, 
including the JmjC demethylases. 

Histone 
Demethylase 

Epigenetics 

92 PFI-2 HCl PFI-2 is a potent, selective, and cell-active lysine methyltransferase 
SETD7inhibitor with IC50 of 0.33 nM and 2 nM, 1000-fold selectivity 

over other methyltransferases and other non-epigenetic targets. 

Histone 
Methyltransferase 

Epigenetics 

93 EPZ004777 EPZ004777 is a potent, selective DOT1L inhibitor with IC50 of 0.4 
nM. 

Histone 
Methyltransferase 

Epigenetics 

94 UNC0379 UNC0379 is a selective, substrate competitive inhibitor of N-lysine 
methyltransferase SETD8 with IC50 of 7.9 μM, high selectivity over 

15 other methyltransferases. 

Histone 
Methyltransferase 

Epigenetics 

95 EI1 EI1 is a potent and selective EZH2 inhibitor with IC50 of 15 nM and 
13 nM for EZH2 (WT) and EZH2 (Y641F), respectively. 

Histone 
Methyltransferase 

Epigenetics 

96 SP2509 SP2509 is a selective histone demethylase LSD1 inhibitor with IC50 
of 13 nM, showing no activity against MAO-A, MAO-B, lactate 

dehydrogenase and glucose oxidase. 

Histone 
Demethylase 

Epigenetics 

97 SGC707 SGC707 is a potent, selective and cell-active allosteric inhibitor of 
protein arginine methyltransferase 3 (PRMT3) with IC50 and Kd of 

31 nM and 53 nM, respectively. 

Histone 
Methyltransferase 

Epigenetics 

98 Tubastatin A Tubastatin A is a potent and selective HDAC6 inhibitor with IC50 of 
15 nM. It is selective against all the other isozymes (1000-fold) 

except HDAC8 (57-fold). 

HDAC Epigenetics 

99 PF-CBP1 HCl PF-CBP1 is a highly selective inhibitor of the bromodomain of CREB-
binding protein(CREBBP).It inhibits CREBBP and p300 bromodomains 

with IC50 of 125 and 363 nM. 

Epigenetic Reader 
Domain 

Epigenetics 

100 XL019 XL019 is a potent and selective JAK2 inhibitor with IC50 of 2.2 nM, 
exhibiting >50-fold selectivity over JAK1, JAK3 and TYK2. Phase 1. 

JAK JAK/STAT 

101 Zebularine Zebularine is a DNA methylation inhibitor that forms a covalent 
complex with DNA methyltransferases, also inhibits 

cytidinedeaminase with Ki of 2 μM. 

DNA 
Methyltransferase 

Epigenetics 

102 OG-L002 OG-L002 is a potent and specific LSD1 inhibitor with IC50 of 20 nM, 
exhibiting 36- and 69-fold selectivity over MAO-B and MAO-A. 

Histone 
Demethylase 

Epigenetics 

103 RVX-208 RVX-208 is a potent BET bromodomain inhibitor with IC50 of 0.510 
μM for BD2, about 170-fold selectivity over BD1. Phase 2. 

Epigenetic Reader 
Domain 

Epigenetics 

104 OTX015 OTX015 is a potent BET bromodomain inhibitor with EC50 ranging 
from 10 to 19 nM for BRD2, BRD3, and BRD4. Phase 1. 

Epigenetic Reader 
Domain 

Epigenetics 

105 A-366 A-366 is a potent and selective G9a/GLP histone lysine 
methyltransferase inhibitor with IC50 of 3.3nM, exhibiting >1000-

fold selectivity for G9a/GLP over 21 other methyltransferases. 

Histone 
Methyltransferase 

Epigenetics 

106 CPI-169 CPI-169 is a potent, and selective EZH2 inhibitor with IC50 of 0.24 
nM, 0.51 nM, and 6.1 nM for EZH2 WT, EZH2 Y641N, and EZH1, 

respectively. 

