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I. Le médulloblastome 

1. Epidémiologie 

Le médulloblastome (MB) est la tumeur cérébrale maligne pédiatrique la plus répandue 

chez l’enfant, représentant 15 à 20% des tumeurs cérébrales. Actuellement, les tumeurs 

cérébrales sont la première cause de décès par cancer chez l’enfant. Le taux de survie à 5 ans 

pour les patients atteints de tumeurs embryonnaires du système nerveux central (SNC), comme 

le MB, est de 54%. Le pronostic de ces tumeurs pédiatriques est par ailleurs nettement plus 

sombre avant l’âge d’un an : 62 % de survie à 5 ans contre 81 % pour les 10-14 ans (Millard & 

De Braganca, 2016; Pollack et al., 2019). Du fait de son origine embryonnaire, le MB affecte 

plus communément les enfants que les adultes, le MB ne représente que seulement 1% des 

tumeurs cérébrales chez l’adulte.  

En France, 150 nouveaux cas de MB sont diagnostiqués par an. L'incidence du MB est 

de 5 à 10 cas pour 1 000 000 d'enfants par an en France. Cette incidence annuelle est estimée à 

0,5 pour 100 000 enfants de moins de 15 ans (Desandes et al., 2014). La survie à 5 ans des 

enfants atteints de MB est estimée à 75-85% en absence de métastases. Malheureusement, 

malgré les traitements, la fréquence des récidives reste élevée, en particulier en cas de 

métastases dès le diagnostic, et ceci dans 30% des cas.  

Cette tumeur embryonnaire du SNC se développe au niveau de la fosse postérieure du 

SNC, dans le cervelet qui est le centre organisationnel du contrôle moteur et des fonctions 

cognitives motrices. Certaines de ces tumeurs vont métastaser et disséminer principalement au 

niveau de la surface leptoméningée du cerveau et au niveau de la moelle épinière, ainsi 

qu’exceptionnellement en dehors du SNC. Dans la plupart des cas, le MB est une tumeur qui 

apparait de manière sporadique, seulement 5% des cas sont dus à une prédisposition héréditaire, 

associés à certaines pathologies comme le syndrome de Turcot, le syndrome de Gorlin, le 

syndrome de Li-Fraumeni. De plus, le MB est plus fréquent chez les garçons que chez les filles 

avec un sex ratio de 1,5 : 1 et ne présente aucune prédisposition raciale ou ethnique (Millard & 

De Braganca, 2016). 

Sur le plan clinique, cette tumeur cérébrale se caractérise par une augmentation de la 

pression intracrânienne et une dysfonction cérébelleuse avec pour symptômes les plus 

fréquents :  des vomissements et une ataxie. Des dysfonctionnements moteurs apparaissent plus 

tardivement dans le développement de la maladie. Le diagnostic de la pathologie se fait grâce 

à la réalisation d’une imagerie par résonnance magnétique (IRM) crâniospinale et par l’analyse 

biopathologique de la biopsie.  
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2. Classification du médulloblastome 

2.1. Classification histologique du médulloblastome 

La classification histologique du MB repose sur l’évaluation morphologique des 

échantillons tumoraux. La classification de l’organisation mondiale de la santé (OMS) de 2007 

détermine quatre formes de MB (Louis et al., 2007) (Figure 1) : 

- La forme classique : elle représente environ 70% des cas de MB. Elle se caractérise par 

des cellules aux noyaux hyperchromatiques ainsi que par la présence de pseudo-rosettes 

de Homer-Wright. 

- La forme desmoplasique/nodulaire : elle représente 15% des cas et est caractérisée par 

la présence de fibres de collagène ou de réticuline ainsi que de nodules correspondant à 

des zones de maturation neuronale. 

- La forme à nodularité extensive : On la retrouve principalement chez les plus jeunes 

enfants et se caractérise par une forte présence de nodules. 

- La forme à grandes cellules/anaplasique : elle représente 4% des cas de MB. Au 

microscope, les cellules tumorales sont de forme ronde de grandes dimensions, elles 

possèdent des noyaux pléomorphes avec des nucléoles proéminents. On peut aussi 

observer de grandes zones de nécroses et une activité mitotique et apoptotique élevée. 

 

Figure 1 : Caractéristiques histologiques et morphologiques des différents types de médulloblastome  

(A) Médulloblastome classique avec des arrangements palissadiques, (B) médulloblastome 

desmoplasique/nodulaire défini par des zones nodulaires claires cerclées par la réticuline et des zones de 

desmoplasie marquées par la coloration argentique, (C) médulloblastome à nodularité extensive avec nodules 

clairs (D) médulloblastome anaplasique caractérisé par un pléomorphisme nucléaire après coloration 

hématoxyline/éosine. (Figure adaptée de l’article de Siegfried A et al., 2018) 
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Cependant, même si 70% des patients ont une forme classique, leur réponse aux traitements 

reste très variable et leur pronostic incertain. Ceci sous-entend qu’il existe une hétérogénéité au 

sein des MB et que la classification histologique n’est pas suffisante pour déterminer le 

pronostic et le choix des traitements des patients. 

 

 

2.2. Classification moléculaire du médulloblastome 

Plus récemment, plusieurs études moléculaires ont identifié quatre sous-groupes de 

MB : le sous-groupe WNT (Wingless), le sous-groupe Sonic Hedgehog (SHH), le sous-groupe 

3 et 4 (non-WNT/non-SHH) (Figure 2). Cette nouvelle classification moléculaire fût ajoutée à 

la classification de l’OMS concernant les tumeurs cérébrales (Louis et al., 2021). Chaque sous-

groupe possède des drivers moléculaires spécifiques, des caractéristiques cliniques et 

pronostiques propres à chacun. En effet, le sous-groupe WNT et le sous-groupe SHH (TP53 

non muté), nommés par le nom de la voie de signalisation impliquée dans la pathologie 

(Wingless et Sonic Hedgehog, respectivement), sont associés à un meilleur pronostic, 

contrairement au sous-groupe SHH (TP53 muté), ainsi que les sous-groupes 3 et 4, qui eux sont 

plus agressifs et se caractérisent par un risque important de récidives liées à un potentiel de 

dissémination métastasique élevé. Les voies de signalisation impliquées dans les sous-groupes 

3 et 4 des MB ne sont pas encore clairement définies, mais récemment les travaux de Hendrikse 

et al., ont mis en avant l’implication de la dysfonction du complexe CBFA (core binding factor 

alpha) dans ces sous-groupes (Hendrikse et al., 2022). 
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Figure 2 : Comparaison des quatre sous-groupes moléculaires de médulloblastome  

Le médulloblastome est composé de quatre sous-groupes moléculaires distincts : le sous-groupe WNT, le sous-

groupe SHH, le sous-groupe 3 et le sous-groupe 4. Ces quatre sous-groupes correspondent à différentes 

caractéristiques moléculaires et cliniques. WNT : Wingless, SHH : Sonic Hedgehog ; LCA : large anaplasic cell. 

(D’après Taylor et al., 2012) 
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2.2.1. Le sous-groupe WNT 

Le sous-groupe WNT ne représente que 10% des MB et a un meilleur pronostic que les 

autres sous-groupes. Les patients du sous-groupe WNT ont un taux de survie d’environ 90% 

(Zou et al., 2020). Le sex ratio est équivalent pour les hommes et les femmes (1 :1). Les MB de 

sous-groupe WNT peuvent survenir à tout âge mais sont plus rares chez les nourrissons (M. D. 

Taylor et al., 2012). Ce sous-groupe se caractérise par de fréquentes mutations touchant la voie 

de signalisation WNT (Figure 3). Cette voie de signalisation joue un rôle important dans le 

développement embryonnaire et l’homéostasie tissulaire chez l’adulte et elle est impliquée dans 

de nombreux cancers (Duchartre et al., 2016). L’élément clé de cette voie de signalisation est 

la β-caténine qui lorsqu’elle s’accumule dans le noyau va activer la transcription des gènes 

cibles de la voie WNT (MacDonald et al., 2009). Dans le cas du MB, on retrouve certaines 

mutations germinales, touchant l’inhibiteur de la voie WNT par exemple : l’Adenomatous 

Polyposis Coli (APC), qui prédisposent au syndrome de Turcot, mais aussi des mutations 

somatiques comme sur le gène CTNNB1, codant la β-caténine, présentent dans 75% des tumeurs 

WNT.    

Figure 3 : La voie de signalisation WNT  

(A) Schéma représentant la voie de signalisation WNT sous sa forme non-activée. En l'absence de Wnt, la β-

caténine cytoplasmique forme un complexe avec l'Axine, l'APC, la GSK3 et la CK1, et est phosphorylée par la 

CKI puis par la GSK3. La β-caténine phosphorylée est reconnue par l'ubiquitine ligase E3 β-Trcp ce qui entraine 

sa dégradation via le protéasome. Les gènes cibles Wnt sont réprimés par le TCF-TLE et les histones désacétylases 

(HDAC). (B) Schéma représentant la voie de signalisation WNT sous sa forma activée. En présence du ligand 

Wnt, un complexe récepteur se forme entre Fz et LRP5/6. Le recrutement de la protéine Dvl, par le récepteur 

Frizzled (Fz), conduit à la phosphorylation du LRP5/6 et au recrutement de l'Axine, ce qui perturbe la 

phosphorylation/dégradation de la β-caténine par l'Axine. Cela permet à la β-caténine de s'accumuler dans le noyau 

où elle sert de co-activateur pour le complexe TCF afin d'activer les gènes cibles de la voie WNT. (Figure tirée de 

la revue de MacDonald et al., 2009) 
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2.2.2. Le sous-groupe SHH 

Le sous-groupe SHH est présent chez 30% des patients atteints de MB. Ces tumeurs 

sont plus fréquentes chez les jeunes enfants (< 4 ans) ainsi que chez les adultes (>16 ans) et 

touchent autant les femmes que les hommes (sex ratio 1 :1) (Sengupta et al., 2017). Le sous-

groupe SHH se caractérise par une activation anormale de la voie de signalisation Sonic 

Hedgehog (Sigafoos et al., 2021) (Figure 4), impliquée dans le développement embryonnaire 

et la réparation tissulaire (Skoda et al., 2018). Ceci est causé par des mutations somatiques ou 

germinales touchant les membres de la voie SHH, comme PTCH1, SMO, SUFU, ou encore par 

l’amplification du facteur de transcription GLI2 (Shih et al., 2014). Le pronostic des tumeurs 

SHH est plus sombre que celui des tumeurs WNT. En effet, les MB de sous-groupe SHH ont 

une barrière hématoencéphalique (BHE) intacte, ce qui les rend moins sensibles aux 

chimiothérapies que les MB de sous-groupes WNT (Phoenix et al., 2016). De plus, le pronostic 

des patients atteints d’un MB de sous-groupe SHH va être variable selon la présence ou non de 

la mutation TP53. Il a été démontré que la mutation TP53 jouait un rôle dans le pronostic. Ainsi, 

un patient ayant une mutation TP53 a un taux de survie drastiquement plus faible qu’un patient 

atteint d’un MB SHH de type TP53 non-muté (Zhukova et al., 2013). 

Figure 4 : La voie de signalisation SHH 

A) En l'absence de liaison au ligand SHH (Hh), PTCH inhibe SMO. Les facteurs de transcription GLI sont 

séquestrés par SUFU et phosphorylés par PKA, CK1, et GSK3β, entrainant le clivage de GLI. Le clivage du 

domaine C-terminal crée GLIr, la forme répressive du facteur de transcription. GLIr se transloque ensuite dans le 

noyau et réprime la transcription des gènes cibles de la voie SHH. B) Le ligand SHH se lie au domaine 

extracellulaire de PTCH ce qui l’inhibe et stoppe les effets répressifs de PTCH sur SMO. SMO inhibe alors la 

séquestration par SUFU de GLI et la phosphorylation par PKA, CK1, et GSK3β, épargnant GLI du clivage 

protéolytique. La forme complète de GLI est un activateur transcriptionnel qui se transloque dans le noyau et 

favorise la transcription des gènes cibles de la voie SHH. (Figure tirée de la revue de Sigafoos et al., 2021) 
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2.2.3. Le sous-groupe 3 

Les MB de sous-groupe 3 représentent 15%-25% de l’ensemble des MB et se retrouvent 

plus communément chez les garçons. Le sous-groupe 3 a le pronostic le plus sombre. En effet, 

le taux de survie des patients atteints de ce type de tumeurs varie de 39 à 58% et va dépendre 

de l’âge du patient ainsi que de la stratégie thérapeutique utilisée. Ce mauvais pronostic est dû 

à la présence de métastases chez 50% des patients au moment du diagnostic (Menyhárt et al., 

2019).  L’évènement cytogénétique le plus courant de ce type de tumeur est l’isochromosome 

17q (i17q) présent dans 50% des cas. D’autres évènements sont aussi fréquemment retrouvés 

comme la perte des chromosomes 8, 10q et 16q, ainsi que le gain des chromosomes 1q, 7 et 18 

(Shih et al., 2014; Zou et al., 2020). Les MB de sous-groupe 3, contrairement aux sous-groupes 

WNT et SHH, ne sont pas liés à l’activation anormale d’une voie de signalisation en particulier. 

En revanche, ce sous-groupe se caractérise par une amplification récurrente de MYC, d’une 

surexpression de GABRA5, d’une duplication de SNCAIP ainsi que des mutations touchant 

SMARCA4 (Menyhárt et al., 2019).  

 

2.2.4. Le sous-groupe 4 

Le MB de sous-groupe 4 est le plus courant de tous les MB (35-45%) et reste le sous-

groupe le moins bien caractérisé dans la littérature. Tout comme les MB de sous-groupe 3, son 

pronostic reste sombre à cause d’une forte dissémination métastasique chez les patients, de 35% 

à 45% au moment du diagnostic (Zou et al., 2020). Récemment, il a été démontré que les 

tumeurs des sous-groupes non-WNT/non-SHH sont entraînées par une fonction perturbée du 

complexe CBFA. Notamment, les altérations touchant les membres de ce complexe, CBFA2T2 

et CBFA2T3, sont fortement présentes dans les tumeurs du sous-groupes 4 (Hendrikse et al., 

2022). Concernant la cytogénétique, le sous-groupe 4 présente des aberrations fréquentes sur 

l’i17q dans 80% des cas. Les autres modifications, moins fréquentes, sont le gain du 

chromosome 7 et 18q et la perte des chromosomes 8q, 8p, 11p et X (Shih et al., 2014). Ce type 

de tumeurs se caractérise au niveau moléculaire par une surexpression de certains gènes, comme 

le gène PRDM6 (17% des cas) et GFI1/GFI1B (5 à 10% des cas), des mutations somatiques, 

impliquant par exemple le gène KDM6A (9%) ou KMT2C (6%), ou encore des amplifications 

de gènes avec MYCN (6%), OTX2 (6%) et CDK6 (6%) (Shih et al., 2014; Zou et al., 2020). 
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2.2.5. Une hétérogénéité au sein même des différents sous-groupes 

Il existe également une hétérogénéité au sein même des différents sous-groupes de MB. 

En effet, des études antérieures ont reconnu l’existence de sous-divisions supplémentaires, en 

particulier au sein des groupes 3 et 4 (Cho et al., 2011), étiquetées α, β, γ, δ (M. D. Taylor et 

al., 2012) (Tableau 1).  

L’équipe de Cavalli a permis d’identifier ces différents sous-types en étudiant une cohorte 

de 763 échantillons de tumeurs primaires de MB. En se basant sur les mutations somatiques, 

les aberrations du nombre de copies et les caractéristiques cliniques de chaque échantillon, ils 

ont identifié 12 sous-types de MB (Cavalli et al., 2017). Concernant le sous-groupe WNT, deux 

sous-types ont été caractérisés : WNTα et WNTβ. Les patients de ces deux sous-types ont le 

même pourcentage de survie mais les tumeurs WNTα se retrouvent principalement chez les 

enfants avec une monosomie du chromosome 6 ubiquitaire contrairement aux tumeurs WNTβ 

qui touchent des patients plus âgés qui ont une diploïdie pour le chromosome 6.  

Pour le sous-groupe SHH, quatre sous-types ont été mis en évidence : α, β, γ, δ. Le sous-

type α affecte plutôt les enfants compris entre 3 et 16 ans et correspond au pire pronostic, en 

partie dû à la mutation TP53 fortement présente. Il se caractérise par la perte des chromosomes 

9q, 10q et 17p ainsi que par l’amplification de MYCN, GLI2 et YAP1. Les sous-types β et γ 

affectent les nourrissons (< 3 ans). Le taux de survie des patients porteurs de tumeurs SHHβ est 

pire que celui de ceux porteurs de tumeurs SHHγ, notamment parce que les tumeurs SHHβ 

métastasent plus fréquemment. Contrairement au sous-type SHHγ qui sont des tumeurs à 

nodularité extensive et silencieuses sur le plan moléculaire, les tumeurs SHHβ se caractérisent 

par une fréquente délétion du gène PTEN. Le sous-groupe SHHδ,  concerne principalement les 

MB survenant chez les adultes, avec un pronostic favorable, et se caractérise par des mutations 

sur le promoteur TERT (Cavalli et al., 2017; Lafay-Cousin et al., 2016).  

Les travaux de Cavalli et al. ont aussi permis de découvrir trois sous-types de MB dans 

le sous-groupe 3, nommés α, β, γ, qui possèdent des caractéristiques moléculaires et cliniques 

variables. Le sous-type 3α affecte particulièrement les enfants en bas âge (< 3 ans) 

contrairement aux sous-types β et γ. Les MB de type 3α et 3β sont de meilleur pronostic que 

les MB de type 3γ, en raison d’une moins grande fréquence de forme métastatique au diagnostic 

pour le sous-type 3β. Au niveau cytogénétique, le MB de sous-type 3α se caractérise par la perte 

du chromosome 8q contrairement au sous-type γ où un gain du chromosome 8q est fréquent, se 

traduisant par l’augmentation du nombre de copies de MYC. Les patients atteints d’un MB de 

sous-type 3β montrent quant à eux une haute fréquence d’activation des oncogènes, GFI1 et 

GFI1B, ainsi qu’une amplification du gène OTX2 (Cavalli et al., 2017).   
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L’étude de Cavalli et al a aussi mis en évidence une hétérogénéité intra-tumorale dans les 

MB de sous-groupe 4 en identifiant trois sous-types différents : α, β, γ. Les patients de ces trois 

sous-types ont un même taux de survie, ainsi qu’une fréquence similaire de métastases au 

diagnostic. L’âge médian des patients atteints de ce type de tumeurs est légèrement plus élevé 

pour le sous-type 4β (10 ans) contrairement aux deux autres sous-types (7-8 ans). Sur le plan 

moléculaire, les sous-types 4α et 4γ sont assez similaires car ils présentent tous deux une 

amplification de MYCN et CDK6 ainsi qu’une perte du chromosome 8q et un gain du 

chromosome 7q. Seul le sous-type 4β est différent puisque les tumeurs sont fortement enrichies 

avec la duplication de SNCAIP, et de i17q qui est omniprésente (Cavalli et al., 2017).  

Il est donc important de souligner que même si le consensus établit quatre sous-groupes 

de MB, l’hétérogénéité intra-tumorale est à prendre en compte. En effet, l’identification des 

aberrations cytogénétiques et des voies de signalisations spécifiquement enrichies dans ces 

différents sous-types vont apporter d’importantes informations pour la création de modèles 

précliniques plus proches de la réalité et ainsi permettre des approches thérapeutiques plus 

personnalisées pour les patients.  

 

Tableau 1 : Caractéristiques de chaque sous-groupe de médulloblastome  

(Adapté de Kijima et al. 2016 et Cavalli et al., 2017) 
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3. Les traitements  

3.1. Les traitements conventionnels 

Actuellement, les traitements contre le MB basés sur les facteurs de risque des patients 

utilisent la chirurgie, la radiothérapie (RT) et/ou la chimiothérapie. Historiquement, les critères 

de stratifications des MB reposaient sur des données cliniques et pathologiques comme l’âge 

du patient, la présence de métastases ou non et les différents sous-types histologiques cités 

précédemment. Aujourd’hui, des groupes de facteurs de risque sont définis en fonction du taux 

de survie des patients. En effet, on retrouve les patients atteints de MB considérés de faible 

risque, avec un taux de survie supérieur à 90% (au niveau moléculaire principalement les MB 

de sous-groupe WNT), de risque standard avec un taux de survie compris entre 75% et 90% 

(groupe SHH et groupe 4 non métastasique), de risque élevé (taux de survie compris entre 50% 

et 75%) et les patients à risque très élevé dont le taux de survie est inférieur à 50% (groupe 3 et 

SHH avec la mutation TP53) (Ramaswamy et al., 2016) (Tableau 2). Cependant, il est 

actuellement reconnu que le MB est composé de sous-groupes moléculaires distincts qui 

répondent différemment aux traitements. Cette nouvelle classification moléculaire s’ajoute aux 

données à prendre en compte afin d’identifier le risque réel de récidives (Louis et al., 2021). 

 

Tableau 2 : Les stratifications des risques pour les sous-groupes de médulloblastome 

(Adapté de Ramaswamy et al., 2016) 
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La première étape dans le traitement du MB est la chirurgie avec une résection maximale 

de la tumeur. Malheureusement, cette exérèse peut s’accompagner de complications, comme 

un mutisme cérébelleux (touchant ¼ des patients), et dans certains cas la tumeur n’est pas 

opérable. La seconde approche thérapeutique standard est la RT accompagnée ou non d’une 

chimiothérapie. En effet, l’irradiation crâniospinale est essentielle dans le traitement du MB 

pour éviter notamment le risque de dissémination métastatique. La dose conventionnelle de RT 

administrée aux patients à haut risque est de 36 Gray (Gy) et de 24 Gy pour les patients à risque 

standard, au niveau de l’ensemble du système nerveux centrale, en 30 fractions suivies d’un 

boost au niveau de la fosse postérieure à 54-56 Gy (Stripay et al., 2020). Selon les facteurs de 

risque des patients, différents schémas thérapeutiques vont être mis en place et incluant des 

cocktails de chimiothérapies comme par exemple : la vincristine, le VP16, le carboplatine et/ou 

des agents alkylants comme le cyclophosphamide (Sengupta et al., 2017). Pour les patients à 

faible risque, les essais cliniques en cours sont conçus pour réduire la dose de RT crâniospinale 

dans le but de réduire les effets secondaires à long terme. Chez les patients de moins de 3 à 5 

ans, la RT a tendance à être évitée et remplacée par une chimiothérapie intensive 

(chimiothérapie à haute dose suivie de l’administration de cellules souches hématopoïétiques 

autologues) pour les formes à plus haut risque, et par une chimiothérapie à base de méthotrexate 

par voie systémique et intraventriculaire pour les formes standards (Remke & Ramaswamy, 

2018).  

Des effets secondaires importants, secondaires à la résection chirurgicale, à la RT et à la 

chimiothérapie, sont le plus souvent observés comme les déficits neurocognitifs, la perte 

auditive et les déficits endocriniens (Mulhern et al., 2005). Notamment, la RT a de nombreux 

effets tardifs, d’autant plus fréquents que les enfants sont plus jeunes, en particulier des déficits 

neurocognitifs et neuroendocriniens, des tumeurs bénignes ou malignes secondaires ou encore 

des anomalies vasculaires cérébrales (Mulhern et al., 2005). L’enjeu aujourd’hui est donc 

d’améliorer le taux de survie des patients atteints de MB tout en minimisant la toxicité de ces 

traitements.  

Pour cela, plusieurs études cliniques ont été réalisées pour évaluer les effets d’une 

réduction de la dose et/ou du champ de l’irradiation (23,4 Gy), avec l’ajout de schémas de 

chimiothérapie (Gajjar et al., 2006; Merchant et al., 2008; Packer et al., 2006) montrant 

globalement des taux de survie sans évènement encourageant chez les patients atteints de MB 

non-disséminés ainsi qu’une relative préservation de leur qualité de vie et de leurs fonctions 

intellectuelles. Des études plus récentes, comme l’essai clinique COG ACNS1422 évalue une 

dose d’irradiation crâniospinale plus réduite, à 18 Gy, suivie d’une augmentation de la dose au 
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niveau du site primaire à 54 Gy ainsi qu’une approche de chimiothérapie réduite et sans 

vincristine, chez des patients du groupe WNT de risque standard (Children’s Oncology Group, 

2022). D’autres essais cliniques en cours comme l’étude SJMB12 s’intéresse aux effets de 

l’ajout de la gemcitabine et du pemetrexed, un antifolate multicible, au traitement standard chez 

les patients atteints d’un MB de risque élevé du sous-groupe 3 et 4 (Khan et al., 2021).  

A l’heure actuelle, les sous-groupes 3 et 4 de MB et SHH TP53 muté ont un pronostic 

péjoratif malgré les traitements actuels. Il est donc imminent de trouver de nouveaux traitements 

et une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires de ces tumeurs permettra à terme 

l’élaboration de nouvelles thérapies ciblées. 

 

3.2. Les thérapies ciblées 

Les progrès scientifiques au niveau moléculaire et génétique des dernières décennies ont 

amélioré nos connaissances sur le développement tumoral et ont permis l’essor d’une nouvelle 

génération de thérapies : les thérapies ciblées. Ces thérapies ont l’avantage de reconnaitre 

spécifiquement une molécule cible dans les cellules tumorales pour ralentir leur croissance et 

leur propagation en provoquant moins de dommages sur les cellules saines que les thérapies 

non-ciblées.  

 

3.2.1. Thérapies ciblées des médulloblastomes de sous-groupe WNT 

Les MB WNT sont de meilleur pronostic et se caractérisent par de fréquentes mutations 

touchant la voie de signalisation WNT, comme le gène CTNNB1 ou APC, qui sont 

potentiellement des cibles thérapeutiques. Cependant, cibler la voie de signalisation WNT 

interférerait avec des mécanismes physiologiques trop importants et pourrait altérer la 

chimiosensibilité des tumeurs WNT. C’est pourquoi aucune thérapie ciblée n’est en cours de 

développement concernant ce sous-groupe (Menyhárt et al., 2019).  

 

3.2.2. Thérapies ciblées des médulloblastomes de sous-groupe SHH 

Le MB SHH est le sous-groupe le plus étudié et le mieux caractérisé au niveau 

moléculaire. En effet, les mutations caractéristiques de ce sous-groupe sont bien connues et 

touchent les membres de la voie de signalisation SHH tels que PTCH1, SMO, SUFU. 

L’identification des mutations PTCH1 et SMO, présentes dans 80% des tumeurs du groupe 

SHH, a conduit à des études précliniques sur des inhibiteurs de SMO (Kool et al., 2014; Rudin 

et al., 2009) et plus récemment à des essais cliniques (Robinson et al., 2015; Rodon et al., 2014) 

testant le vidmodegib, l’erismodegib ou encore le saridegib. L’essai clinique de Robison et al., 
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a montré que l’inhibition de SMO par le vismodegib était efficace sur les tumeurs SHH 

récurrentes mais que cela n’avait aucun effet sur les tumeurs non-SHH (Robinson et al., 2015). 

Certains patients ont développé une résistance au vismodegib et d’après les recherches de Kool 

et al., il semblerait que les patients avec une mutation PTCH1 soient plus sensibles aux 

inhibiteurs SMO alors que les patients avec des mutations SUFU et/ou une amplification 

MYCN seraient plus résistants au traitement (Kool et al., 2014). Une étude plus récente a testé 

un nouvel inhibiteur SMO, le MK-4101, différent des autres inhibiteurs SMO via sa structure, 

qui semblerait être efficace sur les tumeurs de MB SHH résistantes au vismodegib (Filocamo 

et al., 2016).  

D’autres recherches se sont appuyées sur l’utilisation des inhibiteurs de la 

phosphoinositide 3-kinase (PI3K) puisque l’activité de cette dernière est dérégulée dans le MB. 

En effet, la voie PI3K a été décrite comme étant un autre mécanisme potentiel de résistance et 

semblerait être une thérapie efficace dans le MB SHH avec les inhibiteurs SMO (Buonamici et 

al., 2010) et un traitement a été réalisé sur des modèles in vitro et in vivo (Ehrhardt et al., 2015). 

L’amplification du facteur de transcription GLI2 de la voie SHH fait aussi partie des 

caractéristiques moléculaires des tumeurs SHH. Des équipes de recherche ont alors cibler le 

facteur de transcription GLI à l’aide de petites molécules antagonistes appelées GANT (Lauth 

et al., 2007) ou ATO pour Arsenic trioxyde (Kim et al., 2010). L’utilisation de ces antagonistes 

de GLI a démontré qu’en inhibant la transcription médiée par GLI, on obtient une diminution 

de la croissance des cellules tumorales in vitro et in vivo (Kim et al., 2010; Lauth et al., 2007; 

Lin et al., 2016). De plus, l’équipe de Lin a mis en avant que la suppression de GLI entraine 

une augmentation de l’apoptose médiée par la voie mitochondriale dans les cellules de MB, et 

que ceci améliore la réponse au traitement par le cisplatine (Lin et al., 2016).  

D’autres études précliniques ont montré différentes voies impliquées suggérant de 

nouvelles cibles thérapeutiques efficaces. Certaines études se sont concentrées sur des 

inhibiteurs des régulateurs clés du cycle cellulaire, comme les kinases AURORA ou polo-like-

kinase (PLK). L’inhibition de ces kinases entraine, in vitro, un arrêt du cycle cellulaire et 

l’apoptose, et in vivo une diminution de la croissance tumorale accompagnée d’une 

augmentation de la sensibilité aux chimiothérapies (Markant et al., 2013; Triscott et al., 2013). 

La phosphodiestérase 4D (PDE4D) semblerait être aussi une cible thérapeutique prometteuse. 

Cette enzyme agit en aval de la signalisation SHH contrôlant sa transduction, et son inhibition 

a entrainé une diminution de la croissance tumorale du MB (Ge et al., 2015). 

L’ensemble de ces études suggère que les MB du sous-groupe SHH sont susceptibles 

d’être sensibles à de multiples cibles thérapeutiques.  
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3.2.3. Thérapies ciblées de médulloblastome de sous-groupe 3 et 4  

Le pronostic des MB de sous-groupe 3 et 4 reste le plus sombre. En effet, ce sont les MB 

les plus agressifs avec un fort potentiel de dissémination métastasique. Malheureusement, la 

compréhension limitée des mécanismes impliqués dans la tumorigenèse de ces tumeurs entrave 

le développement de nouvelles thérapies ciblées. Certaines études précliniques laissent tout de 

même entrevoir de potentielles cibles thérapeutiques pour ce type de MB (Menyhárt et al., 

2019). 

Une des pistes la plus étudiée est la régulation de l’expression de l’oncogène MYC 

puisque l’une des caractéristiques principales des tumeurs de sous-groupes 3 est la 

surexpression de MYC. En effet, des études précliniques montrent qu’en inhibant la protéine 

BET, appelée BRD4, avec l’inhibiteur JQ1, on obtient une diminution de l’expression de MYC 

ainsi qu’une dérégulation transcriptionnelle de ces cibles. Cela a pour effet, in vitro, de réduire 

la prolifération et la viabilité cellulaire, in vivo, d’augmenter la survie des animaux xénogreffés 

tout en diminuant la charge tumorale (Bandopadhayay et al., 2014; Henssen et al., 2013). 

D’autres travaux de recherche ont mis en avant que combiner les inhibiteurs de protéines BET 

avec des inhibiteurs des cyclines-kinases-dépendantes (CDK), kinases clés du cycle cellulaire, 

améliorerait la survie des animaux. Un retard d’acquisition de résistance aux traitements a été 

observé sur les cellules de MB exprimant fortement MYC (Bandopadhayay et al., 2014; Bolin 

et al., 2018). Plus récemment, une étude préclinique a montré le potentiel thérapeutique de 

cibler la voie TGFβ/Activin, activée dans les MB de sous-groupe 3. En effet, les auteurs 

démontrent que le traitement Galunisertib, actuellement testé dans des essais cliniques pour les 

patients atteints de glioblastome, ciblant la voie de signalisation TGFβ/Activin, entraine une 

amélioration de la survie des animaux dans un modèle de xénogreffes dérivées de patients 

(PDX) de sous-groupe 3 (Morabito et al., 2019). 

D’autres équipes se sont intéressées à l’effet de l’inhibition de la voie de signalisation 

PI3K/mTOR impliquée dans de nombreux cancers. Ces études montrent qu’en ciblant PI3K 

accompagné de mTOR, on augmente les effets antinéoplasiques dans les MB de haut risque 

désignant ainsi la voie de signalisation PI3K/mTOR comme cible thérapeutique éventuelle 

(Eckerdt et al., 2019; Menyhárt et al., 2019; Pei et al., 2016). Pei et al. ont aussi montré 

qu’associer les inhibiteurs PI3K aux inhibiteurs des histones désacétylases (HDAC) inhibait, in 

vitro et in vivo, la croissance des MB exprimant fortement MYC (Pei et al., 2016). Ces nouvelles 

cibles thérapeutiques potentielles ont déjà montré des résultats bénéfiques pour d’autres cancers 

(K. Sun et al., 2017; Younes et al., 2016).  
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D’autre part, tout comme pour les MB de sous-groupe SHH, les inhibiteurs des kinases 

Aurora semblent être aussi des agents thérapeutiques potentiellement efficaces pour les sous-

groupes non-WNT/non-SHH (Diaz et al., 2015). En effet, les cellules de MB surexprimant 

MYC sont plus sensibles à la mort cellulaire par apoptose après l’inhibition de la kinase Aurora 

B, et cette inhibition prolonge la survie des souris en inhibant la croissance de leurs tumeurs 

intracrâniennes (Diaz et al., 2015).  

De plus en plus d’études précliniques mettent en avant de nouvelles cibles potentielles 

pour le traitement du MB. Des essais cliniques sont en cours pour tester de nouveaux traitements 

dans le but d’améliorer la survie et la qualité de vie des patients, mais peu d’études ont lieu pour 

les patients atteints de MB de haut risque comme le sous-groupe 3 et 4. Il est donc urgent de 

poursuivre les recherches et d’enrichir nos connaissances sur les mécanismes impliquées dans 

la tumorigenèse du MB afin de trouver de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles. Une des 

pistes pourrait se trouver dans l’étude du microenvironnement tumoral. En effet, le 

microenvironnement tumoral est aussi crucial dans la tumorigenèse et offre de nombreuses 

cibles thérapeutiques envisageables comme les thérapies anti-angiogéniques dont font l’objet 

de nombreuses études en cancérologie. Le Pazopanib, un inhibiteur des récepteurs à activité 

tyrosine kinase du VEGF, a d’ailleurs été identifié comme potentiel traitement pour les MB de 

haut risque en inhibant l’angiogenèse (Craveiro et al., 2014). 

 

4. Le médulloblastome comme un écosystème : une hétérogénéité 

cellulaire inter-tumorale et intra-tumorale  

4.1. Une hétérogénéité inter-tumorale liée à l’origine cellulaire du médulloblastome 

Le MB est une tumeur primitive neuroectodermique du cervelet. Le cervelet se compose 

principalement de neurones, notamment avec les cellules de Purkinje et les neurones granulaires 

(représentant 50% des neurones du SNC), mais aussi d’astrocytes, d’oligodendrocytes et de 

cellules microgliales. Ce sont les cellules souches et les progéniteurs, dans et autour du cervelet, 

qui vont jouer un rôle important dans l’origine du MB. Il existe deux zones germinales majeures 

au niveau du cervelet : la zone ventriculaire, adjacente au 4ème ventricule qui est composée 

d’une majorité de neurones et de cellules gliales, et la couche externe de cellules granulaires 

cérébelleuses, qui se situent autour du cervelet, composée essentiellement de neurones (J. Wang 

& Wechsler-Reya, 2014). Plusieurs études ont montré que les quatre sous-groupes de MB 

avaient un développement et une origine cellulaire différents (Gibson et al., 2010; Hovestadt et 

al., 2019).  
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Gibson et al., ont tout d’abord démontré que les tumeurs WNT et SHH provenaient de 

régions distinctes du cerveau postérieur et identifient le tronc cérébral dorsal pour le sous-

groupe WNT (Gibson et al., 2010). De plus, les tumeurs associées au sous-groupe WNT ont un 

profil transcriptionnel proche des cellules progénitrices du tronc cérébral dorsal suggérant une 

origine extra-cérébelleuse pour ce type de tumeurs (Gibson et al., 2010; Pei et al., 2012).  

Pour les tumeurs du sous-groupe SHH, la première hypothèse fut que leur origine 

provenait des cellules de la lignée granulaire (Gibson et al., 2010). Cette hypothèse fut 

confirmée par plusieurs études démontrant que la suppression spécifique de PTCH1 ou 

l’activation de SMO dans les neurones granulaires précurseurs cérébelleux entrainait la 

formation de MB de type SHH (Schüller et al., 2008; Z.-J. Yang et al., 2008). Plus tard, une 

étude a mis en avant que le MB de type SHH peut provenir de neurones granulaires précurseurs 

du noyau cochléaire du tronc cérébral (Grammel et al., 2012). Ces deux types de neurones sont 

dérivés de neurones issus de la lèvre rhombique et expriment tous deux Atoh1, suggérant une 

origine neuronale Atoh1+ pour les cellules de MB de sous-groupe SHH (Grammel et al., 2012; 

J. Wang & Wechsler-Reya, 2014). 

L’origine du développement des tumeurs de sous-groupe 3 et 4 a longtemps été incertaine 

et controversée. Une étude transcriptomique s’appuyant sur du single cell RNA seq a tenté de 

déterminer les origines du développement de ces différents sous-groupes de MB (Hovestadt et 

al., 2019). Ces auteurs confirment que chacun des sous-groupes ont une trajectoire spécifique 

qui consiste en des populations malignes indifférenciées et différenciées de type neuronal pour 

le sous-groupe 3, alors que le sous-groupe 4 présente plus de cellules différenciées de type 

neuronal-like (Hovestadt et al., 2019). Ce n’est que récemment, plusieurs études ont découvert 

que les tumeurs de sous-groupe 3 et 4 ont des signatures similaires à celle des progéniteurs de 

la zone ventriculaire de la lèvre rhombique, donnant naissance aux neurones appelés cellules 

de brosse unipolaires (Hendrikse et al., 2022; Z. Luo et al., 2022; Smith et al., 2022).  

 

4.2. Une hétérogénéité cellulaire intra-tumorale 

4.2.1. Une hétérogénéité au niveau des cellules tumorales 

4.2.1.1. Le concept de cellules souches cancéreuses 

Un des aspects importants de la tumeur est son hétérogénéité cellulaire notamment par la 

présence d’une sous-population de cellules capables d’initier de nouvelles tumeurs primaires et 

des métastases. La capacité de ces cellules à pouvoir initier de nouvelles tumeurs a soulevé 

l’hypothèse de cellules souches cancéreuses (CSC). Il existe deux modèles théoriques pour 

expliquer la présence de ces CSC dans les tumeurs : le modèle stochastique, où chaque cellule 



 

35 

 

cancéreuse a la capacité de se dédifférencier et de se diviser à l’infini, et le modèle hiérarchique, 

où les CSC sont considérées comme les progéniteurs des cellules cancéreuses différenciées, 

capables de se renouveler, se différencier et d’élargir le pool de CSC (Clarke et al., 2006; 

Mercurio, 2019; Nunes et al., 2018) (Figure 5). Ces capacités contrastent fortement avec toutes 

les autres cellules de la masse tumorale, qui se caractérisent par une capacité proliférative 

limitée et de différenciation spécifique. Plus précisément, l'auto-renouvellement des CSC se 

définit comme la capacité d'une cellule parentale à générer une cellule fille identique et une 

seconde cellule de phénotype identique ou différent, alors que par le processus de 

différenciation, une CSC est capable de donner naissance à des cellules de lignées différentes 

qui composent la tumeur d'origine (Clarke et al., 2006; Mercurio, 2019; Nunes et al., 2018). 

 

De plus, ces CSC sont résistantes aux traitements et sont associées à l’apparition de 

métastases ainsi qu’au mauvais pronostic chez les patients atteints de cancer (Mercurio, 2019; 

Nunes et al., 2018). Notamment, les CSC ont été cliniquement identifiées comme étant 

corrélées à un mauvais pronostic chez les patients atteints de tumeurs cérébrales pédiatriques 

en particulier dans le MB (Panosyan et al., 2010). Cette étude s’appuie sur la capacité des 

cellules tumorales dérivées de patients à former des sphères et subir des passages répétés en 

culture cellulaire lorsqu'elles sont placées dans un milieu sans sérum complété par des facteurs 

de croissance épidermiques et fibroblastiques. On parle alors de neurosphères (NS). Ces NS 

représentent un modèle de culture cellulaire de CSC très utilisé dans la recherche in vitro. Les 

NS possèdent certaines des caractéristiques de la cellule souche : auto-renouvellement et 

multipotence, expression des gènes associés aux cellules souches neurales et lorsqu'elles sont 

xénotransplantées, les NS confèrent une tumorigénicité in vivo en formant des tumeurs 

similaires aux tumeurs parentales (Panosyan et al., 2010). 

Figure 5 : Représentation 

des modèles théoriques 

concernant la formation 

des tumeurs et la présence 

des cellules souches 

cancéreuses 

(Cette figure a été créée 

avec BioRender.com) 
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4.2.1.2. Identification des cellules souches cancéreuses dans les tumeurs 

cérébrales 

Au cours des dernières décennies, de grands progrès dans l'identification des CSC de 

tumeurs cérébrales ont été réalisés. Le premier marqueur de CSC de tumeurs cérébrales a été 

décrit dans une étude de Singh et al. en 2004 (Singh, Hawkins, et al., 2004). Ils ont identifié 

une nouvelle population de CSC : les cellules souches cancéreuses de tumeurs cérébrales 

(BTSC). Ces cellules expriment le marqueur de cellule souche neurale, le CD133, ne présentent 

pas les marqueurs cellulaires différenciés, et ont les propriétés de cellule souche in vitro. L'étude 

a montré que les cellules CD133 ont la capacité de former des amas cellulaires dérivés de 

clones, comme les NS. Les BTSC se renouvellent, prolifèrent et se différencient en reproduisant 

le phénotype de la tumeur d'origine (Singh, Hawkins, et al., 2004). De plus, les BTSC ont la 

capacité d'initier la tumeur in vivo (Singh, Clarke, et al., 2004) et une exploration plus 

approfondie de ce processus a montré que les cellules CD133+ sont capables d'initier une 

nouvelle tumeur chez des souris immunodéficientes, alors que les cellules CD133- ne le 

pouvaient pas (Singh, Hawkins, et al., 2004). Néanmoins, CD133 ne semble pas être un 

marqueur de CSC idéal pour les tumeurs cérébrales pédiatriques étant donné que certaines 

études ont montré des capacités souches aux cellules CD133- (Huang et al., 2016; Manoranjan 

et al., 2013; Read et al., 2009).  

Depuis, d’autres marqueurs de CSC dans le MB ont été découvert comme CD15 (Read 

et al., 2009), Nestin (Hambardzumyan et al., 2008) ou Sox2 (Vanner et al., 2014). CD15 (FUT4, 

SSEA-1) a montré un intérêt particulier en tant que marqueur des CSC pour le MB (Read et al., 

2009; Ward et al., 2009). En 2009, des cellules CD15+ de MB ont été identifiées comme CSC 

car elles ont montré des capacités à initier la tumeur dans un modèle de souris SHH MB de 

manière similaire à la tumeur d’origine contrairement aux cellules CD133+ (Read et al., 2009), 

tout en ayant une capacité de prolifération infinie in vitro avec un potentiel tumorigène in vivo 

(Ward et al., 2009). Un autre marqueur reconnu des CSC, Sox2, a été identifié dans des cellules 

de MB. En effet, des cellules MB Sox2+ se sont avérées tumorigènes et quiescentes (Vanner et 

al., 2014). Fait intéressant, plus de 80 % des cellules Sox2+ étaient également CD15+, tandis 

que les cellules Sox2+ formaient une minorité (<10 %) de la population CD15+. Les auteurs 

soulignent que la rechute du MB peut être entrainée par un sous-ensemble de cellules CD15+ 

qui sont également Sox2+ (Vanner et al., 2014).  
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4.2.1.3. Les voies de signalisation impliquées dans les cellules souches 

cancéreuses de médulloblastome 

4.2.1.3.1. La voie de signalisation WNT/β-caténine 

La voie de signalisation WNT/β-caténine joue un rôle important dans l’auto-

renouvellement, la différenciation, l’inhibition de l’apoptose et les métastases ainsi que dans le 

maintien des caractéristiques souches. En effet, de nombreuses études ont montré le lien entre 

l’activation de la voie WNT/ β-caténine et le maintien des caractéristiques des CSC in vitro 

ainsi que la tumorigenèse et la récidive tumorale in vivo dans divers cancers (Fang et al., 2015; 

Y. Wang et al., 2015; K. Wu et al., 2016; Z. Zhao et al., 2016). Cette voie de signalisation est 

aussi impliquée dans la radiorésistance des CSC, en augmentant les niveaux de β-caténine après 

les radiations. Par ailleurs, étant liée aux réparations de l’ADN et au cycle cellulaire, il a été 

montré qu’elle jouait un rôle important dans la régulation de l’apoptose des CSC favorisant leur 

survie et leur radiorésistance (Olivares-Urbano et al., 2020; L. Yang et al., 2020; Y. Zhao et al., 

2018). De plus, Shi et al. ont découvert qu’en ciblant la voie de signalisation Wnt/β-caténine 

au sein du glioblastome, cela altérait la résistance des CSC au témozolomide (TMZ) (Shi et al., 

2015). En revanche, concernant le MB, depuis la découverte d’un rôle anti-tumorigène de 

l'activation de WNT dans les sous-groupes SHH MB (Pöschl et al., 2014), le rôle de la voie 

WNT dans les CSC parmi les différents sous-groupes de MB reste en suspens. Récemment, il 

a été montré que l'expression ectopique de la β-caténine dans les MB de sous-groupe 3 et 4 

altère les propriétés des CSC in vitro et réduit la formation de tumeurs tout en améliorant la 

survie globale in vivo (Manoranjan et al., 2020). 
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Figure 6 : La voie de signalisation WNT au sein des cellules souches cancéreuses  

La voie canonique WNT/β-caténine régule la pluripotence des CSC et détermine le sort de différenciation des 

CSC. En l'absence de signalisation WNT, la β-caténine est liée au complexe Axin, qui contient APC et GSK3β, et 

est phosphorylée, conduisant à l'ubiquitination et à la dégradation protéasomique par la voie β-Trcp. Cependant, 

le complexe TAZ/YAP, l'ARN long non codant TIC1 et les protéines TRAP1 et TIAM1 régulent la voie β-Trcp. 

