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CBP : cAMP response element-binding protein 

Cer : Cerberus 

CK1α : Casein Kinase 1α 

CRM1 : chromosome region maintenance 1 

CSC : cellules souches cancéreuses 

CTGF : Connective Tissue Growth Factor 

DC : cellules dendritiques 

Dkk : Dickkopf 

DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

DMSO : dimethyl sulfoxide 

Dvl : Dishevelled 

ELISA : Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay 

EMT : transition épithélio-mésenchymateuse 

ER : réticulum endoplasmique 

Evi/Wls : Evenness/Wntless 

Fzd : Frizzled 

GAPDH : Glyceraldéhyde-3-Phosphate Déhydrogénase 

GSK3β : Glycogen Synthase Kinase 3β 

HAT : histone acetyltransferase 

HCl : acide chlorhydrique 

HDACs : Histone DeACetylases 

hMSC : cellules souches mésenchymateuses humaines 
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HSP : heat shock protein 

ICAT : inhibitor of β-catenin and TCF 

IGF-1 : Insulin-like Growth Factor 1 

IGF-1R : Insulin-like Growth Factor 1 Receptor 

IGFBP4 : Insulin-like Growth Factor Binding Protein 4 

IL : Interleukine 

JNK : cJUN N-terminal Kinase 

Krm : Kremen 

LATS1/2 : large tumor suppressor 1/2 

LDH : lactate déshydrogénase 

LEF : Lymphoid Enhancer-binding Factor 

LGR : Leucin-rich repeat-containing G-protein coupled receptor 

lncRNAs : long non coding RNAs 

LRP : Lipoprotein Receptor-related Protein 

MDM2 : Murine Double Minute 2 

MED12 : Mediator component 12 

MESD : mesoderm development candidate 2 

miRs : micro RNAs 

MOI : Multiplicity Of Infection 

MST1/2 : mammalian sterile 20-like kinases 1/2 

mTOR : mammalian target of rapamycin 

NK : Natural Killer 

NKD2 : naked cuticle homolog 2 

NRH1 : Neurotrophin receptor homolog 1 

OPG : osteoprotegerin 

Opti-MEM : Opti-Minimum Essential Medium 

PAF1 : polymerase-associated factor 1 

PCP : Planar Cell Polarity 

PD-1 : Programmed cell Death 

PDL-1 : Programmed cell Death Ligand 1 

PDX : Patient-Derived Xenograft 

PRIM1 : Primase DNA polypetide 1 

PTH : Parathyroid Hormone 

PTHrP : parathyroid hormone related protein 

PTK7 : Protein Tyrosine Kinase 7 

Pygo : Pygopus 

qPCR : quantitative Polymerase Chain Reaction 
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RANK : receptor activator of nuclear factor κ B 

RANKL : receptor activator of nuclear factor κ B ligand 

RB1 : Retinoblastoma 1 

ROR2 : Receptor Tyrosine Kinase Like Orphan Receptor 2 

Rspo : R-spondin 

RT : Reverse Transcription 

Ryk : Related to Tyrosine kinase 

SARA : Smad Anchor for Receptor Activation 

SBE : SMADs Binding Element 

SFRPs : Secreted-Frizzled-Related Proteins 

shRNA : small hairpin RNA 

SOST : Sclérostine 

SOST-DC1 ou Wise : SOST-domain-containing 1 

SVF : sérum de veau fœtal 

TAMs : macrophages associés aux tumeurs 

TAZ : transcriptional coactivator with PDZ-binding domain 

TBE : TCF/LEF Binding Element, : TCF/LEF Binding Element 

TCF : T-Cell Factor 

TEAD1/4 : Transcriptional enhancer factor TEF-1/4 

TGFβ : Tumor Growth Factor β 

TLE : Transducin-Like Enhancer of split 

TLR4 : Toll-like receptor 4 

TNFα : Tumor Necrosis Factor α 

TP53 : Tumor Protein 53 

VEGF-A : Vascular endothelial growth factor A 

V-MYC : myelocytomatosis viral oncogene homolog 

Waif1/5T4 : Wnt-activated inhibitory factor 1 

WIF1 : Wnt Inhibitory Factor 1 

WRE : Wnt Responsive Element 

WTX : Wilms Tumor gene on the X chromosome 

YAP : yes-associated protein 

ZEB : Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 

β2M : β-2-Microglobuline 

β-TrCP : β-transducin-repeat-containing protein 
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Introduction 

1. Les ostéosarcomes : pathologies de l’os en croissance 

1.1. Définition et épidémiologie 

Les ostéosarcomes appartiennent à la famille des sarcomes, tumeurs rares, 

complexes et hétérogènes, avec des profils histologiques très variés. Les sarcomes d’origine 

mésenchymateuse et les carcinomes qui se développent à partir de cellules épithéliales 

(sein, prostate, poumons) constituent les deux types de cancers solides. Les sarcomes sont 

classés en deux sous-groupes :  

- Les sarcomes des tissus mous atteignent les muscles (rhabdomyosarcome, 

léïomyosarcome), le tissu graisseux (liposarcome), les tendons et ligaments (fibrosarcome) 

ou les vaisseaux sanguins (angiosarcome).  