Histone 
Methyltransferase 

Epigenetics 

107 OF-1 OF-1 is a potent inhibitor of BRPF1B and BRPF2 bromodomain with 
IC50 of 100 nM and 500 nM. 

Epigenetic Reader 
Domain 

Epigenetics 

108 I-BRD9 I-BRD9 (GSK602) is a potent and selective BRD9 inhibitor with pIC50 
of 7.3, while it displayed a pIC50 of 5.3 against BRD4. 

Epigenetic Reader 
Domain 

Epigenetics 
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109 Lomeguatrib Lomeguatrib is a potent inhibitor of O6-alkylguanine-DNA-
alkyltransferase with IC50 of 5 nM. 

DNA 
Methyltransferase 

Epigenetics 

110 Oclacitinib Oclacitinib is a novel inhibitor of JAK family members with IC50 
ranging from 10 to 99 nM and JAK1-dependent cytokines with IC50 
ranging from 36 to 249 nM, which did not inhibit a panel of 38 non-

JAK kinases. 

JAK JAK/STAT 

111 CX-6258 HCl CX-6258 HCl is a potent, orally efficacious pan-Pim kinase inhibitor 
with IC50 of 5 nM, 25 nM and 16 nM for Pim1, Pim2, and Pim3. 

Pim JAK/STAT 

112 3-
deazaneplanoc

in A (DZNeP) 
HCl 

3-deazaneplanocin A (DZNeP), an analog of adenosine, is a 
competitive inhibitor of S-adenosylhomocysteine hydrolase with Ki 

of 50 pM. 

Histone 
Methyltransferase 

Epigenetics 

113 NVP-TNKS656 NVP-TNKS656 is a highly potent, selective, and orally active 
tankyrase inhibitor with IC50 of 6 nM for TNKS2, > 300-fold 

selectivity against PARP1 and PARP2. 

PARP DNA Damage 

114 ML324 ML324 is a selective inhibitor of jumonji histone demethylase 
(JMJD2) with IC50 of 920 nM. 

Histone 
Demethylase 

Epigenetics 

115 UNC669 UNC669 is a potent and selective MBT (malignant brain tumor) 
inhibitor with IC50 of 6 μM for L3MBTL1, 5- and 11-fold selective 

over L3MBTL3 and L3MBTL4. 

Epigenetic Reader 
Domain 

Epigenetics 

116 GSK-LSD1 2HCl GSK-LSD1 2HCl is an irreversible, and selective LSD1 inhibitor with 
IC50 of 16 nM, > 1000 fold selective over other closely related FAD 

utilizing enzymes (i.e. LSD2, MAO-A, MAO-B). 

Histone 
Demethylase 

Epigenetics 

117 MI-2 (Menin-
MLL Inhibitor) 

MI-2 (Menin-MLL Inhibitor) is a potent menin-MLL interaction 
inhibitor with IC50 of 446 nM. 

Histone 
Methyltransferase 

Epigenetics 

118 EPZ015666(GS
K3235025) 

EPZ015666 is a potent, selective, orally bioavailable PRMT5 inhibitor 
with IC50 of 5 nM, >20,000-fold selectivity over other PMTs. 

Histone 
Methyltransferase 

Epigenetics 

119 Ricolinostat 
(ACY-1215) 

Rocilinostat (ACY-1215) is a selective HDAC6 inhibitor with IC50 of 5 
nM. It is >10-fold more selective for HDAC6 than HDAC1/2/3 (class I 
HDACs) with slight activity against HDAC8, minimal activity against 

HDAC4/5/7/9/11, Sirtuin1, and Sirtuin2. 

HDAC Epigenetics 

120 Pacritinib 
(SB1518) 

Pacritinib (SB1518) is a potent and selective inhibitor of Janus Kinase 
2 (JAK2) and Fms-Like Tyrosine Kinase-3 (FLT3) with IC50s of 23 and 

22 nM, respectively. 