En présence de signalisation WNT, la liaison de LRP5/6 et Fzd inhibe l'activité du complexe Axin et la 

phosphorylation de la β-caténine, ce qui fait entrer la β-caténine dans le noyau, puis se lie au TEF/TCF pour former 

un complexe, qui recrute ensuite des cofacteurs pour initier l'expression génique en aval. Certaines protéines 

(DKK2 (Dickkopf-related protein 2), DACT1, CDH11, GECG, PKM2, EZH2, CD44v6, MYC et TERT), les 

microARN (miR-1246, miR-9, miR-92a, miR-544a et miR -483-5p), et des ARN longs non codants (lncR-β-catm 

et lncR-TCF7) régulent l'activation de la voie WNT/β-caténine dans les CSC. (D’après Yang et al. 2020) 
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4.2.1.3.2. La voie de signalisation SHH 

La voie de signalisation Sonic Hedgehog (SHH) est principalement impliquée dans la 

régulation de la différenciation cellulaire et de la maintenance du caractère souche des cellules 

durant le développement embryonnaire, et joue un rôle dans la réparation tissulaire (Skoda et 

al., 2018) (Figure 7). Elle est aussi impliquée dans de nombreux cancers, dont le MB où le sous-

groupe SHH se caractérise par une activation anormale de la voie de signalisation SHH 

(Sigafoos et al., 2021). Plusieurs études ont montré l’implication de SHH dans les CSC 

contribuant à leur prolifération, leur auto-renouvellement et leur dédifférenciation (Du et al., 

2015; Memmi et al., 2015; F. Wang et al., 2016; S. Zhang et al., 2012). Dans le MB, la voie 

SHH semble aussi contribuer au maintien et à l’expansion des CSC. En effet, Wang et al. ont 

mis en avant le lien entre la protéine Bmi1, surexprimée dans le MB (Leung et al., 2004), et la 

voie SHH, qui, régulée à la hausse va être essentielle à la survie des CSC (X. Wang et al., 2012). 

Plus récemment, les travaux de Miele et al. montrent qu’en réexprimant le miR326 et Arrb1 

dans les CSC de MB, il y a inhibition de la voie SHH/Gli ce qui affecte la prolifération, l’auto-

renouvellement des CSC ainsi qu’une perte d’expression de marqueurs souches (Miele et al., 

2017). 
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4.2.1.3.3. La voie de signalisation Notch 

La voie de signalisation Notch est liée à l’agressivité des tumeurs cérébrales 

(Teodorczyk & Schmidt, 2015). Cette voie est connue dans les CSC pour être impliquée dans 

le maintien des caractéristiques souches, la répression de la différenciation des cellules, la 

transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) et la résistance aux traitements (Choi et al., 2019; 

Garcia-Heredia et al., 2017; Z.-F. Miao et al., 2017; Sarkar et al., 2017; J. Wang et al., 2012; 

Figure 7 : La voie de signalisation SHH dans les cellules souches cancéreuses 

La voie Sonic Hedgehog (SHH) joue un rôle clé dans la maintenance, l'auto-renouvellement et la régénération des 

CSC. Après avoir reçu le signal Shh, le récepteur de protéine transmembranaire PTCH1 supprime l'inhibition de 

la protéine transmembranaire SMO, ce qui induit Gli1/2 à se détacher de SUFU et à pénétrer dans le noyau pour 

réguler la transcription génique en aval. Lors de l'activation de la voie SHH, certaines protéines (IL-6, IL-27, 

Fbxl17 (F-box et leucine-rich repeat protein 17), PPKCI, RARα2, RUXN3, SCUBE2, HDAC6 (histone 

déacétylase 6), USP48, CK2α , WIP1, GALNT1, VASH2 (Vasohibine 2), BCL6, FOXC1 (forkhead box C1) et 

p65), les microARN (miR-3245p, miR-122 et miR-326) et le long ARN non codant HDAC2 sont impliqués dans 

la voie SHH pour affecter la croissance des CSC (D’après Yang et al. 2020). 



 

41 

 

C. Zhang et al., 2017; F. Zhang et al., 2017) (Figure 8). D’autre part, l’activité de Notch est 

activée par la sécrétase γ et l’inhibition de la sécrétase γ semble être une cible thérapeutique 

efficace dans différents cancers puisqu’elle inhibe la présence de CSC et la croissance tumorale 

in vitro et in vivo (Q. Chu et al., 2013; Huynh et al., 2011). Dans le MB, la signalisation Notch 

contribue à la croissance tumorale, même si le récepteurs Notch 1 et Notch 2 ont des effets 

opposés sur la croissance du MB (Fan et al., 2004). L’activation de la voie Notch contribue 

particulièrement à l’expansion et la viabilité des CSC MB (Pistollato et al., 2010). 

 

Figure 8 : La voie de signalisation Notch impliquée dans les CSC 

La voie Notch est activée lorsque le récepteur Notch se lie avec l’un de ces ligands (Delta-like protein (DLL) ou 

Jagged). Cette liaison entraine directement deux clivages successifs du récepteur Notch : un par l’enzyme ADAM-

10 qui libère le fragment extra-cytoplasmique du récepteur, et le second par la sécrétase γ qui libère un court 

fragment transmembranaire et le segment intracytoplasmique Notch Intra Cellular Domain (NICD). Une fois 

libéré, le fragment NICD est transloqué dans le noyau où il s’associe à des protéines pour former un complexe 

capable de réguler la transcription de plusieurs gènes cibles. Dans le cas des CSC, la voie de signalisation est 

connue pour être impliquée dans le maintien des caractéristiques souches, la répression de la différenciation des 

cellules, la transition épithélio-mésenchymateuse (TME) et la résistance aux traitements. (Cette figure a été créée 

avec BioRender.com) 
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4.2.1.3.4. La voie de signalisation Pi3K/AKT/mTOR 

Cette voie de signalisation joue un rôle important dans le cycle cellulaire, la prolifération 

cellulaire et elle est souvent dérégulée dans les cancers. De plus, l’activation de 

Pi3K/AKT/mTOR dans les CSC maintien le caractère souche de ces cellules et favorise leur 

survie et leur prolifération (Dubrovska et al., 2009; Keysar et al., 2017). Il a été démontré que 

cibler la voie PI3K/Akt/mTOR augmentait l’efficacité des traitements dans plusieurs cancers, 

en particulier sur des CSC radio et chimiorésistantes (Chang et al., 2013; Deng et al., 2019). En 

2008, une étude a mis en avant le lien entre la voie PI3K et la survie des CSC MB 

(Hambardzumyan et al., 2008). D’autres études plus récentes ont montré l’importance de 

l’activation de la voie Pi3K/Akt/mTOR dans la prolifération et la dédifférenciation des CSC de 

MB (Frasson et al., 2015; Gong et al., 2018). Il semblerait même que les CSC MB soient plus 

sensibles à l’inhibition de Pi3K/AKT/mTOR que les cellules de MB non-souches (Frasson et 

al., 2015) (Figure 9). 

Figure 9 : La voie de signalisation PI3K/AKT/mTOR et son rôle dans les CSC 

 L’activation des récepteurs tyrosine kinase (RTKs) ou des récepteurs couplés aux protéines G (GPCRs) 

recrute des phosphoinositide-3-kinases (PI3K) de classe IA et IB, où l'inhibition médiée par p85 de p110 

n’est plus et p110 phosphoryle directement PIP2 pour produire PIP3. Ce lipide agit comme un second 

messager activant AKT qui va inhiber TSC1/2 libérant mTOR. La voie PI3K peut aussi interagir avec la 

voie ERK. L’activation de cette voie contribue au maintien du caractère souche des CSC et favorise leur 

survie, leur prolifération et leur résistance aux traitements. (Cette figure a été créée avec BioRender.com) 
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4.2.2. Une hétérogénéité au niveau des cellules du microenvironnement 

tumoral 

4.2.2.1. Les cellules immunitaires 

Le système immunitaire est une partie à part entière du microenvironnement tumoral au 

sein des tumeurs cérébrales. Les cellules immunitaires vont établir des connexions complexes 

avec d’autres cellules immunitaires, et les cellules tumorales, favorisant la prolifération et 

l’invasion des tumeurs. Le MB est décrit comme étant une tumeur froide, c’est-à-dire à faible 

potentiel immunogène. En effet, au sein de ces tumeurs, on retrouve une faible infiltration de 

cellules immunitaires. En revanche, cette faible proportion de cellules immunitaires est 

spécifique et varie en fonction des sous-groupes de MB (Bockmayr et al., 2018). Différentes 

populations de cellules immunitaires ont été étudiées dans cette étude et les tumeurs du sous-

groupes SHH ont montré un microenvironnement tumoral plus distinctif comparé aux autres 

sous-groupes de MB (Figure 10). En particulier, elles présentaient un plus grand nombre de 

lymphocytes T (LT), de fibroblastes et de cellules de la lignée monocytaire ainsi qu’un nombre 

inférieur de neutrophiles, comparé aux autres sous-groupes de MB. Au contraire, les tumeurs 

du groupe 3 avaient une faible proportion de LT et de macrophages, mais un nombre plus élevé 

de LT CD8+. Les tumeurs du groupe 4 avaient le plus petit nombre de fibroblastes et le plus 

grand nombre de lymphocytes cytotoxiques (Bockmayr et al., 2018).  

Figure 10 : Différentes populations de cellules du microenvironnement et de l’expression de PD-L1 selon les sous-

groupes moléculaires de médulloblastome. 

Les diagrammes révèlent des modèles d'expression fortement spécifiques aux sous-groupes de médulloblastome 

pour la plupart des populations de cellules du microenvironnement considérées. (D’après Bockmayr et al., 2018) 
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Les LT, acteurs majeurs de la réponse immunitaire, sont impliqués dans la carcinogenèse 

et infiltrent régulièrement les tumeurs telles que le MB. Les LT sont particulièrement présents 

dans les tumeurs de sous-groupe SHH,  et du sous-groupe 3 qui présente une forte infiltration 

de LT CD8+ (Bockmayr et al., 2018). Il semblerait que les traitements standards, tels que la RT 

et la chimiothérapie, influenceraient l’infiltration des LT au sein des MB. En effet, Gururangan 

et al. ont découvert qu’au diagnostic, les patients présentaient une réduction du nombre de LT 

CD4+, avec une faible proportion de lymphocytes T régulateurs (LTreg) alors que le nombre 

de LT reg augmentait durant le traitement standard puis baissait graduellement après la thérapie 

(Gururangan et al., 2017). Dans le cas du MB, le lien entre la survie des patients et l’infiltrat 

des LT reste flou. L’étude de Vermeulen et al. affirme qu’il n’existe pas de corrélation entre les 

LT et la survie des patients atteints de médulloblastome (Vermeulen et al., 2018) mais les 

patients dont les tumeurs présentent une faible infiltration de LT CD8+ ont un pronostic plus 

péjoratif que les autres patients d’après Murata et al. (Murata et al., 2018).  

Concernant les lymphocytes B (LB), ils jouent un double rôle dans le 

microenvironnement tumoral. Ils peuvent avoir une activité antitumorale (en tuant directement 

les cellules tumorales ou étant des cellules présentatrices de l’antigène) ou une activité 

protumorale (via la sécrétion de chimiokines et l’activation des LTreg principalement). Le rôle 

des LB est très peu étudié dans le cadre des MB car ils sont peu présents dans l’infiltrat de ces 

tumeurs (Bockmayr et al., 2018).  

Les Naturals Killers (NK) jouent aussi un rôle dans le microenvironnement du MB. Ce 

sont de grands lymphocytes granuleux qui vont avoir une activité cytotoxique directe sur les 

cellules tumorales sans immunisation spécifique. Bien qu’ils n’infiltrent pas les MB en grand 

nombre (Bockmayr et al., 2018), la présence des NK, qui ont la capacité de lyser les cellules de 

MB in vitro et de réduire la croissance tumorale in vivo, semble corrélée au bon pronostic des 

patients (Kennis et al., 2019). Il semblerait que l’expression élevée des antigènes des leucocytes 

humains (HLA) de classe I dans le MB le protège de la cytotoxicité des cellules NK. L’étude 

de Fernandez et al. montre qu’en bloquant le système HLA de classe I sur des cellules de MB 

in vitro et/ou en stimulant les cellules NK par l'IL-15, celles-ci retrouvent la capacité de cibler 

les cellules de MB (Fernández et al., 2013). Ces études montrent que les cellules NK offrent de 

nouvelles opportunités de stratégies de traitement contre le MB.  

Les macrophages infiltrants la tumeur, les TAMs, pour « Tumor Associated 

Macrophages », sont une autre population de cellules immunitaires importantes dans 

l’évolution des MB. Il s’agit de cellules immunitaires majoritaires de certaines tumeurs 

cérébrales comme le gliome et le MB qui se composent principalement de macrophages et de 
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la microglie résidente dans le cerveau (Hambardzumyan et al., 2016; Maximov et al., 2019). 

Environ 4 à 5 % des cellules du MB sont des cellules myéloïdes infiltrantes (Griesinger et al., 

2013). Plusieurs études ont montré que le sous-groupe SHH possède le plus de TAMs comparé 

aux autres sous-groupes de MB (Bockmayr et al., 2018; Margol et al., 2015; Maximov et al., 

2019) (Figure 11). Ces études insistent sur le fait que le groupe SHH se démarque par son 

microenvironnement, ce qui peut avoir des implications physiopathologiques et thérapeutiques 

importantes. Maximov et al. ont étudié un effet antitumoral des TAMs infiltrants les tumeurs 

SHH dans un modèle in vivo (Maximov et al., 2019). Mais le rôle des TAMs est controversé 

dans la littérature. Il est reconnu qu’il existe deux phénotypes différents lors de la polarisation 

des macrophages activés : les macrophages de type M1 et de type M2, qui ne vont pas jouer le 

même rôle. Il est conventionnellement établi que les macrophages de type M1 ont une activité 

pro-inflammatoire et antitumorale tandis que les macrophages de type M2 ont une activité anti-

inflammatoire et protumorale. De manière intéressante, Lee et al. montrent qu’au contraire dans 

les tumeurs SHH MB, les macrophages de type M1, plutôt que M2, sont corrélés à un mauvais 

pronostic (Lee et al., 2018). 

 

 

Figure 11 : Répartition des TAMs au sein des tumeurs cérébrales pédiatriques 

Le pourcentage approximatif de microglies et de macrophages associés aux tumeurs (TAMs) par 

rapport au contenu total des cellules tumorales est indiqué entre parenthèses pour les tumeurs 

cérébrales pédiatriques et est représenté pour chaque sous-groupe moléculaire de médulloblastome. 

(D’après Keane et al., 2021) 
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Il a été établi que 15% des TAMs se composent de cellules microgliales (Z. Chen et al., 

2017). La microglie est une cellule immunitaire à part entière puisqu’elle représente l’ensemble 

des macrophages résidants dans le SNC. Elle participe aux réponses inflammatoires du SNC en 

adoptant un phénotype de microglie activée. Elle va alors changer de morphologie et être de 

forme amiboïde, plus mobile, et ces capacités phagocytaires vont augmenter (Vandenbark et 

al., 2021). La microglie peut produire une variété de médiateurs pro-inflammatoires tels que les 

cytokines, les chimiokines, les espèces réactives de l’oxygène (ROS) et l'oxyde nitrique (NO), 

qui contribuent à l'élimination des infections pathogènes (Vandenbark et al., 2021). Le rôle de 

la microglie dans les premières étapes de la transformation tumorale est peu décrit dans la 

littérature. Il semblerait qu’au début du processus tumoral, la microglie joue un rôle dans 

l’immunité afin de stopper la progression tumorale. En revanche, lors de la progression 

tumorale, la microglie favoriserait le développement de la tumeur comme cela a été démontré 

dans le glioblastome (Wei et al., 2013). Tout comme les macrophages, la microglie va délivrer 

des facteurs de croissance et des chemokines qui vont moduler le microenvironnement tumoral 

(Dzaye et al., 2016) ainsi que des métalloprotéinases matricielles (MMPs) pour favoriser 

l’invasion tumorale (Markovic et al., 2009).  

Il est reconnu aujourd’hui qu’il existe plusieurs sous-types de microglie mais certains de 

ces sous-types restent controversés dans la littérature (Keane et al., 2021). Dans le cervelet, 

c’est le sous-type CD11c+ de la microglie qui est le plus présent. La microglie CD11c+ se 

caractérise par l’expression de l’intégrine alpha X (codé par Itgax) (Keane et al., 2021). 

Considérant à la fois l'origine du MB dans le cervelet et sa survenue chez les enfants à un âge 

où le cerveau est encore en développement ainsi que la forte présence de microglie CD11c+ 

dans les zones du cervelet lors du développement postnatal (Wlodarczyk et al., 2017), il est 

intéressant de supposer que ce sous-type microgliale pourrait être important dans l'initiation ou 

progression du MB. De plus, la microglie CD11c + présente une expression robuste du gène 

Igf1 (Hammond et al., 2019; Q. Li et al., 2019) et l'Igf1 s'est avéré crucial pour la croissance 

tumorale dans un modèle murin de MB (Yao et al., 2020). 

 

4.2.2.2. Les astrocytes 

Les astrocytes sont les cellules gliales les plus nombreuses dans le cerveau. Elles sont en 

contact avec toutes les cellules résidentes du SNC et notamment les cellules cancéreuses lors 

de la tumorigenèse. Les astrocytes sont des acteurs clés du microenvironnement et assurent une 

diversité de fonctions importantes au sein du SNC. Ils sont spécialisés dans la modulation du 

flux sanguin local, participent au maintien des fluides extracellulaires, des ions et des 
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transmetteurs (Duarte et al., 2021; Nedergaard et al., 2003). De plus, ils possèdent une activité 

cruciale pour le circuit neuronal puisqu’ils agissent sur le fonctionnement et la plasticité des 

synapses neuronales (Duarte et al., 2021; Nedergaard et al., 2003). Dans le cervelet, les 

astrocytes sont unipolaires et spécialisés. En condition physiologique, les astrocytes présents 

dans le cervelet vont agir sur la prolifération et la migration des cellules précurseurs granulaires 

(Araujo et al., 2019).  

Dans un contexte tumoral, les astrocytes semblent jouer un double rôle : dans les 

premières étapes de la carcinogenèse, ils vont limiter la progression de la tumeur puis ils vont 

agir pour favoriser la croissance de la tumeur (Duarte et al., 2021). Les astrocytes agissent sur 

le microenvironnement tumoral via la sécrétion paracrine d’enzymes de dégradation, de 

cytokines, de chimiokines et de facteurs de croissance (Y. Liu et al., 2017; Sofroniew, 2014). 

De plus, ils possèdent de multiples extrémités et ramifications capables d’interagir avec les 

cellules tumorales facilitant ainsi la croissance, la prolifération, la survie et l’invasion des 

cellules tumorales (Duarte et al., 2021).   

Lors de la progression tumorale, les astrocytes vont jouer un rôle critique dans le MB. En 

effet, il a été démontré que le MB est une tumeur enrichie en astrocytes, en particulier au niveau 

des zones tissulaires où une forte expression de SHH a été détectée. Liu et al. ont découvert que 

les astrocytes sécrétaient la protéine SHH dans le microenvironnement tumoral du MB (Y. Liu 

et al., 2017). Or l’influence de la protéine SHH dans le MB est depuis longtemps connue 

(Grammel et al., 2012; Rudin et al., 2009; Skoda et al., 2018). Les protéines SHH sécrétées par 

les astrocytes activent la signalisation dans le stroma environnant, ce qui fournit un 

microenvironnement favorable à la prolifération et la croissance tumorale du MB (Y. Liu et al., 

2017).  

Les astrocytes peuvent aussi exercer une influence directe sur les CSC et inversement. 

Les CSC vont avoir un effet sur l’activité des astrocytes (Duarte et al., 2021; Gronseth et al., 

2020; H. Liu et al., 2020). En effet, une étude récente a montré que les astrocytes influençaient 

le phénotype des cellules de MB en augmentant l’expression de marqueurs de surface de 

CSC (Gronseth et al., 2020). En ajoutant le milieu conditionné des astrocytes sur la lignée 

DAOY de MB, ils constatent une augmentation de l’invasion, de la formation de neurosphères 

mais aussi de l’expression de marqueurs de cellules souches comme le CD133, la Nestin ou Oct 

4 (Gronseth et al., 2020). D’autres part, la sécrétion de l’interleukine 6 (IL6) par les CSC MB 

active les astrocytes associés à la tumeur (tumor-associated astrocytes : TAA) (H. Liu et al., 

2020). Une fois activés, les TAA vont produire la chimiokine ligand 2 (CCL2). L’augmentation 

de CCL2 dans le microenvironnement tumoral va enrichir le MB de CSC. Liu et al. identifient 
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les voies de signalisation JAK2/STAT3 (Janus kinase 2/ signal transductor and activator of 

transcription 3) et Notch impliquées dans le processus souche des cellules de MB via CCL2 

dérivé des astrocytes (H. Liu et al., 2020) (Figure 12). L’activation de la voie de signalisation 

STAT3 dans les astrocytes profitent aussi aux cellules métastasiques par leur effet modulateur 

sur le système immunitaire (Priego et al., 2018).  

Les astrocytes vont jouer un rôle important dans la réponse inflammatoire et immunitaire 

tout comme la microglie au sein du SNC (comme décrit précédemment). Une communication 

astrocyte/microglie avec les cellules néoplasiques selon différents mécanismes est décrite dans 

la littérature (Vandenbark et al., 2021) . Récemment, Yao et al. montrent que les astrocytes 

présents dans le MB produisent de l’interleukine 4 (IL4) et stimulent la microglie pour produire 

de l’IGF1 et favoriser la croissance tumorale. (Yao et al., 2020). Cette étude met aussi en avant 

que ces astrocytes proviennent d’une fraction de cellules tumorales qui se sont 

transdifférenciées en astrocytes (appelée Tu astrocytes) (Yao et al., 2020). La connaissance de 

la transdifférenciation des cellules de type astrocyte à partir des cellules tumorales de MB est 

une avancée majeure dans ce domaine et l’ensemble des implications des astrocytes au sein de 

la tumeur montrent leur importance capitale dans le microenvironnement du MB. 

 

Figure 12 : Contribution des astrocytes associés à la tumeur aux cellules souches cancéreuses et inversement 

Les cellules souches cancéreuses (CSC) sécrètent de l’IL6 et du TNFα dans le microenvironnement ce qui active 

les astrocytes associés à la tumeur (TAA). Les chimio-radiothérapies entrainent la nécroptose des TAA qui vont 

former un environnement cytokinique favorable aux CSC via l’activation de la voie Notch et ainsi contribuer à la 

dissémination des cellules tumorales. (D’après Liu et al., 2020). 
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4.2.2.3. Les cellules endothéliales  

Le MB et les autres tumeurs cérébrales se caractérisent par une vascularisation excessive 

qui favorise la croissance tumorale. La densité vasculaire dans les tumeurs cérébrales est 

corrélée à un mauvais pronostic. Ce processus de formation des nouveaux vaisseaux au sein des 

tumeurs, appelé angiogenèse tumorale, est peu étudié dans les tumeurs cérébrales pédiatriques. 

Ces tumeurs se caractérisent par la formation d’amas de vaisseaux, qu’on appelle glomérule 

vasculaire, exprimant principalement le récepteur du facteur de croissance de l'endothélium 

vasculaire 2 (VEGFR-2) et le récepteur du facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGFR : 

(Platelet-derived growth factor receptor) (Virág et al., 2014). Le MB est la tumeur cérébrale 

pédiatrique qui présente le plus de glomérules vasculaires avec une expression très élevée du 

PDGFR (Virág et al., 2014). De plus, la caractérisation de quatre sous-groupes moléculaires du 

MB a aussi permis de mettre en avant des différences dans l’angiogenèse de ces tumeurs. D’Asti 

et al. ont étudié les profils d’expression de gènes liés à l’angiogenèse dans les différents sous-

groupes de MB, et a constaté que le sous-groupe SHH se distinguait le plus des autres sous-

groupes par la surexpression de facteurs de coagulations, tels que F3/TF et F2R/PAR-1 (D’Asti 

et al., 2014). Une autre étude a mis en avant l’importance de l’angiogenèse dans le MB de sous-

groupe 3, comparé aux autres sous-groupes, entrainant un pronostic plus sombre chez ces 

patients (Thompson et al., 2017). 

Le réseau vasculaire au sein des tumeurs est un élément clé du microenvironnement 

tumoral et joue un rôle crucial dans le développement et la croissance tumorale. Le principal 

acteur de ce réseau vasculaire est la cellule endothéliale (CE). En effet, un vaisseau sanguin se 

compose de différentes couches et types cellulaires mais parmi eux les CE sont les plus critiques 

car elles forment les capillaires alimentant les tissus en oxygène et en nutriments tout en 

éliminant les déchets présents dans l’organisme (Peleli et al., 2020). Normalement, les CE 

restent quiescentes à moins d’être activées par des signaux pro-angiogéniques comme le VEGF 

(Potente & Carmeliet, 2017).  

Dans le MB, les CE augmentent progressivement au fur et à mesure que la tumeur 

progresse (Yao et al., 2020). Les travaux menés par Taylor et al. ont montré qu’un niveau élevé 

de cellules circulantes progénitrices dérivées de la moelle osseuse VEGFR2+ est corrélé à une 

dissémination métastasique dans les tumeurs cérébrales pédiatriques comme le MB (M. Taylor 

et al., 2009). En effet, les cellules tumorales pour proliférer nécessitent un approvisionnement 

en oxygène et en nutriments, la tumeur pour sa croissance va donc déclencher le processus 

d’angiogenèse et tout au long de ce processus, ce sont les voies de signalisation du facteur du 

VEGF et Notch qui sont impliquées (T. Li et al., 2018; Peleli et al., 2020) (Figure 13).  Le 
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VEGF est le facteur pro-angiogénique le plus connu et décrit dans la littérature pour ces rôles 

dans l’angiogenèse et la vasculogenèse. Dans le MB, la surexpression du VEGFα, a été corrélée 

à un mauvais pronostic pour les patients du sous-groupe 3 (Thompson et al., 2017). On retrouve 

aussi l’expression de son récepteur, le VEGFR2, au sein du MB mais c’est surtout la 

surexpression du récepteur des facteurs de croissance dérivés des plaquettes, le PDGFR, qui 

différencie le MB des autres tumeurs cérébrales pédiatriques (Virág et al., 2014). Concernant 

la voie Notch, une étude récente a décrit son lien dans le MB avec les CE. En effet, les travaux 

de Wang et al. montrent que les CE activent la voie Notch dans le MB ce qui contribue au 

maintien des caractères souches des cellules (Y. Wang et al., 2017).  

 

 

Les CE prennent une place majeure dans le microenvironnement tumoral et vont donc 

interagir avec les cellules tumorales. Différents niveaux d’interactions entre les CE et les 

cellules tumorales ont été décrit dans la littérature : il existe des interactions via les facteurs 

sécrétés dans le microenvironnement de la tumeur, des interactions directes via les gap 

jonctions, et des interactions indirectes via des cellules intermédiaires présentent dans le 

microenvironnement tumoral (Peleli et al., 2020) (Figure 14). 

Figure 13 : Mécanismes et médiateurs moléculaires impliqués dans la formation de nouveaux vaisseaux qui 

favorisent la poursuite de la tumorigenèse dans les tumeurs du cerveau  

Les facteurs sécrétés par les cellules tumorales tels que le VEGF, le SDF-1, le PDFG et le TGF-β agissent sur les 

récepteurs respectifs des cellules endothéliales (CE) et déclenchent de nouveaux mécanismes de formation de 

vaisseaux tels que la germination et l'angiogenèse, la vasculogenèse et le recrutement des CE de la moelle osseuse. 

(D’après Peleli et al., 2020) 
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Le principal facteur de croissance sécrété au sein des tumeurs est le VEGF,  à la fois 

dérivé de la tumeur et des CE qui exerce donc ses effets de manière paracrine et autocrine par 

une liaison de haute affinité aux récepteurs tyrosine kinase VEGFR-1 et VEGFR-2 (Peleli et 

al., 2020). On retrouve aussi le facteur de croissance des fibroblastes 2 (FGF2 : Fibroblast 

growth factor 2), FGF le plus important concernant la régulation de l’angiogenèse dans les 

tumeurs cérébrales (Auguste et al., 2001). Le FGF2 se lie au FGFR1, qui est un récepteur 

tyrosine kinase principalement exprimé sur les CE et leur interaction favorise l'angiogenèse de 

deux manières, soit en modulant l'activité des CE, soit en régulant l'expression du VEGF par 

les cellules tumorales (Plate et al., 1992). Le FGF2 influence la migration des CE à travers la 

matrice extracellulaire et agit comme un agent chimiotactique pour les CE, et les aide à former 

des tubes de type capillaire favorisant la croissance tumorale (Peleli et al., 2020). Enfin, il a été 

prouvé que le FGF2 induisait directement l'expression et la production de VEGF, qui est le 

principal potentialisateur de l'angiogenèse dans les tumeurs cérébrales (Plate et al., 1992). 

D’autres facteurs de croissance jouent un rôle dans l’interaction entre les cellules tumorales et 

les CE, comme le facteur de croissance transformant β (TGFβ) et le PDGFβ, améliorant 

l’angiogenèse dans les tumeurs cérébrales (Dieterich et al., 2012; P. Guo et al., 2003; Reis et 

al., 2012). 

Les gap jonctions permettent une interaction directe entre les cellules tumorales et les CE. 

Les gap jonctions sont des canaux formés par des protéines membranaires appelées connexines. 

Elles permettent des interactions intercellulaires avec les cellules adjacentes. La connexine la 

plus étudiée dans les tumeurs cérébrales, notamment dans le gliome, est la connexine 43 

(Cox43) (Aasen et al., 2019). La Cox43 est exprimée par l’ensemble des CE et des cellules 

tumorales dans le gliome (W. Zhang et al., 2003). Une communication directe de cellule à 

cellule via Cox43 semble cruciale dans le transport du VEGF des cellules tumorales aux CE 

pour la formation de nouveaux vaisseaux (W. Zhang et al., 2003). Une autre étude a confirmé 

l’importance de la Cox43 dans l’angiogenèse du glioblastome (Thuringer et al., 2016). 

L’interaction entre les CE et les cellules tumorales se fait souvent de manière indirecte en 

impliquant d’autres cellules intermédiaires qui sont présentent dans le microenvironnement 

tumoral. Par exemple, les astrocytes, population cellulaire très présente dans le 

microenvironnement des tumeurs cérébrales, vont interagir avec les CE, puisque c’est le 

principal composant de la BHE (Abbott et al., 2006). Il a été démontré que les astrocytes sont 

capables de soutenir l'angiogenèse tumorale via de multiples mécanismes impliquant la 

sécrétion de facteurs angiogéniques et de croissance tels que le VEGF (Abbott et al., 2006). De 

plus, les astrocytes sont capables de sécréter de l'endothéline-1 (ET-1), qui a un puissant effet 
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mitogène sur la CE en plus de son rôle classique de vasoconstricteur (Ostrow et al., 2011). 

D’autres cellules présentent dans le microenvironnement tumoral vont jouer un rôle sur les CE : 

la microglie résidente et les TAMs. Les deux types cellulaires sécrètent des cytokines, telles 

que le TGFβ et l'IL6, connues pour maintenir le caractère souche des cellules cancéreuses et 

soutenir l'angiogenèse (Dieterich et al., 2012; Middleton et al., 2014). Les TAMs et la microglie 

associés aux tumeurs présentent un phénotype immunosuppresseur, le phénotype M2, qui aide 

non seulement les cellules tumorales à échapper à l'immunosurveillance tumorale, mais les 

macrophages/microglie M2 sécrètent également des facteurs angiogéniques comme le VEGF 

et des MMPs qui aident à l’angiogenèse et à l'invasion des cellules tumorales (Hambardzumyan 

et al., 2016). 

 

 

   

Figure 14 : Différents niveaux d'interaction entre les cellules endothéliales et les cellules tumorales.  

L'interaction se produit à trois niveaux différents : (a) la sécrétion de facteurs, (b) les gap jonctions et (c) les cellules 

intermédiaires tels que les astrocytes, les neurones, les péricytes ou les microglies et macrophages associés à la 

tumeur (TAMs). Les facteurs sécrétés proviennent soit de la tumeur, soit des cellules endothéliales et il existe une 

relation réciproque entre eux. (D’après Peleli et al., 2020) 
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II. La Neuropiline-1 et le cancer 

1. Découverte et structure des neuropilines 

Les neuropilines (NRPs) sont des glycoprotéines transmembranaires impliquées dans de 

multiples voies de signalisation essentielles aux processus biologiques tels que le 

développement du système cardiovasculaire, du système neuronal et le système immunitaire 

(Kawasaki et al., 1999; Kitsukawa et al., 1995; Roy et al., 2017). Elles sont exprimées dans des 

types cellulaires très variés tels que les neurones, les cellules endothéliales, les cellules 

immunitaires, les cellules musculaires lisses et les cellules tumorales. Elles agissent comme co-

récepteurs en se complexant avec d’autres récepteurs et ainsi augmentent leurs liaisons avec 

leurs ligands. Elles sont principalement connues pour se lier aux membres de la famille des 

sémaphorines de classe 3 (SEMA 3), acteurs du « guidage axonal » (Kolodkin et al., 1997) et 

de la famille des facteurs de croissance de l’endothélium vasculaire (VEGF : Vascular 

Endothelial Growth Factor) et leurs récepteurs (VEGFR), acteurs de l’angiogenèse (H.-F. Guo 

& Vander Kooi, 2015).  

La famille des NRPs comprend deux membres, la neuropiline-1 (NRP1) et la neuropiline-

2 (NRP2), qui sont spécifiques aux vertébrés. C’est en 1987 que la première neuropiline, NRP1, 

a été identifiée grâce à un anticorps monoclonal ciblant les protéines de surface impliquées dans 

le « guidage axonale » pendant le développement neuronal (Takagi et al., 1987). NRP2 a été 

découverte quelques années plus tard, en 1997, exprimée, elle aussi, sur les neurones en 

développement (H. Chen et al., 1997). Chez l’Homme, les gènes des NRPs ont des positions 

différentes, le gène NRP1 se situe sur le chromosome 10 (10q12) alors que le gène NRP2 se 

situe sur le chromosome 2 (2q34). Même si elles sont situées sur des chromosomes différents, 

ces deux glycoprotéines possèdent 44% d’homologie de séquences (Napolitano & Tamagnone, 

2019) et leur structure est identique.  

Elles se composent de cinq domaines : trois domaines extracellulaires, nommés a1a2 

(CUB), b1b2 et c, un domaine transmembranaire ainsi qu’un domaine intracellulaire. Ce sont 

les domaines extracellulaires a et b qui sont impliqués dans la liaison du ligand, le domaine c, 

lui, assure la médiation de l'homo- et de l'hétérodimérisation des NRPs, ce qui semble essentiel 

pour leur fonction, tandis que le domaine cytoplasmique se termine par une séquence consensus 

(SEA) qui lui permet d’interagir avec les domaines protéiques PSD-95 / Dlg / ZO-1 (PDZ) 

(Pellet-Many et al., 2008; Wild et al., 2012). De plus, il a été démontré que le domaine a1a2 et 

b1 des NRPs correspond au domaine de liaison des sémaphorines tandis que le domaine b1b2 
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est capable de lier les ligands de la famille du VEGF (Dumond & Pagès, 2020; Gaur et al., 

2009) (Figure 15). 

 

2. Voies de signalisation des NRPs et rôles biologiques 

2.1. Récepteurs des Sémaphorines de classe 3 

Les NRPs ont été dans un premier temps identifiées pour leur rôle dans le développement 

du système nerveux particulièrement grâce à leur fonction de récepteurs des sémaphorines, en 

particulier les SEMA 3 (Kolodkin et al., 1997). Les sémaphorines sont regroupées en huit 

classes et seules les classes 3, 4, 6 et 7 sont représentées uniquement chez les vertébrés. Les 

SEMA 3 constituent un des huit sous-groupes de famille de protéines qui ont pour rôle de guider 

la croissance des axones, rôle essentiel pour la structuration du système nerveux. Elles sont 

aussi impliquées dans des processus tels que l’apoptose, la migration cellulaire et la 

carcinogenèse (Gaur et al., 2009; Niland & Eble, 2019). Elles se constituent de sept protéines 

Figure 15 : Structure générale des Neuropilines 

Les formes transmembranaires des neuropilines (NRPs) se composent d’un domaine extracellulaire avec deux 

domaines CUB (a1/a2), deux domaines d’homologie aux facteurs de coagulation V/VIII (b1/b2), et un domaine 

MAM (c). Les domaines de liaison de SEMA 3 et du VEGF sont indiqués. Les domaines C-terminaux de NRP1 

et NRP2 contiennent une séquence de liaison (SEA) à la protéine à domaine PDZ GIPC1 (aussi appelée NIP ou 

synectine). Les formes solubles (sNRP1 and sNRP2) ont un domaine extracellulaire tronqué et sont dépourvues 

des domaines transmembranaires et cytosoliques. Le pourcentage d’homologie des différents domaines 

(extracellulaire membranaire et cytosolique) est indiqué. (D’après Dumond et al., 2020). 
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solubles, désignées par les lettres A à G, et sont sécrétées par différentes lignées cellulaires 

comme les neurones, les cellules épithéliales ou encore les cellules tumorales (Gaur et al., 

2009).  

Chacune des SEMA 3 ont différentes affinités de liaison aux NRPs et par conséquent, 

chaque SEMA 3 a une fonction biologique distincte. Les NRPs se lient aux SEMA 3 via leur 

domaine extracellulaire a1a2 et b1 (Dumond & Pagès, 2020; Gaur et al., 2009) (Figure 16). 

Cette liaison requiert l’association avec une autre famille de récepteurs : les plexines. En 

agissant comme co-récepteurs les NRPs augmentent l’affinité de liaison des plexines avec les 

SEMA 3. Le complexe formé par NRPs/SEMA3/Plexines améliore la transduction de signal 

durant le développement embryonnaire, le guidage des axones et les réponses immunitaires. 

Par exemple, NRP1 forme un complexe stable avec la plexine 1 qui permet la fixation avec une 

plus forte affinité à la SEMA 3A (Takahashi et al., 1999). Il a aussi été démontré que la liaison 

entre NRP1 et le complexe SEMA 3E/PlexinD1 transforme la répulsion axonale en attraction 

durant le développement cérébral (Chauvet et al., 2007). NRP1 se lie préférentiellement à 

SEMA 3A tandis que NRP2 se lie habituellement à la SEMA 3C ou SEMA 3F (Gaur et al., 

2009; Roy et al., 2017). De plus, il est aujourd’hui reconnu que la fonction des NRPs dans la 

signalisation des SEMA 3 est importante non seulement pour le guidage de la croissance des 

axones, mais également pour la signalisation des lésions de la moelle épinière (Parker et al., 

2012). 

Figure 16 : Récepteurs des sémaphorines de classe 3 (SEMA 3) 

Np1=NRP1; Np2=NRP2; Plex= plexine. (D’après Toledano et al., 2019) 
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2.2. Récepteurs de la famille des VEGF 

En plus de se lier aux sémaphorines, on sait aujourd’hui que les NRPs sont des récepteurs 

de la famille du VEGF (Soker et al., 1998). La famille du VEGF se compose de plusieurs 

facteurs de croissance, nommés par les lettres A, B, C et D ainsi que du facteur de croissance 

placentaire (PlGF : Placental Growth factor) dont le rôle principal est de médier l’angiogenèse 

et la lymphangiogenèse. De plus, il a été décrit que ces facteurs de croissance sont impliqués 

dans la carcinogenèse (Mercurio, 2019).  

Les récepteurs classiques des VEGF sont des récepteurs tyrosines kinases appelés 

VEGFR. Il en existe 3 : le VEGFR-1, VEGFR-2 et VEGFR-3, ayant différentes affinités avec 

les ligands VEGF et par conséquent différentes actions biologiques. Par exemple, le VEGFR-

2, récepteur du VEGF le plus connu, se lie préférentiellement avec le VEGF-A et est exprimé 

principalement par les cellules endothéliales vasculaires et par conséquent joue un rôle essentiel 

dans la vasculogenèse et l’angiogenèse (Koch & Claesson-Welsh, 2012). La fonction du 

VEGFR-1 reste quant à elle moins décrite, elle semblerait réguler de manière négative 

l’angiogenèse en entrant en compétition avec le VEGFR-2 et aussi impliquée dans la migration 

des monocytes/macrophages puisque le VEGFR-1 est fortement exprimé dans ces types 

cellulaires (Koch & Claesson-Welsh, 2012). Contrairement aux deux autres récepteurs du 

VEGF, le VEGFR-3 ne joue pas de rôle dans l’angiogenèse mais plutôt dans la 

lymphangiogenèse, ceci est lié à son affinité aux VEGF-C et D et son expression dans les 

cellules endothéliales lymphocytaires.  

La liaison du VEGF à son récepteur induit l'homo- ou l'hétérodimérisation du récepteur. 

Le changement de conformation des VEGFR qui en résulte conduit à l'exposition du site de 

liaison à l'ATP dans le domaine à activité tyrosine kinase intracellulaire et à son activation par 

phosphorylation, entrainant alors des cascades d’activation des voies de signalisation 

impliquées dans la prolifération, la migration et l’angiogenèse (Koch & Claesson-Welsh, 2012). 

L’affinité du VEGF à son récepteur est renforcée par la formation d’un complexe avec les 

NRPs. Initialement, NRP1 a été identifié comme étant un récepteur spécifique de l’isoforme 

VEGF-A 165 (Soker et al., 1998), et plus récemment pour d’autres isoformes tel que le VEGF-

A 121 (Pan, Chathery, et al., 2007). Ce sont les domaines extracellulaires b1b2 des NRPs qui 

sont impliqués dans cette liaison (Gu et al., 2002). NRP1 semble agir principalement comme 

un co-récepteur pour  VEGFR-1 et 2, acteurs important de l’angiogenèse, alors que NRP2 est 

un co-récepteur du VEGFR-3, un récepteur essentiel de la lymphangiogenèse (Koch & 

Claesson-Welsh, 2012).  
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2.3. Autres ligands des NRPs 

Etant donné la capacité de liaison aux protéines de la famille du VEGF des NRPs, 

plusieurs équipes de recherche ont émis l’hypothèse que les NRPs pourraient interagir avec 

d'autres protéines de liaison à l'héparine et ainsi de nouveaux ligands des NRPs ont été 

découverts. En effet, NRP1 interagit avec d'autres partenaires tels que le facteur de croissance 

des fibroblastes (FGF) (West et al., 2005), le facteur de croissance des hépatocytes (HGF) (Hu 

et al., 2007; Matsushita et al., 2007), le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF) 

(Banerjee et al., 2006; Kofler & Simons, 2016) ou encore le facteur de croissance transformant 

β (TGFβ) (Glinka & Prud’homme, 2008; Kofler & Simons, 2016) (Figure 17). 

 

 D’après les travaux de West et al., FGF-2 se lie à NRP1 tout comme les formes 4 et 7 du 

FGF ainsi que son récepteur le FGFR-1 contribuant ainsi à l’angiogenèse. Ces interactions 

peuvent être inhibées par l’héparine ce qui confirme la présence d’un site mimétique de 

l’héparine sur NRP1 (West et al., 2005). Cette même équipe a aussi montré que NRP1 se liait 

à HGF, impliqué dans des fonctions variées comme la prolifération et la migration cellulaire ou 

la morphogenèse (Hu et al., 2007; West et al., 2005). La liaison de NRP1 à HGF potentialise 

l’activité du facteur de croissance avec son récepteur, c-MET, ce qui favorise la survie des 

Figure 17 : Ligands des NRPs et leurs fonctions 

(D’après Glinka & Prud’homme et al., 2008) 
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cellules et leur capacité invasive. Ce phénomène de potentialisation d’activité du HGF par 

NRP1 contribue au développement de certains cancers comme les gliomes ou les 

adénocarcinomes canalaires pancréatiques (Hu et al., 2007; Matsushita et al., 2007). 

La découverte de la liaison de NRP1 avec PDGF lui confère un nouveau rôle dans la 

régulation de la signalisation du PDGF au sein des cellules musculaires lisses vasculaires. Il est 

vrai que NRP1 et NRP2 sont fortement exprimés dans les cellules musculaires lisses vasculaires 

ainsi que dans d’autres types cellulaires, comme il a été démontré dans les cellules souches 

mésenchymateuses (Ball et al., 2010), et leur association avec le PDGF joue un rôle dans la 

migration, prolifération et la survie de ces cellules (Kofler & Simons, 2016).  

NRP1 a aussi été décrit dans la littérature comme jouant un rôle critique dans le 

développement et l’homéostasie vasculaire via la régulation du TGFβ dans les cellules 

endothéliales (Kofler & Simons, 2016). Effectivement, NRP1 se lie au TGFβ sous sa forme 

active et sa forme latente associée à la protéine LAP (LAP-TGF-β) via son domaine b1. De 

plus, ces deux formes du TGFβ entrent en compétition avec le VEGF 165 pour la liaison avec 

NRP1 (Glinka & Prud’homme, 2008). En plus de se lier au TGFβ, NRP1 peut former des 

complexes avec les trois formes des récepteurs aux TGFβ (TβR) mais une affinité plus élevée 

pour TβR-1 (Glinka et al., 2011). Une autre étude a montré que NRP1 dans les cellules 

endothéliales supprime l'activation et la signalisation du TGFβ en formant des complexes 

protéiques avec l'intégrine β8, ce qui laisse penser à un rôle inhibiteur de NRP1 sur la 

signalisation du TGFβ (Hirota et al., 2015).  

De plus, on sait aujourd’hui que TGFβ joue un rôle important dans la régulation de 

l’immunité cellulaire. L’équipe de Glinka et Prud’homme a d’ailleurs mis en avant que NRP1, 

via sa liaison au TGFβ, joue un rôle important dans l’activité des lymphocytes T régulateurs 

(LTreg) en améliorant leur capacité à capturer le TGFβ1(Glinka & Prud’homme, 2008). 

 

2.4. Une signalisation intracellulaire via GIPC1 

NRP1 étant avant tout connu pour son rôle de récepteur de SEMA 3 et du VEGF, 

initialement, on ignorait l’existence d’une signalisation intracellulaire venant de NRP1 seul 

mais plusieurs études ont démontré le contraire. Tout d’abord, la découverte de la liaison de 

NRP1 et GIPC1 (GAIP interacting protein C terminus 1), aussi appelé NIP ou Synectin, a pu 

mettre en évidence que NRP1, via la séquence de trois acides aminés (SEA-COOH) de son 

domaine intracellulaire, se liait au domaine PDZ de GIPC1. Cela suggérait que cette liaison 

était impliquée dans le trafic membranaire qui a lieu durant la croissance des axones (Cai & 

Reed, 1999). En effet, GIPC1 est initialement connu pour interagir avec le domaine SEA de 
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GAIP, une protéine activant les GTPases et régulant le trafic vésiculaire (De Vries et al., 1998). 