- Les sarcomes des tissus durs ou du tissu osseux se composent des ostéosarcomes, 

des sarcomes d’Ewing et des chondrosarcomes. Les ostéosarcomes et les sarcomes 

d’Ewing peuvent envahir les tissus mous. De plus, dans environ 15% des cas, les sarcomes 

d’Ewing se développent uniquement au niveau des tissus mous. 

L’ostéosarcome est la plus fréquente des tumeurs osseuses primitives malignes 

(environ 30% des sarcomes osseux) et touche essentiellement les enfants, les adolescents 

et les jeunes adultes avec un pic d’incidence à 18 ans. Il existe un second pic d’incidence 

après 60 ans, correspondant à des ostéosarcomes secondaires à une autre pathologie 

(Mirabello et al., 2009a). Les ostéosarcomes ont une incidence annuelle de 3 à 4 cas par 

million dans le monde, ce qui représente environ 150 nouveaux cas par an en France.  

La pathologie est caractérisée par la formation d’os immature appelé matrice 

ostéoïde par les cellules tumorales, associée à des plages d’ostéolyse péri-tumorales, 

signes d’un intense remodelage osseux anarchique. Chez la grande majorité des patients 

(80%), les sites anatomiques préférentiels sont les extrémités des os longs (tibias, fémurs et 

humérus), principalement au niveau des zones de croissance osseuse rapide.  

Dans 80% des cas, l’ostéosarcome se présente sous forme localisée au moment du 

diagnostic avec des taux de survie à 5 ans d’environ 75%. En revanche, pour les patients qui 

présentent des métastases, majoritairement pulmonaires, au diagnostic (environ 20% des 

patients), les taux de survie chutent à 20% à 5 ans (Marko et al., 2016; Mialou et al., 2005; 

Mirabello et al., 2009a, 2009b; Misaghi et al., 2018; Strauss and Whelan, 2018). Il a 

cependant été estimé que des micrométastases indétectables au moment du diagnostic 
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pouvaient être présentes dans 60 à 80% des cas, et par conséquent, être à l’origine des 

rechutes observées chez les patients ne présentant pas de métastases détectables au 

diagnostic (Bruland et al., 2005, 2009; Ottaviani and Jaffe, 2009). En effet, il est important de 

noter que 30 à 50% des ostéosarcomes localisés au moment du diagnostic présentent des 

récurrences, dont 80% avec une ou plusieurs nouvelles masses tumorales aux poumons et 

8,6% au niveau de sites osseux (Bacci et al., 2005). Ces rechutes sont plus fréquentes 

lorsque les patients présentent des métastases au moment du diagnostic (80%). 

1.2. Caractérisation clinique et histologique 

Sur le plan clinique, l’ostéosarcome est caractérisé par la production par les cellules 

tumorales de matrice ostéoïde (également nommé ‘’os ectopique’’), moins organisée que le 

tissu osseux physiologique, conduisant à la formation de masses tumorales dites 

ostéocondensantes. La dérégulation du remodelage osseux associée à cette pathologie 

induit également le développement de plages d’ostéolyse péri-tumorales, qui résultent d’une 

activité ostéoclastique intense. 

L’ostéosarcome touche, dans plus de 80% des cas la métaphyse des os longs et est 

principalement localisé au niveau du genou à l’extrémité inférieure du fémur (40%) ou à 

l’extrémité supérieure du tibia (15%), mais aussi au niveau de l’extrémité supérieure du 

fémur (14%), et de l’extrémité supérieure de l’humérus (10%). Ces sites correspondent aux 

segments osseux présentant une croissance très importante. Moins de 10% des 

ostéosarcomes surviennent au niveau de la diaphyse et les localisations épiphysaires sont 

encore plus rares tout comme celles des os plats ou des os courts. Cependant, des cas 

d’ostéosarcome ont été rapportés pour tous les os du squelette. 

Les ostéosarcomes, qui constituent des tumeurs très hétérogènes, peuvent être 

séparés en deux groupes, en fonction de leur localisation au sein de l’os, chaque groupe 

intégrant différents sous-types (Misaghi et al., 2018) :  

- Les ostéosarcomes intra-médullaires ou centraux de haut grade (80-90% des cas), 

peuvent être classés en 4 sous-types : 

o Les ostéosarcomes conventionnels dont les variantes histologiques 

ostéoblastiques, chondroblastiques et fibroblastiques sont les plus communes 

(Figure1). Ils constituent les formes les plus agressives avec de nombreuses 

cellules en division, souvent peu différenciées et une croissance rapide de la 

tumeur. 
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Figure 1 : Sous-types histologiques d’ostéosarcome humain conventionnels. La coloration 

hématoxyline-éosine montre (A) de l’os normal, et les trois sous-types d’ostéosarcome humain de

haut grade les plus fréquents (B) chondroblastique, (C) ostéoblastique, (D) fibroblastique (Daft et al., 

2013). 

o Les ostéosarcomes télangiectasiques ne représentent que 4% des 

ostéosarcomes et sont également de haute malignité (Misaghi et al., 2018; 

Sangle and Layfield, 2012). 

o Les ostéosarcomes à petites cellules ne constituent que 1 à 2% des 

ostéosarcomes (Misaghi et al., 2018; Righi et al., 2015). 

o Les ostéosarcomes centraux de bas grade ne correspondent qu’à moins de 

2% de ostéosarcomes et sont de meilleur pronostic que les autres sous-types 

précédemment décrits (Andresen et al., 2004; Misaghi et al., 2018). 