FLT3 JAK/STAT 

121 HLCL-61 HCL HLCL-61 hydrochloride is a potent and selective PRMT5 inhibitor for 
the treatment of acute myeloid leukemia. 

Histone 
Methyltransferase 

Epigenetics 

122 Pinometostat 
(EPZ5676) 

EPZ-5676 is an S-adenosyl methionine (SAM) competitive inhibitor 
of protein methyltransferase DOT1L with Ki of 80 pM, 

demonstrating >37,000-fold selectivity against all other PMTs 
tested, inhibits H3K79 methylation in tumor. Phase 1. 

Histone 
Methyltransferase 

Epigenetics 

123 C646 C646 is an inhibitor for histone acetyltransferase, and inhibits p300 
with a Ki of 400 nM.  Preferentially selective for p300 versus other 

acetyltransferases. 

Histone 
Acetyltransferase 

Epigenetics 

124 SGC-CBP30 SGC-CBP30 is a potent CREBBP/EP300 inhibitor with IC50 of 21 nM 
and 38 nM, respectively. 

Epigenetic Reader 
Domain 

Epigenetics 

125 PJ34 HCl PJ34 HCl is the hydrochloride salt of PJ34, which is a PARP inhibitor 
with EC50 of 20 nM and is equally potent to PARP1/2. 

PARP DNA Damage 

126 ME0328 ME0328 is a potent and selective PARP inhibitor with IC50 of 0.89 
μM for PARP3, about 7-fold selectivity over PARP1. 

PARP DNA Damage 
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127 GSK J1 GSK-J1 is a highly potent H3K27 histone demethylase inhibitor with 
IC50 of 28 nM and 53 nM in cell-free assays for JMJD3 (KDM6B) and 

UTX (KDM6A), respectively, >10-fold selectivity over other tested 
demethylases. 

Histone 
Demethylase 

Epigenetics 

128 MI-3 (Menin-
MLL Inhibitor) 

MI-3 (Menin-MLL Inhibitor) is a potent menin-MLL interaction 
inhibitor with IC50 of 648 nM. 

Histone 
Methyltransferase 

Epigenetics 

129 AZ6102 AZ6102 is a potent TNKS1/2  inhibitor that has 100-fold selectivity 
against other PARP family enzymes and shows IC50 of 5 nM for Wnt 

pathway inhibition in DLD-1 cells. 

PARP DNA Damage 

130 ZM 39923 HCl ZM 39923 is an JAK1/3 inhibitor with pIC50 of 4.4/7.1, almost no 
activity to JAK2 and modestly potent to EGFR; also found to be 

sensitive to transglutaminase. 

JAK JAK/STAT 

131 Mirin Mirin is a potent Mre11–Rad50–Nbs1 (MRN) complex inhibitor, and 
inhibits Mre11-associated exonuclease activity. 

ATM/ATR DNA Damage 

132 ITSA-1 (ITSA1) ITSA-1 (ITSA1) is an HDAC activator via TSA suppression, but shows 
no activity towards other HDAC inhibitors. 

HDAC Epigenetics 

133 GSK J4 HCl GSK J4 HCl is a cell permeable prodrug of GSK J1, which is the first 
selective inhibitor of the H3K27 histone demethylase JMJD3 and UTX 
with IC50 of 60 nM and inactive against a panel of demethylases of 

the JMJ family. 

Histone 
Demethylase 

Epigenetics 

134 I-BET-762 I-BET-762 is an inhibitor for BET proteins with IC50 of ~35 nM, 
suppresses the production of proinflammatory proteins by 

macrophages and blocks acute inflammation, highly selective over 
other bromodomain-containing proteins. 