GIPC1 fait partie de la famille des GIPCs qui se composent de deux autres protéines, nommées 

GIPC2 et GIPC3. Ces protéines sont impliquées dans le trafic de différentes protéines 

transmembranaires et dans la régulation de processus cellulaires variés tels que la prolifération, 

la cytokinèse et la migration (Katoh, 2013).  

D’autre part, une étude a montré que le domaine C terminal de NRP1 est indispensable 

dans l’angiogenèse et que GIPC, via son interaction avec NRP1, permet la transmission du 

signal du VEGF pour réguler la migration des cellules endothéliales pendant l’angiogenèse (L. 

Wang et al., 2006). Cette étude révèle aussi qu’avec un modèle de zebrafish KO de GIPC, le 

même phénotype vasculaire que celui du modèle KO pour NRP1 est observé, mettant ainsi en 

avant un nouveau rôle de GIPC dans l’endothélium vasculaire et la formation des vaisseaux via 

la signalisation GIPC/NRP1 (L. Wang et al., 2006). Mais il existe aussi une voie indépendante 

du VEGF et de SEMA 3. En effet, la signalisation de NRP1/ GIPC1 et régule le trafic et la 

fonction de l'intégrine α5β1 dans les cellules endothéliales indépendamment du VEGF-A165 et 

SEMA3A (Valdembri et al., 2009). NRP1, par son motif cytoplasmique SEA se lie à GIPC1, 

favorise spécifiquement l'adhésion des cellules endothéliales médiée par l'intégrine a5b1 à la 

fibronectine, ce qui est cruciale pour le développement vasculaire. 

De plus, il semblerait que la signalisation NRP1/GIPC1 soit impliquée dans de nombreux 

cancers. En effet, l’association NRP1/GIPC1 favorise la progression tumorale (G. Zhang et al., 

2016), par exemple en activant le microenvironnement tumoral (Yaqoob et al., 2012) ou encore 

en augmentant la survie des cellules souches (Grun et al., 2018). 

 

2.5. Rôle dans l’immunité  

De manière intéressante, NRP1 joue aussi un rôle important dans l’immunité cellulaire, 

que ce soit dans des conditions physiologiques ou physiopathologiques comme dans le cancer. 

Cependant, il y a actuellement peu de connaissance concernant les voies moléculaires 

impliquées dans ces fonctions. L’expression de NRP1 a été caractérisée dans différents types 

de cellules immunitaires tels que les macrophages, les cellules dendritiques (CD) et les 

lymphocytes en particulier les lymphocytes T régulateurs (LTreg) (Bruder et al., 2004; 

Catalano, 2010; Stepanova et al., 2007) (Figure 18).  

Quelques équipes de recherche travaillant sur les maladies auto-immunes ont montré que 

NRP1 joue un rôle critique dans la régulation des réponses immunitaires. L’équipe de Solomon 

et al. a fait des recherches sur la sclérose en plaque avec un modèle d’encéphalomyélite auto-

immune (EAE) de souris déficientes en NRP1 sur leurs lymphocytes T CD4+ (LT CD4+) et a 
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montré que cela aggravait l’EAE, contrairement aux souris sur-exprimant NRP1 sur leurs LT 

CD4+, qui elles ne développaient pas d’EAE (Solomon et al., 2011). Ceci suggère un rôle anti-

inflammatoire de NRP1 qui a aussi été mis en avant dans un modèle de polyarthrite rhumatoïde 

via la voie de signalisation de SEMA 3A/NRP1 (Catalano, 2010). Il est vrai que NRP1 est un 

récepteur fonctionnel des sémaphorines et qu’elle est présente sur les LT (Catalano, 2010; 

Lepelletier et al., 2007). La signalisation SEMA 4A/Plexine A4/NRP1 a d’ailleurs été 

impliquée dans l’augmentation du nombre des LTreg, cellules essentielles dans le maintien de 

la tolérance périphérique et la régulation des réponses immunitaires, et dans la potentialisation 

de leur fonction. De plus, la formation du complexe SEMA 4A/Plexine A4/NRP1 est lié à une 

augmentation de la sécrétion de l’IL10, une interleukine anti-inflammatoire, contribuant ainsi 

à la régulation de la réponse immunitaire (Delgoffe et al., 2013). Plus récemment, il a été 

démontré que la protéine B7-H4-ig se liait au complexe SEMA 3A/Plexine A4/NRP1 pour 

moduler la réponse des LTreg. La protéine B7-H4-ig étant associée à la régulation de 

l’immunité en réduisant les réponses inflammatoires des LT CD4+, cela suggère un rôle 

immunorégulateur pour le complexe SEMA A3/Plexine 4A/NRP1 (Podojil et al., 2018).  

En plus de jouer un rôle immunorégulateur, NRP1 est impliqué dans la migration des 

cellules immunitaires. Par exemple, une étude a montré que  SEMA 3A diminuait la capacité 

d’adhésion des thymocytes exprimant NRP1 et que cela induisait leur migration par un effet 

répulsif (Lepelletier et al., 2007). De plus, NRP1 forme un complexe avec Plexine A1, qui est 

connue pour jouer un rôle crucial dans le trafic des cellules dendritiques (CD). La formation de 

ce complexe à la surface des CD permet de lier SEMA 3A présente au niveau des vaisseaux 

lymphatiques et cela entraine la migration des CD dans les vaisseaux lymphatiques (Takamatsu 

et al., 2010).  

D’autre part, on sait que NRP1 est exprimé à la surface CD qui sont concernées par une 

étape importante dans l’initiation de l’immunité : la reconnaissance des antigènes pathogènes. 

En effet, les CD sont des cellules présentatrices de l’antigène (CPA) qui ont la capacité, via les 

molécules de CMH-I et CMH-II, de présenter un antigène en formant une synapse 

immunologique avec les LT et ainsi stimuler leurs réponses. NRP1 est exprimé à la fois sur la 

surface des CD et des LT et apparait essentiel dans leur interaction pour initier la réponse 

immunitaire (Tordjman et al., 2002). En particulier, il a été démontré que NRP1 est exprimé 

par les LTreg, ce qui améliore et prolonge leur interaction avec les CD lors de la synapse 

immunologique leur conférant ainsi une sensibilité plus élevée aux antigènes (Sarris et al., 

2008). De plus, une étude a mis en avant le fait que NRP1 pouvait être transféré des CD aux 

LT lors de cette synapse immunologique, leur permettant ainsi de se lier au VEGF-165 sécrété 
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par les CD. Ces résultats suggèrent que les LT exprimant NRP1 pourraient participer au 

remodelage des vaisseaux dans les organes lymphoïdes secondaires lors de l’inflammation 

(Bourbié-Vaudaine et al., 2006). 

Un des autres acteurs importants de l’immunité est le macrophage qui lui aussi exprime 

NRP1 (Aung et al., 2016; Stepanova et al., 2007). Les macrophages sont des cellules 

immunitaires présents dans tous les tissus et jouent un rôle dans la surveillance immunitaire, 

dans la réponse et la résolution de l'inflammation et contribuent à la cicatrisation des plaies. Ils 

proviennent de la différenciation de leucocytes sanguins circulants, les monocytes, et NRP1 

semble jouer un rôle dans cette étape. En effet, il a été mis en avant que l’expression de la 

SEMA-3A, et de NRP1, augmentait significativement lors de la différenciation des monocytes 

en macrophages. Plus particulièrement, lors de la différenciation des monocytes dans des 

conditions favorisant les macrophages de phénotypes M2, qui se caractérisent par des 

phénotypes anti-inflammatoires et pro-angiogéniques, alors que l’expression de NRP1 semble 

diminuer lors de la différenciation des monocytes lorsque les conditions sont en faveur des 

macrophages de phénotype M1 pro-inflammatoires (Ji et al., 2009).  

Figure 18 : Rôles anti-inflammatoires et immunorégulateurs de NRP1 dans le système immunitaire 

Cette figure, inspirée de Roy et al., 2017, a été créée avec BioRender.com 
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3. Rôle de NRP1 dans la carcinogenèse 

3.1. Surexpression NRP1 : facteur de mauvais pronostic et progression tumorale 

L’implication de NRP1 dans les différentes voies de signalisation, décrites dans la partie 

précédente, l’a inévitablement liée au cancer. Plusieurs études ont montré que NRP1 est 

exprimé dans les cellules tumorales de nombreux cancers comme le cancer du sein (M. Luo et 

al., 2016), le cancer des poumons (Kawakami et al., 2002), le cancer du pancréas (Ben et al., 

2014), le cancer buccal (W. Chu et al., 2014) ou encore les tumeurs cérébrales telles que le 

gliome (Hamerlik et al., 2012; Osada et al., 2004) et le médulloblastome (Snuderl et al., 2013).  

De plus, la surexpression de NRP1 dans les tumeurs est associée à un mauvais pronostic. 

En effet, plusieurs équipes ont relevé que lorsque NRP1 était surexprimé dans les tissus 

tumoraux, le pronostic des patients était mauvais contrairement aux patients ne montrant pas de 

surexpression du récepteur. NRP1 est donc décrit comme un facteur de mauvais pronostic dans 

différents cancers tels que le cancer des poumons (Kawakami et al., 2002), le cancer du 

pancréas (Ben et al., 2014), le cancer du foie (Yaqoob et al., 2012), le cancer du sein (M. Luo 

et al., 2016), le gliome (Osada et al., 2004) et le médulloblastome (Snuderl et al., 2013).  

De nombreux articles mettent en avant ce lien entre NRP1 et la progression tumorale dans 

différents types de cancers. Par exemple, l’équipe d’Hu et al., a trouvé une corrélation entre les 

cellules tumorales exprimant NRP1 et la progression du gliome. Ils le démontrent à travers un 

modèle de xénogreffes de cellules tumorales surexprimant NRP1 où on peut constater une 

augmentation de la prolifération via l’activation de la voie de signalisation HGF/SF (hepatocyte 

growth factor/scatter factor) et c-Met en lien avec NRP1 (Hu et al., 2007). Par ailleurs, 

l’inhibition de NRP1 dans des cellules du cancer du sein a diminué la prolifération cellulaire, 

mettant là aussi en évidence le lien entre NRP1 et la progression tumorale (M. Luo et al., 2016). 

De plus, la présence de métastases est corrélée à l’expression de NRP1, comme par exemple 

chez les patients atteints d’adénocarcinome canalaire pancréatique (Ben et al., 2014), or on sait 

aujourd’hui que NRP1 joue un rôle essentiel dans la migration des cellules endothéliales (L. 

Wang et al., 2003).  

Des études ont montré que NRP1 intervenait dans la migration et l’invasion des cellules 

tumorales (Bagci et al., 2009; Cao et al., 2008; M. Luo et al., 2016). En effet, dans le 

glioblastome, la présence de NRP1 est nécessaire pour la migration des cellules cancéreuses et 

la déplétion de SEMA 3A a inhibé leur migration, suggérant un rôle de NRP1, via son 

interaction avec SEMA 3A, dans l’infiltration des cellules de glioblastome (Bagci et al., 2009). 

D’autres études, sur le cancer du sein ou du rein, par exemple, ont obtenu des résultats similaires 
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en constatant une perte de la migration et de l’invasion cellulaire lors de l’inhibition de 

l’expression de NRP1 (Cao et al., 2008; M. Luo et al., 2016). Etant donné l’implication de 

NRP1 dans l’invasion cellulaire, plusieurs études ont émis l’hypothèse qu’elle soit impliquée 

dans la transition-épithélio-mésenchymateuse (TEM), processus désignant la perte d’adhérence 

entre les cellules, les rendant invasives et contribuant à la formation de métastases. Les résultats 

de ces études ont montré qu’effectivement NRP1 régule et favorise la TEM, en stimulant 

l’activation de la voie de signalisation NFκB et de la β-caténine (W. Chu et al., 2014; M. Luo 

et al., 2016).  

D’autre part, il est actuellement reconnu dans la communauté scientifique que le 

microenvironnement tumoral joue un rôle essentiel dans la carcinogenèse. Yaqoob et al a 

d’ailleurs montré que NRP1 contribuait à la carcinogenèse en activant le microenvironnement 

tumoral (Yaqoob et al., 2012). NRP1, en se liant à GIPC, active l’intégrine α5β1, ce qui facilite 

l’association entre les myofibroblastes et la fibronectine puis l’assemblement des fibrilles de 

fibronectines, entrainant une rigidité de la matrice et contribuant ainsi à la croissance tumorale 

(Yaqoob et al., 2012). Le microenvironnement se compose, certes, de fibroblastes et de la 

matrice extracellulaire, mais aussi de cellules endothéliales (CE), de cellules immunitaires ou 

bien de cellules souches cancéreuses, qui sembleraient être toutes un lien avec NRP1, suggérant 

son implication dans de nombreux processus favorisant le développement des tumeurs, comme 

l’angiogenèse, la tolérance immunitaire et la résistance aux traitements, que nous évoquerons 

dans les parties suivantes.  

 

3.2. NRP1 et angiogenèse 

L’angiogenèse est un processus physiologique qui est vital lors du développement 

embryonnaire et indispensable à tous tissus en cours de développement. Cependant la 

dérégulation de l’angiogenèse est impliquée dans différentes pathologies comme le cancer. On 

sait aujourd’hui que les NRPs sont fortement exprimées dans le système vasculaire mature et 

en développement, en particulier sur les cellules musculaires lisses vasculaires et les cellules 

endothéliales. Leur présence a aussi été détectée dans l’endothélium vasculaire tumoral (Soker 

et al., 1998), ce qui laisse suggérer qu’elles jouent un rôle également dans l’angiogenèse 

tumorale. De plus, l’expression de NRP1 sur les cellules endothéliales est augmentée par VEGF 

via la signalisation du VEGFR2 (Oh et al., 2002). Cette même étude montre que l’altération de 

l’expression de NRP1 par un anticorps inhibe la prolifération des cellules endothéliales générée 

par VEGF (Oh et al., 2002). Des modèles de souris transgéniques KO pour NRP1 ont mis en 

avant son rôle essentiel dans le développement du système vasculaire lors de l’embryogenèse. 
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En effet, les souris KO NRP1 meurent in utero et les sacs vitellins sont avasculaires, et ce 

phénotype vasculaire anormal ressemble en tout point à celui des modèles transgéniques KO 

pour VEGF et VEGFR2, facteurs clés de l’angiogenèse (Takashima et al., 2002).  

NRP1 est impliqué dans les différentes étapes de la néovascularisation et notamment dans 

sa régulation. En se liant avec son ligand, VEGF, NRP1 va avoir un effet pro-angiogénique 

alors qu’il semblerait que lorsque NRP1 se fixe aux SEMA 3, elle joue un rôle anti-

angiogénique. Ce constat permet d’émettre l’hypothèse que SEMA 3 entre en compétition avec 

VEGF pour sa liaison avec NRP1 (Toyofuku et al., 2007). En outre, NRP1 agit sur 

l’endothélium vasculaire en favorisant la fonction des « tip cells », les cellules endothéliales de 

front qui bourgeonnent à partir d’un vaisseau préexistant et guide le néovaisseau, pendant 

l’angiogenèse (Fantin et al., 2013). Une autre étude a montré que NRP1 favorise le phénotype 

des « tip cells » en limitant l’activation du complexe Smad 2/3 impliqué dans la signalisation 

du TGFβ (Aspalter et al., 2015).  

Cependant, l’angiogenèse peut se produire de manière anormale, en particulier dans le 

cas du cancer. NRP1 contribue à ce processus qui est courant dans les tumeurs dès qu’elles 

dépassent quelques millimètres dans le but d’alimenter le tissu tumoral en oxygène et en 

nutriments, contribuant ainsi à sa croissance. En effet, NRP1 peut favoriser le développement 

tumoral en améliorant l'angiogenèse tumorale ou en contribuant à l'œdème tissulaire en 

augmentant la perméabilité des vaisseaux. L’étude de Miao et al. est une des premières à mettre 

en avant que l’expression de NRP1 par les cellules tumorales favorise l’angiogenèse tumorale 

en augmentant la densité des vaisseaux et leur dilatation au sein de tumeurs de la prostate dans 

un modèle de xénogreffes chez le rat (H.-Q. Miao et al., 2000).  

D’autres études ont montré que l’expression de NRP1 était corrélée à un mauvais 

pronostic pour le patient car elle entrainait une néovascularisation importante au sein de la 

tumeur comme par exemple dans le cancer du sein ou des poumons (Kawakami et al., 2002; 

Stephenson et al., 2002). De plus, il semblerait que l’angiogenèse dans le cancer gastrique soit 

favorisée par l’expression de NRP1 et du VEGF qui est accentuée par le récepteur du facteur 

de croissance épidermique (EGF-R). De même, il a été prouvé dans le cancer des poumons, in 

vitro et in vivo, que cibler NRP1 avec un anticorps réduisait l’angiogenèse ainsi que le 

remodelage vasculaire. Le blocage de NRP1 rendait également les vaisseaux plus sensibles aux 

anticorps anti-VEGF, réhaussant ainsi l’effet de la thérapie anti-angiogénique pour réduire la 

croissance tumorale (Akagi et al., 2003). Une étude plus récente sur le glioblastome a démontré 

que NRP1, via les voies de signalisation PI3K/Akt/NFκB, contribuait à l’angiogenèse tumorale. 

Dans leur modèle in vivo avec des PDX, leurs résultats affirment que la surexpression du mir-
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124-3p, en se fixant à l’ARN messager de NRP1, supprime son expression et réduit la densité 

des micro-vaisseaux tumoraux, ce qui a pour conséquence de bloquer la croissance tumorale 

(G. Zhang et al., 2018). 

 

3.3. NRP1 et cellules souches cancéreuses 

Un des aspects importants de la tumeur est son hétérogénéité cellulaire notamment par la 

présence de cellules souches cancéreuses (CSC). Ces CSC jouent un rôle important au sein de 

la tumeur puisqu’elles contribuent à la résistance aux traitements et sont associées à l’apparition 

de métastases ainsi qu’au mauvais pronostic chez les patients atteints de cancer (Mercurio, 

2019; Nunes et al., 2018).  

Plusieurs études ont démontré que la signalisation de NRP1 favorisait la survie des CSC 

et l’agressivité des tumeurs. En effet, une équipe travaillant sur les gliomes a mis en avant le 

fait que la viabilité et l’auto-renouvellement des cellules souches, et par conséquent leur 

tumorigénicité, repose sur la voie de signalisation VEGF/VEGFR2/NRP1 (Hamerlik et al., 

2012). Leurs résultats suggèrent qu’inhiber VEGFR2 ou NRP1 dans ces cellules serait une 

thérapie sûre, contrairement au bevacizumab, un anticorps monoclonal ciblant le VEGF, qui, 

lui, reste inefficace face aux CSC de gliomes (Hamerlik et al., 2012). L’équipe de Grun, et al., 

a fait le constat que la voie de signalisation VEGF/NRP1 était impliquée dans la survie des 

cellules souches cancéreuses de l’épiderme (ECS) contribuant ainsi à l’agressivité de la tumeur. 

Le VEGF-A est requis pour maintenir le phénotype des ECS et ce processus ne passe pas par 

les récepteurs classiques du VEGF, mais par NRP1. L’inhibition de l’expression de NRP1 dans 

les ECS réduit la formation des sphéroïdes, leur invasion et leur migration diminuant par 

conséquent le développement des tumeurs (Grun et al., 2016). Ceci a aussi été décrit pour les 

CSC du cancer du sein (L. Zhang et al., 2017). Les CSC du cancer du sein surexpriment VEGF-

A et NRP1 et l’équipe de Zhang et al. ont démontré, en utilisant un modèle de CSC KO pour 

NRP1 ou VEGF-A, que cet axe de signalisation était nécessaire pour assurer les traits 

spécifiques aux CSC in vitro et in vivo et que VEGF-A/NRP1 conférait le phénotype souche 

aux cellules du cancer du sein en activant la voie de signalisation WNT/β-caténine (L. Zhang 

et al., 2017).  

Mais il semblerait que NRP1 n’agisse pas seulement avec VEGF sur la survie des CSC. 

Quelques articles scientifiques mettent en avant que l’interaction entre NRP1 et GIPC1 est aussi 

impliquée dans ce phénomène. Dans les ECS, NRP1 forme un complexe avec GIPC1 et 

l’intégrine α6/β4 pour activer la voie de signalisation FAK/Src qui va permettre la stabilisation 

de YAP1/ΔNp63α ce qui a pour conséquence d’améliorer la survie des ECS, l’invasion et 



 

66 

 

l’angiogenèse (Grun et al., 2018). NRP1/GIPC1 est aussi une signalisation clé dans le caractère 

souche de cellules cancéreuses de l’épiderme lorsqu’elle forme un complexe avec Syx, le 

facteur d’échange guanine-RhoA impliqué dans l’angiogenèse. Ceci a pour effet d’améliorer la 

formation des sphéroïdes, l’invasion, la migration et le potentiel angiogénique des cellules in 

vitro. La formation de ce complexe entraine, par ailleurs, une augmentation de l’activité de la 

voie MAPK p38, qui dépend de RhoA (Grun et al., 2019). Conjointement, lorsqu’il y a 

suppression de l’expression de NRP1 ou de GIPC1, cela baisse l’activité de RhoA et celle de 

MAPK p38 entrainant une perte du phénotype des ECS et une diminution de la croissance 

tumorale (Grun et al., 2019) (Figure 19). 

 

 

 

 

Figure 19 : Implication de NRP1 dans les cellules souches cancéreuses 

Cette figure, inspirée de Grun et al., 2018, 2019, a été créée avec BioRender.com. 
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3.4. NRP1 et immunité antitumorale 

Un des aspects importants de la progression tumorale est la capacité des cellules 

cancéreuses à échapper à la surveillance et à la clairance du système immunitaire. Par son 

expression dans de nombreuses cellules immunitaires et son implication dans la fonction de ces 

dernières, NRP1 a fait l’objet de plusieurs études concernant son implication dans la 

dérégulation de l’immunité antitumorale (Tableau 3).  

 

Tableau 3 : Résumé de l’implication de NRP1 dans le système immunitaire (D’après Douyère et al., 2021) 

Expression de NRP1 Effets  Voies de signalisation Maladie  

 
Cellules dendritiques 
(CD) • Migration • SEMA3A/SEMA3C/PlexinA1   

 • Réorganisation du cytosquelette de F-actine   

 • Reconnaissance des antigènes pathogènes   

   Formation synapse immunologique avec LT    

   par interaction entre NRP1 sur DC et LT   

  • Transfert de NRP1 des DC aux LT • VEGF-A   

Macrophages/microglie • Promotion des macrophages type M2 • SEMA 3A • Cancer 

 • Migration macrophages associés à la tumeur  • SEMA 3A • Cancer 

  • Infiltration au sein de la tumeur • SEMA 3A • Cancer 

Lymphocytes (LT)       

• Thymocytes • Diminution des capacités d’adhésion  • SEMA 3A  

   Migration par effets répulsifs   

• Lymphoctes T CD4+  • Suppression prolifération LT et  • Autoimmune disease 

    production de leurs cytokines   

• Lymphocytes T CD8+ • Inhibition de migration dans tumeur, • SEMA 3A • Cancer 

   Inhibition fonction de lyse cellules tumorales   
• Lymphocytes Treg 
(LTreg) • Immunosuppression and induction de tolérance • SEMA 4A/PlexinA4,   

 • Augmentation du nombre de LT,  B7-H4/SEMA 3A/Plexin A4  

   Augmentation de sécrétion de l’IL10   

 • Prolongation de l’interaction entre LTreg et CD   

 • Stabilité and fonction des LTreg • SEMA 4A  

 • Infiltration des LTreg dans la tumeur,  • Cancer 

   et échappement immunitaire de la tumeur   

 • Activation des LTreg  • VEGF-A • Cancer 

    et augmentation de production TGFβ par LTreg     

 

Tout d’abord, il a été démontré que dans un contexte tumoral hypoxique, la voie de 

signalisation SEMA 3A/NRP1 contrôlait la migration des macrophages infiltrant la tumeur 

(Casazza et al., 2013). En effet, l’équipe de Casazza et al. a montré que lorsque l’on supprime 

uniquement l’expression génique de NRP1 au sein des macrophages, cela favorise leur présence 

en zones normoxiques dans les tumeurs entrainant une diminution de leurs fonctions pro-

angiogéniques et immunosuppressives. Par conséquent, l’inhibition de NRP1 dans les 
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macrophages s’accompagne d’une baisse de la croissance tumorale et de la présence de 

métastases (Casazza et al., 2013). Dans cette même optique, l’équipe de Chen et al., en inhibant 

NRP1 dans le cancer cervical hypoxique, où elle est fortement exprimée, a découvert que cela 

prévenait le recrutement des macrophages de type M2. Les macrophages de type M2 possèdent 

des propriétés immunosuppressives favorables au développement des tumeurs, et cibler NRP1 

semble approprié pour s’affranchir des effets pro-tumoraux des macrophages infiltrant la 

tumeur (X.-J. Chen et al., 2019). 

D’autre part, on sait aujourd’hui que l’environnement tumoral induit une tolérance des 

cellules immunitaires et en particulier par l’immunosuppression des lymphocytes T (LT). Par 

ailleurs, les LT CD4+ et LT CD8+ infiltrants la tumeur surexpriment NRP1 qui semble être lié 

à la tolérance des LT CD8+ (Jackson et al., 2014). Mais les mécanismes et les voies 

moléculaires impliquées sur ces cellules immunitaires lors d’un traitements anti-NRP1 ne sont 

pas encore clairement définis. En revanche, l’implication de NRP1 dans la fonctionnalité des 

LT reg est plus documentée notamment dans le cadre du cancer. L’infiltration des LT reg est 

une étape critique dans le développement et la progression tumorale et ces cellules sont 

corrélées à un mauvais pronostic dans de nombreux cancers (Overacre-Delgoffe et al., 2017). 

En effet, les LT reg vont supprimer localement toutes les réponses immunitaires antitumorales. 

L’interaction de NRP1, exprimée par les LT reg, avec VEGF entraine un recrutement des LT 

reg au sein des tumeurs. Mieux comprendre le lien entre NRP1 et les LT permettrait donc 

d’améliorer l’immunothérapie des cancers. A travers un modèle in vivo de transplantation de 

mélanome, Hansen et al ont démontré qu’en inhibant NRP1 dans les LT reg on peut bloquer le 

mécanisme d’échappement au système immunitaire mis en place par la tumeur, avec pour 

conséquence de réduire fortement la croissance tumorale et prolonge la survie des animaux 

(Hansen et al., 2012). Hansen et al. font aussi le constat, dans leur modèle de souris déficientes 

en NRP1, que le nombre de cellules Treg baisse énormément et qu’au contraire cela entraine 

une augmentation des LT CD8+ favorables à l’immunité antitumorale (Hansen et al., 2012).  

Les mécanismes sous-jacents entre le lien de NRP1 et des lymphocytes Treg restent 

encore flous. Une des hypothèses est que la voie de signalisation NRP1 favorise une fragilité et 

une instabilité des LTreg (Delgoffe et al., 2013; Overacre-Delgoffe et al., 2017). La fragilité 

des lymphocytes Treg est liée à la production d’interférons γ (INFγ) présent lors de l’inhibition 

de NRP1, et cette inhibition de NRP1 stimule l’immunité antitumorale et facilite l’élimination 

des tumeurs. Notamment, l’équipe d’Overacre-Delgoffe montre que la fragilité des LTreg 

induite par la production d’INFγ est nécessaire pour une réponse aux thérapies anti-PD1 

(Overacre-Delgoffe et al., 2017). Une autre étude a démontré que bloquer NRP1 dans les LT 
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reg réduisait considérablement leur production de TGFβ et avait pour conséquence de réduire 

le nombre de LTreg au sein des gliomes (Powell et al., 2018). 

 

3.5. NRP1 et résistance aux traitements 

Un des problèmes majeurs des thérapies actuelles contre le cancer est que les tumeurs 

acquièrent une résistance aux traitements. Pour améliorer l’efficacité des traitements, tels que 

la radiothérapie et la chimiothérapie, il est nécessaire de comprendre les mécanismes 

moléculaires impliqués dans la résistance des cellules cancéreuses.  

 

3.5.1. Résistance à la radiothérapie 

La radiothérapie (RT) est l’une des principales méthodes de traitement chez les patients 

atteints de cancers. Malheureusement, dans certains cas, les cellules tumorales acquièrent des 

capacités leur permettant de résister aux radiations. Plusieurs études ont montré la corrélation 

entre l’expression de NRP1 et la radiorésistance des cellules cancéreuses, en particulier dans le 

cancer des poumons (Cong et al., 2021; J. C. Dong et al., 2015; Shao et al., 2021; Xiong et al., 

2018). Le lien entre NRP1 et la résistance aux radiations des cellules tumorales implique 

différentes voies de signalisation. Dans un premier temps, c’est la voie de signalisation du 

VEGF qui a été décrite comme impliquée dans la radiorésistance des cellules tumorales via 

NRP1. En effet, VEGF-121 et VEGF-165 ont un effet protecteur sur les cellules cancéreuses 

par rapport au stress qu’elles subissent après radiations (Brieger et al., 2005). Cong et al. ont 

d’ailleurs démontré qu’en inhibant l’interaction entre VEGF et NRP1, les cellules tumorales 

perdent leur capacité à résister à la RT et la voie de signalisation NRP1-VEGF-PI3K-NFκB est 

impliquée dans ce phénomène (Cong et al., 2021; J. C. Dong et al., 2015).  

Durant les dernières années, l’implication d’autres voies de signalisation liée à NRP1 a 

été découverte. Par exemple, NRP1 associée à MLL5, un facteur de transcription qui régule 

l’expression des gènes HOXs impliqués dans la radiorésistance, augmente la radiorésistance 

des cellules tumorales pulmonaires via HOXA6 et HOXA9 (Shao et al., 2021). Dans le cancer 

de l’œsophage, il a été montré que l’augmentation de l’expression de NRP1 affectait la 

radiosensibilité des cellules tumorales via l’activation de la voie PI3K/AKT (J. Zhang et al., 

2022). Autre fait intéressant, NRP1 joue un rôle dans la radiorésistance en influençant le 

microenvironnement tumoral puisque Dong et al ont montré que NRP1 régule les facteurs de 

l’inflammation, comme le TNF ou l’IL6, et induit une résistance à la radiothérapie dans des 

modèles de culture 3D in vitro et dans des modèles de xénogreffes chez la souris in vivo (Z. 

Dong et al., 2019). 
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3.5.2. Résistance aux chimiothérapies 

Quelques études ont été publiées montrant l’implication de l’expression de NRP1 dans la 

résistance aux traitements du cancer du pancréas (Wey et al., 2005), des poumons, des reins et 

de la prostate (Jia et al., 2010). Dans les cellules cancéreuses du pancréas, la surexpression de 

NRP1 conduit à une augmentation de l’activité de la voie de signalisation MAPK entrainant 

une augmentation de la survie des cellules et une résistance à l’apoptose après traitement par la 

gemcitabine et le fluoracile (Wey et al., 2005). De plus, l’utilisation d’un antagoniste de NRP1 

a induit une amélioration des effets cytotoxiques d’agents chimio-thérapeutiques, tels que le 

fluoracile, le placlitaxel ou le cisplatine, sur des cellules de carcinomes humains (Jia et al., 

2010). Cibler NRP1 semble être une stratégie thérapeutique à envisager dans la résistance aux 

traitements puisqu’elle améliore la sensibilité des cancers aux chimiothérapies (Jia et al., 2010; 

Wey et al., 2005). Mais il semblerait que dans le cancers du sein, la surexpression de NRP1 ait 

un effet contraire (Naik et al., 2018). En effet, l’étude menée par Naik et al rapporte que la 

surexpression de NRP1 est liée à une réduction de l’expression de la protéine ABCG2, 

transporteur ABC, et contribue à l’augmentation de la chimiosensibilité des cellules 

cancéreuses du sein (Naik et al., 2018). 

 

3.5.3. Résistance aux thérapies ciblées  

D’autres part, on sait aujourd’hui que les cellules cancéreuses sont dépendantes de 

l’activation d’oncogènes. Une des approches thérapeutiques envisagée est le ciblage de ces 

oncogènes, mais dans la plupart des cas les cellules acquièrent une résistance aux thérapies 

ciblées. Par conséquent, Rizzolio et al se sont intéressés au lien entre l’expression de NRP1 et 

la résistance aux traitements ciblant certains oncogènes, comme BRAF, caractéristique des 

mélanomes, ou HER2 et MET, amplifiés dans les cancers du seins et des poumons (Rizzolio et 

al., 2018). Leurs résultats montrent qu’il y a une surrégulation de l’expression de NRP1 dans 

les cellules résistantes aux inhibiteurs de ces oncogènes et que cette résistance est dépendante 

de l’expression de NRP1. La régulation positive de NRP1 associée à la résistance aux 

traitements peut être due à différents mécanismes selon les différents types de tumeurs. Dans 

les cellules cancéreuses du sein, la résistance aux traitements est due à l’implication de la voie 

de signalisation NRP1, associée à GIPC, qui conduit à une augmentation d’EGFR et d’IGF1R 

via l’activité de la kinase JNK et du facteur de transcription SOX2/JUN (Rizzolio et al., 2018).  
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L’utilisation de molécules ciblant NRP1 apparait donc comme une stratégie efficace pour 

s’affranchir de la résistance aux traitements en combinaison avec les traitements actuels ou les 

thérapies ciblées.  

 

4. NRP1 : une cible thérapeutique à envisager dans le 

Médulloblastome ? 

4.1. Ciblage de NRP1 dans le cadre du cancer  

NRP1 est impliqué dans différents types de tumeurs et est considéré comme un promoteur 

de tumeur dans la littérature comme nous l’avons démontré dans la partie précédente de cette 

introduction générale. Pour son implication dans différents mécanismes contribuant au 

développement tumoral, comme l’angiogenèse ou la résistance aux traitements anticancéreux, 

plusieurs études ont été menées pour envisager NRP1 comme cible thérapeutique contre le 

cancer. Le développement de stratégie d’inhibition de NRP1 est un défi intéressant pour le 

traitement du cancer et différentes approches ont été explorées et seront détaillées dans les 

parties suivantes (Figure 20). 

 

Figure 20 : Différentes stratégies pour cibler 

NRP1 

Les stratégies possibles pour cibler la fonction 

NRP1 sont indiquées en rouge : i) blocage de la 

liaison du facteur de croissance à la membrane 

NRP1 par NRP1 soluble (sNRP1) ; (ii) blocage 

de la liaison du VEGF-A à NRP1 avec des 

anticorps monoclonaux (mAbs), des peptides ou 

des peptidomimétiques; (iii) knockdown de 

l'expression de NRP1 avec de petits ARN 

interférents (siARN) ou des microARN ; (iv) 

administration d'agents thérapeutiques à des 

cellules exprimant NRP1 à l'aide de peptides 

pénétrant dans les cellules (CPPs), qui 

interagissent avec le domaine CF ; (v) inhibition 

des voies de transduction du signal déclenchées 

par l'activation de NRP1. (D’après Graziania et 

al., 2015). 
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4.1.1. Les formes solubles de NRP1 

Les formes solubles de NRP1 (sNRP1) sont générées naturellement par un épissage 

alternatif. Elles contiennent une partie des domaines extracellulaires de liaison aux ligands et 

peuvent fonctionner comme des pièges à ligands en empêchant l’interaction de ces ligands à 

leurs récepteurs exposés à la surface des cellules. Les sNRP1 sont exprimées de manière 

différente de la forme NRP1 membranaire et sont des antagonistes du VEGFA-165 et SEMA 

3A (Cackowski et al., 2004). Cackowski et al. ont montré que les sNRP1 empêchent le VEGFA-

165 de se lier aux récepteurs du VEGF et agissent comme des antagonistes de NRP1. De plus, 

la séquestration du  VEGF par les sNRP1 va avoir pour effet d’inhiber la migration des cellules 

cancéreuses du sein (Cackowski et al., 2004). De même, dans un modèle de leucémie 

systémique, l’administration de sNRP1 retarde la progression tumorale, l’invasion et augmente 

la survie in vivo (Schuch et al., 2002).  

 

4.1.2. Les microARNs ciblant NRP1 

Les microARNs (miRs) sont des régulateurs post-transcriptionnels capables de cibler un 

ARN messager (ARNm) ce qui va conduire à l'inhibition de sa traduction ou à sa dégradation, 

selon le degré de complémentarité entre la séquence du miR et celle de son ARNm cible. Les 

transcrits de NRP1 sont ciblés par plusieurs miRs : miR-9, miR-181b, miR-320 et miR-338 

(Cui et al., 2012; C. Liu et al., 2015; Y.-Y. Wu et al., 2014). Par exemple, miR-9 et miR-181b 

ont été décrit comme ciblant NRP1 et altérant son effet sur l’angiogenèse in vitro et in vivo (Cui 

et al., 2012). De même, le miR-320 influence l’angiogenèse tumorale via l’inhibition de NRP1 

sur les cellules endothéliales (Y.-Y. Wu et al., 2014). L’inhibition de NRP1 par les miRs semble 

aussi affecter son influence sur la croissance et l’invasion tumorale comme il a été démontré 

avec le miR-338 (C. Liu et al., 2015). Malheureusement, l’application des miRs en clinique est 

difficile et nécessite l’utilisation de véhicules, tels que des microvésicules ou des liposomes, 

afin d’assurer la stabilité, d’augmenter la libération tissulaire et de prévenir la réponse 

immunitaire (Hydbring & Badalian-Very, 2013).  

 

4.1.3. Les anticorps monoclonaux anti-NRP1 

Les anticorps monoclonaux (mAb) anti-NRP1 sont très utilisés dans les études 

précliniques sur le cancer afin de déterminer et de mieux comprendre l’implication du co-

récepteur dans les différents processus tumoraux. Par exemple, l’utilisation d’anticorps 

monoclonal ciblant NRP1 a montré une implication de NRP1 dans la prolifération, la migration 

et de l’invasion des cellules tumorales in vitro dans le cancer du sein et le cancer gastrique 
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(Ding et al., 2018; Zeng et al., 2014) et une réduction de la croissance tumorale in vivo via une 

baisse de l’expression du VEGF (Ding et al., 2018). Ces études montrent que l'inhibition de 

NRP1 avec un mAb anti-NRP1 peut avoir des effets thérapeutiques dans le traitement du 

cancer. Plusieurs études ont d’ailleurs montré un effet potentialisateur des effets thérapeutiques 

anti-VEGF via l’utilisation d’anticorps monoclonaux ciblant NRP1. Pan et al. ont généré deux 

anticorps monoclonaux anti-NRP1 ciblant respectivement les domaines a1a2, pour la liaison 

aux SEMA, et le domaine b1b2, pour la liaison au VEGF. Ils ont montré que l’ensemble des 

deux anticorps réduisait l’angiogenèse et le remodelage vasculaire, tout en ayant un moindre 

effet que le bevacizumab sur la croissance tumorale. Au contraire l’association bevacizumab et 

anticorps anti-NRP1 améliore l’effet de la thérapie anti-VEGF pour réduire la croissance 

tumorale en rendant les vaisseaux plus sensibles au traitement anti-VEGF (Pan, Chanthery, et 

al., 2007). Un essai clinique utilisant un mAb anti-NRP1, le MNRP1685A, associé à la thérapie 

anti-angiogénique a été mené sur une cohorte de patients atteints de cancers. L’essai clinique a 

montré que le MNRP1685A était bien toléré seul avec une prémédication pour gérer les effets 

indésirables du traitement (Weekes et al., 2014) mais que l’association avec le bevacizumab 

entrainait un taux de protéinurie trop élevé chez les patients justifiant l’arrêt des tests de 

MNRP1685A avec la thérapie anti-VEGF (Patnaik et al., 2014). Un autre problème majeur lié 

à l’utilisation d’un anticorps dirigé contre NRP1 est qu’il est exprimé dans divers tissus sains, 

ce qui entraine une élimination très rapide de l’anticorps NRP1 empêchant son absorption dans 

les tumeurs (Bumbaca et al., 2012). 

 

4.1.4. Les peptides et les peptidomimétiques ciblant NRP1  

Les oligopeptides et les peptidomimétiques ont également été proposés pour cibler NRP1. 

Les premiers étant des peptides constitués principalement d’acides aminés qui sont présents 

naturellement dans l’organisme et les seconds étant des peptides synthétisés chimiquement pour 

substituer les peptides actifs. Il existe des peptides naturels se liant à NRP1.  Un des premiers 

identifié a été la tuftsine, Thr-Lys-Pro-Arg (TKPR), décrite en 1970 par l’équipe de Najjar et 

Nishioka (Najjar & Nishioka, 1970). La tuftsine peut se lier à la NRP1 ce qui bloque la liaison 

au VEGF et a des effets immunostimulateurs ainsi qu’un rôle dans le SNC (Nissen et al., 2013; 

von Wronski et al., 2006). Starzec et al. ont identifié un peptide capable d’empêcher 

l’interaction du VEGF-165 avec NRP1 : le peptide ATWLPPR. Dans cette étude, ils montrent 

un effet antitumoral du peptide via l’inhibition de la voie VEGF-165/NRP1 (Starzec et al., 

2006). Cependant les peptides pourraient souffrir d’une faible biodisponibilité et d’une 
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instabilité au sein de l’organisme (Pernot et al., 2011), et la conception de nouveaux composés 

organiques tels que les dérivés peptidomimétiques semble être une alternative intéressante.  

Les séquences développées pour les composés peptidomimétiques ont été structurées 

pour s’adapter à la règle « C-end » de liaison à NRP1 (CendR) basée sur l’observation que les 

NRPs interagissent avec une haute affinité avec une large gamme de molécules contenant une 

chaîne basique d’acides aminés à leur extrémité C-term, y compris les SEMA 3 et le VEGF 

(Teesalu et al., 2009). Plusieurs molécules ont été validées pour le couplage avec le site de 

liaison au VEGF des NRPs empêchant leur interaction ligand-récepteur. Par exemple, Jarvis et 

al. ont publié en 2010 une étude sur une molécule, appelée EG00229, qui est un ligand de 

NRP1. De la même manière que le VEGF-A, EG00229 se lie au niveau du domaine b1 de 

NRP1. L’EG00229 a montré une inhibition de la liaison du VEGF-A à NRP1 et a pour effet de 

réduire la viabilité des cellules cancéreuses tout en augmentant l’efficacité des agents 

cytotoxiques tels que le paclitaxel et le 5-fluorouracile dans le cancer du poumon (Jarvis et al., 

2010). L’EG3287, un autre peptidomimétique antagoniste du domaine b1 de NRP1, a aussi fait 

ses preuves dans différents types de cancers en montrant un effet sur l’invasion cellulaire et 

l’amélioration de thérapies préexistantes (Jia et al., 2010). Durant les dernières années, plusieurs 

études ont aussi montré l’efficacité d’un peptide appelé iRGD, se composant d’un motif RGD, 

qui se lie aux intégrines, et du motif CendR, qui se lie à NRP1 pour inhiber efficacement les 

métastases. En combinaison avec des agents de contraste, des chimiothérapies, des 

nanoparticules ou des protéines, le peptide iRGD peut être efficacement délivré au site tumoral, 

réduire les effets secondaires des médicaments, et améliorer l'efficacité thérapeutique des 

traitements actuels (Yin et al., 2017). 

Tous ces éléments ont mené notre équipe à la synthèse d’un peptidomimétique à base de 

sucres ciblant spécifiquement la NRP1, le MR438 (développé en collaboration avec le Dr Nadia 

Pellegrini-Moïse du L2CM) (Figure 21). Ce composé a été synthétisé pour cibler 

spécifiquement le site de liaison au VEGF, b1, de la NRP1. Dans leur étude Richard et al. 

montrent que le MR438 a inhibé la liaison du VEGFA-165 et NRP1 avec une IC 50 de 88 µM, 

affinité supérieure aux autres composés testés dans l’étude. Le MR438 rempli toutes les 

caractéristiques nécessaires pour cibler des cellules surexprimant NRP1 comme des cellules 

cancéreuses par exemple (Richard et al., 2016).  

Le ciblage de NRP1 apparait être une approche prometteuse pour concevoir de nouvelles 

stratégies thérapeutiques combinées dans le cadre du cancer. De plus, une meilleure 

compréhension des mécanismes dépendants de NRP1 contrôlant la progression des tumeurs et 
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la réactivité aux thérapies mérite des recherches plus approfondies afin d’identifier des cibles 

thérapeutiques futures. 

 

4.2. Rôle de NRP1 dans le médulloblastome 

Le médulloblastome (MB) étant un cancer pédiatrique rare, (environ 150 nouveaux cas 

par an en France), peu d’études se sont intéressées à l’implication de NRP1 dans le MB. 

Pourtant NRP1, comme démontré dans les parties précédentes de cette introduction, semble 

être une cible thérapeutique innovante dans le cadre du cancer. De plus, l’expression de NRP1 

est augmentée dans les différents cancers cérébraux pédiatriques (Douyère et al., 2021). Il a 

aussi été montré que sa surexpression dans le MB est corrélée à un mauvais pronostic, les 

patients dont le MB a une forte expression de NRP1 ont un pourcentage de survie drastiquement 

plus faible (diminué de 50%) (Snuderl et al., 2013; Yogi et al., 2015) (Figure 22).  

Figure 21 : Structure du MR438 

Le MR438 est un peptidomimétique ciblant spécifiquement NRP1. Formule chimique : C22H33N5O8S; Masse 

moléculaire : 527..59 g/mol ; Affinité de liaison à NRP1 :  88 mmol/L. (D’après Richard et al., 2016) 

Figure 22 : Pourcentage de survie de patients atteints de médulloblastome corrélée à l’expression de NRP1 

(D’après Snuderl et al., 2013) 
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Les travaux menés par Snuderl et al. ont démontré en 2013 que NRP1 contribuait à la 

croissance du MB en agissant avec PlGF. La signalisation PlGF/NPR1 dans le MB entraine 

l’activation des voies de signalisation liées à la survie cellulaire comme la voie ERK, 

Pi3K/AKT et MAPK. Ce PlGF est produit par les cellules du stroma cérébral en réponse au 

ligand SHH sécrété par les cellules tumorales elles-mêmes. Snuderl et al. ont testé l’efficacité 

d’un traitement inhibant PlGF dans un modèle de xénogreffes de médulloblastome. L’inhibition 

du PlGF a empêché la croissance tumorale et augmenté la survie des animaux (Snuderl et al., 

2013). Une autre étude a montré l’importance de NRP1 dans le sous-groupe SHH de MB. En 

effet, NRP1 est nécessaire pour la voie SHH et favorise la tumorigénicité des cellules de MB 

in vitro via une augmentation de la migration cellulaire (Hayden Gephart et al., 2013). Autre 

fait intéressant, le miR-148a semble lié à un pronostic favorable dans le MB, étant surexprimé 

que dans le sous-groupe WNT au meilleur pronostic vital, et il a été démontré qu’une de ces 

cibles était NRP1 (Yogi et al., 2015). La surexpression exogène du miR-148a dans les sous-

groupes SHH, 3 et 4 de MB entraine une réduction de la croissance tumorale, du potentiel 

clonogénique ainsi qu’une diminution du potentiel invasif des lignées de MB. En surexprimant 

NRP1 dans des lignées de MB, Yogi et al  observent une réversion des phénomènes réduits par 

miR-148a impliquant NRP1 dans la progression du MB (Yogi et al., 2015).  