- Les ostéosarcomes de surface sont majoritairement de grade intermédiaire ou de bas 

grade et incluent 3 sous-types (Misaghi et al., 2018) : 

o L’ostéosarcome paraostéal constitue 4 à 6% des ostéosarcomes et se 

développe au contact de la face externe du périoste. 

o L’ostéosarcome périosté se développe au niveau de la face interne du 

périoste. 

Ces deux sous-types sont peu agressifs avec des cellules bien différenciées et peu 

de divisions cellulaires.  

o L’ostéosarcome de surface de haut grade est plus rare (10% des 

ostéosarcomes de surface) et présente une malignité comparable aux 

ostéosarcomes conventionnels. 

1.3. Etiologie des ostéosarcomes 

L’étiologie précise de la survenue des ostéosarcomes n’est pas connue. En 

revanche, il existe différents facteurs de risques à l’apparition des ostéosarcomes, tels que :  

- L’âge : un pic d’incidence est observé au moment de la puberté qui est une période 

de fort remodelage osseux et de croissance osseuse (Mirabello et al., 2009a).

A B C D 
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- La taille : les enfants atteints d’ostéosarcome sont en moyenne plus grands que le 

standard de la population de même sexe au même âge. De plus, les patients avec une 

tumeur primaire au niveau du fémur sont en moyenne plus grands que les patients avec 

d’autres sites primaires (Cotterill et al., 2004), ces données pouvant être mises en relation 

avec une croissance rapide des os. 

- Le sexe : les garçons (58%) sont plus touchés que les filles (42%) et les femmes 

semblent développer les ostéosarcomes un peu plus tôt que les hommes, possiblement en 

lien avec un début de croissance plus précoce chez les femmes (Cotterill et al., 2004; 

Ottaviani and Jaffe, 2009). 

- L’origine ethnique : des incidences plus élevées sont observées dans les populations 

noires, puis les populations hispaniques, par rapport aux populations caucasiennes, chez les 

patients de moins de 20 ans (Ottaviani and Jaffe, 2009). 

 

Les ostéosarcomes peuvent survenir secondairement à d’autres pathologies. C’est 

notamment le cas de la maladie de Paget, une pathologie présentant un remodelage osseux 

intense affectant principalement les personnes âgées et pouvant conduire à des 

ostéosarcomes dans 1% des cas (Appelman-Dijkstra and Papapoulos, 2018). Des maladies 

génétiques rares peuvent également être à l’origine de la survenue d’ostéosarcome, tels que 

le syndrome de Li-Fraumeni (mutation du gène suppresseur de tumeur TP53, Tumor Protein 

53) dont 12% des patients développent des ostéosarcomes, le rétinoblastome (mutation du 

gène suppresseur de tumeur RB1, Retinoblastoma 1), l’anémie de Blackfan-Diamond 

(mutation de gènes codant pour des protéines ribosomiques), le syndrome de Bloom 

(rupture chromosomique, instabilité génétique importante), le syndrome de Werner (mutation 

du gène codant une hélicase RecQ), ou le syndrome de RAPADILINO (mutations du gène 

RECQL4, hélicase impliquée dans la réparation de l’ADN) (Calvert et al., 2012; Gianferante 

et al., 2017; Kansara et al., 2014). Ces maladies rares sont souvent à l’origine de cancers 

(autres que des ostéosarcomes), pris en charge avec des séances de radiothérapie. La 

combinaison de la radiothérapie et de l’instabilité génétique des patients affectés par ces 

syndromes favorise la survenue d’ostéosarcome secondaire (Dray and Miller, 2008; Le Vu et 

al., 1998; Shimatani et al., 2019), correspondant à 3% des cas d’ostéosarcome. 
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1.4. Diagnostic 

Les seuls signes cliniques sont des douleurs osseuses persistantes, accompagnées 

de l’apparition d’une masse tumorale et d’une fracture pathologique dans certains cas. La 

douleur osseuse constitue le premier motif de consultation des patients atteints 

d’ostéosarcome. Le diagnostic d’un ostéosarcome repose, d’une part, sur une radiographie 

(Figure 2) afin de mettre en évidence les atteintes osseuses, caractérisées par des lésions 

ostéocondensantes et/ou ostéolytiques, et, d’autre part, sur une analyse histologique d’une 

biopsie (Kundu, 2014).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Radiographie d'un ostéosarcome. Ostéosarcome au niveau distal d’un fémur, avec la 

forme caractéristique d’une réaction périostée plurilamellaire en ‘’feu d’herbe’’, à gauche. A droite, 

présence d’une autre réaction périostée, le triangle de Codman, traduisant une destruction de la 

corticale (https://orthoinfo.aaos.org/en/diseases--conditions/osteosarcoma/). 