Epigenetic Reader 
Domain 

Epigenetics 

135 MM-102 MM-102 is a high-affinity peptidomimetic MLL1 inhibitor with IC50 
of 0.4 μM. 

Histone 
Methyltransferase 

Epigenetics 

136 CPI-203 CPI-203 is a potent BET bromodomain inhibitor with IC50 of 37 nM 
for BRD4. 

Epigenetic Reader 
Domain 

Epigenetics 

137 Nexturastat A Nexturastat A is a potent and selective HDAC6 inhibitor with IC50 of 
5 nM, >190-fold selectivity over other HDACs. 

HDAC Epigenetics 

138 Anacardic Acid Anacardic Acid is a potent inhibitor of p300 and p300/CBP-
associated factor histone acetyltranferases, which has antibacterial 

activity, antimicrobial activity, prostaglandin synthase inhibition, and 
tyrosinase and lipoxygenase inhibition. 

Histone 
Acetyltransferase 

Epigenetics 

139 GSK1324726A 
(I-BET726) 

GSK1324726A is a highly selective inhibitor of BET family proteins 
with IC50 of 41 nM, 31 nM, and 22 nM for BRD2, BRD3 and BRD4. 

Epigenetic Reader 
Domain 

Epigenetics 

140 ORY-1001 (RG-
6016) 2HCl 

ORY-1001 (RG-6016) is an orally active and selective lysine-specific 
demethylase LSD1/KDM1A inhibitor with IC50 of <20 nM, with high 
selectivity against related FAD dependent aminoxidases. Phase 1. 

Histone 
Demethylase 

Epigenetics 

141 SMI-4a SMI-4a is a potent inhibitor of Pim1 with IC50 of 17 nM, modest 
potent to Pim-2, does not significantly inhibit other 

serine/threonine- or tyrosine-kinases. 

Pim JAK/STAT 

142 GSK591 GSK591 (EPZ015866,GSK3203591) is a potent selective inhibitor of 
the arginine methyltransferase PRMT5 with IC50 of 11 nM. 

Histone 
Methyltransferase 

Epigenetics 

143 SGC 0946 SGC 0946 is a highly potent and selective DOT1L methyltransferase 
inhibitor with IC50 of 0.3 nM, is inactive against a panel of 12 PMTs 

and DNMT1. 

Histone 
Methyltransferase 

Epigenetics 

144 RGFP966 RGFP966 is an HDAC3 inhibitor with IC50 of 0.08 μM, exhibits > 200-
fold selectivity over other HDAC. 

HDAC Epigenetics 

145 SGI-1027 SGI-1027 is a DNMT inhibitor with IC50 of 6, 8, 7.5 μM for DNMT1, 
DNMT3A, and DNMT3B 

DNA 
Methyltransferase 

Epigenetics 
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146 MS436 MS436 is a selective BET bromodomain inhibitor with IC50 of <0.085 
μM and 0.34 μM for BRD4 (1) and BRD4 (2). 

Epigenetic Reader 
Domain 

Epigenetics 

147 MG149 MG149 is a potent histone acetyltransferase inhibitor with IC50 of 
74 μM and 47 μM for Tip60 and MOF. 

Histone 
Acetyltransferase 

Epigenetics 

148 BRD4770 BRD4770 is a histone methyltransferase G9a inhibitor with IC50 of 
6.3 μM, and induces cell senescence. 

Histone 
Methyltransferase 

Epigenetics 

149 Niraparib (MK-
4827) tosylate 

MK-4827(Niraparib) tosylate is a selective inhibitor of PARP1/PARP2 
with IC50 of 3.8 nM/2.1 nM. 

PARP DNA Damage 

150 GSK2879552 
2HCl 

GSK2879552 2HCl is a potent, selective, orally bioavailable, 
irreversible LSD1 inhibitor with Kiapp of 1.7 μM. Phase 1. 