De nombreuses études ont montré que les CSC jouent un rôle très important dans la 

progression tumorale et la résistance aux traitements et devant les nouvelles données concernant 

NRP1 et le MB, notre équipe de recherche a observé les effets de l’inhibition de NRP1 par un 

peptidomimétique, le MR438, sur les CSC de MB (Gong et al., 2018; Richard et al., 2016). 

Nous avons trouvé que NRP1 est surexprimé au sein des CSC de MB pour les différents sous-

groupes de MB. De plus, MR438, en inhibant NRP1, stimule la différenciation des CSC de MB 

via l’inactivation des voies PI3K/AKT/MAPK pour les cellules de sous-groupe SHH (Gong et 

al., 2018). Cibler NRP1 dans les CSC semble alors pertinent d’autant plus que nos résultats ont 

été confirmés dans l’étude de Paul et al. où la surexpression de NRP1 est présente dans une 

sous-population de cellules de MB CD114+, nouvellement reconnu comme marqueurs de 

cellules souches, désignant le récepteur du facteur de stimulation des colonies de granulocytes 

(G-CSF : Granulocyte colony stimulated factor) (Paul et al., 2020). Dans cette étude les cellules 

CD114+, surexprimant NRP1, contribuent à la croissance tumorale et sont capables de résister 

aux traitements de chimiothérapie standards (Paul et al., 2020).  
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De plus, grâce à une étude de bases de données de patients pédiatriques, nous avons montré 

qu’il existait une corrélation entre l’expression de NRP1 et l’expression du CD15, marqueur de 

CSC de MB (Douyère et al., 2021) (Figure 23). 

 

 

Pour donner suite aux résultats intéressants concernant NRP1 et les CSC de MB, les 

travaux de thèse de C. Gong ont porté sur l’inhibition de NRP1 dans le MB en association avec 

la RT (Thèse de C. Gong). Ces travaux ont montré que l’inhibition de NRP1 associée à la RT 

dans les CSC de MB induit une radio-sensibilisation des CSC de MB in vitro. De façon 

intéressante, dans des modèles de xénogreffes hétérotopiques de MB, le traitement MR438 

associé à la RT engendre une diminution du nombre de CSC par rapport à la RT seule pour 

l’ensemble des sous-groupes de MB. De plus, les travaux in vivo ont montré que l’inhibition de 

NRP1 associée à la RT avait des effets significatifs sur la croissance tumorale et la survie des 

animaux pour le sous-groupe SHH (Thèse C. Gong) (Figure 24). 

Figure 23 : Corrélation entre 

l’expression NRP1 et du CD15 (FUT4) 

au sein du médulloblastome 

La caractérisation génomique a été 

obtenue avec cBioPortal fourni par la 

base de données du Children’s Brain 

Tumor Tissue Consortium ; 

Médulloblastome : 130 échantillons. 

(D’après Douyère et al., 2021) 

Figure 24 : Effets du MR438 associé à la radiothérapie dans un modèle de xénogreffes orthotopiques de MB 

(A) Courbe de croissance tumorale en fonction des différents traitements ; (B) courbe de survie des souris en 

fonction des différents traitements. (D’après thèse de C. Gong, 2018) 
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III. Objectifs de la thèse 

Le médulloblastome (MB) est la tumeur cérébrale maligne pédiatrique la plus fréquente. 

Actuellement, le pronostic du MB reste sombre, en particulier pour les sous-groupes 3 et 4 et 

SHH TP53 muté, en raison d’un taux de récidives important et d’une faible efficacité des 

protocoles thérapeutiques qui s’accompagnent constamment d’importantes séquelles. Il est 

donc urgent de trouver de nouvelles cibles thérapeutiques afin d’améliorer les traitements 

actuels tout en prenant en compte l’importance de l’hétérogénéité cellulaire et moléculaire qui 

existe au sein du MB, ainsi que l’importance du microenvironnement tumoral.  

L’équipe de Snuderl a mis en avant la corrélation entre l’expression de la neuropiline-1 

(NRP1) et le mauvais pronostic des patients atteints de MB. Durant les dernières décennies, 

l’implication de NRP1 dans les processus de tumorigenèse a été décrit dans plusieurs cancers, 

notamment par son rôle dans les cellules souches cancéreuses (CSC) et son lien avec les 

différents acteurs du microenvironnement tumoral. 

C’est pourquoi notre laboratoire s’est intéressé tout particulièrement à NRP1 comme cible 

thérapeutique potentielle dans le MB. Les travaux précédents ont permis l’évaluation d’un 

peptidomimétique ciblant NRP1, le MR438 (L2CM UMR 7053, Dr Nadia Pellegrini-Moïse). 

Le MR438 a montré des effets sur la différenciation des CSC de MB ainsi qu’un potentiel 

radiosensibilisant in vitro. Les travaux de thèse in vivo de C. Gong ont souligné le potentiel 

thérapeutique bénéfique de l’inhibition de NRP1 via le MR438 en association avec la 

radiothérapie (RT) dans un modèle de xénogreffes hétérotopiques de MB dans le sous-groupe 

SHH. Par conséquent, nous nous sommes demandé quelle serait l’implication de l’inhibition de 

NRP1 en prenant en compte l’environnement tumoral du MB. Nous présenterons les résultats 

obtenus pendant ce travail de thèse en trois parties, puis nous les discuterons. 

 

La première partie présente les résultats des études concernant la mise en place d’un 

modèle cellulaire exprimant la luciférase et d’un suivi de croissance tumorale par 

imagerie de bioluminescence in vivo, dans un modèle de xénogreffes orthotopiques de MB. 

Dans la seconde partie de ce travail de thèse, nous nous sommes intéressés à l’intérêt 

thérapeutique du MR438, en association avec la radiothérapie, dans un modèle de 

xénogreffes orthotopiques de MB. Pour cela nous avons évalué la croissance tumorale par 

imagerie de bioluminescence et effectué un suivi de la survie des animaux. Puis nous avons 

tenté de comprendre les effets de la combinaison des traitements en nous intéressant à la 
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prolifération cellulaire, la vascularisation et la présence de marqueurs de CSC par des analyses 

immunohistochimiques. 

Dans la troisième partie du travail de thèse, nous avons cherché à évaluer l’impact de 

l’inhibition de NRP1 sur le microenvironnement tumoral en particulier les cellules 

résidentes dans le système nerveux central, comme la microglie, en travaillant sur des modèles 

2D et 3D de coculture in vitro.  
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Résultats 
  



 

81 

 

I. Mise en place d’un modèle cellulaire bioluminescent et d’un 

suivi de croissance tumorale par imagerie de bioluminescence 

in vivo 

1. Contexte 

Le médulloblastome (MB) n’est plus considéré comme une entité tumorale unique mais 

plutôt comme plusieurs tumeurs distinctes en fonction des sous-groupes, chacune d’entre elles 

nécessitant des approches thérapeutiques plus ciblées. C’est en 2013 que les travaux menés par 

Snuderl et al. ont mis en lumière l’implication de la neuropiline-1 (NRP1) dans la progression 

du MB (Snuderl et al., 2013). NRP1 est un co-récepteur qui joue un rôle très important dans le 

développement neuronal et vasculaire. Il a été décrit dans de nombreuses publications comme 

étant un acteur de la carcinogenèse notamment via ces liaisons avec ses ligands comme le VEGF 

ou les SEMA 3 (H.-F. Guo & Vander Kooi, 2015; Kolodkin et al., 1997). Cibler ce récepteur 

apparait donc comme une approche thérapeutique intéressante pour freiner la progression du 

MB.  

Nos précédents travaux sur un peptidomimétique ciblant spécifiquement NRP1, le 

MR438, ont permis de mettre en évidence le lien entre NRP1 et le statut indifférencié des 

cellules de MB (Gong et al., 2018). Plus récemment, à travers les travaux de thèse de C. Gong, 

nous avons pu démontrer que l’inhibition de NRP1 sur des cellules souches de MB améliorait 

l’efficacité de la radiothérapie (RT) en réduisant le nombre de cellules souches in vitro lorsque 

les deux traitements étaient combinés. L’effet radio-potentialisant du MR438 a aussi été 

démontré dans un modèle de xénogreffes hétérotopiques de MB SHH améliorant la survie des 

animaux tout en réduisant la progression de la tumeur (Thèse C. Gong 2018).  

Comparés aux modèles cellulaires, les modèles animaux sont plus représentatifs de la 

physiopathologie du MB. Le modèle hétérotopique présente de nombreux avantages mais il ne 

prend pas en compte le microenvironnement de la tumeur. L’importance du 

microenvironnement tumoral est aujourd’hui clairement reconnue dans la littérature. De 

nombreuses études ont été réalisées afin de comprendre par quels mécanismes les acteurs du 

microenvironnement contribuent à la croissance tumorale. Le modèle de xénogreffes 

orthotopiques peut prendre en compte cet environnement tumoral et présente une nature 

biologique plus proche de la clinique du MB (Kawauchi et al., 2017; Pei et al., 2012). Au cours 

de la dernière décennie, une modalité d’imagerie a été développée comme outil d’étude des 

processus biologiques in vivo : la bioluminescence (BLI). La BLI est la capacité de certains 
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organismes, comme la luciole, à produire de la lumière. Cette lumière est produite par un 

mécanisme oxydatif enzymatique en deux étapes : (i) deux molécules sont combinées en 

présence d’oxygène pour former une molécule riche en énergie, (ii) la molécule riche en énergie 

émet un photon de lumière pour revenir à son état stable. Cette forme d’imagerie optique offre 

de nombreux avantages, c’est un outil peu couteux et non-invasif qui facilite l’analyse en temps 

réel de la progression de la tumeur dans des modèles in vivo (Alsawaftah et al., 2021).  

Il apparait donc intéressant d’étudier l’inhibition de NRP1 en association avec la RT dans 

un modèle in vivo de MB tenant compte de son microenvironnement. Pour cela nous avons mis 

en place un modèle de xénogreffes orthotopiques de MB avec un suivi de croissance tumorale 

par imagerie de bioluminescence. Dans ce chapitre, nous présenterons dans un premier 

temps les résultats concernant la caractérisation d’un modèle cellulaire bioluminescent de 

MB puis dans un second temps la mise en place d’une procédure d’imagerie de 

bioluminescence in vivo.  
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2. Matériels et Méthodes 

2.1. Culture cellulaire 

La lignée cellulaire humaine de MB, DAOY (Jacobsen et al., 1985), provient de l’ATCC 

(Manassas VA, USA). Les cellules sont maintenues dans du milieu MEM (Gibco, Life 

Technologies Corporation, UK), contenant 10% de sérum de veau fœtal (SVF, SIGMA, USA), 

1% de L-glutamine (SIGMA, UK), 1% d’acides aminés non-essentiels (Gibco, UK), 1% de 

pénicilline/streptomycine (Gibco, UK) et 1% de sodium de pyruvate (Gibco, UK) à 37°C et 5% 

de CO2. 

 

 

 

2.2. Infection des cellules de médulloblastome par un lentivirus contenant le gène de 

la luciférase 

Afin de réaliser un suivi in vitro et in vivo des cellules par microscopie de 

bioluminescence, la lignée cellulaire DAOY a été transduite pour permettre l’expression de la 

protéine luciférase. Des lentivirus possédant un vecteur contenant le gène codant la luciférase 

(Lentivirus-LV-CMV-Firefly luciferase (CMV, puromycin)) sont utilisés pour l’infection. Les 

cellules ont par la suite été sélectionnées en ajoutant un antibiotique, la puromycine (concentrée 

à 2 µg/mL), pour n’obtenir que les cellules exprimant le gène transfecté. La lignée obtenue à la 

suite de l’infection lentivirale sera nommée DAOY-LUC. 

 

 

 

 DAOY 

Origine 
Médulloblastome d'un 

garçon de 4 ans. 

Tissu Cervelet 

Sous-groupe 

moléculaire de MB 
SHH 

Propriétés de 

croissance 
Cellules adhérentes 

Morphologie Polygonale 

 

Tableau 4 : Caractéristiques de la lignée de médulloblastome, DAOY, provenant de l’ATCC 
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2.3. Visualisation de la bioluminescence in vitro 

Les cellules sont ensemencées à différentes concentrations cellulaires (de 10 000 

cellules/mL à 500 000 cellules/mL) et mises en contact avec le substrat de la luciférase, la 

luciférine (D-Luciferin Firefly, PerkinElmer® #122799) à une concentration de 150 µg/ml. La 

bioluminescence a ensuite été imagée via l’Optimax® puis mesurée après traitement des images 

sur Image J®. 

 

 

2.4. Culture des médullosphères 

Les lignées cellulaires sont cultivées dans du DMEM/F12 (GibcoUK) supplémenté en 

B27 et N2 (Gibco, Life Technologies Corporation, USA), 20 ng/mL du facteur de croissance 

épidermique recombinant humain (EGF) et facteur de croissance des fibroblastes (bFGF) (EGF 

Figure 25 : Cartographie génétique du lentivirus Lentivirus-LV-CMV-Firefly luciferase. 

Ce lentivirus de 8417pb possède la séquence codant l’enzyme luciférase et une cassette de résistance à la 

puromycine qui permet la sélection des cellules ayant intégré le lentivirus. 

Figure 26 : Réaction de bioluminescence par la luciférase en présence de son substrat, la luciférine 

La luciférase catalyse la réaction de bioluminescence en oxydant la luciférine en oxyluciférine en présence 

d'oxygène, d'ATP et de Mg2+. Ceci provoque alors l'émission d'un photon. Lors de cette réaction, l'ATP est 

hydrolysée en AMP. (D’après Oba et al. 2003) 
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and FGF de Miltenyi Biotec,Germany) pendant une semaine en présence de méthylcellulose 

(1 :100, SIGMA, USA) pour favoriser la formation de médullosphères. Les médullosphères 

sont par la suite comptées à l’aide du système GelcountTM (Oxford Optronix, UK). 

 

2.5. Etude de la viabilité cellulaire  

La viabilité cellulaire a été évaluée par deux méthodes distinctes : par comptage cellulaire 

et via l’analyse de l’activité métabolique des cellules par un test MTT. Le comptage cellulaire 

est réalisé après une coloration au bleu de Trypan (Sigma) marquant les cellules non-viables et 

un comptage des cellules non-colorées, viables, via une cellule de Malassez. Le test MTT 

(Thiazolyl blue tetrazolium bromide, Acros Organics™) est réalisé à partir d’une solution MTT 

à 2,5mg/ml déposée sur les cellules et incubée pendant 3h. Après l’incubation, du DMSO est 

ajouté sur le tapis cellulaire puis l’absorbance est mesurée par spectrophotomètre à 540nm. 

 

2.6. Migration cellulaire 2D 

Une blessure est réalisée sur le tapis cellulaire à confluence, au centre du puit, à l’aide 

d’un cône de pipette p200. La blessure est alors photographiée sous microscope inversé à 

contraste de phase Leica DM IL LED, équipé d’une caméra Leica DFC450, au grossissement 

x10, au niveau du centre de la blessure puis à nouveau 16h après. Les photos prises ont permis 

de mesurer le comblement de la blessure via Image J®, permettant d’évaluer la vitesse de 

migration des cellules. 

 

2.7. Analyse de l'expression des protéines par Western blot 

Le Western blot a été réalisé pour l'analyse de l'expression protéique de NRP1. Le tampon 

de lyse cellulaire de la protéine totale contenant 10 % de protéases (Roche, Allemagne), 1% 

Cocktail 2 et 3 (Sigma-Aldrich, Allemagne) était utilisé pour la lyse des cellules. Un dosage 

Bradford a été réalisé pour déterminer la concentration de protéines via une lecture 

d’absorbance à 595nm avec un spectrophotomètre. Les aliquots de protéines (50 μg) étaient 

dénaturés dans le tampon Laemmli contenant du ß-mercaptoéthanol avant la migration par SDS 

électrophorèse sur gel Stain Free (Biorad, Etats-Unis) pendant 30 à 40 min à 200V. Les 

protéines séparées ont été transférées sur des membranes de nitrocellulose (Biorad, Etats-Unis) 

via le Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (Biorad, Etats-Unis).  

Après avoir bloqué la membrane avec du tampon Tris avec 0,1 % de Tween-20 et 5 % de 

sérum bovin albumine dans un délai d'une heure, l’anticorps primaire anti-NRP1 (#3725, 

CellSignalisation, dilution 1 :1000) a été incubé pendant une heure à température ambiante, 
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puis l’anticorps secondaire anti-lapin HRP (Horseradish Peroxidase) (#A21429, Invitrogen, 

dilution 1 :10000) pendant 30 min à température ambiante. Le kit de révélation ECL Prim 

(AmershamTM) a été utilisé pour la révélation des bandes à l'aide du densitomètre 

(ChemiDocTM, Biorad, Etats-Unis).  

La quantification de la densité des bandes obtenues est réalisée par rapport à la quantité 

de protéine totale obtenue et quantifiable grâce aux gels Stain Free sur le logiciel ImageLab. 

 

2.8. Xénogreffes orthotopiques de médulloblastome 

Le modèle de xénogreffe orthotopique de médulloblastome chez les souris nude, femelles 

âgées de cinq semaines (NMRI-nu, Janvier Labs, France), a été utilisé avec l’agrément du 

ministère de l’enseignement supérieur et de la recherche (agrément n°APAFiS #20085). Les 

souris sont anesthésiées avec une injection de 5µL/g de poids du corps d’une solution de 

Xylazine/Kétamine (90 mg/kg Rompun 2%, BayerBayer, et 8 mg/kg Imalgene 1000 Boehringer 

Ingelheim, respectivement) en intra-péritonéale (IP) puis elles sont anesthésiées localement 

avec une injection de 50µL de Lidocaïne (Lurocaïne, Vetoquinol), en sous-cutanée, au niveau 

du crâne. Un anti-inflammatoire stéroïdien, la dexaméthasone (Dexadreson, MSD Santé 

Animale), est aussi injectée en intramusculaire (25µL) chez les souris.  

L’instrument de stéréotaxie (KOPF®) a été utilisé pour fixer les souris lors de la 

procédure. Après avoir réalisé une incision verticale sur la tête de la souris, le site de la 

transplantation orthotopique est défini par les coordonnées au niveau de l’hémisphère droit du 

cervelet en se positionnant à 2 mm à droite et en bas de la suture lambda. Les cellules sont 

préparées dans leur milieu d’origine (à 1.105 cellules/µL, soit 5.105 cellules au total) pour 

l’injection via une seringue Hamilton à 2 mm de profondeur du cortex cérébelleux. Toutes les 

souris sont suivies pendant plusieurs semaines post-injection jusqu’à l’apparition de signes 

neurologiques (point limite expérimental).  

La méthode de sacrifice utilisée est une surdose de pentobarbital (Exagon®, Axience). 

Le prélèvement du cerveau complet de chacune des souris a été réalisé (les hémisphères 

cérébraux et le cervelet) à 50 jours post-greffes pour cette étude préliminaire. Les cerveaux sont 

par la suite fixés dans une solution de formaldéhyde à 4% (Diapath, Italie) pendant une semaine, 

puis ils sont conservés dans de l’éthanol à 70°.  
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2.9. Suivi de la croissance tumorale par imagerie de bioluminescence 

Afin d’évaluer la croissance tumorale, un suivi par imagerie de bioluminescence est 

effectué chaque semaine post-injection à l’aide du système OptiMAX®. L’imagerie de 

bioluminescence se fait après administration en I.P. d’une solution de D-Luciférine (D-

Luciferin Firefly, PerkinElmer® #122799) diluée dans une solution de PBS stérile (à 15 mg/ml 

et 10µL/g de poids du corps). Les animaux sont par la suite anesthésiés par un mélange de 

xylazine/kétamine (90 et 8 mg/kg, respectivement) en I.P. Puis, les animaux sont imagés, en les 

positionnant sur le dos, après l’injection de la luciférine. L’intensité de la bioluminescence est 

déterminée ensuite sur Image J® en mesurant le paramètre Integrated Density.  

 

2.10. Statistiques  

Tous les résultats ont été donnés sous forme de moyenne ± erreur standard de la moyenne 

(SEM). Le test non paramétrique de Mann-Whitney et le T-test de Student pour les 

comparaisons deux par deux ont été utilisés pour déterminer la signification statistique à l'aide 

de GraphPad Prism® (GraphPad Prism 8.0, USA). Le nombre d'expériences indépendantes 

réalisées a été indiqué par « n » dans la légende de chaque figure. Tous les p < 0,05 (marqué 

par *) ont été considérés comme significatif et p < 0,01 et p < 0,001 sont marqués par ** et ***, 

respectivement.  

  

Figure 27 : Transplantation en orthotopique avec un instrument de stéréotaxie 

(A) Instrument stéréotaxique pour fixer la souris lors de la procédure de transplantation orthotopique. (B) Injection 

par seringue HAMILTON des cellules tumorales dans l’hémisphère droit du cervelet. 
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3. Résultats 

3.1. Mise en place d’un modèle cellulaire de médulloblastome exprimant la luciférase 

Pour pouvoir étudier la progression tumorale dans un modèle orthotopique in vivo, nous 

avons besoin de suivre la croissance des cellules tumorales dans leur environnement, au sein 

même du cervelet de la souris. Le suivi dynamique des cellules tumorales invasives in vitro ou 

in vivo est difficilement réalisable en microscopie optique mais l’avancée majeure des dernières 

décennies concernant l’imagerie par bioluminescence peut y remédier. La mise en contact de 

la luciférase, exprimée par les cellules tumorales, avec son substrat la luciférine, entraine une 

réaction chimique émettant de la lumière qui permet de réaliser des suivis de la progression de 

la tumeur en temps réel par imagerie de bioluminescence in vivo de manière non-invasive pour 

l’animal. De plus, cette méthode s’affranchie de l’utilisation de radiotraceurs (TEP) ou 

d’équipements couteux et peu accessibles (IRM). C’est pourquoi, pour ce projet, nous avons 

mis en place une lignée cellulaire de MB exprimant la luciférase. 

 

3.1.1. Validation de l’expression de la luciférase dans les lignées DAOY 

Les cellules de la lignée DAOY ont été infectées par des lentivirus avec un vecteur 

contenant le gène codant pour la luciférase (Lentivirus-LV-CMV-Firefly luciferase (CMV, 

puromycin)). Deux concentrations de lentivirus ont été testées : à 0,5 Tu et une plus élevée à 1 

Tu, les lignées obtenues sont nommées DAOY-LUC 0,5 Tu et DAOY-LUC 1 Tu 

respectivement. L’unité de transduction, Tu (Transducting units), représente le nombre de 

particules virales fonctionnelles dans une solution qui sont capables de transduire une cellule et 

d'exprimer le transgène. Comme présenté sur la figure 28, l’expression de la luciférase a été 

validée par imagerie de bioluminescence sur les cellules DAOY-LUC 0,5 Tu et DAOY-LUC 1 

Tu in vitro en 2D. Différentes concentrations cellulaires ont été testées (de 10 000 cellules/mL 

à 500 000 cellules/mL) et mises en contact avec le substrat de la luciférase, la luciférine 

(XenoLight D-Luciferin, PerkinElmer®), à une concentration de 150 µg/ml, pour mesurer 

l’intensité du signal en fonction de la concentration cellulaire. Les résultats montrent que 

l’intensité lumineuse est plus importante à une forte concentration cellulaire (> 

2,5.105cellules/mL) et les DAOY-LUC 0,5 Tu paraissent avoir un signal bioluminescent 

légèrement plus important que les DAOY-LUC 1 Tu, mais il n’y a pas de différences majeures 

entre les deux lignées (Figure 28). 
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3.1.2. Caractérisation de l’expression de la luciférase sur le comportement des 

cellules de médulloblastome  

Le lentivirus ne contient pas de séquence permettant une intégration localisée dans le 

génome des cellules, l’insertion du gène de la luciférase se fait de manière aléatoire, ce qui peut 

provoquer des modifications du phénotype cellulaire et des processus physiologiques tels que 

la prolifération et la migration (Gill & Denham, 2020). Dans le cadre de notre étude, pour 

évaluer l’impact de la transduction, nous avons comparé la lignée DAOY-LUC 0,5 Tu et 1 Tu 

avec leur lignée non-infectée, DAOY, en étudiant la viabilité cellulaire, de la prolifération et la 

migration cellulaire.  

Les résultats ne montrent aucune différence significative pour l’activité métabolique des 

trois lignées (Figure 29 A). De même concernant la croissance cellulaire et le temps de 

doublement des cellules (Figure 29 B et C), même si la croissance des DAOY-LUC 1 Tu parait 

légèrement plus faible comparée aux cellules DAOY non-transfectées et DAOY-LUC 0,5 Tu. 

La transfection n’affectant ni l’activité métabolique ni la croissance cellulaire, nous nous 

sommes demandé s’il en était de même pour la migration des cellules. Le test de migration 

réalisé n’a montré aucune différence significative entre les trois lignées, signifiant que les 

DAOY transfectées adoptaient le même comportement migratoire que les cellules DAOY non-

transfectées (Figure 29 D). A partir de ces données, nous avons calculé la vitesse de migration 

des cellules. La vitesse de migration des DAOY-LUC 1 Tu semble légèrement plus faible mais 

Figure 28 : Mise en évidence de l’expression de la luciférase dans les lignées infectées par imagerie de 

bioluminescence 

A) Image de bioluminescence, traitée via le logiciel Image J®, de la lignée DAOY transfectée en fonction de 

différentes concentrations de lentivirus (0,5 Tu et 1 Tu) et de différentes concentrations cellulaires. B) 

Histogramme représentant l’intensité de bioluminescence maximale des lignées DAOY-LUC 0,5 TU et DAOY-

LUC 1 Tu en fonction de concentrations cellulaires croissantes (n=1).  
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de manière non significative. L’infection lentivirale n’a donc pas impacté la vitesse de 

migration des cellules. 

 

 

 

3.1.3. Caractérisation de l’expression de la luciférase sur le comportement 

« souche » des cellules de médulloblastome  

Les trois lignées cellulaires, DAOY, DAOY-LUC 0,5 TU et 1 Tu ont été utilisées in 

vitro pour obtenir des médullosphères (MS), modèle de cellules souches de médulloblastome. 

Ces MS sont par la suite comptées à l’aide d’un système GelcountTM (Oxford Optronix, UK) 

(Figure 30). On remarque une légère augmentation du nombre de MS pour la lignée DAOY-

Figure 29 : Effets de l’infection lentivirale sur le comportement cellulaire de la lignée DAOY 

A) Les cellules DAOY transfectées et non transfectées ont été mises en culture pendant 24h, 48h et 72h et le 

nombre de cellules métaboliquement actives a été évalué à l'aide d’un test MTT par mesure de l’absorbance à 

450nm ; p > 0,05 (n=3). B) Les cellules exprimant la luciférase ou non sont trypsinées après 48h, 72h et 96h de 

prolifération pour un comptage cellulaire sur cellules de Malassez. Les cellules mortes sont discriminées par test 

d’exclusion au bleu Trypan, donnant ainsi le nombre de cellules viables. Les données sont représentées sous forme 

de courbe de croissance et le temps de doublement cellulaire (C) a été calculé avec la formule suivante : (t72h-

t24h) log2 / log Nt72h - log Nt24h où t24h et t72h sont les temps après 24h et 72h de culture, et Nt24h et Nt72h 

sont le nombre de cellules au temps t24h et t72h ; p > 0,05 (n =4). D) La distance et la vitesse de migration des 

cellules transfectées et non-transfectées ont été mesurées et calculées grâce à la réalisation d’un test de blessure 

sur tapis cellulaire en 2D ; p > 0,05 (n=3). 
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LUC 0,5 Tu comparé aux DAOY non-transfectées. A l’inverse, le nombre de MS des DAOY-

LUC 1 Tu est légèrement plus faible que les DAOY non-transfectées. Statistiquement, aucune 

différence significative n’a été relevée confirmant que la transfection n’affecte pas la capacité 

des cellules à former des MS. 

 

L’ensemble des résultats obtenus pour caractériser le modèle DAOY luciférase positive, 

nous permet de confirmer que la transfection n’a pas d’impact significatif sur le comportement 

des cellules comparé aux DAOY non-transfectées. Etant donné que les DAOY-LUC 0,5 Tu 

semble avoir un signal lumineux plus marqué que les DAOY-LUC 1 Tu et un comportement 

cellulaire similaire aux cellules sauvages, nous avons choisi le modèle cellulaire DAOY-LUC 

0,5 Tu pour la suite des expériences. La lignée sera désormais nommée DAOY-LUC. 

 

3.1.4. Effets de la transduction sur l’expression de notre protéine d’intérêt, la 

neuropiline-1 

L’insertion du gène de la luciférase se faisant de manière aléatoire lors de la transfection, 

cela peut altérer l’expression de certains gènes et ainsi modifier l’expression de certaines 

protéines. Nous avons donc vérifié l’expression protéique de notre protéine d’intérêt, NRP1, 

dans nos modèles cellulaires transfectés par Western Blot. Bien que l’expression de NRP1 

semble être augmentée dans les lignées DAOY-LUC comparé à l’expression protéique dans la 

lignée DAOY non-transfectée, ainsi que dans les MS, aucune différence significative n’a été 

statistiquement relevée (Figure 31). 

Figure 30 : Effets de l’expression de la luciférase sur la capacité des lignées DAOY à former des médullosphères 

A) Images représentatives des médullosphères formées par les lignées DAOY non transfectées et transfectées. B)  

Nombre de médullosphères pour chacune des lignées après 48h de culture une fois les médullosphères formées ; 

p > 0,05 (n=4) 
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3.2. Mise en place d’un modèle de suivi de croissance tumorale par imagerie de 

bioluminescence dans un modèle in vivo de xénogreffes orthotopiques de 

médulloblastome  

Les souris NUDE (NMRI-Foxn1 nu/nu, Janvier Labs, France) (n=3), femelles âgées de 

cinq semaines, ont été xénogreffées avec les cellules DAOY-LUC (à 1.105 cellules/µL, soit 

5.105 cellules au total) en stéréotaxie au niveau du cervelet dans l’hémisphère droit. Le suivi 

tumoral par imagerie de bioluminescence a débuté une semaine post-transplantation et a duré 7 

semaines. Une image a été prise à chaque semaine (OptiMAX®, PXi Precision, USA), après 

injection d’une solution de luciférine à 15mg/mL en I.P chez chacune des souris. Les images 

sont ensuite traitées via le logiciel Image J. Pour déterminer le temps optimal de l’activité de la 

luciférase après l’injection de la luciférine in vivo, nous avons effectué une cinétique en 

imageant l’animal toutes les cinq minutes après l’injection de la luciférine (Figure 32 B). La 

bioluminescence n’est visible qu’à partir de 15 min après l’injection du substrat de la luciférase 

puis la courbe de cinétique montre que le signal lumineux atteint un plateau après 20 min 

d’injection.  

Concernant le suivi de la croissance tumorale en fonction du temps, les premières images 

de bioluminescence in vivo nous montrent que jusqu’à 35 jours, nous avons un plateau où le 

Figure 31 : Effet du lentivirus contenant le gène de la luciférase sur l’expression de NRP1 

A) L’expression protéique de NRP1 a été évaluée par Western Blot dans les lignées DAOY et DAOY-LUC, ainsi 

que dans les médullosphères (MS) DAOY MS et DAOY-LUC MS (B). La quantification de la densité des bandes 

obtenues est réalisée par rapport à la quantité de protéine totale obtenue et quantifiable grâce aux gels Stain Free ; 

p > 0,05 (n=3) 
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signal lumineux est très faible et évolue peu. Mais après 35 jours de suivi, nous pouvons 

constater que le signal lumineux augmente assez rapidement, suggérant une croissance tumorale 

exponentielle (Figure 32 A et C).  

 

 

  

Figure 32 : Etude d’un modèle in vivo de suivi de croissance tumorale par imagerie de bioluminescence  

A) Tumeur intracérébrale visualisée par imagerie de bioluminescence in vivo chaque semaine après la 

transplantation des cellules DAOY-LUC B) Courbe cinétique de l'activité de la luciférase dans un modèle de 

xénogreffes orthotopiques de médulloblastome. C) Evolution de la croissance tumorale après transplantation des 

cellules DAOY-LUC mesurée par bioluminescence (n=3) 
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4. Bilan des études préliminaires  

La caractérisation de notre modèle cellulaire de cellules de médulloblastome exprimant 

la luciférase met en évidence qu’aucune divergence de comportement n’a été relevée comparé 

à la lignée sauvage. En effet, l’expression de la luciférase dans la lignée DAOY n’a pas d’impact 

significatif sur le comportement cellulaire, comme la viabilité, la prolifération et la migration 

cellulaire, quelle que soit la dose de lentivirus utilisée pour infecter la lignée. De plus, le pouvoir 

souche de la lignée DAOY est intact même lorsque les cellules ont été infectées par le lentivirus. 

Au regard de ces résultats, nous avons sélectionné la lignée DAOY-LUC 0,5 Tu pour la suite 

de nos expérimentations, d’autant plus que cette lignée semble avoir un signal lumineux plus 

élevé que la lignée DAOY-LUC 1 Tu in vitro. Nous nous sommes, par la suite, intéressés à 

l’impact de l’infection virale sur l’expression de notre protéine d’intérêt, NRP1. Ne montrant 

qu’une légère augmentation non significative de l’expression de NRP1 dans les cellules de 

médulloblastomes et dans les médullosphères, nous avons poursuivi nos expérimentations avec 

la lignée DAOY-LUC pour mettre en place un suivi de croissance tumorale par imagerie de 

bioluminescence in vivo. Cette étude préliminaire in vivo nous a permis de déterminer le temps 

optimal de l’activité de la luciférase ainsi que de préciser la période de traitement pour les 

prochaines expériences in vivo. Pour évaluer l’intérêt de l’association de la radiothérapie avec 

l’inhibition de NRP1 par le MR438, nous avons choisi de commencer le traitement à J 28 post-

injection cellulaire (début de la phase de croissance exponentielle de la tumeur). Les résultats 

de cette étude ont fait l’objet d’une publication scientifique dans le journal Cancer Cell 

International (Douyère et al., 2022) et seront décrits dans la partie suivante. 

  



 

95 

 

II. Effets de l’inhibition de NRP1 associée à la radiothérapie dans 

un modèle de xénogreffes orthotopiques de médulloblastome 

1. Contexte 

Actuellement, les traitements contre le médulloblastome (MB) consistent à utiliser la 

chirurgie, la radiothérapie (RT) et/ou la chimiothérapie. Malheureusement ces traitements 

s’accompagnent de graves séquelles (Mulhern et al., 2005). En particulier la RT, qui va 

atteindre le tissu sain autour de la tumeur, et entrainer des dégâts chez les enfants dont le 

système nerveux central (SNC) est en croissance. L’irradiation crâniospinale est pourtant 

essentielle dans le traitement du médulloblastome pour guérir les métastases déjà présentes ou 

pour les éviter. La dose conventionnelle de radiothérapie administrée aux patients à haut risque 

est de 36 Gy, et de 24 Gy pour les patients à risque standard, au niveau de l’ensemble du SNC, 

en 30 fractions, suivies d’un boost au niveau de la fosse postérieure à 54-56 Gy (Stripay et al., 

2020). Actuellement, des essais cliniques sont conçus pour réduire la dose de RT crâniospinale 

dans le but de réduire les effets secondaires à long terme pour les formes de bon pronostic.  

Un des désavantages de la RT est que certaines des cellules tumorales vont acquérir une 

résistance aux irradiations. Une sous-population de cellules tumorales en particulier possède 

cette capacité : les cellules souches cancéreuses (CSC). Aujourd’hui, de nombreuses études 

travaillant sur la résistance des CSC à la RT démontrent qu’elles sont associées à un mauvais 

pronostic chez les patients atteints de cancer (Mercurio, 2019; Nunes et al., 2018). En 2004, les 

cellules souches cancéreuses des tumeurs cérébrales (BTSC) ont été découvertes. Ces cellules 

expriment le marqueur de cellule souche neurale, le CD133 et présentent toutes les 

caractéristiques d’une CSC : auto-renouvellement, prolifération illimitée, capacité de 

différenciation et de générer une tumeur in vivo (Singh, Hawkins, et al., 2004). Depuis, d’autres 

marqueurs de CSC dans le MB ont été décrits comme CD15 (Read et al., 2009), Nestin 

(Hambardzumyan et al., 2008) ou encore Sox2 (Vanner et al., 2014).  

Récemment, notre équipe a mis en avant un lien entre les CSC de MB et une 

glycoprotéine transmembranaire, NRP1 (Gong et al., 2018). NRP1 est impliqué dans de 

nombreux cancers ainsi que dans le MB où sa surexpression est associée à un mauvais pronostic 

(Snuderl et al., 2013; Yogi et al., 2015). D’après les travaux menés par notre équipe, il s’est 

avéré que NRP1 est surexprimé au sein des CSC de MB, que ce soit pour le sous-groupe SHH 

ou les sous-groupes 3/4 (Gong et al., 2018). De plus, en inhibant NRP1, par un 

peptidomimétique ciblant spécifiquement NRP1 (MR438), notre équipe a montré que cela 
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stimulait la différenciation des CSC de MB. En effet, le MR438 a diminué la capacité d'auto-

renouvellement des CSC de MB dans le sous-groupe SHH et le sous-groupe 3/4. L’inhibition 

de NRP1 a aussi réduit la capacité invasive des CSC de MB, tandis que l'expression de NRP1 

et les marqueurs de cellules souches cancéreuses ont diminué en même temps dans ces lignées. 

Concernant les voies de signalisation impliquées dans ce processus, l’inhibition de NRP1 a 

entrainé une baisse significative de l'activation des voies PI3K/AKT et MAPK pour le modèle 

cellulaire du sous-groupe SHH (Gong et al., 2018).  

Pour donner suite aux résultats intéressants concernant l’influence de NRP1 sur le 

potentiel souche des cellules de MB, notre équipe s’est intéressée à l’inhibition de NRP1 dans 

le médulloblastome en association avec la RT (Thèse de C. Gong). Ces travaux ont montré que 

l’inhibition de NRP1 associée à la RT dans les CSC de MB induit une radio-sensibilisation des 

CSC de MB in vitro. De plus, les travaux in vivo de thèse de C. Gong ont montré que l’inhibition 

de NRP1 associée à la RT engendrait une diminution du nombre de CSC par rapport à la RT 

seule pour l’ensemble des sous-groupes de MB, et qu’elle avait des effets significatifs sur la 

croissance tumorale et la survie des animaux pour le sous-groupe SHH (Thèse C. Gong).  

Cibler NRP1 en association avec la RT apparait donc intéressant comme nouvelle 

stratégie thérapeutique contre le MB. Nous avons donc poursuivi l’étude de l’effet du MR438 

associé à la RT in vivo en prenant en compte le microenvironnement tumoral du MB. Dans 

cette partie, nous présenterons les résultats concernant l’évaluation de l’inhibition de 

NRP1 associée à la RT dans un modèle de xénogreffes orthotopiques de MB par l’analyse 

de la croissance tumorale en temps réel via l’imagerie de bioluminescence in vivo, par le suivi 

de la survie des animaux, ainsi que par l’étude histologique de marqueurs spécifiques du 

développement tumoral et des CSC.  
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2. Matériels et Méthodes 

2.1. Culture cellulaire 

La lignée cellulaire humaine de MB, DAOY (Jacobsen et al., 1985), provient de l’ATCC 

(Manassas VA, USA) et a été transfectée par des lentivirus possédant un vecteur contenant le 

gène codant la luciférase (Lentivirus-LV-CMV-Firefly luciferase (CMV, puromycin)) comme 

décrit précédemment. La lignée obtenue à la suite de ces infections lentivirales est appelée 

DAOY-LUC. Les cellules sont maintenues dans du milieu MEM (Gibco, Life Technologies 

Corporation, UK), contenant 10% de sérum de veau fœtal (SVF, SIGMA, USA), 1% de L-

glutamine (SIGMA, UK), 1% d’acides aminés non-essentiels (Gibco, UK), 1% de 

pénicilline/streptomycine (Gibco, UK) et 1% de sodium de pyruvate (Gibco, UK) à 37°C et 5% 

de CO2.  

2.2. Xénogreffes orthotopiques de médulloblastome 

Le modèle de xénogreffe orthotopique de médulloblastome chez les souris nude, 

femelles âgées de cinq semaines (NMRI-nu, Janvier Labs, France), a été utilisé avec l’agrément 

du ministère de la Recherche Française (agrément n°APAFiS #20085). Les souris sont 

anesthésiées avec une injection de 5µL/g de poids du corps d’une solution de 

Xylazine/Kétamine (90 mg/kg Rompun 2%, BayerBayer, et 8 mg/kg Imalgene 1000 Boehringer 

Ingelheim, respectivement) en intra-péritonéale (IP) puis elles sont anesthésiées localement 

avec une injection de 50µL de Lidocaïne (Lurocaïne, Vetoquinol), en sous-cutanée, au niveau 

du crâne. Un anti-inflammatoire stéroïdien, la dexaméthasone (Dexadreson, MSD Santé 

Animale), est aussi injectée en intramusculaire (25µL). L’instrument de stéréotaxie (KOPF®) 

a été utilisé pour fixer les souris lors de la procédure. Après avoir réalisé une incision verticale 

sur la tête de la souris, le site de la transplantation orthotopique est défini par les coordonnées 

au niveau de l’hémisphère droit du cervelet en se positionnant à 2 mm à droite et en bas de la 

suture lambda. Les cellules sont préparées dans leur milieu d’origine (à 1.105 cellules/µL, soit 

5.105 cellules au total) pour l’injection via une seringue Hamilton à 2 mm de profondeur du 

cortex cérébral.  

Toutes les souris sont suivies pendant plusieurs semaines post-injection jusqu’à 

l’apparition de signes neurologiques (point limite expérimental). La méthode de sacrifice 

utilisée est une surdose de pentobarbital (Exagon®, Axience). Le prélèvement du cerveau 

complet de chacune des souris est réalisé (les hémisphères cérébraux et le cervelet) soit à 50 

jours post-greffes pour les souris satellites, soit au point final des expérimentations. Les 
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cerveaux sont par la suite fixés dans une solution de formaldéhyde à 4% (Diapath, Italy) pendant 

une semaine, puis conservés dans de l’éthanol à 70°.  

 

2.3. Traitement des animaux et suivi de la croissance tumorale 

Pour tester l’efficacité de notre traitement en association avec la RT, les animaux ont 

été traités 28 jours post-injection pendant une semaine ou deux semaines d’affilée. Quatre 

groupes de traitements ont été définis : un groupe contrôle non-traité (CTL), un groupe traité 

avec le MR438 seul (MR438), un groupe traité avec la radiothérapie seule (RT) et un groupe 

traité avec le MR438 en association avec la radiothérapie (RT + MR438). Le composé MR438 

est préparé extemporanément à 10 mg/kg/souris (soit à une concentration de 2,5mg/mL) dans 

du sérum physiologique NaCl 0,9% (B.Braun®). Ensuite, la solution MR438 est injectée en 

intraveineux (I.V.), au niveau de la veine caudale. Le volume de la solution injecté est de 4µL/g 

de poids du corps, et trois injections sont réalisées par semaine à J1, J3 et J5. Concernant les 

irradiations, la zone tumorale est irradiée à 2 Gy/jour pendant 5 jours, ou 10 jours, à l’aide de 

l’irradiateur préclinique X-rad 320® après anesthésie des animaux avec un mélange 

xylazine/kétamine (90 and 8 mg/kg, respectivement). 

 

Figure 33 : Schéma expérimental et thérapeutique du modèle de xénogreffes orthotopiques de MB 
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Afin d’évaluer la croissance tumorale, un suivi par imagerie de bioluminescence est 

effectué à partir de J15 post-injection et chaque semaine jusqu’à l’atteinte des points limites à 

l’aide du système OptiMAX®. L’imagerie de bioluminescence se fait après administration en 

I.P. d’une solution de D-Luciférine (D-Luciferin Firefly, PerkinElmer® #122799) diluée dans 

une solution de PBS stérile (à 15 mg/ml et 10µL/g de poids du corps). Les animaux sont par la 

suite anesthésiés par un mélange de xylazine/kétamine (90 and 8 mg/kg, respectivement) en 

I.P. Puis, les animaux sont imagés, en les positionnant sur le dos, 20 min après l’injection de la 

luciférine. Les paramètres d’acquisition sont les suivant : une ouverture de 0,5, un binning de 

1, un temps d’exposition de 180 secondes et un focus de 0,3. L’intensité de la bioluminescence 

est déterminée ensuite sur Image J® en mesurant le paramètre Integrated Density, qui équivaut 

à la somme des valeurs des pixels, au niveau de la zone d’intérêt de la région tumorale 

déterminée par seuillage à 50% de l’intensité maximale du signal de BLI.  

 

2.4. Histologie  

2.4.1. Préparation des coupes de tumeurs  

Après une fixation dans du formaldéhyde 4% pendant une semaine, les échantillons ont 

été transférés dans une cassette d’inclusion dans une solution d’éthanol à 70°. Les cassettes sont 

ensuite transférées dans une machine de déshydratation automatisée (HISTO-PRO 300) 

pendant une nuit pour l'inclusion dans la paraffine. Les blocs de paraffine sont coupés à 5 µm 

d’épaisseur, à l’aide du microtome (LEICA RM 2135). Ensuite, les images obtenues sont fixées 

sur les lames polysines® (Thermo Scientific Menzel-Gläser) pour l'étape de coloration.  