 

L’analyse histologique a pour but de confirmer le diagnostic et de déterminer le type et 

le grade de la tumeur. Le système Enneking décrit en 1980 permet la classification de la 

tumeur par les cliniciens en fonction de sa localisation au niveau du site osseux et de son 

stade de développement (Enneking et al., 1980). Différents stades de développement sont 

décrits : les stades de bas-grade (I), et de haut-grade (II), qui peuvent être intra- (A) ou extra-

corticaux (B), ainsi que le stade métastatique (III). Ce système est souvent associé à la 

classification de l’American joint committee on cancer qui distingue les stades avec 

métastases pulmonaires (IV-A) de ceux avec métastases non pulmonaires (IV-B) (Kundu, 

2014). En complément de ces analyses histologiques, l’analyse de marqueurs biochimiques 
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sériques, l’alcaline phosphatase (ALP) et la lactate déshydrogénase (LDH) peut parfois être 

réalisée à des fins diagnostiques et pronostiques. En effet, le niveau sérique d’ALP 

augmente chez les patients atteints d’ostéosarcome du fait de la forte activité des 

ostéoblastes, cellules produisant la matrice osseuse, et constitue un facteur de mauvais 

pronostic (Ren et al., 2015). De plus, un niveau d’ALP demeurant élevé après traitement 

peut être le signe d’une rechute ou de la présence de métastases (Bacci et al., 1993; Ren et 

al., 2015). Un niveau sérique important de l’enzyme LDH est également associé à des taux 

de survie plus faibles chez les patients atteints d’ostéosarcome (Chen et al., 2014a). 

1.5. Prise en charge thérapeutique 

Jusque dans les années 1970, la seule prise en charge thérapeutique des 

ostéosarcomes était chirurgicale, avec l’exérèse de la tumeur conduisant à un taux de survie 

d’environ 20% à 5 ans. Les agents de chimiothérapie ont ensuite été introduits afin de 

contenir la progression tumorale pour faciliter la résection chirurgicale.  

Les premiers protocoles de chimiothérapie ont été mis en place par le Dr Rosen et 

comprenaient du méthotrexate à haute dose, du cyclophosphamide, de la bléomycine et de 

la vincristine en pré-opératoire ainsi qu’une chimiothérapie post-chirurgicale avec de la 

doxorubicine (Rosen, 1985; Rosen et al., 1979). Les taux de survie à 5 ans ont ainsi 

augmenté jusqu‘à 70% pour les patients présentant des formes localisées de la maladie bien 

que les taux de survie globale 10 années après le diagnostic restent plus faibles (44%). Les 

taux de survie sans événement (dissémination métastatique, récurrence locale, décès) sont 

également plus réduits avec 53,5% à 5 ans et 41,4% à 10 ans (Cho et al., 2011). De plus, à 

partir d’une cohorte de patients entre 1981 et 1984, une augmentation des taux de survie à 

25 ans a été observée chez les patients atteints d’un ostéosarcome de haut grade opérable 

traités avec une chimiothérapie néo-adjuvante (38%), comparativement à ceux ne recevant 

pas de chimiothérapie (15%) (Bernthal et al., 2012).  

L’exérèse chirurgicale de la tumeur permet la conservation du membre dans 75 à 

85% des cas, alors que ce taux n’était que de 45% en 1970 (Allison et al., 2012). La 

diminution du nombre d’amputations des membres est possible grâce aux progrès des 

techniques d’imagerie, d’exérèse, de prévention des infections et de reconstruction osseuse 

(Yang et al., 2018), malgré des marges de résection qui doivent être suffisamment larges 

pour éviter des phénomènes de récurrence de la tumeur primaire (He et al., 2016). La 

chirurgie conservatrice du membre a permis d’améliorer la qualité de vie des patients sans 

affecter leur survie globale (Ayerza et al., 2010; Li et al., 2016). Néanmoins, l’amputation du 
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membre touché reste parfois le dernier recours dans 10-15% des cas, lorsque la tumeur 

n’est pas résécable, notamment dans certains cas d’invasion neuromusculaire. 