Histone 
Demethylase 

Epigenetics 

151 BIX 01294 BIX01294 is an inhibitor of G9a histone methyltransferase with IC50 
of 2.7 μM, reduces H3K9me2 of bulk histones, also weakly inhibits 
GLP (primarily H3K9me3), no significant activity observed at other 

histone methyltransferases. 

Histone 
Methyltransferase 

Epigenetics 

152 MS023 MS023 is a potent, selective, and cell-active Type I PRMT inhibitor 
with IC50 of 30 nM, 119 nM, 83 nM, 4 nM, and 5 nM for PRMT1, 

PRMT3, PRMT4, PRMT6 and PRMT8, respectively. 

Histone 
Methyltransferase 

Epigenetics 

153 UNC1215 UNC1215 is a potent and selective MBT (malignant brain tumor) 
antagonist, which binds L3MBTL3 with IC50 of 40 nM and Kd of 120 

nM, 50-fold selective versus other members of the human MBT 
family. 

Epigenetic Reader 
Domain 

Epigenetics 

154 GSK2801 GSK2801 is a selective bromodomains inhibitor with IC50 of 257 nM 
and 136 nM, 

Epigenetic Reader 
Domain 

Epigenetics 

155 JIB-04 JIB-04 is a pan-selective Jumonji histone demethylase inhibitor with 
IC50 of 230, 340, 855, 445, 435, 1100, and 290 nM for JARID1A, 

JMJD2E, JMJD3, JMJD2A, JMJD2B, JMJD2C, and JMJD2D in cell-free 
assays, respectively. 

Histone 
Demethylase 

Epigenetics 

156 PFI-3 PFI-3 is a selective chemical probe for SMARCA bromodomains, 
including SMARCA2, SMARCA4 and PB1(5) bromodomains. 

Epigenetic Reader 
Domain 

Epigenetics 

157 Decernotinib 
(VX-509) 

Decernotinib (VX-509) is a potent and selective JAK3 inhibitor with Ki 
of 2.5 nM, >4-fold selectivity over JAK1, JAK2, and TYK2, 

respectively. Phase 2/3. 

JAK JAK/STAT 

158 Filgotinib 
(GLPG0634) 

Filgotinib (GLPG0634) is a selective JAK1 inhibitor with IC50 of 10 
nM, 28 nM, 810 nM, and 116 nM for JAK1, JAK2, JAK3, and TYK2, 

respectively. Phase 2. 

JAK JAK/STAT 

159 Remodelin Remodelin is a potent acetyl-transferase NAT10 inhibitor. Histone 
Acetyltransferase 

Epigenetics 

160 GSK503 GSK503 is a potent and specific EZH2 methyltransferase inhibitor. Histone 
Methyltransferase 

Epigenetics 

161 UPF 1069 UPF 1069 is a selective PARP2 inhibitor with IC50 of 0.3 μM. It is 
~27-fold selective against PARP1. 

PARP DNA Damage 

162 Mitomycin C Mitomycin C is an antineoplastic antibiotic by inhibiting DNA 
synthesis, used to treat different cancers. 

DNA/RNA 
Synthesis 

DNA Damage 

163 AZD1208 AZD1208 is a potent, and orally available Pim kinase inhibitor with 
IC50 of 0.4 nM, 5 nM, and 1.9 nM for Pim1, Pim2 and Pim3. Phase 1. 

Pim JAK/STAT 

164 Bromosporine Bromosporine is a broad spectrum inhibitor for bromodomains with 
IC50 of 0.41 μM, 0.29 μM, 0.122 μM and 0.017 μM for BRD2, BRD4, 

BRD9 and CECR2, respectively. 

Epigenetic Reader 
Domain 

Epigenetics 
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165 RG2833 
(RGFP109) 

RG2833 (RGFP109) is a brain-penetrant HDAC inhibitor with IC50 of 
60 nM and 50 nM for HDAC1 and HDAC3, respectively. 