 

2.4.2. Coloration Hématoxyline et Eosine (HE) 

Les lames sont déparaffinées dans deux bains de toluène de 5 minutes, puis hydratées 

dans des bains d’alcool décroissants (éthanol 100%, éthanol 96%, éthanol 70%) et un bain d’eau 

distillée. La coloration à l’hématoxyline est effectuée dans un premier temps (2min), puis après 

quelques lavages et un passage dans l’alcool chlorhydrique 0,25%, les lames sont colorées à 

l’éosine pendant 2min. Après quelques lavages dans l’eau distillée, les lames sont déshydratées 

dans des bains successifs d’alcool croissants (éthanol 70%, éthanol 96%, éthanol à 100%). Les 

lames sont laissées dans un bain de toluène pendant au moins 5 min puis le montage des lames 

est réalisé par le kit de montage Eukitt®. 
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2.4.3. Immunohistochimie  

Après avoir réalisé des coupes au microtome, les coupes sont fixées sur des lames en 

polylysines pour les marquages immunohistochimiques. Les lames sont ensuite déparaffinées 

dans trois bains de toluène de 5 minutes, puis hydratées dans des bains d’alcool décroissants 

(éthanol 100%, éthanol 96%, éthanol 70%) et un bain d’eau distillée de 5 min. L’appareil 

Decloaking Chamber™ NxGen de chez Biocare Medical® est utilisé afin de réaliser un cycle 

de démasquage dans du tampon citrate à pH 6 ou du tampon EDTA selon l’anticorps utilisé ; 

40 minutes à 110°C. Après lavage au PBST, les anticorps primaires sont incubés une nuit à 

+4°C en chambre humide. Les anticorps primaires utilisés sont les suivant : anti-NRP1 

(1 :1500, ab81321, abcam®), anti-CD15 (1 : 500, SAB5500041, Sigma-Aldrich®), anti-Ki67 

(1 : 1500, ab16667, abcam®) et anti-Col IV (1 :3200 20451, Novotec). Une digestion 

enzymatique à la collagénase de type IV (10mg % CaCl², Gibco) est réalisée avant l’incubation 

de l’anticorps primaire anti-Col IV pendant 20 min à 37°C. Après une incubation d’H2O2 30% 

pendant 20 minutes, l’anticorps secondaire polymérique marqué à la peroxydase (Histofine® 

Nichirei Biosciences™) est incubé 20 minutes à température ambiante. Le kit ImmPACT® 

NovaRED™ Peroxidase (HRP) Substrate (Eurobio®) permet de révéler la réaction 

peroxydasique. Les lames sont ensuite colorées à l’hématoxyline pendant 2 min, fixées 4 

secondes dans du TRIS-HCl, puis déshydratées dans des bains d’éthanol 100% et un bain de 

toluène pour être montées sur lames avec le kit de montage Eukitt®.  

Les lames colorées à l’hématoxyline et éosine ainsi que les lames d’immunohistochimie 

sont observées au microscope optique (Nikon® Eclipse E 600) puis photographiées grâce au 

logiciel NIS Elements Documentation. La quantification des cellules exprimant les protéines 

NRP1, CD15 et Ki67 est réalisée avec le logiciel QuPath (v0.2.0-m2, logiciel libre, University 

of Edinburgh). Pour les marquages Col IV la quantification des vaisseaux est réalisée à l’aide 

du logiciel Image J®. 

 

2.5. Statistiques  

Tous les résultats sont donnés sous forme de moyenne ± erreur standard de la moyenne 

(SEM). Le test non paramétrique de Mann-Whitney et le T-test de Student pour les 

comparaisons deux par deux sont utilisés pour déterminer la signification statistique à l'aide de 

GraphPad Prism® (GraphPad Prism 8.0, USA) avec un minimum de 3 répétitions pour les 

expériences d’histologie avec 3 animaux différents pour chaque groupe minimum et de 6 

animaux minimum pour les expérimentations in vivo. Tous les p < 0,05 (marqué par *) sont 

considérés comme significatif et p < 0,01 et p < 0,001 sont marqués par ** et ***, 
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respectivement. Pour les expériences in vivo, l’atteinte du point final préalablement défini a 

servi à construire les courbes de Kaplan-Meier et le test du log-rank est utilisé pour comparer 

les courbes de survie. 
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3. Résultats 

3.1. Effets du MR438 associé à la RT sur la croissance tumorale et la survie des souris 

après une semaine de traitement (5 jours) 

Basé sur les précédents travaux de thèse de C. Gong sur l’effet du MR438 associé à la 

radiothérapie dans un modèle hétérotopique de MB, un modèle orthotopique avec la lignée 

DAOY-LUC a été utilisé pour prendre en compte l’environnement tumoral de la tumeur. Le 

but étant de confirmer l’effet bénéfique de l’inhibition de NRP1 associée à la RT pour le sous-

groupe SHH de MB observé dans les précédents travaux du laboratoire. Les souris NUDE ont 

été traitées à J28 post-implantation des cellules tumorales pendant une semaine de traitement 

composée d’une irradiation à 2 Gy par jour (5 x 2 Gy), soit une dose cumulée de 10 Gy au total, 

et de trois injections en I.V. du MR438 à J1, J3 et J5 (à 10 mg/kg, soit à une concentration de 

2,5mg/mL).  

Après 50 jours de suivi de la croissance tumorale par imagerie de bioluminescence, nous 

montrons que le MR438 seul et la RT seule n’ont pas d’effets significatifs sur la croissance 

tumorale comparé au groupe CTL (Figure 34 C), même si la RT seule semble retarder la 

croissance de la tumeur comparé au groupe CTL ou MR438 seul. En revanche, l’association du 

MR438 et de la RT diminue de manière significative le signal de bioluminescence au cours du 

temps comparé au groupe CTL (*p<0.05 versus CTL) mais aucune différence n’a pu être 

relevée, comparé au groupe RT seule. De plus, l’effet sur la croissance tumorale avec la 

combinaison du traitement apparait moins efficace à la fin de l’expérience comparé à la RT 

seule (Figure 34 B). Concernant la survie des souris, elle a été évaluée lorsque les souris 

présentaient les premiers signes neurologiques (atteinte du point limite). La survie médiane 

(Figure 34 D) a été significativement améliorée pour le groupe RT + MR438 par rapport au 

groupe CTL, contrairement au groupe RT (72 jours pour RT + MR438, 64 jours pour CT ou 

MR438 et 67 jours pour RT seule). 
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3.2. Analyses immunohistochimiques du modèle de xénogreffes orthotopiques 

DAOY-LUC après une semaine de traitement (5 jours) 

Après l’atteinte des points limites, les animaux sont sacrifiés et chacune des tumeurs a 

été prélevée pour réaliser des analyses d’immunohistochimie (Figure 35). Dans un premier 

temps, nous nous sommes intéressés à l’expression de notre protéine d’intérêt, NRP1, dans les 

tumeurs en fonction des différents traitements. Il semblerait qu’aucune différence ne soit 

statistiquement relevable concernant l’expression de NRP1 même si son expression semble plus 

faible dans les tumeurs traitées au MR438 ou RT + MR438 (Figure 35 B). Ensuite, nous avons 

analysé l’expression du Ki67, marqueur clé de la prolifération, sans qu’aucune différence n’ai 

été relevée entre le groupe RT + MR438 comparé au groupe CTL ou RT seule. Le MR438 seul 

a augmenté de manière significative le pourcentage de cellules positives au Ki67 indiquant une 

prolifération plus élevée à la suite de ce traitement comparé au groupe CTL (Figure 34 C). A la 

Figure 34 : Effets de l’inhibition de NRP1 associée à la radiothérapie dans un modèle de xénogreffes orthotopiques 

de médulloblastome pendant une semaine de traitement  

A) Tumeurs intracérébrales visualisées par imagerie de bioluminescence in vivo au jour 50 post-transplantation 

des cellules DAOY-LUC pour le groupe RT versus le groupe RT+MR438 après une semaine de traitement (5 

jours). La croissance tumorale après une semaine de traitement (radiations : 5x 2 Gy et/ou administration de 

MR438 : 10 mg/kg) jusqu’à la fin des expérimentations (B) et à jusqu’à J50 post transplantation (C) a été évaluée 

par mesure de la bioluminescence. D) La fraction de survie globale a été évaluée via l’atteinte des points limites 

chez les souris. *p<0.05 versus CTL ; n=7 par groupe. 
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suite des résultats de C. Gong sur la dédifférenciation des CSC de MB après inhibition de NRP1 

(Gong et al., 2018), nous avons étudié l’expression d’un marqueur de cellules souches de MB : 

le CD15. Etonnamment, le MR438 seul diminue de manière significative le nombre de cellules 

positives au CD15 alors que le traitement RT seul ou RT + MR438 augmente de manière 

significative le pourcentage de cellules positives au CD15 au point final de l’expérience (Figure 

D). 

 

 

Figure 35 : Evaluation de l’inhibition de NRP1 associée à la radiothérapie par des analyses immunohistochimiques 

sur l’expression de NRP1, KI67 et CD15 après une semaine de traitement 

A) Images des marquages immunohistochimiques de NRP1, Ki67 et CD15 au grossissement X10, échelle de 

l’image 100µm. B) Le pourcentage de cellules positives pour NRP1 (B), Ki67 (C) ou CD15 (D), au point final de 

l'expérience après une semaine de traitement, a été quantifié avec le logiciel QuPath à partir d'environ 5000 cellules 

pour 3 images différentes avec un large champ d'observation de 4 tumeurs différentes. *p<0,05 versus CTL, ** 

p<0,01 versus CTL, ### p<0,001 versus RT ; n = 4 par groupe. 
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3.3. Effets de l’inhibition de NRP1 associée à la radiothérapie pendant une semaine 

de traitement (5 jours) sur la vascularisation des tumeurs intracérébrales DAOY-

LUC 

La vascularisation au sein de la tumeur joue un rôle très important dans le 

développement tumoral, et NRP1 est reconnu dans la littérature comme étant un acteur clé de 

l’angiogenèse tumorale (Kawakami et al., 2002; Stephenson et al., 2002; G. Zhang et al., 2018). 

Nous avons donc tenu à évaluer la vascularisation des tumeurs des souris traitées par une 

analyse histologique de l’expression du collagène de type IV (Col IV), marqueur de 

l’endothélium vasculaire. Après une analyse des marquages avec le logiciel Image J®, on 

observe que le nombre de vaisseaux et l’aire moyenne des vaisseaux sanguins ne sont pas 

impactés par les différents traitements (Figure 36). 

 

 

Figure 36 : Evaluation de l’effet du MR438 associée à la radiothérapie, après une semaine de traitement, sur la 

vascularisation par des analyses immunohistochimiques sur l’expression du collagène de type IV. 

A) Images des marquages immunohistochimiques du collagène de type IV (Col IV) réalisés au point final de 

l’expérience, au grossissement X10, échelle de l’image 100µm. Le nombre de vaisseaux sanguins par champ (B) 

et l’aire moyenne des vaisseaux sanguins (C) au point final de l'expérience, après une semaine de traitement, ont 

été quantifiés avec le logiciel Image J® à partir de 3 images différentes avec un large champ d'observation pour 3 

tumeurs différentes. Aucune différence significative n’a pu être relevée versus CTL et versus RT ; n = 3 par groupe. 
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3.4. Effets de l’inhibition de NRP1 associée à la RT sur la croissance tumorale et la 

survie des souris après deux semaines de traitement (10 jours) 

Au vu des résultats encourageants sur la diminution de la croissance tumorale et 

l’augmentation de la survie des souris, dans le modèle orthotopique DAOY-LUC, après une 

semaine de traitement par le MR438 associé à la RT, nous avons tenté d’augmenter ces effets 

en prolongeant la phase de traitement, se rapprochant ainsi du schéma thérapeutique utilisé en 

clinique. Nous avons traité les souris xénogreffées avec la lignée DAOY-LUC pendant deux 

semaines consécutives, soit une dose cumulée de 20 Gy au total (10 x 2 Gy) et de six injections 

en I.V. du MR438 à J1, J3 et J5 pour chaque semaine de traitement (à 10 mg/kg, soit à une 

concentration de 2,5mg/mL).  

Le suivi de croissance tumorale par imagerie de bioluminescence a montré une baisse 

significative de la bioluminescence pour le groupe RT seule et RT + MR438 comparé au groupe 

CTL, à J50 post-transplantation, mais aucune différence entre la bioluminescence entre les 

groupes RT et RT + MR438 à ce stade (Figure 37 C). De plus, le suivi de croissance tumorale 

jusqu’au terme de l’expérience semble indiquer un ralentissement de la croissance tumorale 

pour le groupe RT seule qu’on ne retrouve pas pour le groupe RT + MR438 (Figure 37 B). Dans 

le même sens, les résultats sur la survie des souris ont montré un effet bénéfique du traitement 

RT seule et au contraire une baisse significative de la survie des animaux lorsque les deux 

traitements étaient associés comparé au groupe RT seule. La médiane de survie pour le groupe 

RT + MR438 étant plus faible que celle du groupe RT seule (79 jours pour RT seul, 74,5 jours 

pour RT + MR438, 65 jours pour CTL et 59 jours pour MR438 seul) (Figure 37 D). 
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3.5. Analyses immunohistochimiques du modèle de xénogreffes orthotopiques 

DAOY-LUC après deux semaines de traitement (10 jours) 

Les souris ont été traitées pendant deux semaines (10 jours) avec le MR438 et/ou RT puis 

certaines ont été sacrifiées à J15 post-traitement (= souris satellites) et d’autres à la fin de 

l’expérimentation aux premiers signes du point limite. Les cervelets des souris ont été prélevés 

pour effectuer des analyses immunohistochimiques comme précédemment (Figure 38). 

L’expression de NRP1 a été étudiée dans les tumeurs et les résultats ont montré une baisse 

significative du nombre de cellules positives à notre protéine d’intérêt pour le groupe RT seule 

et RT + MR438 juste 15 jours après la phase de traitement. En revanche, au point final des 

expérimentations, les analyses des marquages ont montré une augmentation de l’expression de 

NRP1 au sein des tumeurs traitées avec la RT seule et RT + MR438 (Figure 38 B). Au niveau 

de la prolifération, les traitements n’ont montré aucun effet, que ce soit 15 jours après la phase 

Figure 37 : Effets de l’inhibition de NRP1 associée à la radiothérapie dans un modèle de xénogreffes orthotopiques 

de médulloblastome pendant deux semaines de traitement  

A) Tumeurs intracérébrales visualisées par imagerie de bioluminescence in vivo au jour 50 post-transplantation 

des cellules DAOY-LUC pour le groupe RT versus le groupe RT + MR438 après deux semaines de traitement. La 

croissance tumorale après deux semaines de traitement (radiations : 10x 2 Gy et/ou administration de MR438 : 10 

mg/kg) jusqu’à la fin des expérimentations (B) et à J50 post-transplantation (C) a été évaluée par mesure de la 

bioluminescence. D) La fraction de survie globale a été évaluée via l’atteinte des points limites chez les souris. 

*p<0.05 versus CTL ; # p<0.05 versus RT ; n=7 par groupe. 
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de traitement ou à la fin des expériences (Figure 38 C). Les résultats sur l’analyse 

immunohistochimique du marqueur de CSC, le CD15, ont été plus intéressants. En effet, le 

pourcentage de cellules positives au CD15 a drastiquement été diminué seulement par le 

peptidomimétique associé à la RT quinze jours après le traitement tandis qu’au point final, ce 

pourcentage semble augmenter pour ce même groupe (Figure 38 D). 
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Figure 38 : Evaluation de l’inhibition de NRP1 associée à la 

radiothérapie par des analyses immunohistochimiques sur 

l’expression de NRP1, KI67 et CD15 après deux semaines de 

traitement 

A) Images des marquages immunohistochimiques de NRP1, 

Ki67 et CD15 au grossissement X10, échelle de l’image 

100µm. B) Le pourcentage de cellules positives pour NRP1 

(B), Ki67 (C) ou CD15 (D), à J15 post-traitement et au point 

final de l'expérience ont été quantifiés avec le logiciel QuPath 

à partir d'environ 5000 cellules pour 3 images différentes avec 

un large champ d'observation de 3 tumeurs différentes. 

*p<0,05 versus CTL, ** p<0,01 versus CTL ; n = 3 par groupe. 
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3.6. Effets de l’inhibition de NRP1 associée à la radiothérapie pendant deux semaines 

de traitement (10 jours) sur la vascularisation des tumeurs intracérébrales  

La vascularisation contribuant pleinement à la croissance tumorale, et NRP1 étant 

impliqué dans l’angiogenèse, nous avons évalué l’effet de l’inhibition de NRP1 sur l’expression 

du Col IV, marqueurs de la vascularisation, sur nos échantillons récupérés au point final de 

l’expérience. Après une analyse des marquages avec le logiciel Image J®, le nombre de 

vaisseaux sanguins ne semble pas être impacté bien que diminué pour les souris traitées pendant 

deux semaines au MR438 seul et RT + MR438. De plus, une augmentation significative de 

l’aire moyenne des vaisseaux a été observée uniquement chez les souris traitées RT + MR438. 

(Figure 39). 

 

  

Figure 39 : Evaluation de l’effet du MR438 associée à la radiothérapie, après deux semaines de traitement, sur la 

vascularisation par des analyses immunohistochimiques sur l’expression du collagène de type IV. 

A) Images des marquages immunohistochimiques du collagène de type IV (Col IV) réalisés au point final de 

l’expérience, au grossissement X10, échelle de l’image 100µm. Le nombre de vaisseaux sanguins par champ (B) 

et l’aire moyenne des vaisseaux sanguins (C) au point final de l'expérience, après deux semaines de traitement (10 

jours), ont été quantifiés avec le logiciel Image J® à partir de 3 images différentes avec un large champ 

d'observation pour 3 tumeurs différentes. *p<0,05 versus CTL ; n = 3 par groupe. 
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4. Discussion et conclusion  

La radiothérapie (RT) est le traitement essentiel du médulloblastome (MB) après 

résection de la tumeur. Ce traitement améliore significativement la survie des patients et réduit 

le risque de récidives. Malheureusement, la RT est un traitement très agressif qui va provoquer 

de graves séquelles notamment chez les plus jeunes patients dont le cerveau est en 

développement. De plus, certaines cellules cancéreuses possèdent la capacité de résister aux 

radiations et de permettre ainsi la récurrence des tumeurs. Il a été suggéré qu’une sous-

population des cellules tumorales était impliquée dans la résistance aux radiothérapies : les 

cellules souches cancéreuses (CSC). En effet, des études récentes ont démontré le rôle que 

jouaient les CSC dans la radiorésistance du MB (L. Sun et al., 2017; Zhu et al., 2021). 

Nous avons précédemment montré que NRP1 était lié au statut indifférencié des CSC 

de MB (Gong et al., 2018). En effet, Gong et al., ont observé que NRP1 était surexprimé dans 

les CSC de MB et que lorsque NRP1 était inhibé par le peptidomimétique MR438, les CSC se 

différenciaient en perdant la présence de marqueurs souches et leur capacité d’auto-

renouvellement. L’effet différenciant du MR438 sur les CSC de médulloblastome a donc été 

envisagé en association avec la radiothérapie pour favoriser l’effet de la radiothérapie sur cette 

population cellulaire. Les travaux antérieurs réalisés lors de la thèse de C. Gong ont permis 

d’étudier l’effet de l’inhibition de NRP1 associée à la radiothérapie in vitro et dans des modèles 

hétérotopiques de MB. Le MR438 a eu un effet radiosensibilisant in vitro sur les CSC issues de 

trois lignées différentes : DAOY, D283-Med et D341-Med représentant respectivement les 

sous-groupes SHH et 3/4 de MB. Les travaux in vivo de thèse de C. Gong ont démontré une 

amélioration de la survie des animaux et une baisse de la croissance tumorale dans le modèle 

hétérotopique de la lignée DAOY du sous-groupe SHH. Par conséquent, nous avons tenu à 

évaluer l’effet de l’inhibition de NRP1 associée à la radiothérapie dans un modèle orthotopique 

de MB, en utilisant un modèle DAOY luciférase, développé et caractérisé au laboratoire, afin 

de prendre en compte le microenvironnement tumoral au niveau du système nerveux central.  

Dans un premier temps, nous avons traité les souris porteuses d’une tumeur de MB dans 

l’hémisphère droit du cervelet pendant cinq jours de radiothérapie, avec un total de 10 Gy (5 x 

2 Gy), et de trois injections du MR438 à une dose de 10mg/kg. Le suivi de croissance tumorale 

de ces souris a montré que le MR438 seul n’avait aucun effet sur le développement de la tumeur 

et la survie des animaux. En revanche, l’association des deux traitements s’accompagne d’une 

amélioration de la survie et d’un retard de la croissance qui est significatif comparé au groupe 

CTL contrairement au groupe RT seule à J50 post-transplantation des tumeurs. Nous avons pu 
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constater un effet radio-potentialisant du MR438. En effet, l’association des traitements 

augmentait d’un facteur 2,67 la médiane de survie des animaux par rapport aux mêmes 

traitements administrés séparément : (RT + MR438) = 8 jours alors que (RT) + (MR438) = 3 

jours. Ces résultats confirment ceux précédemment observés dans un modèle hétérotopique de 

MB (Thèse de C. Gong) même si aucune différence significative n’a pu être mise en évidence 

lors d’une comparaison avec le groupe RT seule. Au niveau protéique, les analyses 

histologiques réalisées n’ont pas montré de baisse de l’expression de NRP1 à la suite d’un 

traitement MR438 seul ou RT + MR438. Ceci peut s’expliquer par le fait que les analyses ont 

été réalisées en point final de l’expérience, soit une trentaine de jours en moyenne après le 

traitement, le MR438 n’agissant probablement plus à ce stade de l’expérience au vu du suivi de 

bioluminescence jusqu’au terme de l’expérience et de la survie des animaux (médiane de survie 

MR438 = 64 jours ; RT + MR438 = 72 jours). Cependant, des expériences complémentaires 

ont été réalisées pour évaluer les effets de l’association RT + MR438 après 15 jours de 

traitement et sont en cours d’analyses. 

D’autre part, il a été précédemment montré par Nasarre et al. qu'un peptide antagoniste 

de NRP1 pouvait diminuer la croissance tumorale dans un modèle de gliome en ciblant 

directement les cellules tumorales ou les cellules des vaisseaux sanguins (Nasarre et al., 2010). 

Contrairement à ce travail, nous n'avons pas observé d'effet antiprolifératif avec le composé 

seul ou associé à la RT sur les cellules de MB. Snuderl et al. ont obtenu des résultats similaires 

aux nôtres sur la prolifération cellulaire en inhibant l’expression génique de NRP1 dans un 

modèle in vivo obtenu à partir de la lignée de médulloblastome D283-Med (Snuderl et al., 

2013). De plus, nous n’avons pas observé de fluctuation du pourcentage de cellules positives à 

Col IV dans nos échantillons selon les différents traitements. Ces résultats peuvent s’expliquer 

par le fait que nous n’avons pas observé d’effet sur les cellules endothéliales du composé 

MR438 in vitro (Richard et al., 2016). Snuderl et al. ont obtenu des résultats similaires lors de 

l’inhibition de la voie PlGF/NRP1 dans le MB, ne montrant qu’un effet modeste sur 

l’angiogenèse avec aucun changement concernant le diamètre des vaisseaux et leur perméabilité 

vasculaire (Snuderl et al., 2013). Dans notre étude, nous n’avons pas élucidé les voies 

moléculaires impliquées à la suite de l’inhibition de NRP1 par le MR438. Précédemment, dans 

les travaux in vivo de thèse de C. Gong, le MR438 contribuait à l’inactivation de la voie 

PI3K/Akt. Il serait donc intéressant de vérifier les processus moléculaires impliqués afin de 

mieux comprendre les mécanismes liés à l’amélioration de la survie des souris après une 

semaine de traitement RT + MR438.  



 

113 

 

Concernant les CSC, le marqueur CD15 a été étudié dans ce modèle, montrant une 

baisse significative de son expression après un traitement par le MR438 seul confirmant les 

résultats de Gong et al. sur la capacité du MR438 à différencier les CSC via l’inhibition de 

NRP1 (Gong et al., 2018). Etonnamment, cet effet est effacé lors de l’ajout de la radiothérapie. 

En effet, les échantillons du groupe RT seule et RT + MR438 ont significativement plus de 

cellules positives au CD15 que les autres groupes. Ces résultats vont à l’encontre des résultats 

précédemment observés in vitro sur la radio-sensibilisation des CSC de MB ainsi que les 

résultats in vivo des travaux de thèse de C. Gong où l’ajout de la RT n’affectait pas l’expression 

du CD15 dans le modèle DAOY. L’expression du CD15 étant évaluée au point final de 

l’expérience, soit une trentaine de jours en moyenne après le traitement, l’efficacité du MR438 

est compromise, et à ce stade, l’ajout de la RT semble sélectionner les CSC qui sont connues 

pour être radiorésistantes (Mercurio, 2019; Nunes et al., 2018). Bien que le CD15 soit un 

marqueur spécifique des CSC des tumeurs cérébrales (Read et al., 2009), nous sommes 

conscients qu’un seul marqueur des CSC n’est pas suffisant pour identifier une population 

cellulaire, c’est pourquoi des analyses sont prévues avec d’autres marqueurs de CSC comme 

Sox2 (Vanner et al., 2014) et le CD133 par exemple (Singh, Hawkins, et al., 2004). 

Devant les résultats encourageants de l’association RT + MR438 après une semaine de 

traitement, nous avons tenté de prolonger l’effet du MR438 en augmentant la période de 

traitement à deux semaines. Le but étant également de se rapprocher d’un schéma thérapeutique 

plus proche de celui utilisé actuellement en clinique, où le traitement de RT est étalé sur une 

durée de cinq à six semaines. Or l’étalement d’une même dose de radiothérapie diminue 

fortement son efficacité (Pinel et al., 2006). Les résultats ont montré une réduction de la 

croissance tumorale pour le groupe RT + MR438 similaire au groupe RT seul à J50 post-

transplantation. Malheureusement l’association des deux traitements n’a pas eu l’effet escompté 

sur la survie des souris contrairement aux souris traitées par la RT seule. En effet, la 

combinaison des deux traitements semble avoir un effet précoce sur le développement de la 

tumeur mais perd tout effet bénéfique quelques semaines après la fin des traitements.  

Au niveau de l’expression de notre protéine d’intérêt, on remarque une baisse 

significative des cellules positives à NRP1 à J15 post-traitement alors qu’en fin d’expérience 

les cellules positives à NRP1 sont nettement plus présentes. L’étude de Tsutsumi et al. a 

constaté qu’après une irradiation plus prononcée d’une dose unique à 10 Gy, on retrouvait une 

surexpression de NRP1 dans les cellules tumorales, qui pourrait expliquer l'augmentation des 

cellules NRP1 positives par une sélection clonale dans les tumeurs à la fin de l'expérience 

(Tsutsumi et al., 2021). De même pour l’expression de CD15, RT + MR438 diminue 
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significativement le pourcentage de cellules positives au CD15 à J15 post-traitement alors que 

ce pourcentage semble être augmenté en comparaison au groupe CTL à la fin de l’expérience. 

Là encore, ces résultats pourraient être expliqués par une sélection des cellules résistantes à la 

RT, des CSC, après un traitement long et donc de plus fortes doses cumulatives d’irradiations.  

De plus, l’analyse de la vascularisation des tumeurs à la fin des expérimentations, après 

un traitement étalé sur deux semaines, montrent que le nombre des vaisseaux sanguins n’est pas 

diminué mais que leur surface est augmentée par l’association des deux traitements. Afin de 

développer des stratégies thérapeutiques plus efficaces dans le traitement du médulloblastome, 

des études plus approfondies des mécanismes moléculaires de la signalisation NRP1 des 

cellules souches cancéreuses sont nécessaires pour élucider le rebond des cellules positives à 

NRP1 observé après deux semaines de traitement. Nous pouvons spéculer que la non-réponse 

au traitement de deux semaines est peut-être due à une sélection de cellules tumorales 

résistantes à l'inhibition de NRP1 ou à des mécanismes d'échappement impliquant la 

vascularisation. 

En conclusion, ce travail souligne le potentiel intérêt de cibler NRP1, en association 

avec de faibles doses cumulées de radiothérapie (2 Gy/jour durant 5 jours), pour limiter la 

progression du MB en ciblant le nombre de CSC. L'inhibition de NRP1 via MR438 pourrait 

augmenter la radiosensibilité des CSC de médulloblastome, notamment à faible dose 

d’irradiation et ceci pourrait être vérifié par une étude comparant l’association du MR438 avec 

une dose de RT à 1 Gy/jour versus RT à 2 Gy/jour sans MR438. L’effet alors attendu en pratique 

clinique serait une diminution des séquelles pour une efficacité identique. De plus, de nouvelles 

études restent nécessaires pour explorer le mécanisme de régulation de NRP1, en lien avec les 

CSC, dans la progression du MB. Devant les effets bénéfiques mais précoces de l’association 

des traitements, il serait intéressant de poursuivre les expériences afin d’optimiser l’association 

thérapeutique, par exemple en augmentant la durée des injections de MR438 au de-là de la 

phase de traitement par RT, afin d’éventuellement s’affranchir du rebond des tumeurs observé 

en fin d’expérience. Par ailleurs, la différence de résultats sur nos modèles hétérotopiques 

(Thèse de C. Gong) et orthotopiques laisse suggérer une implication du microenvironnement 

tumoral. Plusieurs études ont déjà montré l’influence que pouvait jouer le microenvironnement 

de la tumeur dans la réponse aux traitements. Afin d’éclaircir ce point, nous nous sommes 

intéressés à l’impact de l’inhibition de NRP1 sur le microenvironnement du médulloblastome 

dans la réponse à la radiothérapie. C’est pourquoi, dans la troisième partie de mes résultats de 

thèse, nous tenterons d’évaluer l’effet du MR438 associé à la radiothérapie sur les cellules 
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résidentes dans le SNC, comme la microglie et les astrocytes, en travaillant sur des modèles 2D 

et 3D de coculture in vitro. 
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Tableau 5 : Bilan des résultats de l’effet de l’inhibition de NRP1 associée à la radiothérapie dans un modèle de 

xénogreffes orthoptiques de médulloblastome 

Légende : − = sans effet ;  = augmentation ;  = diminution 

 
Traitement court  

(5 jours) 

Traitement long  

(10 jours) 

Schéma 

thérapeutique 

  

Traitements MR438 RT RT + MR438 MR438 RT RT + MR438 

Evolution de la 

croissance 

tumorale (à J50) 
− −  −   

Survie des 

animaux 
−  

(64 jours) 
 

(67 jours) 
 

(72 jours) 
 

(59 jours) 
 

(79 jours) 
 

(74,5 jours) 

Expression NRP1 − 
(Point final) 

− 
(Point final) 

− 
(Point final) 

− (J15 post-

traitement) 

 

− (Point final) 

 (J15 post-

traitement) 

 

 (Point final) 

 (J15 post-

traitement) 

 

 (Point final) 

Expression CD15, 

(cellules souches 

cancéreuses) 

 
(Point final) 

 
(Point final) 

 
(Point final) 

− (J15 post-

traitement) 

 

− (Point final) 

− (J15 post-

traitement) 

 

− (Point final) 

 (J15 post-

traitement) 

 

− (Point final) 

Expression Ki67, 

(prolifération 

cellulaire) 

 
(Point final) 

− 
(Point final) 

− 
(Point final) 

− (J15 post-

traitement) 

 

− (Point final) 

− (J15 post-

traitement) 

 

− (Point final) 

− (J15 post-

traitement) 

 

− (Point final) 

Vascularisation 

des tumeurs 
− 

(Point final) 
− 

(Point final) 
− 

(Point final) 
− 

(Point final) 
− 

(Point final) 
 

(Point final) 
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III. Effets de l’inhibition de NRP1 sur le microenvironnement 

tumoral du médulloblastome 

1. Contexte 

Le microenvironnement tumoral est une niche de cellules à proximité des cellules 

tumorales qui peut stimuler la progression du cancer. La complexité cellulaire du 

microenvironnement tumoral est associée à la croissance tumorale, aux métastases et à la 

réponse aux traitements. Les tumeurs cérébrales sont composées non seulement de cellules 

tumorales et de cellules souches, mais également de composants associés à la tumeur tels que 

les cellules vasculaires et immunitaires, comme la microglie, les astrocytes et la matrice 

extracellulaire. Ces cellules associées à la tumeur pourraient faire l’objet de thérapies ciblées 

afin d’améliorer les résultats cliniques des patients.  

Le médulloblastome (MB) est décrit comme étant une tumeur froide, c’est-à-dire à faible 

potentiel immunogène, avec une faible infiltration de cellules immunitaires. En revanche, la 

population immunitaire infiltrant le MB est spécifique et varie en fonction des différents sous-

groupes (Bockmayr et al., 2018). Dans cette étude, différentes populations de cellules 

immunitaires ont été étudiées et les tumeurs du sous-groupe SHH ont montré un 

microenvironnement tumoral plus distinctif des autres sous-groupes de MB. En particulier, elles 

présentaient un plus grand nombre de lymphocytes T, de fibroblastes et de cellules de la lignée 

monocytaire ainsi qu’un nombre inférieur de neutrophiles, comparé aux autres sous-groupes de 

MB (Bockmayr et al., 2018). Ces différences de microenvironnement tumoral, entre les 

différents sous-groupes de MB, pourraient expliquer, en partie, les différentes réponses aux 

traitements dans ces tumeurs.  

Globalement, dans le système nerveux central (SNC), la population immunitaire 

majoritaire est représentée par la microglie qui représente 10% des cellules gliales. La 

microglie, représentant l’ensemble des macrophages résidants dans le SNC, sera le premier 

niveau de défense contribuant à la réponse immunitaire. L’environnement du MB est donc 

principalement composé de cellules microgliales (Ginhoux & Merad, 2011) mais aussi 

d’astrocytes. Les astrocytes sont des acteurs clés du microenvironnement cérébral et jouent un 

rôle critique dans la progression du MB. Le MB est une tumeur enrichie en astrocytes qui 

sécrètent la protéine SHH dans le microenvironnement tumoral (Y. Liu et al., 2017). Les 

protéines SHH sécrétées par les astrocytes activent la signalisation dans le stroma environnant, 
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ce qui fournit un microenvironnement favorable à la prolifération et la croissance tumorale du 

MB (Y. Liu et al., 2017). 

La neuropiline-1 (NRP1), connue pour son implication dans le système immunitaire, 

semble jouer un rôle important dans l'activation et la polarisation microgliale (Nissen et al., 

2013). En particulier, il a été démontré que la polarisation M2 de la microglie peut être bloquée 

par une molécule inhibitrice du domaine b1 de NRP1, EG00229 (Jarvis et al., 2010; Nissen et 

al., 2013). Plus récemment, les travaux de Myauchi et al. ont mis en avant l’implication de 

NRP1, via son expression sur la microglie, dans la progression de tumeurs cérébrales adultes 

telles que le gliome. L’inhibition de l’expression de NRP1 sur la microglie a pour effet de 

retarder la croissance tumorale et d’améliorer la survie des animaux tout en contribuant à 

augmenter l’infiltrat microglial au sein de la tumeur (Miyauchi et al., 2016, 2018).  

Devant l’importance du microenvironnement tumoral et le possible lien entre NRP1 et la 

microglie, dans la troisième partie de ce travail de thèse, nous avons cherché à évaluer 

l’impact de l’inhibition de NRP1 sur le microenvironnement tumoral, en particulier les 

cellules résidentes dans le SNC, comme la microglie et les astrocytes, en travaillant sur des 

modèles 2D et 3D de coculture in vitro. 
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2. Matériels et Méthodes 

2.1. Culture cellulaire 

La lignée cellulaire humaine de MB, DAOY (Jacobsen et al., 1985), provient de l’ATCC 

(Manassas VA, USA). Les cellules sont maintenues dans du milieu MEM (Gibco, Life 

Technologies Corporation, UK), contenant 10% de sérum de veau fœtal (SVF, SIGMA, USA), 

1% de L-glutamine (SIGMA, UK), 1% d’acides aminés non-essentiels (Gibco, UK), 1% de 

pénicilline/streptomycine (Gibco, UK) et 1% de sodium de pyruvate (Gibco, UK) à 37°C et 5% 

de CO2. 

Les lignées du microenvironnement tumoral utilisées sont la lignée microgliale HMC3 

(CRL-3304™) et la lignée astrocytaire C8D1A (CRL-2541™) provenant de l’ATCC 

(Manassas VA, USA). Les cellules sont maintenues dans du milieu DMEM (Gibco Life 

Technologies Corporation, UK) et du milieu DMEM (ATCC, USA) respectivement, celui des 

HMC3 étant supplémenté avec 10% de SVF (SIGMA, USA) et celui des C8D1A avec 10% de 

SVF (SIGMA, USA), 2% de L-glutamine (SIGMA, USA) et 1% de Pénicilline/Streptomycine 

(GIBCO, UK) ; à 37°C et 5% de CO2. 

 

 

 DAOY HMC3 C8D1A 

Organisme 
Médulloblastome d'un 

garçon de 4 ans. 

Microglie primaire 

dérivée de cerveau 

fœtal humain 

Astrocytes dérivés 

de cervelet de 

souris postnatal  

Tissu Cervelet Cerveau Cervelet 

Sous-groupe 

moléculaire de MB 
SHH - - 

Propriétés de 

croissance 
Cellules adhérentes Cellules adhérentes Cellules adhérentes 

Morphologie Polygonale Macrophage Neuronale 

Figure 40 : Caractéristiques des lignées cellulaires utilisées pour l’étude du microenvironnement tumoral du 

médulloblastome 
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2.2. Infection des cellules de médulloblastome et de microglie par lentivirus  

Afin de réaliser un suivi in vitro des cellules par microscopie de fluorescence, les lignées 

cellulaires ont été transduites pour permettre l’expression cytoplasmique de la protéine 

fluorescente GFP (Green Fluorescent Protein), pour la lignée DAOY, et la protéine fluorescente 

RFP (Red Fluorescent Protein) pour la lignée HMC3. Pour la transfection de la lignée DAOY 

en GFP, des lentivirus possédant un vecteur contenant le gène codant la protéine fluorescente 

GFP sont utilisés pour l’infection (pLV-EF1A-GFP-PGK-Puro, Cellomics Technology). La 

lignée HMC3 a été infectée par un lentivirus contenant le gène de la RFP (pLV-EF1A-RFP, 

Cellomics Technology). Les cellules ont par la suite été sélectionnées en ajoutant un 

antibiotique, la puromycine (concentrée à 2 µg/mL), pour n’obtenir que les cellules exprimant 

le gène transfecté. Les lignées obtenues à la suite de ces infections lentivirales sont les 

suivantes : DAOY-GFP et HMC3-RFP. 

 

Figure 41 : Cartographie du lentivirus pLV-EF1A-RFP 

Ce lentivirus de 8 417pb possède la séquence codant la protéine RFP sous le contrôle du promoteur EF1a une 

cassette de résistance à la puromycine qui permet la sélection des cellules ayant intégrées le lentivirus. 
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2.3. Culture des médullosphères, traitements et récupération des milieux conditionnés 

La lignée cellulaire de MB est cultivée dans du DMEM/F12 (GibcoUK), supplémenté en 

B27 et N2 (Gibco, Life Technologies Corporation, USA), 20 ng/mL du facteur de croissance 

épidermique recombinant humain (EGF) et du facteur de croissance des fibroblastes (bFGF) 

(EGF and FGF de Miltenyi Biotec,Germany), pendant une semaine en présence de 

méthylcellulose (1 :100, SIGMA, USA) pour favoriser la formation de médullosphères. 

Une fois les médullosphères formées, elles sont traitées au MR438 à une concentration 

de 25µmol/L, pendant 48h ou 72h, puis irradiées à une dose de 2 Gy réalisée par un irradiateur 

X-RAD 320 (Precision X-Ray INC., North Branford, CT, USA). L’ensemble des conditions de 

traitements sont les suivantes : non-traitées = contrôle (CTL), irradiation à 2 Gy, (RT), 

traitement de 48h au MR438, (MR438 48h), traitement de 72h au MR438 (MR438 72h), 

traitement de 48h au MR438 suivi d’une irradiation à 2 Gy, (MR438 48h + RT), traitement de 

72h au MR438 suivi d’une irradiation à 2 Gy (MR438 72h + RT). Le milieu conditionné sera 

récupéré 24h post-traitement, après une centrifugation à 300G pendant 10 minutes et conservé 

à -20°C pour les différentes expérimentations. 

Figure 42 : Cartographie génétique du lentivirus pLV-EF1A-GFP-PGK-Puro  

Ce lentivirus de 9735pb possède la séquence codant la protéine GFP sous le contrôle du promoteur EF1a et 

une cassette de résistance à la puromycine qui permet la sélection des cellules ayant intégrées le lentivirus. 
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Pour chacune des expériences utilisant les milieux conditionnés, deux conditions 

contrôles supplémentaires ont été utilisées : un contrôle avec le milieu de référence des cellules 

microgliales (noté HMC3) et un contrôle avec le milieu utilisé pour la culture des neurosphères 

(noté NS), en plus du contrôle, noté CTL, faisant référence au milieu conditionné des 

médullosphères non-traitées. 

 

2.4. Etude de la viabilité cellulaire 

La viabilité cellulaire a été évaluée par un test MTT. Le test MTT (Thiazolyl blue 

tetrazolium bromide, Acros Organics™) est réalisé à partir d’une solution MTT à 2,5mg/ml 

déposée sur les cellules, et incubée pendant 3h. Après l’incubation, du DMSO est ajouté sur le 

tapis cellulaire puis l’absorbance est mesurée par spectrophotomètre à 540 nm. 

 

2.5. Analyse de l'expression des protéines par Western blot 

Le Western blot a été réalisé pour l'analyse de l'expression protéique de NRP1. Le tampon 

de lyse cellulaire de la protéine totale contenant 10 % de protéases (Roche, Allemagne), 1% 

Cocktail 2 et 3 (Sigma-Aldrich, Allemagne) était utilisé pour la lyse des cellules. Un dosage 

Bradford a été réalisé pour déterminer la concentration de protéines via une lecture 

d’absorbance à 595 nm avec un spectrophotomètre. Les aliquots de protéines (50 μg) étaient 

dénaturés dans le tampon Laemmli contenant du ß-mercaptoéthanol avant la migration par SDS 

électrophorèse sur gel Stain Free (Biorad, Etats-Unis) pendant 30 à 40 min à 200V. Les 

protéines séparées ont été transférées sur des membranes de nitrocellulose (Biorad, Etats-Unis) 

via le Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (Biorad, Etats-Unis).  

Après avoir bloqué la membrane avec du tampon Tris avec 0,1 % de Tween-20 et 5 % de 

sérum bovin albumine dans un délai d'une heure, l’anticorps primaire anti-NRP1 (#3725, 

CellSignalisation, dilution 1:1000) a été incubé pendant une heure à température ambiante, puis 

l’anticorps secondaire anti-lapin HRP (Horseradish Peroxidase) (#A21429, Invitrogen, dilution 

1 :10000) pendant 30 min à température ambiante. Le kit de révélation ECL Prim 

(AmershamTM) a été utilisé pour la révélation des bandes à l'aide du densitomètre 

(ChemiDocTM, Biorad, Etats-Unis).  

La quantification de la densité des bandes obtenues est réalisée par rapport à la quantité 

de protéine totale obtenue et quantifiable grâce aux gels Stain Free sur le logiciel ImageLab. 
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2.6. Coculture et mesure de la croissance tumorale in vitro par bioluminescence  

Les cellules DAOY-LUC sont ensemencées à une concentration cellulaire de 1.104 

cellules/mL dans des puits de plaque 6 puits (Falcon®, #353046) en même temps que les 

cellules microgliales, HMC3, et/ou astrocytaires, C8D1A, a une concentration cellulaire 

équivalente aux cellules tumorales (ratio 1 :1). L’ensemble de la coculture est traité pendant 

72h avec le MR438 puis irradié à 2 Gy. Ensuite, les cellules sont mises en contact avec le 

substrat de la luciférase, la luciférine (D-Luciferin Firefly, PerkinElmer® #122799) à une 

concentration de 150 µg/ml. La bioluminescence a ensuite été imagée via l’Optimax®, sur 

plusieurs jours pour créer une cinétique, puis a été mesurée après traitement des images sur 

Image J®. 

 

2.7. Analyse de la prolifération cellulaire après culture dans les milieux conditionnées 

Les cellules microgliales, HMC3-RFP, sont ensemencées à 1.10^4cellules/mL par puits, 

dans plaque de culture de 24 puits à fond en verre (Eppendorf® #0030741021), avec leur milieu 

de référence (DMEM (Gibco Life Technologies Corporation, UK)). Après 24h, le milieu est 

changé par du milieu conditionné selon les différents traitements préétablis. L’acquisition des 

images a été réalisée par microscopie de fluorescence via l’ImageXpress® Micro Confocal et 

le comptage des noyaux via le logiciel MetaXpress (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). 

 

2.8. Analyse de l’invasion cellulaire après culture dans les milieux conditionnées 

Pour évaluer l'invasion des cellules microgliales in vitro, nous avons réalisé des essais 

basés sur les chambres de Boyden ou Transwell chamber. Les chambres de Boyden sont 

préparées en amont, du matrigel® (Corning® Matrigel®) est ajouté dans chacun des inserts, 

dilué dans du milieu de culture sans SVF à une concentration de 20 µg/insert, puis incubé 1h à 

température ambiante. Les cellules HMC3-RFP y sont ensemencées à 2.10^5 cellules/mL dans 

un volume de 500 µL par insert. En fond de puits sont déposés 700 µL du milieu de culture ou 

de milieu conditionné selon les différents traitements. Après 24h, les cellules ayant migrées 

sont fixées au paraformaldéhyde (PAF) 4% pendant 10 min. Puis, un marquage au Hoechst est 

réalisé, dilué au 1/3000ème. Après 30 minutes d’incubation, les inserts sont rincés au DPBS puis 

pris en photo par un microscope de fluorescence (imageXpress®, Micro Confocal). 

L’analyse de l’invasion des cellules se fait par un comptage des noyaux sur plusieurs 

champs via le logiciel MetaXpress (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). 
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2.9. Test de recrutement de la microglie sur les médullosphères 

Une médullosphère DAOY-GFP est ensemencée dans chacun des puits d’une plaque 96 

puits à fond rond (Falcon®, #353072) coatée au polyHema (poly-2-hydroxyethyl methacrylate, 

Sigma, #P3932) puis elle est recouverte de Matrigel (Matrigel® Matrix, Corning, #353634) 

dilué au 10ème dans du milieu de culture. Après sédimentation du matrigel, les cellules 

microgliales, HMC3-RFP, sont ensemencées à une concentration cellulaire de 4.104 

cellules/mL (soit 6000 cellules par puits dans 150 µl). Une image des médullosphères est prise 

chaque jour pendant une semaine via l’ImageXpress® Micro Confocal pour créer une cinétique.  

L’aire de fluorescence rouge, pour les HMC3-RFP, est mesurée sur l’aire en vert, pour 

les médullosphères GFP+, via le logiciel MetaXpress (Molecular Devices, Sunnyvale, CA), 

afin de déterminer le pourcentage de recrutement de microglie sur la médullosphère. 