 

Actuellement, la prise en charge standard consiste en une polychimiothérapie néo-

adjuvante, dont le protocole peut varier selon l’âge du patient, les données histologiques de 

la biopsie, le grade de la tumeur, mais aussi selon les pays et les centres de soins. Les 

molécules les plus utilisées pour la chimiothérapie néo-adjuvante dans l’ostéosarcome sont 

le méthotrexate à haute dose (chez l’enfant), la doxorubicine (adriamycine), le cisplatine et 

l’ifosfamide (Bielack et al., 2016; Liu et al., 2015b). L’association méthotrexate à haute dose, 

doxorubicine et cisplatine est fréquente dans de nombreux pays (Bielack et al., 2015), bien 

que les protocoles puissent différer afin d’améliorer l’efficacité thérapeutique (Anninga et al., 

2011; Wang et al., 2017a). En effet, la combinaison méthotrexate à haute dose, ifosfamide et 

étoposide, proposée en France a aussi prouvé son efficacité chez les jeunes patients 

(Gaspar et al., 2018) (Figure 3). 

 

 

Figure 3 : Protocoles de chimiothérapie utilisés en France lors de l’essai clinique OS2006. La 

chimiothérapie néo-adjuvante comprend des cycles d’administration de méthotrexate à haute dose et 

d’étoposide/ifosfamide pendant une durée de 13 semaines. Les patients sont opérés la 14ème 

semaine. La pièce de résection est ensuite observée, afin de déterminer le niveau de réponse des 

patients. Les bons répondeurs (< 10% de cellules tumorales viables et une tumeur localisée) sont 

traités avec les mêmes agents de chimiothérapie que lors de la 1ère phase de chimiothérapie, pendant 

21 semaines. Les mauvais répondeurs (> 10% de cellules tumorales viables) ou les ostéosarcomes 

métastatiques ont une phase de chimiothérapie adjuvante avec du méthotrexate à haute dose, de la 

doxorubicine (adriamycine) et de la cisplatine (Gaspar et al., 2018). 
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Les agents de chimiothérapie les plus utilisés ont des mécanismes d’action différents, 

leurs combinaisons permettent donc de cibler les cellules tumorales à plusieurs niveaux :  

- Le méthotrexate inhibe la prolifération des cellules qui se divisent rapidement, via 

l’inhibition de la réduction de l’acide folique. 

- La doxorubicine est un antibiotique cytotoxique capable d’inhiber la topo-isomérase II 

(régulation de la compaction de la chromatine), de s’intercaler avec les polymérases de 

l’ADN et de l’ARN, d’induire la formation de radicaux libres et de se fixer aux membranes, 

ces actions étant probablement responsables de l’effet cytotoxique. 

- Le cisplatine est un antinéoplasique cytostatique se liant à l’ADN et inhibant sa 

synthèse, empêchant ainsi la réplication de l’ADN et donc la division cellulaire. 

- L’ifosfamide est métabolisé au niveau du foie en mafosfamide qui se fixe à l’ADN 

pour bloquer sa synthèse, inhibant ainsi la division cellulaire. 

Les traitements de poly-chimiothérapie néo-adjuvante permettent de réduire la taille 

de la tumeur facilitant l’acte chirurgical. La résection chirurgicale de la tumeur est suivie 

d’une seconde phase de chimiothérapie adaptée à la réponse histologique à la 

chimiothérapie d’induction, observée sur la tumeur réséquée (Misaghi et al., 2018; O’Kane et 

al., 2015). Le score de Huvos permet de classer les patients en fonction du pourcentage de 

cellules tumorales viables présentes au sein de la tumeur réséquée. Ainsi, les stades I (> 

50% de cellules tumorales viables) et II (11 à 50%) regroupent les patients mauvais 

répondeurs à la chimiothérapie néo-adjuvante, et les stades III (1 à 10%) et IV (0% de 

cellules tumorales viables) représentent les bons répondeurs (Huvos et al., 1977). Les 

mauvais répondeurs ont un taux de survie à 5 ans plus faible (45-55%) que les bons 

répondeurs à la chimiothérapie néo-adjuvante (75-80%) (Bielack et al., 2002). Les taux de 

bonne réponse à la chimiothérapie néo-adjuvante dépendent des études et donc des 

traitements proposés, mais une méta-analyse de 8 études montre un taux moyen de bonne 

réponse proche de 50% (Zhang et al., 2018a). C’est pourquoi les protocoles de 

chimiothérapie peuvent être modifiés en fonction de la réponse aux traitements au cours de 

la prise en charge thérapeutique des patients. Les agents de chimiothérapie utilisés en 

seconde phase ne font pas consensus même si les bons répondeurs reçoivent 

majoritairement les mêmes agents de la chimiothérapie que ceux utilisés en néo-adjuvant 

(Bielack et al., 2015). A l’inverse, les patients mauvais répondeurs ou en rechute se voient 

proposer d’autres combinaisons de chimiothérapie telles que l’association 

doxorubicine/ifosfamide (Huang et al., 2015b), ou les combinaisons ifosfamide/étoposide 

(Xiao et al., 2014) ou gemcitabine/docetaxel (Rapkin et al., 2012; Zhang et al., 2018b). 

L’objectif de cette seconde phase de chimiothérapie est de prévenir les rechutes et 

l’apparition de micrométastases potentiellement produites lors de l’exérèse de la tumeur. 
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La combinaison des molécules de chimiothérapie augmente malheureusement les 

effets secondaires chez les patients, tels qu’une diminution de la production de cellules 

myéloïdes pouvant conduire à une anaplasie, des réactions gastro-intestinales, des mucites 

ou l’alopécie. 