HDAC Epigenetics 

166 TMP269 TMP269 is a potent, selective class IIa HDAC inhibitor with IC50 of 
157 nM, 97 nM, 43 nM and 23 nM for HDAC4, HDAC5, HDAC7 and 

HDAC9. 

HDAC Epigenetics 

167 4SC-202 4SC-202 is a selective class I HDAC inhibitor with IC50 of 1.20 μM, 
1.12 μM, and 0.57 μM for HDAC1, HDAC2, and HDAC3. Also displays 

inhibitory activity against Lysine specific demethylase 1 (LSD1). 
Phase 1. 

HDAC Epigenetics 

168 UNC0631 UNC0631 is a potent histone methyltransferase G9a inhibitor with 
IC50 of 4 nM. 

Histone 
Methyltransferase 

Epigenetics 

169 CPI-360 CPI-360 is a potent, selective,and SAM-competitive EZH1 inhibitor 
with IC50 of 102.3 nM, >100-fold selectivity over other 

methyltransferases.  

Histone 
Methyltransferase 

Epigenetics 

170 EPZ011989 EPZ011989 is a potent, selective, orally bioavailable EZH2 inhibitor 
with Ki of <3 nM. 

Histone 
Methyltransferase 

Epigenetics 

171 Scriptaid Scriptaid is an inhibitor of HDAC. It shows a greater effect on 
acetylated H4 than H3. 

HDAC DNA Damage 

172 BI-7273 BI-7273 is a potent, selective, and cell-permeable BRD9 BD Inhibitor. Epigenetic Reader 
Domain 

Epigenetics 

173 Gemcitabine 
HCl 

Gemcitabine HCl is a DNA synthesis inhibitor with IC50 of 50 nM, 40 
nM, 18 nM, 12 nM in PANC1, MIAPaCa2, BxPC3 and Capan2 cells. 

DNA/RNA 
Synthesis 

DNA Damage 

174 Carboplatin Carboplatin is a DNA synthesis inhibitor by binding to DNA and 
interfering with the cell's repair mechanism in A2780, SKOV-3, 

IGROV-1, and HX62 cells. 

DNA/RNA 
Synthesis 

DNA Damage 

175 Daptomycin Daptomycin is a novel antibiotic with rapid in vitro bactericidal 
activity against gram-positive organisms. 

DNA/RNA 
Synthesis 

DNA Damage 

176 Mizoribine Mizoribine is an imidazole nucleoside, selectively inhibits inosine 
monophosphate synthetase and guanosine monophosphate 

synthetase. 

DNA/RNA 
Synthesis 

DNA Damage 

177 Cytarabine Cytarabine is an antimetabolic agent and DNA synthesis inhibitor 
with IC50 of 16 nM in wild-type CCRF-CEM cells. 

DNA/RNA 
Synthesis 

DNA Damage 

178 Nedaplatin Nedaplatin is a derivative of cisplatin and DNA damage agent for 
tumor colony forming units with IC50 of 94 μM. 

DNA/RNA 
Synthesis 

DNA Damage 

179 Procarbazine 
HCl 

Procarbazine HCl is a hydrochloride salt form of procarbazine which 
is a polyfunctional alkylating compound, used for the treatment of 

Hodgkin's lymphoma. 

DNA/RNA 
Synthesis 

DNA Damage 

180 Blasticidin S 
HCl 

Blasticidin S HCl is a nucleoside antibiotic isolated from Stretomyces 
girseochromogenes, and acts as a DNA and protein synthesis 
inhibitor, used to select transfected cells carrying bsr or BSD 

resistance genes. 

DNA/RNA 
Synthesis 

DNA Damage 

181 APTSTAT3-9R APTSTAT3-9R is a specific STAT3-binding peptide with addition of a 
cell-penetrating motif. The treatment of APTSTAT3-9R in various 
types of cancer cells blocks STAT3 phosphorylation and reduces 

expression of STAT targets. 

STAT JAK/STAT 

 

 