Concernant les conditions de traitements, soit les médullosphères ont été traitées post-

ensemencement seules avec le MR438 à 25 µmol/L pendant 72h puis une irradiation à 2 Gy, 

soit l’ensemble de la coculture a été traité dès l’ensemencement pendant 72h avec le MR438 à 

25µmol/L suivi d’une dose de RT à 2 Gy. 

 

 

 

 

Figure 43 : Mesure du recrutement de la microglie sur les médullosphères 

Image représentative du custum module de l’ImagExpress permettant de mesurer le 

recrutement de la microglie (en rouge) sur la médullosphère (en vert). Le bleu représentant 

les zones communes aux deux couleurs. 
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2.10. Statistiques  

Tous les résultats ont été donnés sous forme de moyenne ± l'erreur standard de la moyenne 

(SEM). Le test non paramétrique de Mann-Whitney et le T-test de Student pour les 

comparaisons deux par deux, ou une analyse de la variance unidirectionnelle (ANOVA), suivie 

du test de comparaison multiple de Dunnett, ont été utilisés pour déterminer la signification 

statistique à l'aide de GraphPad Prism® (GraphPad Prism 8.0, USA). Le nombre d'expériences 

indépendantes réalisées a été indiqué par « n » dans la légende de chaque figure. Tous les p < 

0,05 (marqué par *) ont été considérés comme significatif et p < 0,01 et p < 0,001 sont marqués 

par ** et ***, respectivement.  
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3. Résultats 

3.1. Impact d’une coculture 2D in vitro avec des cellules de microglie et d’astrocytes 

sur la croissance tumorale du médulloblastome 

Dans un premier temps, nous avons voulu connaitre l’influence des cellules de microglie 

et d’astrocyte sur la croissance de notre lignée cellulaire de médulloblastome. Pour cela, nous 

avons travaillé à partir d’un modèle de coculture 2D in vitro où les lignées DAOY-LUC, HMC3 

(microglie) et C8D1A (astrocyte) ont été ensemencées en même temps et à la même 

concentration (Figure 44 A). L’analyse de la bioluminescence des DAOY-LUC nous a permis 

d’observer que la présence des astrocytes et de la microglie, séparément, augmentait 

significativement la croissance tumorale des cellules de médulloblastome (d’un facteur 1,90 

avec la microglie et de 1,43 avec les astrocytes). La présence de la microglie semble avoir un 

effet plus important sur l’augmentation de la croissance tumorale comparé aux astrocytes, mais 

aucune différence significative n’a pu être relevée. De même, la coculture avec les trois lignées 

cellulaires induisait une augmentation de la croissance des cellules tumorales sans différence 

significative par rapport aux cocultures simples (Figure 44 A).  

La proportion des différentes populations cellulaires n’étant pas égale au niveau du SNC, 

nous avons voulu tester différentes proportions de cellules du microenvironnement tumoral et 

l’effet obtenu sur la croissance des cellules tumorales (Figure 44 B). Lorsque le nombre de 

cellules du microenvironnement est deux fois plus élevé que le nombre de cellules tumorales 

(coculture 1 :2 ; microglie et astrocytes), nous avons constaté une augmentation de 60% de la 

croissance des DAOY-LUC. En revanche, lorsque l’on augmente cinq fois plus le nombre de 

cellules du microenvironnement tumoral, la croissance des DAOY-LUC a été significativement 

diminuée de 74% en présence de la microglie, suggérant un effet antitumoral de la microglie 

sur le médulloblastome uniquement à une forte concentration cellulaire. Concernant la 

coculture avec les astrocytes seuls, cela n’induisait pas d’effet sur la prolifération des cellules 

tumorales. De même, aucun effet antitumoral n’était observé avec les deux lignées de cellules 

du microenvironnement. Pour un ratio de 1 :10 (1 cellule tumorale pour 10 cellules du 

microenvironnement tumoral), on conserve l’effet antitumoral de la microglie (DAOY-LUC = 

100% versus DAOY-LUC + HMC3 = 25%) que l’on retrouve également avec les astrocytes 

seuls avec une baisse significative du même ordre de grandeur. De façon inattendue, pour la 

coculture avec les trois lignées au ratio 1 :10, cet effet antitumoral semblait moins important 

avec une baisse non-significative de 33% (Figure 44 B). 
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Figure 44 : Etude de la prolifération des cellules de médulloblastome en coculture avec la microglie et/ou les 

astrocytes 

A) Bioluminescence des DAOY-LUC en fonction du temps et selon les différentes conditions de coculture (n=3). 

B) Pourcentage de bioluminescence des DAOY-LUC (base 100 vs DAOY-LUC) après quatre jours de coculture 

avec des cellules microgliales (HMC3) et/ou astrocytaires (C8D1A) en fonction de différents ratios de cellules 

(1 :1 = une cellule tumorale pour une cellule du microenvironnement tumoral ; 1 :2 = 1 cellule tumorale pour deux 

cellules du microenvironnement tumoral ; 1 :5 = une cellule tumorale pour cinq cellules du microenvironnement 

tumoral ; 1 :10 = une cellule tumorale pour dix cellules du microenvironnement tumoral). *p<0,05 ; **p<0,01 ; 

***p<0,001 versus DAOY-LUC ; n=3. 
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3.2. Evaluation de la cytotoxicité de l’inhibition de NRP1 par le MR438 associé ou 

non à la radiothérapie sur les cellules du microenvironnement du 

médulloblastome 

Tout d’abord, nous avons évalué l’expression de notre protéine d’intérêt au sein de ces 

différentes lignées, et comme attendu l’ensemble des lignées exprime NRP1, avec une plus 

forte expression retrouvée pour la lignée DAOY-GFP (d’un facteur 3,7) (Figure 45 B). Par la 

suite, nous avons vérifié la cytotoxicité du MR438 seul à différentes concentrations sur les 

différentes lignées utilisées pour nos travaux sur la coculture de lignées du microenvironnement 

du MB (Figure 45 A). Il s’est avéré que l’inhibition de NRP1 seule n’avait aucun impact sur la 

viabilité cellulaire de nos différentes lignées. La toxicité du traitement associé à la radiothérapie 

sur la microglie et les astrocytes a également été évaluée par un test MTT (Figure 45 C et D). 

Seule l’exposition du MR438 pendant 48h a diminué de manière significative l’activité 

métabolique des cellules microgliales (1 versus 0,8) (Figure 45 C), contrairement aux 

astrocytes, dont la viabilité a été augmentée de manière significative avec les traitements 

MR438 72h (facteur 2), RT seule (facteur 1,3) et RT + MR438 72h (facteur 1,4) comparé à la 

condition contrôle non-traité (CTL) (Figure 45 D). 
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Figure 45 : Etude de la cytotoxicité du MR438 associé ou non à la RT sur les cellules du microenvironnement tumoral du 

médulloblastome 

A) Les cellules de médulloblastome (DAOY et DAOY-LUC) ainsi que les cellules du microenvironnement tumoral (microglie : 

HMC3 ; astrocytes : C8D1A) ont été mises en culture pendant 72h avec des concentrations croissantes de MR438 (0 µmol/L à 100 

µmol/L) et le nombre de cellules métaboliquement actives a été évalué à l'aide d’un test MTT par mesure de l’absorbance à 

450nm (n=3 ; astrocytes n=1). B) L’expression de NRP1 a été évaluée par Western Blot dans les différentes lignées de 

médulloblastome et du microenvironnement tumoral (n=3). La quantification de la densité des bandes obtenues est réalisée par 

rapport à la quantité de protéine totale obtenue et quantifiable grâce aux gels Stain Free. C) La viabilité de la microglie et des 

astrocytes (D) a été évaluée par un test MTT, via la mesure de l’absorbance à 450nm, après 48h et 72h de traitement au MR438 (à 

25 µmol/L) associé ou non à la radiothérapie (RT). *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001 versus CTL ou DAOY ; #p<0,05 versus RT ; 

(n=4). 
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3.3. Effets de l’inhibition de NRP1 et/ou de la RT sur la croissance tumorale en 

présence des différentes populations du microenvironnement tumoral 

Pour la suite de nos expériences sur nos modèles de coculture 2D, nous avons gardé un 

ratio de cellules 1 pour 1 afin d’évaluer les modifications induites par nos traitements sur l’effet 

pro-tumoral observé précédemment avec les lignées du microenvironnement et ceci au cours 

du temps (Figure 46).  

Dans un premier temps, nous avons évalué l’effet de la coculture avec la microglie 

(HMC3) sur la croissance des DAOY-LUC en fonction des différents traitements. De manière 

générale, l’inhibition de NRP1 associée ou non à la RT n’a pas d’effet significatif sur la 

croissance des cellules tumorales en coculture avec la microglie que ce soit aux temps 24h ou 

72h après RT. On remarque seulement que la coculture tend à faire diminuer la croissance 

tumorale de 25% en moyenne, à 24h ou 72h après RT, indépendamment des traitements (Figure 

46 B).  

Dans un second temps, nous avons évalué l’effet de la coculture avec les astrocytes 

(C8D1A) sur la croissance des cellules de MB en fonction des différents traitements. Les 

différents traitements n’ont aucun impact sur la croissance des cellules tumorales en coculture 

avec les astrocytes aux temps 24h et 72h après RT (Figure 46 C). Tout comme pour la microglie, 

la coculture avec les astrocytes semble avoir un effet antitumoral, non significatif et 

indépendamment des traitements, en diminuant en moyenne de 26% le pourcentage de BLI des 

cellules de MB (Figure 46 C).  

Pour finir, nous avons aussi mesuré la bioluminescence des DAOY-LUC en coculture 

avec les deux populations cellulaires, microglie et astrocyte, après traitement au MR438 associé 

ou non à la RT. Comme précédemment, aucune différence n’a été statistiquement significative 

en comparant les différents traitements après 24h et 72h post RT. De plus, la tendance à la 

diminution de la croissance tumorale en présence de microglie seule et astrocytes seuls n’est 

plus observée en présence des deux lignées du microenvironnement du SNC (seulement de 17% 

en moyenne, indépendamment des traitements) (Figure 46 D). 
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Figure 46 : Effets du MR438 associé à la RT sur la prolifération des cellules de MB mises en coculture avec les 

cellules du microenvironnement tumoral 

A) Schéma représentant le traitement par MR438 et/ou radiothérapie (RT) et le suivi de la croissance tumorale par 

bioluminescence (BLI) des cellules de médulloblastome en coculture avec les cellules microgliales (HMC3) et/ou 

astrocytaires (C8D1A). Représentation de la bioluminescence des DAOY-LUC, en fonction des différents 

traitements pour la coculture avec les cellules microgliales (HMC3) (B), les cellules astrocytaires (C8D1A) (C) et 

les deux populations cellulaires (HMC3 + C8D1A) (D) 24h post RT et 72h post RT ; p > 0,05 (n=4).  
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3.4. Evaluation des effets directs du traitement au MR438 associé à la radiothérapie 

sur le recrutement de la microglie par les CSC de médulloblastome dans un 

modèle 3D in vitro 

Les médullosphères sont des modèles cellulaires reconnus pour être fortement enrichis en 

cellules souches, nous avons donc utilisé ce modèle de culture pour évaluer l’effet de 

l’inhibition de NRP1 sur le recrutement et l’effet antitumoral de la microglie. Pour cela, après 

la formation de médullosphères, ces dernières ont été mises en culture avec les cellules de 

microglie, séparées par une couche de matrigel, afin d’évaluer la capacité de recrutement de la 

microglie à travers une matrice extracellulaire au niveau des médullosphères. L’ensemble de la 

coculture a été traité après l’ensemencement comme décrit dans la partie « matériels et 

méthodes » (Figure 47).  

Nous nous sommes intéressés aux temps 24h et 72h après RT, cinétique identique aux 

expériences précédentes. Les analyses concernant l’aire de la microglie sur la médullosphère 

montrent que 24h après RT, les différents traitements n’ont eu aucune incidence sur le 

recrutement de la microglie au niveau des médullosphères. En revanche, 72h post RT, on 

observe une augmentation significative d’un facteur 2,7 pour MR438 seul et d’un facteur de 3,6 

pour RT seule et RT + MR438 comparé au contrôle non-traité (MS + HMC3) (Figure 47 C). 

Cependant, il ne semble pas y avoir d’effet positif de l’association thérapeutique dans ces 

conditions expérimentales sur le recrutement de la microglie. 

Lorsque nous nous sommes intéressés à l’effet cytotoxique sur les médullosphères, la 

microglie seule diminuait de moitié la prolifération des médullosphères par rapport aux 

médullosphères seules. Après le pré-traitement par MR438 seul, de façon inattendue l’aire des 

médullosphères a été significativement augmentée d’un facteur 1,8 24h post-RT en 

comparaison aux cellules non-traitées (MS + HMC3). Le composé MR438 modifiant 

probablement l’effet antitumoral de la microglie. L’irradiation seule à 2 Gy n’induisait pas 

d’effet significatif sur la taille des sphères par rapport aux cellules non traitées quel que soit le 

temps d’observation. Au temps 72h post-RT, aucune différence significative n'a été relevée 

quelle que soit la condition expérimentale en comparaison de médullosphères sans traitement 

(noté MS) (Figure 47 D).  

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

Figure 47 : Effets directs de l’inhibition de NRP1 et/ou RT sur le recrutement de la microglie au niveau des CSC de médulloblastome  

A) Images de la coculture de la microglie (en rouge) et des médullosphères (en vert) à l’ensemencement, avant la radiothérapie (RT), 24h et 72h post RT. B) Schéma expérimental représentant 

les conditions de traitement et du suivi du recrutement de la microglie sur les médullosphères. C) Histogrammes représentant l’aire de la microglie (en µm²) recouvrant la medullosphère en 

fonction des différentes conditions de traitement avant RT ainsi que 24h et 72h post RT. D) Histogrammes représentant l’aire de la médullosphère (en µm²) en fonction des différentes conditions 

de traitement avant RT ainsi que 24h et 72h post RT. *p<0,05 versus (MS + HMC3) ; #p<0,05 ; ##p<0,01 versus MS ; n=5. 



 

 

 

3.5. Evaluation des effets indirects du MR438 associé à la radiothérapie sur le 

recrutement de la microglie par les CSC dans un modèle 3D in vitro 

Nous avons tenté d’évaluer les effets indirects de l’inhibition de NRP1 associée ou non à 

la RT sur la microglie en présence des CSC. Pour cela, après la formation de médullosphères 

en culture, ces dernières ont été traitées avec le MR438 et/ou une dose de radiation à 2 Gy, 

indépendamment des cellules de microglie. De la même façon que précédemment, les CSC ont 

ensuite été mises en culture avec les cellules de microglie, séparées par une couche de matrigel, 

afin d’évaluer l’effet des facteurs solubles libérés des CSC traitées sur le recrutement de la 

microglie au niveau des médullosphères comme décrit dans la partie « matériels et méthodes » 

(Figure 48).  

De façon intéressante, les résultats ont montré une augmentation significative du 

recrutement de la microglie lorsque les cellules ont été en contact avec des médullosphères 

traitées antérieurement avec le MR438 pendant 72h seul et associé à la radiothérapie (Figure 

48 C). En effet, les médullosphères traitées par le MR438 augmentaient d’un facteur 3 le 

recrutement de la microglie et d’un facteur 2,5 pour les médullosphères traitées RT + MR438 

comparé au groupe non-traité (noté MS + HMC3). L’aire de la médullosphère a aussi été 

évaluée afin de discerner un effet cytotoxique des cellules microgliales sur les CSC dans notre 

modèle 3D. Ces analyses n’ont donné aucune différence significative pour chacun des différents 

traitements (Figure 48 D).  

 

 



 

 

 

 

Figure 48 : Effets indirects de l’inhibition de NRP1 et/ou RT sur le recrutement de la microglie au niveau des CSC de médulloblastome 

A) Schéma expérimental représentant le déroulement du traitement des médullosphères (MS) et l’analyse du recrutement de la microglie sur les médullosphères après mise en 

coculture. B) Images de la coculture de la microglie (en rouge) et des médullosphères (en vert). C) Cinétique représentant l’aire de la microglie (en µm²) recouvrant la 

médullosphère en fonction des différentes conditions de traitement. D) Courbes représentant l’évolution de l’aire de la médullosphère, en µm², en fonction du temps et des 

différentes conditions de traitement ; *p<0,05 versus (MS) + HMC3 ; (n=4). 



 

 

 

3.6. Impact des milieux conditionnés des cellules souches de médulloblastome sur les 

cellules microgliales 

Afin d’évaluer les effets des molécules libérées par les CSC de MB, des milieux 

conditionnés ont été préparés selon les différentes conditions décrites dans la partie « matériels 

et méthodes ». Afin de mieux comprendre l’impact des milieux conditionnés sur les cellules 

microgliales, deux conditions contrôles supplémentaires ont été utilisées : un contrôle avec le 

milieu de référence des cellules microgliales (noté HMC3) et un contrôle avec le milieu utilisé 

pour la culture des neurosphères (noté NS), en plus du contrôle, noté CTL, faisant référence au 

milieu conditionné des médullosphères non-traitées. Les milieux conditionnés ont été mis en 

contact avec les cellules microgliales pendant 72h afin d’étudier les effets sur la viabilité, la 

prolifération et l’invasion cellulaire de la microglie (Figure 49).  

Concernant la viabilité des cellules après mise en contact avec les milieux conditionnés, 

on retrouve globalement une baisse de l’activité métabolique des cellules liée à l’ajout de milieu 

conditionné comparé à leur milieu de référence (noté HMC3) ou du milieu des neurosphères 

seul (noté NS). De plus, on constate que les traitements par MR438 seul et par RT seule 

augmentaient significativement la viabilité cellulaire par rapport à la condition contrôle. De 

manière intéressante, le milieu conditionné des cellules traitées par RT + MR438 72h induisait 

une baisse significative de l’activité métabolique des cellules de microglie comparé au milieu 

conditionné RT seule probablement dû à un appauvrissement de facteurs de croissance pour 

cette condition (Figure 49 A).  

De même que précédemment, l’analyse des données de la prolifération cellulaire montre 

que la mise en contact de la microglie avec les milieux conditionnés engendrait une baisse 

globale de la prolifération cellulaire (Figure 49 B). Les effets sur la prolifération des cellules 

microgliales sont probablement dus aux molécules relarguées par les CSC. Ces molécules 

semblent avoir un effet positif sur la prolifération pour les traitements utilisés de façon 

indépendante mais l’association thérapeutique tend à fortement diminuer le pouvoir prolifératif 

de la microglie en particulier à 72h. En revanche, seul le milieu conditionné MR438 48h a 

augmenté significativement la prolifération des cellules microgliales par rapport à la condition 

CTL (Figure 49 B). 

L’évaluation de l’invasion de la microglie dans les chambres de Boyden nous a permis 

de voir qu’aucun des milieux conditionnés n’avait d’effets sur la migration des HMC3 à travers 

le matrigel comparé au milieu conditionné CTL. En revanche, le milieu conditionné RT + 

MR438 48h montre une invasion significativement diminuée des cellules microgliales comparé 

au milieu conditionné RT seule (Figure 49 C). Il semblerait donc que la présence des deux 
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populations (CSC et microglie) soit un facteur important à prendre en compte pour évaluer les 

propriétés invasives des cellules de la microglie. En effet, la condition RT + MR438 a montré 

des résultats opposés au travers de ces deux conditions expérimentales (milieux conditionnés / 

coculture).  

 

 

Figure 49 : Etude de l’effet des milieux conditionnés des CSC de médulloblastome sur les cellules microgliales 

A) Les cellules de microglie (HMC3) ont été mises en culture avec du milieu conditionné des CSC de MB et le 

nombre de cellules métaboliquement actives a été évalué à l'aide d’un test MTT par mesure de l’absorbance à 

450nm. La prolifération cellulaire (B) et l’invasion cellulaire (C) de la microglie, après 72h de culture dans les 

différents milieux conditionnés des CSC de MB, ont été évaluées par un comptage noyau, après un marquage au 

Hoechst, par microscopie de fluorescence. La condition « HMC3 » représentant le milieu de référence de la 

microglie, la condition « DMEM F12 » représentant le milieu des CSC non supplémenté et la condition « NS » 

représentant le milieu des CSC supplémenté en facteurs de croissance. *p<0,05 ; **p<0,01 ; ****p<0,0001 versus 

CTL ; #p<0,05 ; ##p<0,01 ; ####p<0,0001 versus RT ; (n=3).  
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4. Discussion et conclusion 

Ces dernières années, l'interaction entre les cellules cancéreuses et le 

microenvironnement tumoral est apparue comme un régulateur crucial de la croissance 

tumorale et une cible thérapeutique prometteuse. Le microenvironnement tumoral se retrouve 

modifié au cours du développement tumoral et en réponse aux thérapies, comme la 

radiothérapie par exemple. Cependant, les mécanismes régulant la communication entre les 

cellules malignes et non malignes sont encore mal compris, notamment dans le cas du 

médulloblastome (MB). De manière générale, le MB est considéré comme étant une tumeur 

« froide » et la conversion en une tumeur « chaude » serait une étape importante vers la mise 

en place de nouvelles thérapies ciblant le système immunitaire.  

De précédentes études transcriptomiques et immunohistochimiques sur des échantillons 

de patients atteints de MB ont révélé un taux plus élevé de cellules immunitaires dans le sous-

groupe SHH comparé aux autres sous-groupes de MB. La population cellulaire la plus présente 

étant les macrophages/microglie associés à la tumeur (Bockmayr et al., 2018; Margol et al., 

2015; Maximov et al., 2019). Notamment, le sous-groupe SHH se distingue des autres sous-

groupes par un enrichissement de monocytes et de microglie (Dang et al., 2021).  

Nos précédents travaux sur l’implication de NRP1 dans le maintien des CSC de MB a 

mis en avant un rôle important de NRP1 dans le progression tumorale du MB (Gong et al., 

2018). NRP1 est également connu pour son implication dans le système immunitaire et joue un 

rôle important dans l'activation et la polarisation de la microglie (Jarvis et al., 2010; Nissen et 

al., 2013). Plus récemment, les travaux de Myauchi et al. ont mis en avant l’implication de 

NRP1, via son expression sur la microglie, dans la progression de tumeurs cérébrales telles que 

le gliome. Inhiber l’expression de NRP1 sur la microglie apparait être un traitement efficace 

pour retarder la croissance tumorale dans les tumeurs cérébrales (Miyauchi et al., 2016, 2018).  

Dans ce contexte, nous pouvons nous demander comment l’interaction entre les cellules 

de MB et les cellules de microglie/astrocytes sont impactées par l’inhibition de NRP1 associée 

ou non à la radiothérapie et si la composante environnementale traitée affecte la progression du 

MB.  

Plusieurs études ont décrit un rôle protumoral de la microglie et des astrocytes dans les 

tumeurs cérébrales (Henrik Heiland et al., 2019; Placone et al., 2016; Seike et al., 2011). En 

particulier, dans le MB, il a été montré que les astrocytes favorisaient la prolifération des 

cellules tumorales via la sécrétion de protéines SHH (Y. Liu et al., 2017) et que la microglie 

contribuait à la progression tumorale dans le sous-groupe SHH et le sous-groupe 3 de MB 
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(Sreenivasan et al., 2022; Tan et al., 2021). Nos résultats ont confirmé ces rôles en révélant une 

augmentation de la croissance des cellules de MB en présence de microglie et/ou d’astrocytes. 

En revanche, une forte proportion de cellules microgliales, par rapport aux cellules tumorales 

(ratio 1 :5 ou 1 :10), a induit un effet antitumoral sur le MB. De manière intéressante, 

l’association avec les astrocytes provoque la perte de cet effet antitumoral. Ceci peut s’expliquer 

par le fait que la microglie entraine l’activation des astrocytes, communément appelée 

astrogliose. Ce phénomène va entrainer un changement morphologique des astrocytes qui vont 

alors sécréter des facteurs de croissance et des cytokines protumorales (Henrik Heiland et al., 

2019; Placone et al., 2016). Il aurait été intéressant d’étudier la morphologie des cellules ainsi 

que l’expression de certains facteurs et cytokines dans ce modèle de coculture afin de voir si la 

microglie entrainait une activation des astrocytes contribuant ainsi au développement tumoral.  

Devant l’intérêt de cibler NRP1 dans la microglie associée au glioblastome (Caponegro 

et al., 2018; Miyauchi et al., 2018), nous nous sommes intéressés à l’effet de l’inhibition de 

NRP1 sur le microenvironnement tumoral du MB. Après avoir validé l’expression de notre 

protéine d’intérêt au sein de nos lignées cellulaires, nous avons traité ces lignées avec le MR438 

pendant 72h à 25µmol/L, associé ou non à d’une dose simple d’irradiation à 2 Gy. L’inhibition 

de NRP1 n’impacte pas la viabilité de la microglie qu’elle soit irradiée ou non. En revanche, 

l’inhibition de NRP1 induit une augmentation de la viabilité des astrocytes pour les conditions 

traitées par le MR438 pendant 72h, par RT seule, ainsi que par les traitements combinés. 

Par la suite, nous avons évalué si l’inhibition de NRP1 et/ou la radiothérapie sur le 

microenvironnement tumoral affectait la croissance du MB dans un modèle de coculture en 2D 

in vitro. La croissance tumorale semble être affectée par la présence de la microglie ou des 

astrocytes contrairement aux résultats précédents. Le temps de suivi de la coculture étant plus 

long que précédemment, sans renouvellement de milieu, ceci a pu impacter le développement 

des cellules et ainsi expliquer la diminution de la croissance des cellules tumorales au sein de 

la coculture, bien qu’elle ne soit pas significative. En revanche, les différents traitements n’ont 

eu aucun impact sur la croissance des cellules différenciées de MB quelle que soit la 

composante du microenvironnement présent dans la coculture. L’inhibition de NRP1 ne semble 

pas impacter la microglie comme démontré par les travaux de Miyauchi et al. où la délétion de 

NRP1 au sein de la microglie engendre un retard de croissance tumorale ainsi qu’une 

augmentation de survie dans un modèle murin de gliome (Miyauchi et al., 2016, 2018). De plus, 

la RT associée au MR438, ou le traitement par RT seule n’a pas eu d’effet significatif sur la 

croissance du MB, ce qui signifie que la radiothérapie à la dose de 2 Gy n’influence pas la 

microglie et/ou les astrocytes dans leur comportement face aux cellules tumorales. Plusieurs 
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travaux ont indiqué que seule une irradiation à forte dose avait un effet activateur de la microglie 

entrainant un changement de morphologie des cellules (forme amiboïde), la sécrétion de 

facteurs de croissance et de cytokines pro-inflammatoires, et la prolifération des cellules 

microgliales (Akkari et al., 2020; H. Chen et al., 2016; Osman et al., 2020; Zhou et al., 2017). 

L’activation de la microglie par la radiothérapie nécessite des doses de RT supérieures à 8 Gy 

et apparait transitoirement après l’irradiation d’après l’étude in vivo de Osman et al. (Osman et 

al., 2020). Chen et al. décrivent qu’à de faibles doses de RT, la microglie est résistante à la RT 

et ne montre aucun signe d’activation in vitro (H. Chen et al., 2016). En revanche, de faibles 

doses d’irradiations vont rendre plus immunogènes les cellules de MB comme le démontrent 

l’étude de Das et al., en augmentant l’expression des molécules de CMH à la surface des 

cellules tumorales ainsi qu’en augmentant leur production d’espèces réactives de l’oxygène 

(ROS) (Das et al., 2017). Ces ROS sont d’ailleurs connues pour favoriser l’activation de la 

microglie ainsi que celles des astrocytes (Alfonso-Loeches et al., 2014). 

L’interaction entre les cellules souches cancéreuses (CSC) et la microglie est un sujet très 

peu décrit dans la littérature. Dzaye et al. met en avant que les CSC influencent différemment 

le comportement de la microglie par rapport aux cellules tumorales de gliomes en favorisant la 

sécrétion de l’interleukine 6 impliquée dans la progression du gliome (Dzaye et al., 2016). C’est 

pourquoi, nous nous sommes également penchés sur la question des CSC de MB et leur impact 

sur la microglie. Les résultats obtenus laissent supposer que des facteurs solubles sont sécrétés 

par les CSC de MB traitées par le MR438 et que ces facteurs solubles favorisent le recrutement 

de la microglie au sein de la médullosphère. Cependant, la présence des deux populations 

cellulaires apparait nécessaire pour obtenir cet effet sur le recrutement microgliale car il n’est 

pas retrouvé à partir des milieux conditionnés de CSC. Par ailleurs, le traitement pourrait agir 

directement sur la microglie en limitant l’effet sur le recrutement et agir également sur l’effet 

cytotoxique de la microglie. Pour expliquer en partie nos résultats, il serait intéressant d’évaluer 

l’effet de nos traitements sur la polarisation de la microglie. En effet, la microglie, tout comme 

les macrophages, peut s’activer selon deux phénotypes : un phénotype de type M1, qui est pro-

inflammatoire et antitumoral, ou un phénotype de type M2 qui lui est anti-inflammatoire et 

protumoral (Kuntzel & Bagnard, 2022). Ceci d’autant plus que la polarisation de la 

microglie/macrophages est plutôt controversée dans la littérature, notamment dans le 

médulloblastome où les travaux de Lee et al. ont démontré que le phénotype M1, plutôt que 

M2, était corrélé à un mauvais pronostic chez les patients atteints d’un MB de sous-groupe SHH 

(Lee et al., 2018). 
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Pour conclure, l’ensemble de ces résultats montrent un effet protumoral de la microglie 

et des astrocytes à concentration égale avec les cellules de MB. En revanche, à forte 

concentration cellulaire de la population du microenvironnement, nous avons pu constater un 

effet antitumoral de la microglie seule sur la croissance du MB. La suite de notre étude a montré 

que l’inhibition de NRP1 associée ou non à la RT n’a aucun effet sur la composante du 

microenvironnement en présence des cellules différenciées du MB, que ce soit sur la viabilité 

cellulaire de ces derniers ou encore via leur action sur la progression du MB. De plus, nous 

avons montré que les CSC pouvaient influencer le recrutement de la microglie possiblement 

via la libération de facteurs solubles. Ces résultats restent à être confirmés par d’autres études 

permettant de caractériser le sécrétome des CSC de MB par des approches transcriptomiques 

ou de cytokines array par exemple. D’autres expériences sur des analyses morphologiques ou 

des marqueurs de l’activation de la microglie et/ou des astrocytes pourraient aussi appuyer nos 

résultats et enfin, étudier l’influence des CSC de MB sur les astrocytes, et inversement, pourrait 

aussi être une perspective intéressante à étudier.  
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Tableau 6 : Bilan des effets directs et indirects de l’inhibition de NRP1 associée ou non à la radiothérapie sur des 

modèles de coculture 2D et 3D du médulloblastome et de son microenvironnement 

 Modèle coculture 2D 

(Cellules différenciées) 

Modèle coculture 3D 

(Cellules souches cancéreuses) 

Effets directs des 

traitements (cellules traitées 

pendant la coculture) 

Pas d’effets des différents 

traitements sur la 

prolifération des cellules de 

MB en coculture avec 

microglie et/ou astrocytes 

Augmentation du 

recrutement de la microglie 

sur les CSC avec les 

différents traitements 

Augmentation de la 

prolifération des CSC 24h 

post-RT après traitement au 

MR438 seul (inhibition 

microglie ?) 

Effets indirects des 

traitements (milieux 

conditionnés ; 

médullosphères traitées 

antérieurement à la 

coculture) 

Diminution de la viabilité 

cellulaire de la microglie 

avec RT + MR438 72h  

Tendance à diminuer la 

prolifération de la microglie 

avec RT + MR438 72h  

Diminution de l’invasion de 

la microglie avec RT + 

MR438 48h  

Augmentation du 

recrutement de la microglie 

avec MR438 seul et RT + 

MR438 

Pas d’effets cytotoxiques de 

la microglie sur les CSC 

avec les différents 

traitements  
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Le médulloblastome (MB) est la tumeur cérébrale pédiatrique maligne la plus courante. 

Elle représente 15 à 20% des tumeurs cérébrales qui sont la première cause de décès par cancer 

chez l’enfant. Malgré les progrès des traitements actuels, la fréquence des récidives reste élevée 

avec dans 30% des cas, la présence de métastases dès le diagnostic. Les avancées dans la 

classification moléculaire du MB permettent aux recherches actuelles de se concentrer sur les 

cibles impliquées dans les voies de signalisation liées aux sous-groupes moléculaires du MB. 

Il est évident que les quatre sous-groupes moléculaires principaux (WNT, SHH, Groupe 3 et 

Groupe 4) ne suffisent pas pour la pratique clinique, ainsi des mutations importantes doivent 

être considérées comme des facteurs pronostiques, comme par exemple la mutation TP53 

(Louis et al., 2021). En effet, le sous-groupe SHH TP53 muté est associé à un pronostic sombre 

chez les enfants âgés entre 5 et 18 ans, avec une survie globale de 41 % à 5 ans. Chez les enfants 

de plus de 5 ans, les tumeurs porteuses de mutations TP53 représentent les deux tiers des décès 

(Zhukova et al., 2013). Dans notre étude, nous avons donc focalisé notre travail sur la lignée 

DAOY correspondant au sous-groupe SHH avec la mutation TP53.  

En 2013, Snuderl et al. a montré le lien entre la surexpression du récepteur NRP1 et le 

mauvais pronostic des patients atteints de MB (Snuderl et al., 2013). Ce récepteur est également 

impliqué dans de nombreux processus biologiques et joue un rôle dans le développement de 

nombreux cancers (Ben et al., 2014; Hamerlik et al., 2012; Kawakami et al., 2002; M. Luo et 

al., 2016). Notamment, il s’est avéré que la surexpression de NRP1 était liée aux cellules 

souches cancéreuses (CSC), contribuant à leur survie et à leur capacité d’auto-renouvellement 

(Grun et al., 2016; Hamerlik et al., 2012). Ces CSC sont également considérées comme actrices 

majeures de la récurrence des tumeurs et de la résistance aux radio-chimiothérapies (Nunes et 

al., 2018; K. Sun et al., 2017; Zhu et al., 2021). Dans ce contexte, notre équipe a participé à 

l’évaluation d’un peptidomimétique ciblant spécifiquement NRP1, le MR438 (Richard et al., 

2016), et a montré l’implication de cette protéine dans la dédifférenciation des CSC de MB in 

vitro (Gong et al., 2018). De plus, il est connu que la résistance des tumeurs aux traitements 

telle que la radiothérapie (RT) est liée à la présence de CSC. La RT est un traitement essentiel 

du MB, après la résection de la tumeur, malheureusement elle s’accompagne constamment de 

graves séquelles. La RT affecte les tissus sains au niveau du système nerveux central en 

développement des enfants entrainant des dysfonctionnements neurocognitifs et endocriniens 

irrémédiables (Mulhern et al., 2005). Aujourd’hui, il est donc important de développer de 

nouvelles cibles thérapeutiques afin d’améliorer l’efficacité de la RT dans le MB. C’est dans ce 

contexte que s’inscrit mon travail de thèse, où NRP1 apparait comme un candidat pertinent en 

tant que cible thérapeutique potentielle dans le cadre du MB. Dans un premier temps, nous 
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avons donc développé un modèle cellulaire exprimant la luciférase afin de pouvoir assurer un 

suivi de la croissance tumorale par imagerie de bioluminescence dans un modèle de xénogreffes 

orthotopiques de MB. Dans un second temps, nous nous sommes intéressés à l’intérêt 

thérapeutique d’un peptidomimétique à base de sucres ciblant spécifiquement NRP1, le 

MR438, en association avec la radiothérapie dans ce modèle de xénogreffes orthotopiques. Pour 

finir, devant l’importance du microenvironnement de la tumeur, nous avons évalué l’impact de 

l’inhibition de NRP1 sur le microenvironnement du système nerveux central, comme la 

microglie, en travaillant sur des modèles 2D et 3D de coculture in vitro.  

Après avoir développé et caractérisé un modèle de MB DAOY exprimant la luciférase, 

nous avons évalué l’inhibition de NRP1 avec le MR438 dans un modèle de xénogreffes 

orthotopiques de MB. L’inhibition de NRP1, associée à la RT, a montré un effet bénéfique sur 

la survie des animaux en réduisant la croissance des tumeurs après une phase de traitement 

d’une durée d’une semaine (5 jours) avec l’association MR438 (3 doses à 2,5 mg/mL) et RT (5 

x 2 Gy). De manière intéressante, le traitement par le MR438, sur une durée de 5 jours, 

potentialise l’effet de la RT en augmentant la médiane de survie des animaux par rapport aux 

mêmes traitements administrés séparément : (RT + MR438) = 8 jours alors que (RT) + 

(MR438) = 3 jours. Ces premiers résultats sont en cohérence avec les travaux de notre équipe, 

réalisés lors de la thèse de C. Gong, qui ont montré l’effet radiosensibilisant du MR438 in vitro 

sur les CSC dans les sous-groupes SHH, 3 et 4 de MB, et in vivo, une amélioration de la survie 

des animaux avec une baisse de la croissance tumorale dans un modèle hétérotopique de MB 

obtenu avec la lignée DAOY du sous-groupe SHH. Cependant, l’effet bénéfique de l’inhibition 

de NRP1 et de la RT dans le modèle orthotopique n’est pas pérenne dans le temps. Par ailleurs, 

le schéma thérapeutique sur cinq jours consécutifs étant très éloigné du traitement administré 

aux patients, nous avons voulu étaler les administrations et les irradiations sur deux semaines 

(10 jours), afin de se rapprocher du traitement réalisé actuellement en clinique, avec un 

étalement de la radiothérapie durant 5-6 semaines. Avec une prolongation du traitement à deux 

semaines (10 jours), nous avons observé une perte des effets bénéfiques de l’association du 

composé avec la RT, entrainant une diminution de la survie des animaux, comparée à la RT 

seule. La perte de ces effets au point final des expériences peut s’expliquer par l’augmentation 

de l’expression de NRP1 ainsi que de l’expression de CD15, marqueur des CSC de MB. Ces 

dernières observations pourraient traduire une sélection clonale dans les tumeurs de cellules 

résistantes à la RT, après un traitement long et donc une plus forte dose cumulative 

d’irradiation. En effet, il a été démontré qu’une irradiation plus prononcée induit une 



 

146 

 

surexpression de NRP1 au sein des cellules tumorales (Tsutsumi et al., 2021) qui semble être 

corrélée avec l’expression de CD15 dans notre travail.  

Dans un premier temps, il apparait donc intéressant d’optimiser la phase de traitement, 

par exemple en augmentant la période d’injections du MR438 bien après la phase d’irradiations 

successives. De ce fait, l’action du MR438 serait pérenne dans le temps et hypothétiquement 

permettrait de cibler les CSC, résistantes à la RT, afin d’éviter la progression et l’échappement 

tumoral. Dans un second temps, pour mieux comprendre les mécanismes d’action de 

l’inhibition de NRP1 associée à la RT sur les cellules tumorales, dont les CSC, l’implication de 

certaines voies de signalisation devra faire l’objet d’études transcriptomiques. En effet, la voie 

VEGF/NRP1 a été décrite comme étant impliquée dans la viabilité et l’auto-renouvellement des 

cellules souches de l’épiderme mais aussi de gliomes (Grun et al., 2016; Hamerlik et al., 2012). 

Il semblerait que la voie GIPC1/NRP1 ait également un rôle à jouer dans le développement des 

cellules souches d’après les travaux de Grun et al. (Grun et al., 2018, 2019). 

D’autre part, bien que le modèle orthotopique de MB soit un modèle animal humanisé 

très utilisé en recherche, il possède certaines limites. En effet, c’est un modèle animal 

immunodéprimé, qui de plus, associe à la tumeur humaine un microenvironnement tumoral 

murin. Par ailleurs, l’utilisation de lignées cellulaires immortalisées induit un biais en 

représentant la tumeur à un stade de développement en point final où les cellules sont déjà 

transformées et les réarrangements génétiques ont déjà eu lieu. Ces lignées cellulaires cultivées 

in vitro sont également sujettes à la dérive génétique et l’hétérogénéité tumorale observée dans 

les tumeurs des patients est rarement représentée dans sa totalité à travers ces lignées cellulaires 

(Ivanov et al., 2016).  

Pour pallier ces limitations, l’utilisation d’un modèle de xénogreffes dérivés de patients 

(PDX = patient derived xenograft) permettraient d’être plus proche de l’origine des tumeurs, 

comparé aux lignées cellulaires, de conserver l’hétérogénéité tumorale, intra et inter-patient, 

ainsi que de garder une diversité au niveau des populations cellulaires présentent dans les 

tumeurs. Il existe également des modèles basés sur l’utilisation de cellules IPS (Induced 

Pluripotent Stem cells) comme le montrent les travaux de Susanto et al. où des cellules souches 

neurales dérivées de patients et porteuses de la mutation sur PTCH1 permettent d’imiter 

l’initiation et la progression du MB chez les enfants (Susanto et al., 2020). Ces approches 

n’étant pas accessibles au sein du laboratoire, pour la suite de nos travaux, nous avons donc 

opter pour une approche in vitro en 3D afin de garder les caractéristiques physiologiques de la 

tumeur de manière supérieure par rapport à la culture in vitro 2D, et d’imiter aux mieux les 

interactions entre les cellules souches tumorales et les cellules du microenvironnement du SNC. 
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De plus en plus de recherches mettent en avant l’importance de prendre en compte le 

microenvironnement des tumeurs impliqué dans diverses étapes du développement de la 

tumeur. Ce microenvironnement tumoral se retrouve modifié au cours du développement 

tumoral et en réponse aux thérapies. Cependant, les mécanismes régulant la communication 

entre les cellules malignes et non malignes sont encore mal compris, notamment dans le cas du 

MB. Il a été décrit que les cellules non-tumorales présentes au niveau du SNC, telles que la 

microglie, sont impliquées dans la progression des tumeurs cérébrales (Henrik Heiland et al., 

2019; Placone et al., 2016; Seike et al., 2011). En raison de la différence de résultats entre le 

modèle hétérotopique et le modèle orthotopique obtenus à partir de la même lignée cellulaire 

de MB, la lignée DAOY, il nous est apparu légitime de nous demander quel rôle jouait le 

microenvironnement tumoral du MB dans la réponse à nos traitements. Tout d’abord, nos 

résultats en coculture 2D ont montré un effet protumoral de la microglie confirmant des résultats 

déjà publiés (Y. Liu et al., 2017; Sreenivasan et al., 2022; Tan et al., 2021). Ensuite, l’inhibition 

de NRP1 n’a montré aucun effet significatif sur la croissance tumorale en présence de microglie 

contrairement aux travaux de Miyauchi et al. dans le gliome (Miyauchi et al., 2016, 2018). 

L’ajout de la radiothérapie sur notre modèle de coculture 2D, associé ou non à l’inhibition de 

NRP1, n’a pas modulé l’effet des cellules du microenvironnement sur la croissance tumorale 

malgré le fait qu’à de faibles doses d’irradiations les cellules de MB deviennent plus 

immunogènes (Das et al., 2017).  

Les CSC sont minoritaires parmi les cellules du MB, mais elles ont un fort impact sur la 

progression de la maladie, car elles sont impliquées dans la résistance aux traitements ainsi que 

dans la rechute de la maladie. Nos expériences utilisant des milieux conditionnés de CSC ont 

montré que les différents traitements n’ont pas eu d’effets sur les paramètres étudiés concernant 

la microglie (viabilité, prolifération, invasion). En revanche, la présence des sécrétions libérées 

par les CSC traitées par le MR438 semble impacter le recrutement de la microglie. De manière 

intéressante, l’inhibition de NRP1 sur l’ensemble des CSC et de la microglie semble inhiber 

l’effet cytotoxique de la microglie sur les CSC. Afin de mieux interpréter ces résultats, d’autres 

études seront nécessaires notamment pour caractériser le sécrétome des CSC de MB par des 

approches transcriptomiques ou de cytokines arrays par exemple, ou encore étudier l’effet de 

nos traitements sur l’activation de la microglie, via l’expression de marqueurs d’activation ainsi 

qu’évaluer la polarisation de la microglie afin de déterminer si le traitement influence vers un 

phénotype M1, antitumoral, ou M2 protumoral. L’ensemble de ces résultats démontrent 

l’importance du microenvironnement des tumeurs cérébrales telles que le MB. L’impact qu’ont 

ces populations non-tumorales, dans la réponse aux traitements, reste complexe notamment 



 

148 

 

comme nous avons pu le constater dans des expérimentations préliminaires combinant plusieurs 

types cellulaires du microenvironnement tumoral, comme la microglie et les astrocytes. 

 

En conclusion, nos travaux réalisés in vivo, dans un modèle de xénogreffes orthotopiques 

de MB, mettent en évidence l'intérêt de cibler NRP1 en association avec de faibles doses 

cumulées de radiothérapie, sur une courte durée, pour limiter la progression de MB en ciblant 

les cellules souches cancéreuses. Cependant, une optimisation de ce traitement est 

indispensable, par exemple en testant une augmentation des injections du MR438 après 

radiothérapie, pour palier à un éventuel échappement des cellules souches tumorales. La 

combinaison entre plusieurs agents différenciant pourrait également être envisagée. Il serait 

également intéressant de vérifier par une étude comparant l’association du MR438 + RT à 

1Gy/jour versus RT à 2Gy/jour sans MR438, si l’efficacité est identique, ce qui permettrait, en 

pratique clinique, de potentiellement diminuer les séquelles. De plus, le microenvironnement 

de la tumeur semble jouer un rôle dans la réponse aux traitements. Nos résultats de coculture 

2D et 3D in vitro montrent un effet protumoral de la microglie et/ou des astrocytes mais aucun 

effet de l’inhibition de NRP1 associée ou non à la RT sur la croissance des cellules tumorales 

n’a été relevé. En revanche, nous avons observé que l’inhibition de NRP1 joue sur le 

recrutement de la microglie en présence de CSC et limite l’effet antitumoral de la microglie. 

D'autres études sont nécessaires pour explorer le mécanisme de régulation de NRP1 dans la 

progression de MB à travers les cellules souches ainsi que de déterminer comment intervient 

NRP1 dans les interactions entre le microenvironnement tumoral et les CSC. 
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1 Université de Lorraine, CNRS, CRAN, Nancy, France, 2 Service d’Onco-Hématologie Pédiatrique, CHRU-Nancy,
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Neuropilins are transmembrane glycoproteins that play important roles in cardiovascular
and neuronal development, as well as in immunological system regulations. NRP1
functions as a co-receptor, binding numerous ligands, such as SEMA 3 or VEGF and,
by doing so, reinforcing their signaling pathways and can also interface with the
cytoplasmic protein synectin. NRP1 is expressed in many cancers, such as brain
cancers, and is associated with poor prognosis. The challenge today for patients with
pediatric brain tumors is to improve their survival rate while minimizing the toxicity of
current treatments. The aim of this review is to highlight the involvement of NRP1 in
pediatric brain cancers, focusing essentially on the roles of NRP1 in cancer stem cells and
in the regulation of the immune system. For this purpose, recent literature and tumor
databases were analyzed to show correlations between NRP1 and CD15 (a stem cancer
cells marker), and between NRP1 and PDL1, for various pediatric brain tumors, such as
high- and low-grade gliomas, medulloblastomas, and ependymomas. Finally, this review
suggests a relevant role for NRP1 in pediatric brain tumors progression and identifies it as
a potential diagnostic or therapeutic target to improve survival and life quality of these
young patients.