- Le méthotrexate à haute dose conduit à des réactions gastro-intestinales (nausée, 

vomissement) dans au moins 50% des cas, des dysfonctions hépatiques dans 80% des cas, 

des neutropénies dans 30% et des leucopénies dans 17% des cas démontrant un impact 

hématologique non négligeable (Holmboe et al., 2012; Liu et al., 2015b), ainsi que des 

lésions neurologiques (douleurs, perte d’équilibre, engourdissement). Ce traitement à haute 

dose est donc limité afin d’éviter une accumulation, parfois fatale, de molécules toxiques 

dans l’organisme, ou une aplasie médullaire (Zhang et al., 2016c).  

- Les antibiotiques anthracycliniques tels que la doxorubicine, peuvent être 

cardiotoxiques lors de l’utilisation à des doses élevées (> 550mg/m²) (van Dalen et al., 2016; 

Longhi et al., 2007).  

- Le cisplatine induit des toxicités rénales et peut provoquer une perte d’audition, une 

diminution de la magnésémie ainsi que des neuropathies périphériques (Zhang et al., 

2018b).  

- L’ifosfamide est toxique pour les fonctions urinaires et peut conduire à des cystites 

hémorragiques, myélotoxique avec une leucopénie, mais présente aussi une toxicité rénale 

(Kobys et al., 2013; Zhang et al., 2018b).  

La radiothérapie reste peu utilisée pour les ostéosarcomes qui sont majoritairement 

résistants aux radiations, (Schwarz et al., 2009), mais constitue une option majeure pour les 

tumeurs non résécables, permettant d’augmenter la survie globale des patients (Ciernik et 

al., 2011; Mohamad et al., 2018). Les agents de chimiothérapie ne peuvent pas être 

maintenus en complément de protocoles de radiothérapie, car les effets secondaires 

cumulés peuvent être dévastateurs pour le patient (Schwarz et al., 2009).  

Les facteurs pronostiques majeurs restent aujourd’hui, la présence de métastases au 

diagnostic, les marges de résection à la chirurgie et la réponse histologique à la 

chimiothérapie néo-adjuvante (Bielack et al., 2002; Kager et al., 2003). Les traitements 

actuels présentent un certain nombre de limites incluant une efficacité insuffisante pour les 

patients à haut risque et avec des effets secondaires importants, des taux de survie à 5 ans 

faibles (proche de 20%) pour des patients présentant des métastases au moment du 

diagnostic et une absence d’évolution des taux de survie depuis l’avènement des protocoles 

de chimiothérapie (Allison et al., 2012), aussi bien pour les ostéosarcomes localisés que 

pour les ostéosarcomes métastatiques. Il est donc nécessaire de développer de nouvelles 

stratégies thérapeutiques pour cette pathologie. 
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1.6. Aspects cellulaires et moléculaires, marqueurs du cancer 

1.6.1. Origine cellulaire des ostéosarcomes 

La notion de ‘’cellule cancéreuse d’origine’’ fait référence à une cellule normale, qui 

subit une ou des mutations pour acquérir des caractéristiques de cellule cancéreuse, 

permettant le développement d’une tumeur initiale (Visvader, 2011). Dans le cas de 

l’ostéosarcome, l’hypothèse principale a longtemps considéré la cellule souche 

mésenchymateuse comme cellule d’origine (Mohseny et al., 2009), la cellule souche 

mésenchymateuse étant le précurseur cellulaire des lignées ostéoblastique, chondrocytaire 

et adipocytaire (Nombela-Arrieta et al., 2011). Cependant, des études plus récentes 

suggèrent que la cellule souche mésenchymateuse peut devenir cancéreuse à n’importe 

quelle étape de son processus de différenciation (Rodriguez et al., 2012; Shimizu et al., 

2010) et que par conséquent, la cellule d’origine de l’ostéosarcome correspondrait à une 

cellule plus ou moins engagée dans le processus de différenciation ostéoblastique 

(Abarrategi et al., 2016; Berman et al., 2008; Sottnik et al., 2014). De plus, les sous-types 

histologiques d’ostéosarcome les plus communs (ostéoblastique, chondroblastique et 

fibroblastique) pourraient être expliqués par les différents stades de la différenciation 

ostéoblastique au cours desquels les mutations apparaissent (Figure 4) (Mutsaers and 

Walkley, 2014). L’hétérogénéité des ostéosarcomes complexifie donc la prise en charge 

thérapeutique des patients, chaque type ou sous-type d’ostéosarcome pouvant présenter 

des sensibilités différentes aux traitements (Mutsaers and Walkley, 2014). 
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Figure 4 : Cellules d'origine des ostéosarcomes. Les cellules d’ostéosarcome ont pour origine des 

cellules souches mésenchymateuses, devenant cancéreuses au cours de la différenciation 

ostéoblastique. Les différents sous-types d’ostéosarcome pourraient correspondre aux différents 

moments pendant lesquels les mutations affectent les cellules (Mutsaers and Walkley, 2014). 