Keywords: neuropilins, pediatric brain tumor, cancer stem cells, immune system, glioma, medulloblastoma
Abbreviations: APC, antigen-presenting cells; BBB, blood-brain barrier; BTSC, brain tumor cancer stem cells; CSC, cancer
stem cells; CNS, central nervous system; DC, dendritic cells; DIPG, diffuse intrinsic pontine glioma; EAE, autoimmune
encephalomyelitis; ECS, epidermal cancer stem cells; EMT, epithelial-mesenchymal transition; EPN, ependymoma; FGF,
fibroblast growth factor; GIPC1, GAIP-interacting protein C terminus member 1; HGF, hepatocyte growth factor; HGG, high-
grade glioma; IL10, interleukin 10; K27M, mutations at position 27; LGG, low-grade glioma; LTreg, regulatory T lymphocytes;
LT CD4+, T CD4+ lymphocyte; LT CD8+, T CD8+ lymphocyte; MAPK, mitogen-activated protein kinase; MB,
medulloblastoma; NRP, neuropilin; NRP1, neuropilin-1; NRP2, neuropilin-2; PA, pilocytic astrocytoma; PDGF, platelet-
derived growth factor; PFS, progression-free survival; PlGF, placental growth factor; PMA pilomyxoid astrocytoma; PXA,
pleomorphic xanthoastrocytoma; SEGA, subependymal giant cell astrocytoma; SEMA 3, semaphorin of class 3; SHH, sonic
hedgehog; SI, immune system; TAMs, tumor-associated macrophages; TGF-b, transforming growth factor b; TGFbR,
receptors of TGF-b; TMZ, temozolomide; VEGF, vascular endothelial growth factor; VEGF-R, receptor of vascular
endothelial growth factor; WHO, World Health Organization.
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INTRODUCTION

Neuropilins (NRPs) are transmembrane glycoproteins found in all
vertebrates and are highly conserved across species. Two
homologous NRPs isoforms have been identified, namely
neuropilin-1 (NRP1) and neuropilin-2 (NRP2). NRPs are non-
tyrosine kinase surface proteins that play important roles in
neuronal development, cardiovascular development, and in the
immune system (1–3). NRPs are co-receptors involved in a wide
variety of signaling pathways and have pleiotropic effects on axon
guidance, immune responses, angiogenesis, cell survival,migration,
and invasion (1–7). NRPs were originally discovered as surface
proteins involved in neuronal development by participating to
semaphorins axonal guidance (8, 9). They were later identified as
a key protein in vascular development because of their interaction
with vascular endothelial growth factor A (VEGFA or VEGF) (10).
Studies over the past decades have revealed their involvement in a
wide range of physiological activities; however, more recent studies
havehighlighted their role inpathological processes, such as cancers
(6, 7, 11). NRPs are overexpressed in a wide variety of cancers, such
as pediatric brain tumor, and their overexpression is correlatedwith
a poor prognostic for those patients (12–16).

In children, primary tumors of the central nervous system (CNS)
are the second most common cause of cancer after leukemia,
accounting for approximately one fourth of all childhood cancers.
There are approximately 5,000 new cases diagnosed each year in the
United States among children younger than 18 years (17). Actually,
this term encompasses a wide range of very different tumors, with
different treatment and prognosis. Pediatric brain tumors are equally
distributed between supra- and infra-tentorial regions. The most
frequent tumorsare representedbygliomasandembryonic tumorsof
the CNS. Although their outcomes have improved over the last few
decades, thanks to the combined uses of surgery, radiotherapy, and
chemotherapy, those tumors still represent the leading cause of
disease-related death in children, and suboptimal long-term
outcomes are still frequent, especially in young ages. Indeed, in
comparison with age-matched patients who survived extra CNS
malignancies, pediatric brain tumor survivors usually present severe
cognitive, neurological, endocrine, social, and emotional
impairments. It is a crucial need to find new diagnostic markers
and new efficient therapeutic strategies by using recent tools to detect
important genes and signaling pathways that serve to drive tumor
proliferation and which could then be targeted by therapies.

Although the roles of NRP1 in tumor angiogenesis, tumor
microenvironment, as well as its possible targeting in tumor
progression, have recently been reviewed elsewhere (18–20), in
this review, we summarize the up-to-date knowledge on NRP1
and its role in pediatric brain tumors progression. In particular,
we detail the role of NRP1 in cancer stem cells and immune
system cells during tumorigenesis.

PEDIATRIC BRAIN TUMORS

Gliomas
Gliomas are the most frequently pediatric brain tumors and
represent 25% of all brain tumors. They are heterogeneous and
Frontiers in Oncology | www.frontiersin.org 2
are divided into two main categories, low- and high-grade
tumors, according to their aggressiveness and their prognosis.
Low-grade gliomas (LGGs), such as pilocytic astrocytoma (PA),
are usually curable while high-grade gliomas (HGGs), such as
diffuse intrinsic pontine glioma (DIPG), are consistently fatal.

LGGs, classified by the World Health Organization (WHO)
as grade I or II, comprise several subgroups, including PA,
pleomorphic xanthoastrocytomas (PXA), pilomyxoid
astrocytomas (PMA), subependymal giant cell astrocytomas
(SEGA), low-grade fibrillary astrocytomas, and diffuse
astrocytomas. The most common LGG diagnosed in children
aged 0 to 14 years is the PA, which accounts for 85% of all LGGs
(21). Five-year overall survival is approximately 95% (22), with
the exception of tumors with BRAF V600F mutants, which have
a higher tumor progression potential and poorer outcome (23).
The majority of LGGs exhibit alterations in the mitogen-
activated protein kinase (MAPK) signaling pathway, which has
led to the targeting of this pathway by MAPK inhibitors. In
addition, BRAF mutations are commonly found in LGGs, which
has led much research into the therapeutic benefits of BRAF
inhibitors. In contrast to LGGs in adults, IDH mutations are
almost absent in childhood tumors, and malignant progression is
rare (24, 25). The current treatment strategy for LGGs is mainly
based on the surgical excision of the tumor, which may prove
curative in case of total resection. In the cases of a tumor
progression during partial surgical resections, chemotherapy
treatments, such as vincristine and carboplatin combination or
vinblastine monotherapy, are used. Chemotherapy leads to a
progression-free survival (PFS) of 30% to 50% (25). BRAF V600E
mutations and CDKN2A deletions are associated with a worse
prognosis, with a 10-year PFS of 27% (26). New clinical trials are
using molecular profiling to stratify patients and test the efficacy
of MEK inhibitors for tumors with BRAF fusions, and of MEK,
BRAF, or combined inhibitors for tumors with BRAF V600E
mutations. The efficacy of mTOR inhibitors has now been clearly
demonstrated in the treatment of SEGA (27). HGGs represent
8-12% of all childhood brain tumors. They are most often
represented by diffuse midline gliomas and DIPGs, followed by
hemispheric HGGs. Their prognosis remains bleak, with a long-
term survival rate of less than 10%. Outcome does not appear to be
correlated with theWHO grade of the pediatric tumors. HGGs are
phenotypically similar to adult diseases, but molecular studies
suggest that the molecular signatures are different (28, 29). The
new generation of genomic sequencing has uncovered
characteristic alterations in HGGs, such as mutations at position
27 (K27M) in the genes coding for histone 3, or G34R/V
mutations (30, 31). The molecular alterations coding for the
histone variants H3.3 and H3.1 are present in about 80% of
midline gliomas. Other molecular characteristics in HGGs are
TP53 mutations (> 85%) and MGMT promoter methylation (32).
NTRK gene fusions have been analyzed, which could be targeted
by selective TRK kinase inhibitors (33). Standard treatment of
HGGs consists of total surgical resections when possible,
associated with radiotherapy and chemotherapy. However, to
date, the role of chemotherapy remains undefined (34). Patients
with H3.1 mutant tumors have a better prognosis than those with
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H3.3 mutant tumors (35). K27M mutant diffuse midline gliomas
and DIPGs are still fatal because surgical resections, even partial,
are mostly impossible, because radiation therapy offers only
temporary improvement, and because no chemotherapy or
targeted therapy has demonstrated a survival benefit.

Medulloblastomas
Medulloblastoma (MB) is the most common malignant brain
tumor of the posterior fossa in pediatric, accounting for 15% to
20% of all childhood brain tumors. The survival rate of patients
with embryonal tumors of the central nervous system, such as
MB, is 54% at 5 years. The prognosis is significantly worse before
the age of 1 year: 62% survival rate at 5 years, compared to 81%
for children aged 10 to 14 years (36, 37). Because of its embryonic
origin, MB occurs more frequently in children than adults, and
accounts for only 1% of all adult brain tumors. The 5-year overall
survival rate of MB patients is estimated at 75% to 80% in the
absence of metastases. Unfortunately, despite treatment,
recurrences remain frequent, especially when metastases are
present at the time of diagnosis (30% of cases). MB develops
within the cerebellum, and some of these tumors will metastasize
and disseminate mainly to the leptomeningeal surface of the
brain and to the spinal cord. The WHO has defined a
histopathological classification for MBs, distinguishing between
four groups: classic MBs, desmoplastic/nodular MBs, MBs with
extensive nodularity, and large cell/anaplastic MBs. However,
this classification is not sufficient to determine the prognosis and
the choice of treatment. The WHO studies have highlighted four
subgroups ofMBs: theWNTsubgroup (approximately 10%ofMBs),
and the sonic hedgehog (SHH) subgroup (approximately 30%),
associated with a better prognosis, in contrast to subgroups 3
(approximately 25%) frequently associated with metastasis, and 4
(about 35%) the most aggressive MBs, characterized by a high
recurrence rate due to a high potential for metastatic dissemination
(38). Current treatments are based on prognostic factors which have
led to define four risk groups: low-risk group, associated with a
survival rate above 90% (mainly MB of the WNT subgroup);
standard-risk group, associated with a survival rate between 75%
and 90% (SHH subgroup of MB and group 4 metastatic MB); high-
risk group (survival rate between 50% and 75%) and very high-risk
group (MYC-amplified group 3 patients with metastatic disease or
SHH tumors with TP53 mutations), both associated with a survival
rate of less than 50% (in particular group 3 and SHH MB with the
TP53 mutation) (39). Treatment begins with surgical resection as
complete as safely possible, followed by radiotherapywith orwithout
(for children older than 5 years in the standard-risk group)
chemotherapy. The conventional dose of the craniospinal
radiotherapy is 36 Gy for high-risk group patients, and 24 Gy for
standard-risk grouppatients, followedby a54Gyboost to tumorbed.
For low-risk group patients, current clinical trials are designed to de-
intensifying the dose of craniospinal radiotherapy in an attempt to
reduce long-term side-effects. In patients younger than 3 to 5 years,
radiotherapy tends to be avoided and replaced by an intensive
chemotherapy (40). Significant side-effects, secondary to surgical
resection, radiation therapy, and chemotherapy, are frequently
observed and include cerebellar mutism, neurocognitive deficits,
hearing loss, and endocrine pathologies (41).
Frontiers in Oncology | www.frontiersin.org 3
Ependymomas
Ependymomas (EPNs) are the third cause ofmalignant brain tumors
in children. These tumors affect mainly the children younger than 5
years. EPNs are usually located in the posterior fossa (70% of cases),
but they can develop anywhere within the central nervous system.
The histological grade score of the tumor is not reproducible and has
no prognostic impact. Recent advances inmolecular biology confirm
that, depending on their localization (spinal, supratentorial, or
posterior fossa), EPNs are different diseases. These tumors have a
worse prognosis in children than in adults (38, 42). EPNs are
characterized by a fusion between the C11ORF95 and RELA genes
in 72%of cases. This alteration leads to the sequestrationof the fusion
protein within the nucleus and results an aberrant activity of the
oncogenic NF-kB signaling pathway (43). Pediatric supratentorial
EPNs (ST-EPNs) are dominated by the subgroups ST-EPN-RELA
and ST-EPN-YAP1, while the subgroups PF-EPN-A and PF-EPN-B
are predominant in posterior fossa ENPs (PF-EPN). In supra
tentorial locations, YAP1-fused EPNs are correlated with a better
prognosis (44). Conversely, a poor prognosis is frequently associated
with PF-EPN-A (survival rate < 50%). PF-EPN-B occurs in older
children and adults and has an excellent outcome (45). The current
treatment strategy for EPNs is a surgical tumor resection, whose
extensions is a major prognostic factor, always followed by
radiotherapy (59 Gy to the tumor bed), except for children younger
than 1 year. As with gliomas, the efficiency of chemotherapy is still
debated and is the object of current clinical trials.
Other Pediatric Brain Tumors
There is a wide diversity of pediatric brain tumors that are very
rare, accounting for less than 30% of all tumors. Some of them,
such as the choroid plexus papillomas, a benign (WHO grade I)
neuroepithelial intraventricular tumor, have an excellent
prognosis after complete surgical resection when they occur in
children. Other tumors, such as craniopharyngiomas, arising
from the sellar region, also have a very good overall survival after
complete resection, but relapses may later occur that necessitate a
complementary treatment by radiotherapy. The excellent overall
survival of these tumors is unfortunately impaired by endocrine,
and often visual, sequelae.

Other embryonal tumors of the CNS, like atypical teratoid
and rhabdoid tumors, and embryonal tumors with multilayered
rosettes, are highly aggressive, poorly differentiated, and occur
predominately in young children. Their treatment is therefore
very challenging, and their prognosis is still grim.

Unfortunately, despite the progress made in recent decades in
the management of these cancer types, the effectiveness is still
suboptimal and sequelae are frequent. Indeed, chemotherapy has
been shown to provide significant toxicities and adverse side
effects (46, 47). Similarly, radiotherapy induced many late side
effects, especially for young patients, such as neurocognitive and
neuroendocrine deficits, bone and soft tissue hypoplasia, and
secondary benign or malignant tumors (47, 48). The current
challenge is to improve the survival rate of patients with pediatric
brain tumors while minimizing the toxicity of these treatments.
There is, therefore, an urgent need to improve the treatments for
brain tumors by finding new potential therapeutic targets. High
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resolution genomic, epigenetic, and transcriptomic profiling
define various sub-classifications, according to tumor location,
patient age, and prognosis, and suggest the possibility to develop
more adapted treatments.
NEUROPILIN-1

Physiological Functions and Structure
NRPs are transmembrane glycoproteins specific to vertebrates.
There are two members in this family of proteins, NRP1 and
NRP2, which are coded by two different genes located on two
chromosomes (10p12 for NRP1 and 2q34 for NRP2). NRPs play
an important role in biological processes, such as neuronal
development, cardiovascular development, and immunological
system (1–3). Overexpression of NRP1 causes fetal death in utero
of chimeric mice, and the embryos show significant dysfunctions
in neuronal development, with ectopic sprouts and defasciculation
of nerve fibers (1). Likewise, NRP1 has been shown to be involved
in cardiovascular and vascular development, because its abnormal
expression in mouse embryos causes anomalies in the
cardiovascular system and a dysfunction in blood vessels and
capillary formation (1, 2). NRPs are expressed in various cell types,
such as neuronal cells, endothelial cells, immune cells, smooth
muscle cells, and also tumor cells (1, 3, 10). NRP1 is a
multifunctional co-receptor capable of binding to different
ligand families involved in diverse biological pathways (Figure
1). Initially, NRPs were mainly known for their key role in axonal
guidance mediated by SEMA proteins with their receptors, plexins
(2, 49). Subsequently, NRPs were identified as co-receptors of the
Frontiers in Oncology | www.frontiersin.org 4
VEGF family and their receptors (VEGFRs), enhancing the
signaling pathway and thus promoting angiogenesis (10, 50).

NRP1measures 130 to 140 kDa, sharing 44%sequence homology
with NRP2, and both glycoproteins have the same structural
organization in three protein domains (Figure 1). NRPs are
composed of N-terminal extracellular domains, a transmembrane
domain and an intracellular domain. The extracellular domains are
composed of three subdomains, namely a1a2 (CUB), b1b2, and c.
The extracellular domains a and b are both involved in ligand
binding, whereas domain c mediates the homo- and hetero-
dimerization of NRPs, which seems essential for their functions.
Moreover, it has been shown that the a1a2 domain of NRP1
corresponds to the binding domain of SEMA, while the b1b2
domain is able to bind ligands of the VEGF family (51) (Figure 1).
NRP1 has no kinase activity of its own but enhances the kinase
activity of co-receptors, such as VEGFRs or plexins. Moreover the
intracellular domain ends with a consensus sequence (SEA) that
allows it to interact with the PDZ protein domains of cytoplasmic
proteins, such as synectin (52, 53). Indeed, synectin, also named
GIPC1 (GAIP-interacting proteinC terminusmember 1), is required
for stable receptors complex formation (54), and could act directly on
different signaling pathways via the RhoAGTPase (55), as well as on
cytoskeletal networks for the internalization of a5b1 integrins (56).
NRP1 Ligands and Co-Receptors
Semaphorins and Plexins
NRP1 was originally identified for its role in the nervous system
development, particularly through its function as a receptor for
SEMA, especially SEMA 3 (49). SEMA are grouped into eight
FIGURE 1 | Schematic representation of NRP-1 structure indicating the link regions of natural ligands and its involving in the progression of pediatric brain tumors
through the control of different biological process.
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numerically named classes, and only classes 3, 4, 6, and 7 are
present in vertebrates. SEMA 3 is one of eight subgroups of the
protein family that have a role in guiding axon growth as soluble
chemorepellents, which is essential for the structuring of the
nervous system (49, 51). They are also involved in cell apoptosis,
cell migration, and tumor suppression (18, 51). They consist of
seven soluble proteins, designated by the letters A to G, and are
secreted by different cell lineages, such as neurons, epithelial
cells, or tumor cells (51). Each of the SEMA 3 member has
different binding affinities to NRP1, and therefore each SEMA 3
member has a distinct biological function. The binding of the
SEMA to NRP1 is established through the a1, a2, and b1 domains
(19, 51). This binding requires an association with another family
of receptors: the plexins. Indeed, by acting as a co-receptor,
NRP1 increases the binding affinity of plexins to SEMA 3. The
tri-complex formed by NRP1, SEMAs, and the plexins enhances
signal transductions during embryonic development, axon
guidance, and immune responses. For example, the interaction
between NRP1 and Sema3E/PlexinD1 transforms axonal
repulsion into attraction during brain development (57). NRP1
has been found to bind preferentially to SEMA3A, while NRP2
usually binds to SEMA3C or to SEMA 3F (3, 51).

VEGF and VEGFRs
In addition to binding to SEMA, NRP1 is now known to be a
receptor for the VEGF family (10). The VEGF family consists of
several growth factors, designated A, B, C, and D, as well as
placental growth factor (PlGF), whose main role is to mediate
angiogenesis and lymphangiogenesis. The classical VEGF
receptors are tyrosine kinase receptors called VEGFR-1,
VEGFR-2, and VEGFR-3. These three VEGFR have different
affinities with VEGF ligands and thereby different biological
actions. For example, VEGFR-2, the most known VEGF
receptor, binds preferentially to VEGF-A, is expressed mainly
by vascular endothelial cells and therefore plays a key role in
vasculogenesis and angiogenesis (50). NRP1 was initially
identified as a specific receptor for the VEGF-A 165 isoform
(10), and more recently, for other isoforms, such as VEGF-A 121
(58). It is the extracellular b1b2 domains of NRPs that are
involved in this binding (59). NRP1 seems to act mainly as a
co-receptor for VEGFR-1 and -2, an important actor of the
angiogenesis, whereas NRP2 is a co-receptor for VEGFR-3, a
critical receptor of lymphangiogenesis (50).

Other Ligands of NRP1
NRP1 interacts with other proteins, such as the fibroblast growth
factor (FGF) (60), the hepatocyte growth factor (HGF) (61, 62),
the platelet-derived growth factor (PDGF) (63, 64) and the
transforming growth factor b (TGF-b) (65, 66).

According to the studies of West et al., NRP1 binds to FGF
isoforms (FGF-2, 4, and 7) and to their receptor FGFR-1, thus
contributing to angiogenesis. The same team also showed that
NRP1 binds to HGF, which is involved in various functions, such
as cell proliferation, cell migration, and morphogenesis (60, 61).
The binding of NRP1 to HGF potentiates the activity of the
growth factor with its receptor, c-MET, which promotes cell
survival and invasiveness. This potentiation of HGF activity by
Frontiers in Oncology | www.frontiersin.org 5
NRP1 contributes to the development of certain cancers, such as
gliomas and pancreatic ductal adenocarcinomas (61, 62).
Moreover, the discovery of NRP1 binding to PDGF confers a
new role to NRPs in the regulation of PDGF signaling within
vascular smooth muscle cells. NRP1 and NRP2 are highly
expressed in vascular smooth muscle cells, and their
association with PDGF plays a role in the migration,
proliferation, and survival of these cells (66), as well as in other
cell types, such as in mesenchymal stem cells (67).

Other studies have described that NRP1 plays a critical role in
vascular development and homeostasis via the regulation of
TGF-b in endothelial cells (65, 66, 68). Indeed, NRP1 binds to
TGF-b in its active and latent forms associated with the LAP
protein (LAP-TGF-b) via the b1 domain. Moreover, these two
forms of TGF-b compete with VEGF 165 for binding to NRP1
(65). In addition to binding to TGF-b, NRP1 can form complexes
with all three forms of TGF-b receptors (TGFbR), but has a
higher affinity for TGFbR-1 (68). Another study showed that
NRP1 in endothelial cells suppresses TGF-b activation and
signaling by forming protein complexes with the integrin b8,
suggesting an inhibitory role for NRP1 on TGF-b signaling (69).

Involvement of Neuropilin-1 in Pediatric
Brain Cancers
The ability of NRP1 to bind to a variety of ligands and receptors
involved in different signaling pathways, such as SEMA 3 or
VEGF for example, suggests that NRPs are involved in many
physiological and pathophysiological processes, such as cancer.
Several studies have shown that NRP1 is expressed in tumor cells
of many cancers, such as breast cancers (16), lung cancers (70),
pancreatic cancers (15), oral cancers (71), or brain tumors, such
as gliomas (12, 72) and medulloblastomas (14). Moreover, the
overexpression of NRP1 in tumors is associated with poor
prognosis for those patients. Indeed, several research teams
have noted that, when NRP1 is overexpressed in tumor tissues,
such as pediatric brain tumors, the prognosis for those patients
was poor in contrast to the patients without an overexpression of
the receptor. Therefore, NRP1 overexpression is described as a
poor prognostic factor in various cancers, such as lung cancers
(70), pancreatic cancers (15), liver cancers (13), breast cancers
(16), gliomas (12), and medulloblastomas (14).

Furthermore, the poor prognosis of patients with NRP1
overexpression in their tumor cells is due to the involvement
of NRP1 in tumor progression and tumor growth. Several studies
have highlighted the link between NRPs and tumor progression
in different cancer types, notably in brain cancers. More
precisely, NRP1 was expressed in different cerebral tumors at a
relatively high level of expression, no matter the type or the grade
of the tumor (Figure 2), while the expression of NRP2 seems to
be constantly low in all brain tumors (73, 74), demonstrating that
its presence alone is correlated with poor prognosis (75). Thus,
NRPs have been shown to play an important role in
tumorigenesis, tumor development, tumor invasion, and tumor
angiogenesis in adult brain tumors.

NRP1-mediated tumor invasion and growth has been described
in several publications studying gliomas and glioblastomas. NRP1
appears to influence the tumor cell proliferation and migration by
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interacting with various proteins and signaling pathways. Indeed,
Zhang’s team demonstrated that NRP1 mediates glioma
progression through its interaction with the intracellular protein
GIPC1 via the cytoplasmic C-terminal SEA motif (76). Inhibition
of GIPC1 decreases glioma cell proliferation and invasion and
increases apoptosis in vitro (76). NRP1/GIPC1-mediated
proliferation, angiogenesis, and migration appear to be related to
the activation of PI3K/Akt/NFkB signaling pathways (77). Another
study suggested that NRP1, in combination with Plexin-A1, was
correlatedwithpoorprognosis inglioblastomasandmay contribute
to tumor growth. A peptide, specifically targeting Plexin-A1, has
shownpromising results in reducing proliferation and angiogenesis
as well as blocking tumor cell spread following disruption of NRP1
and Plexin-A1 heterodimerization (78). On the other hand, some
current treatments seem to have an impact on the expression of
NRP1 and inversely. The use of temozolomide (TMZ) in
combination with inhibition of VEGFR signaling appears to have
beneficial effects in the treatment of glioblastomas as TMZhas been
shown to reduce the expression of NRP1 and thus induce an
increase in treatment cytotoxicity (79). More recently, a study of
patient-derived glioblastoma multiforme xenografts in zebrafish
and mouse models have reported that depletion of NRP1 inhibits
Frontiers in Oncology | www.frontiersin.org 6
the growth of the tumor and substantially prolongs the survival rate
of mice in comparison with VEGF-depletion, by improving
sensitivity to TMZ (80). This work has shown that the ablation of
NRP1appears to improve the therapeutic response inglioblastomas
(80).NRP1 appears to be a potential therapeutic target, especially as
it is involved in the recurrence of tumors, such as GBM, by
modulating TGF-b signaling after anti-angiogenic therapies.
NRP1 regulates GBM growth and invasion by balancing tumor
cell responses to VEGF-A and TGF-b (81). GBMs that recur after
bevacizumab treatment show down-regulation of NRP1
expression. The altered balance between VEGF-A and TGF-b
signaling mediated by NRP1 is a mechanism that promotes
resistance to anti-angiogenic agents (81).

Unlike adult brain tumors, studies in pediatric brain tumors
mainly focus on medulloblastomas. NRPs are overexpressed in
MB and correlated with poor prognostic (14). Several studies
show that targeting NRP1 reduces MB. Indeed, Snuderl et al.
obtained MB regression in an intracerebral xenografted mouse
model by targeting the PlGF/NRP1 signaling pathway. Inhibition
of PlGF/NRP1 decreases tumor growth and metastasis in mice,
and increases their survival rate (14). Recent studies have shown
the benefit of NRP1 inhibition to decrease MB progression (82,
FIGURE 2 | NRP1 expression (Log2) in normal brain and pediatric brain tumor samples. Microarray (Affymetrix HG-U133 plus 2) expression of 13 normal, 34 high grade
glioma, 15 low grade glioma, 22 medulloblatoma and 46 ependymoma were extracted from the GSE50161 dataset (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=
GSE50161). The significance was evaluated by a one-way ANOVA followed by a post-hoc Tukey for multiple comparisons. ****P < 0.001 versus normal brain.
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83). Indeed, Gong et al. show that inhibition of NRP1 prevents
the invasion and tumorigenicity of MB cells. This phenomenon
is linked to decrease activation of the PI3K/Akt and MAPK
pathway in vitro in the Daoy MB cell line (82). Furthermore,
NRP1 also appears to be implicated in treatment resistance of
pediatric brain tumors. Researchers have shown that targeting
4D phosphodiesterase, interacting directly with NRP1, inhibits
tumor growth in vivo, even in mice resistant to vismodegib, an
anti-SMO treatment (84). Concerning NRP2, few studies have
described its involvement in pediatric brain tumors. It seems to
be particularly implicated in SHH subgroup of MBs, because
NRPs are involved in Hh signal transduction. This study shows
that a knockdown of NRP2 has more anti-tumor effects than a
knockdown of NRP1, as loss of NRP2 decreases cell proliferation
while loss of NRP1 influences cell migration (85).

Intriguingly, the findings of Ishizuka et al. suggest that NRP1
has a tumor suppressive effect on neuroblastomas, a childhood
extra-cranial solid malignant tumor (86). In neuroblastomas, a
higher level of NRP1 expression was associated with a longer
survival time (86). These findings are in contradiction with the
findings of the previous reports on NRP1 in other cancer types
described previously in this review.

Asdetailed above,NRP1 is involved in tumorigenesis inmultiple
ways, as it is played a role in different signaling pathways. Its best
known involvement is in angiogenesis (18, 19), but this review
focuses on the role of NRP1 in cancer stem cells (CSC) and in
immune system (SI) during brain cancers development.
NEUROPILIN-1 AND BRAIN TUMOR
STEM CELLS

Cancer Stem Cells in Brain Tumor
Tumor recurrence and the spread of metastases are among the
major challenges in the treatment of brain tumors. These events
are complicated by the heterogeneity of tumor cells present in all
solid tumors, such as brain tumors. Solid cancers are organized
in a hierarchical manner, it is suggested that a small number of
cells are able to drive tumor growth, this population of cells is
called CSCs or initiating cells tumor. Indeed, the CSC hypothesis
is that not all the cells in the tumor have the same ability to
proliferate and to maintain the growth of the tumor. There are
two theoretical models to explain the presence of these CSCs in
tumors: the stochastic model, where each cancer cell has the
capacity to dedifferentiate into a CSC, and the hierarchical model
where CSCs are considered the progenitors of differentiated
cancer cells, with the capacity of self-renewal, differentiating,
and expanding the pool of CSCs (87–89).

Furthermore, secondary resistances almost constantly occur in
cancer, and CSC are suggested as a potential source of this
chemoresistance and a lower survival rate. Indeed, CSCs survive
chemo-radiotherapy and therefore contribute to multiple drug
resistance mechanisms (90). Many mechanisms have been
suggested for CSC resistance, such as drug efflux through ABC
transporters, over-activation of the DNA damage response,
apoptosis evasion, pro-survival pathways activation, cell cycle
Frontiers in Oncology | www.frontiersin.org 7
promotion, and/or cell metabolic alterations (91, 92). CSCs have
also been found to be associated with tumor dissemination
through the epithelial-mesenchymal transition (EMT), a
biological process which increases the invasion and the motility
of cancer cells that are essential for distant colonization (93). These
CSCs thus contribute to the poor prognosis of cancers (88, 89).
CSCs have been characterized in multiple cancer types, including
breast (94), colon (95), brain (96), and ovarian cancers (97).

Multiple pediatric brain tumors have been reported to harbor
CSCs, including MBs (98, 99) and gliomas (99, 100). Most reports
have identified CSCs by isolating the cells which are able to self-
renew, differentiate, re-form the initial tumor, and present stem
markers (99). In addition, those properties must be demonstrated in
vitro, but the CSCs must also present the capacity to develop a
tumor in vivo. In a SHH MB model, Zhang et al. unexpectedly
found by using single-cell transcriptomics that progenitors of the
glial lineage are the cells that propagate rapidly during the initial
phase of tumorigenesis, although in complete tumors these cells are
quiescent and have stem-like properties. Moreover, these authors
showed that MB progenitors are enriched in recurrent and
treatment-resistant tumors to cisplatin and cyclophosphamide
and may serve as a niche for tumor initiation (101).

Great advances in sorting and identifying CSCs in brain
tumors by using various markers have been made during the
last decade. The first marker of CSCs in brain tumors was
described in a study by Singh et al. (98). They have identified a
new population of CSCs: the brain tumor cancer stem cells
(BTSC). These cells express the neural stem cell marker CD133,
do not present the differentiated cell markers and have the stem
cell properties in vitro. The study showed that the CD133 cells
have the capacity to form cell clusters derived from clones, such
as neurospheres. BTSC renew themselves, proliferate, and
differentiate by reproducing the phenotype of the original
tumor (98). Their research team have published data showing
that BTSC have the capacity to initiate the tumor in vivo (100)
and further exploration have shown that CD133+ cells are able to
initiate a new tumor in immunodeficient mice, whereas CD133−
cells could not (98). Nevertheless, CD133 seems to be not an
ideal cancer stem cell marker for pediatric brain tumors. Since
then, mouse models have been developed that can classify
pediatric brain tumor CSCs based on their expression of CD15
(102), Nestin (103), or Sox2 (104). CD15 (FUT4, SSEA-1) has
shown a particular interest as a cancer stem cells marker for
pediatric brain tumors as HGGs and LGGs (105) or MBs (106).

NRP1 Signaling Pathway in CSC
Several studies have shown that NRPs signaling promotes CSC
survival and tumor aggressiveness (55, 88, 107, 108). Because of
their difference in expression, NRP1 and NRP2 are probably
different in their ability to promote the functionality of CSCs.
Moreover, it seems that they also differ in their signaling
properties. Indeed, Grun et al. found that the VEGF/NRP1
signaling pathway was involved in the survival of epidermal
cancer stem cells (ECS), contributing to tumor aggressiveness
(55). VEGF-A is required to maintain the ECS phenotype and
this process does not involve the classical VEGF receptors, but
NRP1. Inhibition of NRP1 expression in ECSs reduces spheroids
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formation, their invasion and migration, and thus decreases
tumor development (55). This has been described as well as for
breast cancer CSCs (107, 108). Breast cancer CSCs overexpress
VEGF-A and NRP1. Zhang et al. demonstrated, using a CSC KO
model for NRP1 or VEGF-A, that this signaling axis was
necessary to ensure the specific traits of CSCs in vitro and in
vivo, and that the VEGF-A/NRP1 axis conferred the strain
phenotype to breast cancer cells by activating the WNT/b-
catenin signaling pathway (108). In the same way, Liu et al.
have shown that NRP1 expression is induced by Wnt/b-catenin
signaling in mammary stem cells, and its suppression leads to
decreased tumorigenesis in vivo models (107). Furthermore,
analysis of pediatric brain tumors databases shows a significant
correlation between NRP1 and CD15 for the four analyzed
tumor types. This correlation seems especially high for high
grade gliomas, and so reinforces the possible role of NRP1 in
tumor progression (Figure 3).

However, it appears that the interaction between NRP1 and
VEGF is not the only factor of survival for CSCs. Indeed, some
studies have shown that the interaction between NRP1 and
GIPC1 is also involved in this phenomenon. In epidermal stem
cells, NRP1 forms a complex with GIPC-1 and the integrin a6/
b4 to activate the FAK/Src signaling pathway that will then allow
the stabilization of YAP1/DNp63a which, consequently, leads to
enhanced ECS survival, invasion, and angiogenesis (109). NRP1/
GIPC1 is also a key signal in the deformation character of ECS
when it forms a complex with Syx, the guanine-RhoA exchange
factor involved in angiogenesis. This interaction improves the
spheroid formation, invasion, migration, and angiogenic
potential of the cells in vitro. The formation of this complex
leads to an increase in the activity of the p38 MAPK pathway,
which is dependent on RhoA (109). In combination, when NRP1
or GIPC-1 expression is suppressed, both RhoA and p38 MAPK
activity is decreased, leading to the loss of the ECS phenotype
and reduce tumor growth (109).

Some studies also attest that NRP2 contributes to CSC
function and tumor formation. Its involvement in CSC has
been mainly described in breast cancers (110, 111). NRP2 is
expressed in CSC of breast cancers and Goel et al. have described
that VEGF/NRP2 signaling is important in tumor initiation.
Indeed, NRP2 maintains the tumor-initiating cells by stimulating
a6b1 integrin, this interaction inducing the FAK/Ras pathway
and thus leading to the activation of GLI1. GLI1 also induces
BMI-1, a key stem cells factor, which enhances NRP2 expression
(111). Another study demonstrates that VEGF/NRP2 signaling
pathway contributes to the mammosphere formation (110). This
occurs through the inhibition of Rac GTPase-activating protein
b2 chimaerin mediated by activation of TAZ, a terminal effector
of Hippo signaling associated to breast cancer stem cells (110).
This result shows that NRP2 also plays a role in the acquisition of
CSC properties in breast cancers (110).

Thirant et al. have isolated cells with the same properties as
stem cells in different brain tumors that were associated with
poor prognosis. In adult brain tumors, these stem-like cells were
isolated only in HGGs. In contrast, stem-like cells have been
isolated from different subtypes and grades in pediatric brain
Frontiers in Oncology | www.frontiersin.org 8
tumors (112). Several studies have therefore focused on the
function and the target of these brain cancer stem cells via
NRPs. Hamerlik et al., working on gliomas, have highlighted that
the viability and self-renewal of stem cells, and therefore their
tumorigenicity, relies on the VEGF/VEGFR2/NRP1 signaling
pathway (72). Their results suggest that inhibiting VEGFR2 or
NRP1 in these cells could be a safe therapy in contrast to
bevacizumab, a monoclonal antibody targeting VEGF, which
remains ineffective against glioma CSCs (72). Recently, a study
on glioblastomas has shown that Sema 3C, secreted by
glioblastoma stem cells, forms a complex with PlexinA2/D1
and NRP1, promoting glioblastoma self-renewal and sphere
formation. This complex is only functional in presence of
NRP1 and allows the activation of Rac 1, which is an actor of
tumor cells survival (113).

Currently, few studies have investigated the relationship
between NRPs and CSCs in pediatric brain tumors. A study
conducted by Gong et al. found that NRP1 plays a key role in the
undifferentiated phenotype of MB CSC (82). First, they note that
NRP1 is over-expressed in MB CSC. Secondly, their results show
that, by inhibiting NRP1 via a peptidomimetic specifically
targeting the protein, stem cells lose their stem characteristics,
such as Sox 2 or CD15. Finally, the loss of NRP1 expression
decreases the invasiveness capacity of MB CSC. This study
suggests that the use of a molecule targeting NRP1 may have a
relevant to target CSC in the case of MBs. This targeting of CSC
could prove to be even more effective on survival rates, since
several studies have shown that CSC are involved in the
dissemination of metastases and tumor recurrence (114). Garg
et al. have shown that MBSC CD133+ cells are associated with an
increased metastasis and poor clinical outcome (115).
NEUROPILIN-1 AND THE IMMUNE
SYSTEM OF PEDIATRIC BRAIN TUMORS

NRP1 Plays a Major Role in the
Immune System
Interestingly, NRP1 also plays an important role in cellular
immunity, whether in physiological or pathophysiological
conditions, such as cancer. However, currently little knowledge
of the molecular pathways involved in these functions. The
expression of NRP1 has been characterized in different
immune cell types, such as macrophages, dendritic cells (DCs),
and lymphocytes, in particular regulatory T lymphocytes (LTreg)
(116–121) and the NRP1 involvement in immune responses to
cancer is summarized in Table 1.

Some research teams working on autoimmune diseases have
shown that NRP1 plays a critical role in the regulation of
immune responses. Solomon et al. investigated multiple
sclerosis with an autoimmune encephalomyelitis (EAE) model
of mice deficient in NRP1 on their T CD4+ lymphocytes (LT
CD4+) and showed that mice presented aggravated EAE in
contrast to mice over-expressing NRP1 on their LT CD4+,
which did not develop EAE (133). This suggests an anti-
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inflammatory role of NRP1, which has also been highlighted in a
model of rheumatoid arthritis via the SEMA 3A/NRP1 signaling
pathway (117). We know that NRP1 is a functional receptor for
semaphorins and is expressed on LTs (117, 131). Although NRP1
is weakly expressed on Tregs isolated from human blood and
cannot be used as an identifying marker for circulating human
Tregs, it has recently been shown that in humans, NRP1 is
expressed on CD4+ tumor-inflitrating lymphocytes (TILs),
including Tregs (141). Furthermore, SEMA 4A/Plexin A4/
NRP1 signaling has been implicated in the increased number
of LTreg cells that are essential for the maintenance of peripheral
tolerance and regulation of immune responses, and in the
potentiation of their function. Moreover, the formation of the
SEMA 4A/Plexin A4/NRP1 complex is linked to an increase in
Frontiers in Oncology | www.frontiersin.org 9
the secretion of interleukin 10 (IL10), an anti-inflammatory
interleukin, thus contributing to the regulation of the immune
response (136). More recently, it has been shown that the B7-H4
ig protein binds to the SEMA 3A/Plexin A4/NRP1 complex to
modulate the Treg response. Since the B7-H4ig protein is
associated with the regulation of immunity by reducing CD4+
LT inflammatory responses, this suggests an immune-regulatory
role for the SEMA A3/Plexin 4A/NRP1 complex (137). NRP2 is
also expressed in T cells (120, 132), and it has been shown that
NRP2/plexinA1 interacts with Sema 3F to inhibit mTOR and
PI3K signaling in T cells (120). Furthermore, NRP2 co-
immunoprecipitated with PTEN, a pro-tumor protein, required
by SEMA 3F for the inhibition of mTOR and PI3K
pathway (120).
FIGURE 3 | Correlation between NRP1 and CD15 (FUT4) expression in pediatric brain tumors (Genomic characterization has obtained with cBioPortal provided by the
Children’s Brain Tumor Tissue Consortium Database; Pediatric High Grade Gliomas: 133 samples; Pediatric Low Grade Gliomas: 261 samples; Medulloblastoma: 130
samples; Ependymomal Tumor: 97 samples). Pearson's correlation coefficient and corresponding p value were given for each tumor types.
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In addition to playing an immune-regulatory role, NRPs are
also involved in the immune cell migration. For example, a study
showed that SEMA 3A decreases the adhesion capacity of
thymocytes expressing NRP1 and induces their migration by a
repulsive effect (131). In the same way, the SEMA 3F/NRP2
pathway controls the migration of human T cell precursors
(132). In addition, NRP1 and NRP2 are expressed by dendritic
cells and play a role in their migration (118, 122). NRP1 forms a
complex with Plexin A1, which is known to play a crucial role in
DC trafficking. The formation of this complex on the surface of
DCs allows the binding of SEMA 3A present in the lymphatic
vessels, which then leads to the migration of DCs into the
lymphatics (122). Curreli et al. showed that SEMA 3A, 3C, and
3F promote DCs migration and that the function of SEMA 3F on
DC migration is related to this binding of NRP2 (118).

Importantly, NRP1 is expressed on the surface of DCs involved
in an important step for the initiation of immunity: the
recognition of pathogenic antigens. Indeed, DCs are antigen-
presenting cells (APCs), which have the ability, via MHC-I and
MHC-II molecules, to present an antigen. APCs present antigen
by forming an immunological synapse with LTs and thus
stimulate their responses. NRP1 is expressed on both the surface
of CDs and LTs and appears essential in their interaction to
initiate the immune response (123). In particular, in murine
model, NRP1 is expressed by LTreg, which improves and
prolongs their interaction with DCs during the immunological
synapse, thus conferring them a higher sensitivity to antigens
(124). Moreover, another study points to NRP1may be transferred
from DCs to LTs within this immunological synapse, allowing
them to bind to VEGF-165. These results suggest that NRP1-
Frontiers in Oncology | www.frontiersin.org 10
expressing LTs may be involved in vessel remodeling in secondary
lymphoid organs during inflammation (125).

Macrophages, another important player in immunity, also
express NRPs (121, 126). They are immune cells present in all
tissues and play a role in immune surveillance, inflammation
response and resolution, and also contribute to wound healing.
They originate from monocytes and NRP1 appears to play a role
in their differentiation. Indeed, the expression of SEMA-3A and
its receptor, NRP1, significantly increases during the monocyte
differentiation into macrophages, and specifically during the
monocyte differentiation under conditions favoring the
macrophages of M2 phenotypes, which are characterized by
anti-inflammatory and pro-angiogenic phenotype. The
expression of NRP1 appears to decrease during the monocyte
differentiation when conditions are in favor of macrophages with
pro-inflammatory M1 phenotype (119). Macrophages also
express NRP2 and it appears to be involved in monocyte
differentiation into macrophages, but not to the same extent as
NRP1 (119, 121).
NRP1 Decreases Efficiency of the Immune
System in Cancer
The immune system plays an essential role in our organism,
especially during cancer when its immunological surveillance
system is essential to control the tumor development and
eliminate tumor cells. However, an important aspect of tumor
progression is the ability of cancer cells to evade the monitoring
and clearance by the immune system. Indeed, tumors cells avoid
the immune system by different mechanisms, such as reducing
TABLE 1 | Summary NRP1 involvement in the immune system.

Expression Effects Signaling pathway Related disease Reference

Dentritic cells (DC) • Migration • SEMA3A/SEMA3C/PlexinA1 (118, 122)
• Reorganization of F-actin cytoskeleton (118)
• Recognition of pathogenic antigens, (123, 124*)
Formation of immunological synapse with T cells
by interaction between NRP1 on DC and T cells
• NRP1 transfer from DC to LT • VEGF-A (125)

Macrophages/microglia • Promotion of macrophages type M2 • SEMA 3A • Cancer (119, 121*, 126)
• Migration tumor-associated macrophages (TAM) • SEMA 3A • Cancer (127*)
• Infiltration within tumor • SEMA 3A • Cancer (127*, 128–130)

Lymphocytes
• Thymocytes • Decrease adhesion capacity, • SEMA 3A (131, 132)

Migration by repulsive effect
• Lymphoctes T CD4+ • Supression of T cell proliferation and • Autoimmune disease (117, 133*)

their cytokines production
• Lymphocytes T CD8+ • Inhibition of migration within tumor, • SEMA 3A • Cancer (134, 135)

Inhibition of tumor cell lyse function
• Lymphocytes Treg • Immunosuppression and induction of tolerance • SEMA 4A/PlexinA4, (136–138*)

• Increase the number of LT cells, B7-H4/SEMA 3A/Plexin A4 (136, 137)
Increase of IL10 secretion
• Prolongation of interaction between LTreg and DC (124*)
• Stability and function of LTreg • SEMA 4A (136, 137, 139)
• Infiltration of LTreg within tumor, • Cancer (138*)
and tumor immune escape function
• Treg activation • VEGF-A • Cancer (140)
and increase of TGFb production by LTreg
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the immune recognition, increasing the resistance to immune
attacks, or creating an immunosuppressive microenvironment
and recruiting specific immune cells that favor tumor growth and
progression (142, 143). Because of their expression in many
immune cells and its involvement in the function of immune
cells, NRPs have been the subject of some studies concerning its
involvement in the deregulation of anti-tumor immunity.
However, many unknowns remain to be clarified, and the
involvement of NRPs in the antitumor immunity seems to be
unclear. MBs had the lowest amount of PD-L1 and cytotoxic
lymphocytes of all pediatric brain tumors and, overall, a very
small amount of infiltrating immune cells (144). This suggests
that the tumor either actively modulates the immune response or
simply has little immunogenicity, as it is suggested by the
relatively low mutational burden (144). Analysis of pediatric
brain tumors database shows a significant correlation between
NRP1 and PDL-1 for three tumor types, such as HGGs or LGGs,
as well as EPNs, and a weak correlation for MBs (Figure 4). This
correlation highlights the possible role of NRP1 in the regulation
of tumor immune system.