1.6.2. Génétique complexe des ostéosarcomes 

Les ostéosarcomes sont des tumeurs caractérisées par des altérations génétiques 

très complexes et très hétérogènes dans la grande majorité des cas, rendant difficile 

l’identification des mutations à l’origine du développement tumoral. Les cellules tumorales 

présentent une instabilité chromosomique très importante avec des amplifications, des 

délétions et des altérations dans le nombre de copies de certains gènes. 

Des études de séquençage du génome entier (Whole-Genome Sequencing) ou des 

exons (Whole-Exome Sequencing) confirment la prévalence et l’importance de l’altération 

des gènes suppresseurs de tumeurs TP53 et RB1 dans les événements oncogéniques des 

ostéosarcomes. Ces modifications géniques sont retrouvées chez plus de 50% des patients 

atteints d’ostéosarcome (Bousquet et al., 2016; Chen et al., 2014b; Perry et al., 2014). 

Cependant, à l’heure actuelle, il n’a pas été possible de déterminer si les altérations de ces 

deux gènes suppresseurs de tumeurs (TP53 et RB1) sont responsables de l’instabilité à 

l’origine de l’oncogenèse des ostéosarcomes, ou si c’est l’instabilité génétique qui est à 

l’origine des altérations de TP53 et RB1. Des altérations de l’oncogène MDM2 (Murine 

Double Minute 2), protéine s’associant à p53 afin de diminuer son activité transcriptionnelle 

et de favoriser sa dégradation, sont également retrouvées dans certains cas d’ostéosarcome 

(Chen et al., 2014b; Kansara et al., 2014). 
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D’autres modifications génétiques ont pu être mises en évidence dans des cas 

d’ostéosarcome, parmi lesquelles des altérations des gènes DLG2 (implication dans la 

division et la migration cellulaire) et ATRX (implication dans le remodelage de la chromatine 

et l’assemblage du nucléosome) (Chen et al., 2014b; Kansara et al., 2014). La revue publiée 

par Kansara et collègues en 2014 recense les différentes mutations retrouvées dans les 

ostéosarcomes, telles que la mutation du gène suppresseur de tumeur APC (Adenomatous 

polyposis coli), avec des pertes d’hétérozygotie. Des altérations de certains oncogènes sont 

également retrouvées, incluant une amplification de MYC (V-MYC myelocytomatosis viral 

oncogene homolog, 7-10% des cas), une amplification de PRIM1 dans 41% des cas 

(Primase DNA polypetide 1, responsable de la synthèse des fragments d’Okazaki lors de la 

réplication discontinue de l’ADN) et une amplification de VEGF-A (Vascular endothelial 

growth factor A, 60% des cas) pour les plus connues (Kansara et al., 2014).  

Cette hétérogénéité génétique pourrait en partie être expliquée par le phénomène de 

chromothripsis (du grec ‘’chromos’’ chromosome et ‘’thripsis’’ découpé). Il s’agit d’un 

événement qui conduit à un chaos au niveau chromosomique, certains fragments 

chromosomiques étant perdus, morcelés ou amplifiés, générant ainsi l’introduction de 

nombreuses altérations génétiques. Ce phénomène semble impliqué dans les cancers 

osseux, puisque que dans une cohorte de 20 patients atteints de cancers osseux (9 

ostéosarcomes et 11 chordomes de la colonne vertébrale), 3 ostéosarcomes et 2 chordomes 

présentaient des preuves de chromothrypsis (Meyerson and Pellman, 2011; Stephens et al., 

2011). De plus, les ostéosarcomes présentent des zones d’hypermutation génétique 

(appelée Kataegis), dans 50% des cas d’une cohorte de 32 patients (Chen et al., 2014b), et 

dans 83% des cas d’une cohorte de 13 patients (Perry et al., 2014), ce qui accroît la 

complexité génétique de ces tumeurs. 

Ces altérations génétiques, nombreuses dans le cas des ostéosarcomes, sont 

responsables de l’acquisition de compétences de cellules cancéreuses par les cellules 

normales (Hanahan and Weinberg, 2011), via l’inhibition de certaines voies de régulation 

(exemple : voie dépendante de p53) et via l’activation d’autres voies de signalisation 

(exemples : voies TGFβ (Tumor Growth Factor β)/SMAD3, Wnt/β-caténine ou PI3K/Akt). 
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1.6.3. Dérégulations des voies de signalisation 

Les voies de signalisation impliquées dans des fonctions biologiques majeures telles 

que la prolifération, l’apoptose ou la migration cellulaire peuvent être altérées dans les 

cellules d’ostéosarcome. Ainsi, la voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR (phosphoinositide 3-

kinase/protein kinase B (Akt)/mammalian target of rapamycin) est activée dans les cas 

d’ostéosarcome, augmentant la croissance tumorale et la résistance aux traitements 