In the context of cancer, LTreg infiltration is a critical step in
tumor development and progression. NRP1 is expressed by
LTreg and promotes their immunosuppressive effect by at least
two pathways. First, NRP1, by acting as a VEGF co-receptor, will
guide the LTreg within the tumor. Data from Hansen et al. show,
in a mouse model of melanomas, that this infiltration of LTreg
through NRP1 induces a decrease of the anti-tumor immune
response and an improvement in tumor progression (138). In a
second step, NRP1 maintains the stability and intratumoral
function of LTreg cells via the SEMA-4A signaling pathway
(136), and the inhibition of NRP1 in intratumoral LTregs
promotes the production of interferon-g (IFNg), which leads to
the fragility of surrounding LTregs, thereby enhancing anti-
tumor immunity and facilitating tumor clearance (139).

Recently, NRP1 was found to modulate tumor-specific CD8+
T lymphocytes (LT CD8+) cell responses (134, 135). Indeed,
Leclerc et al. demonstrated that NRP1 interacts with SEMA 3A
by inhibiting the migration of cytotoxic LT CD8+ within the
tumor and inhibiting their tumor cell lysis function (135). Data
show that neutralizing NRP1 with a specific antibody improves
the migration of LT CD8+ infiltrating the tumor and their
cytotoxicity (135). This finding with NRP1 neutralization in an
in vivo melanoma model would allow for synergistic action with
anti-PD1 therapies in controlling tumor growth (135). However,
the role of NRP1 on LT CD8+ is still unclear and controversial.
Another study has shown that NRP1 allows cross-presentation: a
necessary process against tumors allowing the recognition and
destruction of tumor cells by LT CD8+ (134). Indeed, NRP1,
expressed on the surface of breast cancer tumor cells, allows the
internalization of neutrophil elastase, which results in the cross-
presentation of the PR1 antigen and which is necessary for the
specific lysis of tumor cells by cytotoxic T lymphocytes (134).

Another immune cell involved in anti-tumor immunity is the
macrophage. Tumor-associated macrophages (TAMs) are
strongly associated with tumorigenicity. NRP1, via its
interaction with SEMA 3A, is involved in their migration.
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Indeed, the work of Casazza et al. shows that NRP1 controls
the recruitment of TAMs within tumors. Its inhibition within
macrophages causes a reduction of their pro-angiogenic and
immunosuppressive effects and leads to an inhibition of tumor
growth and metastasis (127). A recent study demonstrates
another mechanism of action of NRPs on macrophages in a
tumor context. Thus, NRP2, expressed during macrophage
differentiation, is induced by tumor cells and regulates
macrophage phagocytosis. NRP2 promotes efferocytosis in
macrophages, a phagocytosis that eliminates apoptotic cells in
an immunologically silent manner (128). In this study, NRP2
inhibition, in a pancreatic cancer model, results in delayed
clearance of apoptotic cells, and lead to increased LT CD8+
and NK cell infiltration within the tumor, consequently
decreased in tumor growth. Inhibition of NRP2 may have a
direct effect on the ability of TAMs to express their
immunosuppressive functions via the expression of IL10 or
TGF-b for example (128).

NRPs are, therefore, involved in anti-tumor immunity and it
is questionable whether the same is true for brain tumors. The
central nervous system was classically considered as an
“immune-privileged site,” being immunologically inert and
separated from the peripheral immune system by the blood-
brain barrier (BBB). However, brain tumors represent a
particular case in which the BBB is disrupted to various
degrees, and therefore, acquired an innate immunity that may
play a role in the development and growth of brain cancers. Most
studies have focused on adult gliomas, and very few so far have
focused on pediatric brain tumors. Several studies led by
Miyauchi et al. have shown that NRP1 is expressed by
macrophages and microglia associated with gliomas (129, 130).
In their NRP1-deficient mouse model, they suggest that the loss
of NRP1 expression by macrophages and/or microglia is
associated with delayed tumor growth (129, 130). Another
study describes the role of NRP1 on LTreg in glioma and
shows that a small molecule antagonist of NRP1 is able to
block a glioma-conditioned medium-induced increase in TGF-
b production in LTreg (140).
CONCLUSION

NRP1 were known since the end of the 1990s to play a role in
axonal guidance and vascular biology, acting as a co-receptor for
plexin and VEGF receptors families respectively. Furthermore,
this co-receptor is also expressed by tumor cells and may be
involved in the progression of tumors. In this review, we have
discussed the involvement of NRP1 in pediatric brain tumors,
such as gliomas, MBs, or EPNs. Indeed, the NRP1 signaling
pathway is clearly involved in the cancer stem cells maintenance
in pediatric tumors, and a significant correlation between NRP1
and CD15 (stem cancer cells marker) has been observed in
pediatric tumors database. Moreover, NRP1 is involved in the
activation of the immune cells, in particular in the interaction
between T cells and DCs. NRP1 may also play a role in the
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regulation of immunogenicity of tumor cells, highlighted by the
correlation between NRP1 and PDL-1. This role is not yet fully
investigated, but we will focus our future research on this aspect.
Numerous peptides or biological molecules that target NRP1 and
whose efficacy has been tested in vitro and in vivo have been
developed (19). For the moment, only clinical phase I trials have
been performed against NRP1 with monoclonal antibodies. The
first has been performed with MNRP-1685A for patients with
solid tumors (145) and more recently, with TB-403, targeting the
PlGF-NRP-1 axis, in pediatric subjects with relapsed MB (146).
To conclude, NRP1, through its different action ways, could be a
key protein in the progression of pediatric brain cancers, and
could be envisaged as a therapeutic target for these tumors.
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FIGURE 4 | Correlation between NRP1 and PDL1 (CD274) expression in pediatric brain tumors (Genomic characterization has obtained with cBioPortal provided by
the Children’s Brain Tumor Tissue Consortium Database; Pediatric High Grade Gliomas: 133 samples; Pediatric Low Grade Gliomas: 261 samples;
Medulloblastoma: 130 samples; Ependymomal Tumor: 97 samples). Pearson's correlation coefficient and corresponding p value were given for each tumor types.
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NRP1 inhibition modulates radiosensitivity 
of medulloblastoma by targeting cancer stem 
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Abstract 

Background:  Medulloblastoma (MB) is the most common pediatric malignant brain tumor. Despite current thera‑
pies, the morbidity and recurrent risk remains significant. Neuropilin-1 receptor (NRP1) has been implicated in the 
tumor progression of MB. Our recent study showed that NRP1 inhibition stimulated MB stem cells differentiation. 
Consequently, we hypothesized that targeting NRP1 in medulloblastoma could improve current treatments.

Methods:  NRP1 inhibition with a novel peptidomimetic agent, MR438, was evaluated with radiotherapy (RT) in 
MB models (DAOY, D283-Med and D341-Med) in vitro on cancer stem-like cells as well as in vivo on heterotopic and 
orthotopic xenografts.

Results:  We show that NRP1 inhibition by MR438 radiosensitizes MB stem-like cells in vitro. In heterotopic DAOY 
models, MR438 improves RT efficacy as measured by tumor growth and mouse survival. In addition, clonogenic 
assays after tumor dissociation showed a significant reduction in cancer stem cells with the combination treatment. 
In the same way, a benefit of the combined therapy was observed in the orthotopic model only for a low cumulative 
irradiation dose of 10 Gy but not for 20 Gy.

Conclusions:  Finally, our results demonstrated that targeting NRP1 with MR438 could be a potential new strategy 
and could limit MB progression by decreasing the stem cell number while reducing the radiation dose.

Keywords:  Medulloblastoma, Neuropilin-1, Cancer stem cells, Radiotherapy
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Background
Medulloblastoma is (MB) is a serious childhood malig-
nant brain tumor, accounting for approximately 20% of 
all pediatric central nervous system tumors. Cranio-
spinal irradiation is usually one of the most important 
effective therapies combined with surgical excision and 
chemotherapy [1]. However, these combined therapeu-
tic approaches are mainly non-specific and aggressive, 

inducing severe damage to the developing brain, espe-
cially for young patients [2]. Moreover, approximately 
one-third of the patients still die due to tumor recur-
rence [3]. It is urgent to find new therapies, especially for 
patients with high risk of recurrence.

The identification of four MB subgroups (WNT, SHH, 
Group 3, and Group 4) based on their respective molecu-
lar characteristics has provided a better understanding of 
tumor development and progression [4–6]. Recently, fea-
tures of the subgroups revealed that each contains vari-
ant subtypes that helped risk stratification of MB patients 
[7, 8]. TP53 mutated SHH subgroup as well as subgroup 
3 with MYC amplification have the worst prognosis with 
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a 5-year survival rate  < 50% [9]. Tumor heterogeneity is 
also considered an important prognostic factor, which 
indicates that a small special cell population could sur-
vive after chemoradiotherapy and induce recurrences. 
It has been suggested that cancer stem cells (CSCs) are 
probably at the origin of the tumorigenesis as previously 
shown in medulloblastoma patients [10–12], and may be 
involved in resistance to therapy and recurrence [13–16]. 
Indeed, Blazek et  al. found that CD133 + MB cells were 
more radioresistant than CD133- MB cells [17]. The 
identification of new molecular targets specific for MB 
stem cells is a major challenge to improve the manage-
ment of this pathology. Human MBs are propagated by 
cells expressing the progenitor marker CD15/SSEA [18]. 
CD15 is a carbohydrate antigen that is expressed on both 
progenitors and stem cells in the embryonic and adult 
central nervous systems [19, 20]. CD15 is considered an 
important marker for medulloblastoma propagating cells, 
also named medulloblastoma stem-like cells [18, 21].

Neuropilin-1 (NRP1) has the functions of develop-
ment of neuronal and vascular systems [22, 23], which 
is known as a co-receptor by complexation with other 
transmembrane receptors such as VEGFR [24, 25]. The 
overexpressed of NRP1 in various cancers, including MB, 
has been reported to has been correlated with poor prog-
nosis with upregulation of cell proliferation or migration 
[26–28]. Indeed, our previous work showed that NRP1 
was overexpressed in MB and related to the undiffer-
entiated status of MB and that a novel NRP1 inhibitor 
(MR438) can stimulate the differentiation of MB stem-
like cells [29]. As CSCs are related to radioresistance, 
the differentiation induced effect might enhance the effi-
ciency of RT with MR438 as a radiosensitizer, to decrease 
tumor growth, control recurrence, and limit brain dam-
age due to a lower dose of RT. Tuftsin (TKPR: Thr-Lys-
Pro-Arg) is a natural peptide antagonist of NRP-1 was 
used in our work to compare the effect of MR438 [29, 
30]. In our work, we hypothesize that NRP1 inhibition 
with this new peptidomimetic compound could improve 
radiotherapy treatment by targeting medulloblastoma 
stem-like cells, and we evaluated the effect of NRP1 
inhibition with MR438 concomitant with RT in 3 sub-
group MB models (DAOY, D283-Med and D341-Med) 
by in vitro experiments on stem-like cells, as well as on 
in vivo heterotopic and orthotopic xenografts.

Materials and methods
Cell culture and drug solutions
The MB cell lines of DAOY, D283-Med and D341-Med 
were purchased from ATCC cell biology collection 
(Manassas VA, USA). MB stem-like cells cultures were 
grown in DMEM/F12 medium (Gibco, Life Technologies 
Corporation, UK) containing B27 and N2 supplement 

(Gibco, LifeTechnologies Corporation, USA), 40  µg/ml 
heparin, 1% insulin, 20 ng/mL human recombinant epi-
dermal growth factor (EGF) and basic fibroblast growth 
factor (bFGF) (EGF and FGF from Miltenyi Biotec, Ger-
many). After a 3-day culture in hydrophobic flasks at 
37  °C with 5% CO2 in a humidifier atmosphere, spheres 
were obtained. MB stem-like cells were dissociated from 
spheres using Accumax (Gibco, Life Technologies Cor-
poration, UK) and seeded in 25 cm2 flasks depending on 
the experiment.

For in  vitro experiments, the stem like cells were 
exposed to MR438 [31] (molecular weight: 527.20  g/
mol, supplied by L2CM-UMR 7053 in powder form) 
and the natural ligand (tetrapeptide: TKPR) known to 
target NRP1 named tuftsin [30, 32] (molecular weight: 
500.60  g/mol, BACHEM, Switzerland) at 25  µmol/L for 
72 h. MR438 and tuftsin were each dissolved in PBS and 
stored in aliquots at −20 °C.

Radiosensitivity of medulloblastoma stem like cells 
exposed to MR438
RT was performed using a X-RAD 320 Irradiator (Pre-
cision X Ray, USA). For in  vitro radiosensitivity, MB 
stem cells were obtained as previously described. MB 
cells were seeded onto 6 well plates (20 000 cells/well 
for DAOY-MS and 50 000 cells/well for D283-MS and 
D341-MS) were suspended in 2 ml of DMEM/F12 con-
taining 1% methylcellulose (SIGMA, USA). Cells were 
pretreated with MR438 and tuftsin (25  μM) for 72  h 
before RT. Cells were then exposed to a 15 × 15  cm2 
radiation field with doses of 0, 2, 4, 6, and 10 Gy at room 
temperature. Following irradiation, all cell samples were 
returned to a 5% CO2 incubator for 2  weeks. Then, cell 
colonies were incubated with 0.5% MTT solution (thia-
zolblue tetrazolium bromide, 98%, Acros Organics™), and 
colonies larger than 30  μm in diameter were quantified 
using GelCount™ (Oxford Optronix, UK). Each experi-
ment was repeated 6 times with 3 independent wells. 
From data, different radiosensitivity parameters were cal-
culated such as SF2 (survival fraction at 2 Gy) and DMF2 
(dose modified factor at 2 Gy) and alpha value. SF2 is cal-
culated by using 0 Gy as reference, DMF2 is the ratio of 
the dose required to obtain SF2 in the presence of MR438 
at 2 Gy. The alpha values were obtained by fitting a lin-
ear quadratic model to the clonogenic assay curves with 
the different irradiation doses. Alpha value represents the 
intrinsic radiosensitivity of the irradiated cells: cells with 
a higher alpha are more sensitive to radiation.

Animal models
Immunodeficient mice (NMRI-nu, Janvier Labs, 
France) xenografted heterotopically with MB cells were 
used within the agreement of the French Minister of 
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Research (agreement n°APAFiS #8731). DAOY, D283-
Med and D341-Med cells were re-suspended in PBS, 
and mixed 1:1 with Matrigel (BD Biosciences). The cells 
(2 × 106 cells/200 μL) were injected subcutaneously into 
the right and left flanks of 6-week-old nude mice. When 
tumors reached a volume of 1000  mm3, the tumors 
were divided into small pieces of 2–3  mm3 and re-
planted subcutaneously in the inguinal region near the 
femoral vessel of mice. When palpable tumors reached 
a volume of 250 mm3, the mice were subjected to radia-
tion as described below. Tumor size was monitored 
every 2 days by measuring two dimensions and the vol-
ume was calculated by calculating (length × width2)/2. 
Tumor growth was normalized by taking tumor volume 
at the start of treatment as a reference. The mice were 
followed for at least 60  days or until the tumor size 
reached approximately 1000  mm3 (end point). Mice 
were then euthanized, and the tumors were harvested 
for the other experiments.

Orthotopic xenograft models in nude mice (NMRI-
nu, Janvier Labs, France) were used within the agree-
ment of the French Minister of Research (agreement 
nAPAFiS #20085). Mice were anesthetized by intraperi-
toneal injection (4 µL/g of weight) of solution mixture 
of xylazine/ketamine (90 and 8  mg/kg, respectively). 
The heads of the mice were fixed in a stereotaxic instru-
ment (KOPF®). DAOY-luc cells (Lentivirus-LV-CMV-
Firefly luciferase (CMV, puromycin)) were prepared 
from fresh culture to ensure optimal viability. MB 
cells (cell suspension: 1.105  cells/µL) were stereotaxi-
cally implanted into the cerebellum by using the fol-
lowing coordinates: 2  mm right and bottom to the 
lambda suture and 2  mm ventral from the surface of 
the skull. Cell suspensions were injected by HAMIL-
TON syringe with an infusion rate of 0.5  µl/min for 
5 µL total. Twenty-one days following tumor transplan-
tation, the animals were randomly divided into four 
groups: control (CTL), MR438, radiotherapy (RT) and 
RT + MR438.

Tumor growth was followed by bioluminescence imag-
ing using OptiMAX (Precision X-Ray Inc, North Brand-
ford, CT) once a week. An intraperitoneal injection 
was carried out to administer a solution of D-Luciferin 
(D-Luciferin Firefly, PerkinElmer® #122799) diluted in 
a sterile PBS solution (at 15  mg/ml and 10  µL/g body 
weight). Then, the animals were anesthetized with an 
intraperitoneal injection a xylazine/ketamine mixture (90 
and 8 mg/kg, respectively). Mice are imaged, positioned 
on their backs, 15–20  min after the luciferin injection. 
The intensity of bioluminescence was determined with 
Image J® software by drawing a constant region of inter-
est over the tumor regions and measuring the intensity of 
the signal in number of total photons/areas.

In vivo combined therapy using radiotherapy and NRP1 
inhibition
For tumor RT in vivo, animals were anesthetized with a 
mix of xylazine/ketamine (90 and 8 mg/kg, respectively) 
and positioned such that the apex of each flank tumor 
was at the center of a 3 × 3  cm2 or 1 × 1  cm2 radiation 
field for heterotopic or orthotopic xenograft treatment, 
respectively, with the rest of the mice shielded from radi-
ation by using the protective baffle. Tumors were exposed 
to RT at a dose of 2 Gy per fraction for 5 days (D1–D5) 
with/without MR438 or tuftsin administration. Molecu-
lar treatments were carried out 2  h before RT with 2 
I.V. administrations at D1 and D3 at a dose of 10  mg/
kg (4  µL/g body weight) for the heterotopic model, and 
with 3 I.V. administrations at D1, D3 and D5 at a dose of 
10 mg/kg (4 µL/g body weight) for the orthotopic model, 
for 1 or 2 weeks.

Medulloblastoma stem like cells harvested from tumors
When the heterotopic tumor volume reached 1000 mm3, 
the mice were sacrificed, and the tumors were harvested 
for dissociation. A part of the tumor was separated into 
1–2 mm3 small pieces, and digested for 75 min in 7.65 ml 
dissociation buffer including HBSS (6  mL, Hank’s Bal-
anced Salt Solution, Sigma, USA), collagenase type IV 
(0.6 WU/mL, Gibco, USA), Dispase II (1 mg/mL, Sigma, 
USA), DNAse I (200  U/mL, Roche, Germany), CaCl2 
(75  μM) and MgCl2 (125  μM). Buffer DNAse I (200  U/
mL) was then used to remove DNA interference with 
other living cells so that the cells do not aggregate eas-
ily. Cells were re-suspended in HBSS after eliminating 
the red blood cells by lysis buffer of NHCl4 (0.15  M), 
KHCO3 (10 mM), and EDTA (100 μM). Cell suspensions 
were then rapidly stained with the same volume of 0.4% 
trypan-blue solution and deposited in counting chamber 
slides (TC20, Biorad). The number of surviving cells was 
counted twice before the cells were seeded for clonogenic 
assays. Cells were seeded into 6 well plates at a density of 
100 000 cells/well for DAOY tumors and 200 000 cells/
well for D283-Med tumors and D341-Med tumors and 
cultivated for 2  weeks in serum free condition. Viable 
medulloblastoma stem cells were evaluated by metabolic 
activity (MTT assay). For each tumor, the experiments 
were performed in 3 independent wells considered as a 
single statistical value.

Histological analysis
All tumors were collected and kept within a 4% for-
maldehyde solution for 48 h (1 week for brain tumors). 
Then, the samples were transferred into an inclusion 
cassette within a 70% alcohol solution. The cassettes 
were transferred to an automated dehydration machine 
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(HISTO-PRO 300) overnight for paraffin inclusion. A 
microtome (LEICA RM 2135) was used to cut the par-
affin blocks into 5  µm thick slices. Then, the sections 
were fixed over the slides for staining. The staining step 
was achieved either by a manual procedure or an auto-
mated machine with a fixed protocol. H&E staining was 
used for microscopic observations.

Samples were incubated with primary antibodies 
against Ki67 (Abcam, ab16667, dilution of 1/1500), 
NRP1 (Abcam, ab81321, dilution of 1/1500), CD15 
(Sigma-Aldrish, SAB5500041, dilution of 1/500) and 
ColIV (Novotec, dilution 1/3200). A Nikon Eclipse 
E600 equipped with a camera microscope (Nikon–DS 
Fi1) was used to take pictures. The histological sam-
ple slides were analyzed with the free QuPath soft-
ware by using the vector staining tool to count the 
total number of cells by staining cell nuclei with hema-
toxylin and the positive cells expressing the interest 
proteins by staining with the brown chromogen DAB 
(3,3ʹ-Diaminobenzidine).

Gene expression of stem cell markers by qRT‑PCR
The gene expression of stem cell markers (Table 1) was 
analyzed by quantitative reverse transcription PCR 
(qRT-PCR). After extraction with an All Prep-DNA 
RNA-Mini Kit (Omega), Total RNA was reverse-tran-
scribed with the iScript™ cDNA synthesis Kit (BioRad) 
following the manufacturer’s protocol. Real-time PCR 
was performed with SyberGreen PCR Supermix (Bio-
Rad) using the CFX96 Real-Time System (BioRad). The 
qPCR conditions were 95 °C for 2 min and 39 cycles of 
95  °C for 5  s and 63 ~ 68  °C for 30  s, and the hybridi-
zation temperature was dependent on the primers 
(Table  1). All values were normalized to RPL13A and 
TBP, and the ΔΔCt method was used to estimate the 
fold change expression over control samples.

Statistical analysis
All results are given as mean ± standard error of the 
mean (SEM). Nonparametric Mann–Whitney test and 
Student’s T-test for two-by-two comparisons were 
employed to determine the statistical significance using 
GraphPad Prism (GraphPad Prism 8.0, USA) with a mini-
mum of 6 repetitions for in vitro and in vivo experiments. 
For all figures, p < 0.05 was considered significant. For 
in vivo experiments, the time growth of tumors to reach 
1000  mm3 (set end point) served to build the Kaplan–
Meier curves and log-rank test was used to compare sur-
vival curves.

Results
Radiosensitivity of medulloblastoma stem like cells 
to MR438
The effect of MR438 on radiosensitivity of medulloblas-
toma stem-like cells was assessed by using the colony for-
mation assay (Fig. 1). Cells were pre-treated with 25 µM 
tuftsin and MR438 for 72  h before RT exposure. After 
irradiation, the number of clones was evaluated. For 
DAOY-MS cells, the number of clones was significantly 
decreased after exposure to NRP1 targeting compounds 
at 2  Gy, especially after exposure to MR438 (Fig.  1A, B 
and C). D341-Med cells were the most sensitive to irra-
diation, but MR438 still had a radiosensitive effect at 
2 Gy (Fig. 1E). It is interesting to observe a reduction of 
approximately 25% of DMF2 (dose modified factor at 
2  Gy corresponding to the relative dose of irradiation 
required for a given effect in the drug-treated group as 
compared with a radiation-only group) for DAOY and 
approximately of 10% for D283-Med and D341-Med 
stem cells (Fig. 1B).

Radiosensitivity of heterotopic medulloblastoma models 
with MR438
Based on the results of our previous work [29] and of 
in  vitro radiation assays, heterotopic xenograft models 
were used to confirm whether MR438 could also improve 
the radiosensitivity of MB in vivo. MR438 alone (Fig. 2) 
had no significant effect on tumor growth and mouse 
survival with DAOY and D341-Med tumors, but it 
seemed to have a significant effect on the survival of mice 
bearing D283-Med tumors. When combined with RT, 
MR438 decreased the tumor growth of DAOY compared 
to RT alone or compared to RT + Tuftsin (Fig. 2A). Simi-
larly, the survival of mice bearing DAOY tumors treated 
with RT + MR438 was significantly improved, with a 
median survival of 65  days compared to that of mice 
treated with RT alone (53  days). D283-Med and D341-
Med tumors are more sensitive to fractionated irradia-
tion at the beginning of the treatment according to our 

Table 1  Sequences and annealing temperatures of primers used 
in qRT-PCR

Gene Primer sequence (5′–3′) Tm (°C)

CD133 Fwd: TCC​GGG​TTT​TGG​ATA​CAC​CCTA​ 68 °C

Rev: CTG​CAG​GTG​AAG​AGT​GCC​GTAA​

Sox 2 Fwd: TTT​CAC​GTT​TGC​AAC​TGT​CC 63 °C

Rev: AGT​CTC​CAA​GCG​ACG​AAA​AA

RPL13A Fwd: GTT​CCT​GCT​GCC​CTC​AAG​ 60 °C

Rev: GTC​ACT​GCC​TGG​TAC​TTC​C

TBP Fwd: GAG​CTG​TGA​TGT​GAA​GTT​TCC​ 60 °C

Rev: TCT​GGG​TTT​GAT​CAT​TCT​GTAG​
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in vitro results. Despite a median survival improvement 
of 3 and 1  days respectively, for D283-Med and D341-
Med tumors, the combination of RT with MR438 did 
not significantly improve the radio-sensitivity of these 
tumors.

Effect of combined RT and MR438 on NRP1 expression 
in heterotopic medulloblastoma models
To evaluate the effect of MR438 on the expression of 
NRP1 immunohistochemistry analysis of tumors after 
treatments was performed. DAOY tumors more strongly 
expressed NRP1 protein than D283-Med or D341-Med 
(Fig. 3A and B). For DAOY tumors treated with MR438 
combined with RT, NRP1 protein expression decreased 
significantly compared to RT alone. Strangely, tuftsin or 
RT alone increased NRP1 protein expression in DAOY 
tumors. For D283-Med or D341-Med tumors, no effect 
was observed on NRP1 protein expression. Moreover, 
the mRNA expression of NRP1 was also evaluated, and 
no change was noted regardless of the treatment condi-
tions or the tumor model (data not shown). We studied 
the expression of Ki67, a proliferation marker, by immu-
nohistochemical analysis of tumors to assess the effect 
of our treatment on cell proliferation within the tumors 

(Additional file  1: Figure S1). No effect was observed 
on Ki67 protein expression for D283-Med and D341-
Med in comparison to the CTL group or the RT group 
(Additional file  1: Figure S1B). Interestingly, the Ki67 
protein expression was significantly decreased in the 
RT + MR438 group compared to the RT group for DAOY 
tumors (Additional file 1: Figure S1B).

Effects of combined RT and MR438 on medullosphere 
formation and the expression of stem cell markers 
from heterotopic medulloblastoma models
To confirm the effects of NRP1 inhibition with MR438 
on medulloblastoma stem cells, we evaluated the 
expression of stem cell markers (CD15, CD133 and 
Sox2) as well as the self-renewal ability of medullo-
blastoma cells to form medullospheres after tumor 
dissociation (Fig. 4). CD15, as a CSCs marker for MB, 
was observed in less than 1% of DAOY cells while it 
was found in 17 and 48% of D283-Med and D341-Med 
cells, respectively. MR438 significantly decreased the 
expression of CD15 protein in D341-Med tumors; 
nevertheless, mRNA expression was not modified by 
the different treatment conditions (data not shown). 
mRNA expression of other markers of stem cells, such 

Fig. 1  Effect of MR438 on the in vitro radiosensitivity of medulloblastoma stem-like cells. A Representative images of the colony formation assay 
using methylcellulose for DAOY-MS treated with tuftsin and MR438 at 0 and 2 Gy. B Tumor radiosensitivity factors: alpha, SF2 and DMF2 were 
calculated after exposition to tuftsin and MR438 from fitting curves C, D, E; the significance for DMF2 and each point of fitting curves were given for 
each condition in comparison to CTL. C, D, E. Representation of clone numbers after irradiation at 2, 4, 6 and 10 Gy (1*105 cells/well for DAOY-MS 
and 2*105 cells /well for D283-MS and D341-MS). MS Medullosphere, SF2 Surviving fraction at 2 Gy, DMF2 Dose modified factor at 2 Gy. *p < 0.05 
versus 0 Gy, n = 6
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as CD133 and Sox2, has been studied. MR438 alone 
and RT + MR438 significantly decreased Sox2 mRNA 
expression for D341-Med but not for the other cell 
lines (Fig.  4D). A decrease in CD133 was shown with 
treatment association only for D283-Med (Fig.  4C). 

Interestingly, RT + MR438 strongly and significantly 
decreased the clone number of medulloblastoma stem 
cells from DAOY, and D341-Med tumors (Fig. 4E).

Fig. 2  Effect of MR438 on tumor growth and mouse survival after irradiation with heterotopic xenografts. The percentage of tumor growth of 
DAOY A, D283-Med C and D341-Med E after radiation (5 × 2 Gy) and/or administration of MR438 or tuftsin (10 mg/kg) was calculated from tumor 
size before treatment as a reference. Survival fractions were represented for DAOY B, D283-Med D and D341-Med F using the maximal tumor size of 
1000 mm3 as endpoint. *p < 0.05 versus CTL and #p < 0.05 versus RT, n = 6
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MR438 is effective at a low cumulative RT dose 
in orthotopic medulloblastoma models
The effects of NRP1 inhibition in combination with 
radiotherapy were studied in an orthotopic medul-
loblastoma model by using medulloblastoma cells 
expressing luciferase transplanted into the right cere-
bellum. Mice were treated for 1 or 2 weeks (5 × 2 Gy per 
week), observed daily, and sacrificed at the first clinical 
symptom. In the case of 1  week of treatment (Fig.  5), 

a significant slowdown in tumor growth was observed 
for the RT + MR438 group compared to the nontreated 
group. The median survival (Fig.  5B) was significantly 
improved for the RT + MR438 group as compared to 
the control group, contrary to the RT group (72  days 
for RT + MR438, 64 days for CT or MR438 and 67 days 
for RT alone). The effects of the combination of MR438 
and RT on the NRP1 and CD15 expression were evalu-
ated by immunohistochemistry analysis. Contrary to 

Fig. 3  Effect of MR438 on NRP1 expression in heterotopic xenografts in nude mice. Representative images of NRP1 expression in tumors after 
irradiation and/or MR438 treatments A; scale bars represent 100 µm. The percentage of cells positive for NRP1 B for each condition was calculated 
with QuPath open software from approximately 5000 cells for 3 different images with wide field of observation from 3 different tumors. The analysis 
were performed at the experimental endpoint (corresponding to an average of 19 ± 3 days for mice of non-irradiated groups and 51 ± 8 days for 
mice of irradiated groups). *p < 0.05 versus CTL and #p < 0.05 versus RT; n = 6
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Fig. 4  Effect of MR438 on the expression of stem cell markers and tumors spheres number of medulloblastoma stem-like cells after tumors 
dissociation. Representative images of CD15 expression in tumors after irradiation and/or MR438 treatments A; scale bars represent 100 µm. The 
percentage of cells positive for CD15 B was calculated with QuPath open software from approximately 5000 cells for 3 different images with wide 
field of observation from 3 different tumors. The gene ex-pression of CD133 C and Sox2 D was analyzed by quantitative reverse transcription PCR 
(qRT-PCR). Tumor spheres number of medulloblastoma stem cells cultivated in serum free condition after tumors dissociation of DAOY, D283-Med 
and D341-Med tumors E. The analysis were performed at the experimental endpoint (corresponding to an average of 19 ± 3 days for mice of 
non-irradiated groups and 51 ± 8 days for mice of irradiated groups). *p < 0.05 versus CTL and #p < 0.05 versus RT, n = 6
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the heterotopic model, the number of NRP1 + cells did 
not change significantly after 1 week of treatment with 
MR438 or RT + MR438 (Fig.  5D). However, the num-
ber of CD15 + cells was significantly decreased in the 
MR438-treated tumors compared to the control tumors 
(Fig.  5E). To evaluate the eventual benefit of a longer 

period of treatment, experiments were performed 
with a 2 week treatment schedule (Fig. 6). This sched-
ule did not appear to delay tumor growth (Fig.  6B) or 
to improve the median survival for the RT + MR438 
group (Fig.  6C) compared to the RT group (74.5  days 
for RT + MR438, 79 days for RT alone 65 days for CTL, 
59 days for MR438).

Fig. 5  Effect of MR438 in combination with RT on intracerebellum DAOY growth and survival fraction after one week of treatment. Intracerebellum 
tumor visualized by in vivo bioluminescence imaging on day 50 post-tumor cell implantation for the RT group vs the RT + MR438 group after one 
week of treatment (A). Tumor growth after one week of treatment (radiations: 5 × 2 Gy and/or administra-tion of MR438: 10 mg/kg) B and survival 
fraction C were evaluated by bioluminescence. The percentage of cells positive for NRP1 D or CD15 E at the end point of the experiment was 
quantified with QuPath open software from approximately 5000 cells for 3 different images with wide field of observation from 3 different tumors. 
*p < 0.05 versus CTL, **p < 0.01 versus CTL, ###p < 0.001 versus RT; n = 7 per group for tumor growth and n = 4 per group for histological analysis
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To observe the early effect of the 2 weeks of combined 
treatment, histological analysis was performed at D15 
post-treatment (Fig. 6D and F). We observed a decrease 
of NRP1 + cells for the two groups treated with RT 
(Fig.  6D), which correlated with a significant decrease 
in CD15 + cells only in the RT + MR438 group (Fig. 6F). 
Nevertheless, this longer treatment time significantly 
increased the number of NRP1 + cells for RT group 

and RT + MR438 group at the end of the experiment 
(Fig. 6E). This increase also seems to be correlated with 
the increase in CD15 + cells (Fig.  6G). In addition, we 
studied the expression of Ki67 and type IV collagen (Col 
IV) and to investigate the effect of MR438 combined with 
radiotherapy on cell proliferation and vascularization 
on intracerebellum DAOY tumors respectively (Addi-
tional file  2: Figure S2 and Additional file  3: Figure S3). 

Fig. 6  Effect of MR438 in combination with RT on intracerebellum DAOY growth and survival fraction after two weeks of treatment. 
Intracerebellum tumor visualized by in vivo bioluminescence imaging on day 50 post-tumor cell implantation for the RT group vs the RT + MR438 
group (A). Tumor growth after two weeks of treatment (radiations: 10 × 2 Gy and/or administration of MR438: 10 mg/kg) B and survival fraction 
C were evaluated by bioluminescence. The percentage of cells positive for NRP1 D, E or CD15 F, G at 15 days post-treatment D, F or at the end 
point of the experiment E, G was quantified with QuPath open software from approximately 5000 cells for 3 different images with wide field of 
observation from 3 different tumors. *p < 0.05 versus CTL, **p < 0.01 versus CTL, #p < 0.05 versus RT; n = 7 per group for tumor growth and n = 3 per 
group for histological analysis
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Concerning cell proliferation, treatment did not affect the 
percentage for Ki67 cells positive either after 1 or 2 weeks 
of treatment (Additional file 2: Figure S2). For tumor vas-
cularization, after 1  week of treatment, no significance 
was showed for vessels number and area (Additional 
file 3: Figure S3B) but after 2 weeks of treatment the ves-
sels area was significantly increase with RT + MR438 
compared to CTL (Additional file 3: Figure S3C).

Discussion
Radiation therapy (RT) is commonly accepted as one 
of the most essential treatments for medulloblastoma 
after total resection of the tumor. RT can improve sur-
vival and reduce recurrence but remains aggressive with 
severe cognitive and endocrinal long term side effects, 
especially for young patients [2]. Therefore, it is neces-
sary to develop new therapeutic modalities, that are 
more adapted to the biological nature of this tumor to 
improve not only the outcomes but also the quality of life 
of young patients. Recent studies have concentrated on 
targeted therapies mainly related to signaling pathways of 
the main 4 molecular subgroups: WNT, SHH, Group 3 
and Group 4 [8]. The WNT and SHH pathways are better 
understood [33], while subgroups 3 and 4 are considered 
non-WNT non-SHH subgroups. Patients in the 3 and 4 
subgroups or SHH subgroup with TP53 mutation have 
a higher risk of recurrence and a lower median survival 
[34–36]. It is even more urgent to find new therapies for 
these subgroups. In this work, we envisaged targeting 
MB stem cells more specifically by using combined treat-
ment with radiotherapy and a peptidomimetic inhibiting 
NRP1 (MR438).

We have previously shown that medulloblastoma stem-
like cells could overexpressed NRP1 in vitro in relation to 
the expression of CSCs markers such as CD15 or CD133, 
and that inhibition of NRP1 induced a differentiated sta-
tus of this specific tumoral population [29]. Moreover, 
many studies suggested that CSCs are involved in resist-
ance to radiotherapy and recurrence [13, 37, 38] and it 
was shown that medulloblastoma stem-like cells were 
more radioresistant than differentiated medulloblas-
toma cells [17]. We observe that the compound MR438 
can radiosensitize medulloblastoma stem cells in  vitro. 
Nevertheless, medulloblastoma stem cells from DAOY 
cells which belong to SHH mutated TP53 subgroup, are 
more radio-sensitive than medulloblastoma stem cells 
from D283-Med or D341-Med cells considered from sub-
groups 3 and 4 which are wild-type for TP53. TP53 is one 
of the most mutated genes in cancer and known to have 
functional role in the modulation of DNA repair and 
cell death after radiotherapy. Usually, loss of p53 func-
tion is correlated with increased radiation resistance in 
medulloblastoma cell lines as well as in medulloblastoma 

patients [35]. Nevertheless, it has been recently shown 
that TP53 mutated DAOY cells are radio-sensitized by a 
arsenic trioxide while TP53 wild-type medulloblastoma 
cells stay non-sensitive to radiation [39]. In  vitro radio-
sensitivity with MR438 could dependent not only on 
NRP1 expression but also to DNA repair mechanisms 
probably due to genetic alterations linked to medullo-
blastoma subgroups.

In vivo, MR438 was able to radiosensitize the DAOY 
tumors, which presented a high level of NRP1 positive 
cells as compared to other tumor models. It was previ-
ously shown by Nasarre et  al. that an antagonist pep-
tide of NRP1 can decrease tumor growth in a glioma 
model by directly targeting tumor cells or blood vessels 
cells [40]. But contrary to this work, we did not observe 
an anti-proliferative effect with the compound alone on 
differentiated tumor cells or a vascular effect through 
endothelial cells [31]. Similarly, in our work, no effect 
on proliferation and vascularization have been observed 
with the compound alone in vivo. MR438 downregulated 
the expression of NRP1 in  vitro [29], probably through 
a process of internalization/degradation of the NRP1 
receptor after binding. This NRP1 downregulation exists 
in heterotopic tumor but is less evident in intracerebral 
tumors probably to specific mechanisms of NRP1 regu-
lation not yet elucidated. Moreover, tuftsin, which is a 
natural ligand of NRP1, did not obtain the same effect as 
MR438 due to rapid degradation of the peptide, contrary 
to the peptidomimetic MR438.

This role of NRP1 in the sensitivity of cancer stem-
like cells has been recently shown in glioblastoma mul-
tiform treated with chemotherapy (temozolomide) by 
using knockdown models [41]. The use of MR438 also 
led to decrease the number of MB stem-like cells as well 
as the decrease of stem cell markers, which led to a delay 
of growth for DAOY tumor when is associated with RT, 
as well as an increase in mouse survival, and a slight 
increase in the D283-Med mouse survival with MR438 
used alone. Similarly, knockdown of NRP1 showed an 
increase in the radiosensitivity of human non-small-cell 
lung cancer cells (NSCLC), not only in  vitro, but also 
in  vivo, perhaps via the VEGF-PI3K-NF-kappaβ path-
way [42]. We have previously shown that MR438 bound 
specifically to NRP1 but not to VEGFR2 [31] and this 
binding led to a downregulation of PI3K/AKT et MAPK 
pathways [29].

The NRP1 inhibition efficiency associated with RT was 
evaluated in an orthotopic xenograft model to take into 
consideration the influence of the tumor microenviron-
ment. The treatment combination showed a benefit in 
terms of tumor growth or median survival with a total 
dose of 10 Gy. Unfortunately, when the duration of treat-
ment is increased (2 weeks), the therapeutic combination 
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is less efficient than RT alone (total dose of 20 Gy) prob-
ably due to the aggressivity of radiotherapy. Therefore, 
our combined treatment must be optimized perhaps by 
a longer administration of MR438 before or after radio-
therapy. Nevertheless, NRP1 expression is clearly modi-
fied by the association of MR438 and RT at a higher dose 
with an early decrease followed by a late increase in our 
SHH orthotopic model. NRP1 overexpression has been 
recently observed in survived subclones of cell line H1299 
after a single high irradiation dose of 10 Gy by Tustsumi 
et al. [43], that could explain the increase of NRP1 posi-
tive cells through a clonal selection in tumors at the end 
of the experiment for the longer treatment. Interestingly, 
the expression of the CD15 stem cell marker decreased 
strongly after the administration of MR438 demonstrat-
ing that it can target specifically medulloblastoma stem 
cells in  vivo. CD15 seems to be directly correlated with 
NRP1 expression as recently published for pediatric brain 
tumor patients by our group (For more detailed informa-
tion on NRP1 and cancer stem cells in pediatric brain 
tumors see reference [44]). Although NRP1 appears to 
be connected to the expression of stem cell markers [29, 
41], no clear mechanism of regulation of this pathway has 
been yet identified. Several response mechanisms can 
take place, and it will be interesting to explore the mech-
anism recently proposed that NRP1 inhibition appeared 
to regulate RAD51 expression through the VEGFR2-
independent ABL-1 pathway, and then increased radia-
tion sensitivity [45]. Several authors demonstrated that 
NRP1 depletion did not only affect cell proliferation but 
did affect other cell functions, such as cell differentiation 
[41, 46], which strengthens our therapeutic approach 
based on the targeting of medulloblastoma stem-like 
cells. To develop more effective therapeutics strategies 
in the treatment of medulloblastoma, further studies of 
the molecular mechanisms in NRP1 signaling in cancer 
stem cells is needed to elucidate the rebound of NRP1 
positive cells observed with 2 weeks of treatment. We can 
speculate that the non-response with the 2 weeks treat-
ment is possibly due to a selection of resistant tumor cells 
to NRP1 inhibition or to other mechanisms of escape 
involving vascularization which are well-known to tar-
geted therapies promoting other signaling pathways.

Conclusions
In conclusion, the inhibition of NRP1 via MR438 could 
increase the radiosensitivity of medulloblastoma stem-
like cells, especially at low doses. Finally, this work 
highlights the interest in targeting NRP1 in association 
with low cumulative doses of radiotherapy to limit MB 
progression by targeting stem-like cell numbers. Fur-
ther studies are needed to explore the mechanism of 

regulation of NRP1 in MB progression through stem-like 
cells.
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RESUME 

Le médulloblastome (MB) est la tumeur maligne cérébrale la plus commune chez les enfants. Le 

standard thérapeutique repose sur la chirurgie suivie d’une radiothérapie (RT) accompagnée ou non 

d’une chimiothérapie. La RT occupe une place importante, améliorant significativement le pronostic 

global. Néanmoins, sa toxicité vis-à-vis du parenchyme cérébral sain entraine des séquelles irréversibles 

sur le système neuroendocrinien des enfants et son efficacité relative conduit à 30% de récidives. La 

neuropiline-1 (NRP1) est un récepteur corrélé à un mauvais pronostic chez les patients atteints de MB 

et surexprimé par les cellules souches cancéreuses (CSC) de MB. NRP1 est donc considéré comme une 

cible thérapeutique pertinente pour améliorer les traitements contre le MB. De plus, NRP1 est exprimée 

par les cellules du système immunitaire et semble jouer un rôle dans la modulation du 

microenvironnement tumoral. Le peptidomimétique MR438, ciblant spécifiquement NRP1, a été 

synthétisé pour répondre à ces enjeux. Les suivis de croissance tumorale par imagerie de 

bioluminescence, chez la souris nude xénogreffée en orthotopique par un modèle de MB humain, ont 

permis de mettre en évidence un retard de croissance et une augmentation de la survie des animaux liés 

à l’inhibition de NRP1 associée à de faibles doses cumulatives de RT. La diminution précoce, mais non 

permanente, de l’expression de NRP1 et du CD15, marqueurs de CSC, pourrait expliquer la reprise des 

tumeurs après traitement. Nous avons également montré que l’inhibition de NRP1, exprimée par les 

cellules du microenvironnement immunitaire, comme la microglie, semble jouer un rôle dans le 

recrutement de la microglie au sein d’un modèle in vitro de CSC tridimensionnel (médullosphères) sans 

augmenter l’effet antitumoral des cellules de la microglie, en association ou non avec la RT. En 

conclusion, l’inhibition de NRP1 en association avec la RT pourrait être envisagée pour ralentir la 

progression du MB pour ses effets sur les CSC et sur la microglie qui restent cependant à être confirmer. 

Mots clés : Médulloblastome ; Neuropiline-1 ; Radiothérapie ; Cellules souches cancéreuses ; 

Microenvironnement tumoral 

ABSTRACT 

Medulloblastoma (MB) is the most common malignant brain tumor in children. The therapeutic 

standard is based on surgery and then radiotherapy (RT) with or without chemotherapy. RT occupies an 

important place, significantly improving the overall prognosis. Nevertheless, its toxicity on the healthy 

cerebral parenchyma leads to irreversible sequelae on the neuroendocrine system of children and its 

relative effectiveness leads to 30% of recurrences. Neuropilin-1 (NRP1) is a receptor correlated with 

poor prognosis in MB patients and is overexpressed by MB cancer stem cells (CSC). NRP1 is therefore 

considered as a relevant therapeutic target to improve treatments against MB. Moreover, NRP1 is 

expressed by cells of the immune system and appears to play a role in modulating the tumor 

microenvironment. The peptidomimetic MR438, specifically targeting NRP1, was synthesized to 

address these issues. Tumor growth monitoring by bioluminescence imaging, in nude mice 

orthotopically xenografted by a model of human MB, demonstrated a delay in growth and an increase 

in survival of the animals linked to the inhibition of NRP1 associated at low cumulative doses of RT. 

The early, but not permanent, decrease in the expression of NRP1 and CD15, markers of CSC, could 

explain the recurrence of tumors after treatment. We have also demonstrated that the inhibition of NRP1, 

manifested by cells of the immune microenvironment, such as microglia, seems to play a role in the 

recruitment of microglia within an in vitro model of three-dimensional CSC (medullospheres) without 

increase the antitumor effect of microglia cells, in combination or not with RT. In conclusion, the 

inhibition of NRP1 in association with RT could be likely to slow down the progression of MB for its 

effects on CSCs and on microglia, which however remain to be confirmed. 

Keywords: Medulloblastoma; Neuropilin-1; Radiotherapy; Cancer stem cells; Tumoral 

microenvironment  
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