(Freeman et al., 2008; Perry et al., 2014; Zhou et al., 2010). La voie de signalisation IGF-

1/IGF-1R (Insulin-like Growth Factor 1/Insulin-like Growth Factor 1 Receptor), impliquée 

dans la différenciation ostéoblastique, joue également un rôle primordial dans la survie, la 

dissémination métastatique et la chimiorésistance des cellules d’ostéosarcome (Li et al., 

2019d), notamment via l’activation de la voie PI3K/Akt/mTOR (Wang et al., 2012). De plus, 

l’expression d’IGF-1 dans les tumeurs d’ostéosarcome constitue un facteur de mauvais 

pronostic pour les patients (Jentzsch et al., 2014). D’autres voies de signalisation ont une 

implication majeure dans les processus de migration et d’invasion cellulaire des 

ostéosarcomes. D’une part, la voie de signalisation Hippo/YAP/TAZ (yes-associated 

protein/transcriptional coactivator with PDZ-binding domain), permet aux cellules tumorales 

de résister à l’anoïkis et donc de survivre dans la circulation sanguine ou lymphatique 

(Mortus et al., 2014). De plus, YAP est impliqué dans la croissance tumorale (Chan et al., 

2014), et l’expression élevée de YAP/TAZ est corrélée à un mauvais pronostic pour les 

patients atteints d’ostéosarcome (Bouvier et al., 2016) ainsi qu’à une augmentation de la 

résistance aux traitements (Wang et al., 2016). D’autre part, la voie de signalisation TGFβ 

(Tumor Growth Factor β)/SMAD3, joue un rôle majeur dans le développement des 

ostéosarcomes au sein de leur microenvironnement osseux (Verrecchia and Rédini, 2018), 

particulièrement, en stimulant fortement la migration des cellules d’ostéosarcome et en 

favorisant ainsi la dissémination métastatique (Lamora et al., 2014, 2015). 

La voie de signalisation Wnt/β-caténine est fortement impliquée dans le 

développement tumoral primaire et métastatique des ostéosarcomes et fera l’objet d’une 

description détaillée dans la suite de cette introduction. 
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2. Détournement du microenvironnement tumoral au profit du 

développement de l’ostéosarcome 

2.1. Remodelage osseux physiologique 

L’os est un tissu vivant en remodelage permanent. Des phases d’apposition et de 

résorption osseuses se succèdent pour renouveler la matrice osseuse et assurer une 

résistance mécanique constante du squelette. Les ostéoblastes, cellules d’origine 

mésenchymateuse, sont responsables de la formation osseuse. Ces cellules produisent la 

matrice osseuse composée essentiellement de collagène de type I et de protéines non 

collagéniques (ostéocalcine, ostéopontine, ostéonectine) et participent ensuite au processus 

de minéralisation. Une fois la phase d’apposition osseuse achevée, les ostéoblastes meurent 

par apoptose ou se retrouvent emmurés dans la matrice osseuse nouvellement formée où ils 

deviennent des ostéocytes. Les ostéocytes représentent la majorité des cellules du tissu 

osseux, et forment un réseau dans la matrice minéralisée. Les cellules résorbant l’os sont les 

ostéoclastes, cellules géantes multinucléées issues de la fusion de précurseurs 

hématopoïétiques (monocytes/macrophages). Ces cellules produisent de la Cathepsine K et 

acidifient la zone de résorption en excrétant de l’acide chlorhydrique (HCl), afin de dégrader 

la matrice minéralisée (Figure 5) (Eastell et al., 2016; Hadjidakis and Androulakis, 2006). Le 

remodelage osseux est un processus finement régulé au niveau local mais également au 

niveau systémique avec un rôle important de la PTH (Parathyroid Hormone) qui permet le 

maintien de l’homéostasie calcique, le tissu osseux constituant le principal réservoir de 

Calcium de l’organisme. Ainsi la sécrétion continue de cette hormone majeure du 

remodelage osseux stimule la résorption osseuse, alors que des sécrétions intermittentes 

induisent la formation osseuse. Outre la PTH, d’autres hormones peuvent également 

participer au contrôle du remodelage osseux (calcitonine, œstrogènes, androgènes). La 

régulation locale est contrôlée par la triade d’acteurs : RANK/RANKL/OPG (receptor 

activator of nuclear factor κ B/receptor activator of nuclear factor κ B ligand/osteoprotegerin), 

exprimés par les acteurs cellulaires du remodelage osseux (Figure 5) (Hadjidakis and 

Androulakis, 2006). Le récepteur RANK est exprimé par les ostéoclastes, et son activation 

par le RANKL produit par les pré-ostéoblastes et les ostéocytes, induit la maturation des 

ostéoclastes. L’OPG est un récepteur leurre de RANKL, produit en majorité par les cellules 

de la lignée ostéoblastique, ce qui permet de limiter la résorption osseuse en régulant le 

niveau de RANKL disponible dans le microenvironnement. 

 

 



33 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 : Schéma général du remodelage osseux. Le tissu osseux est remodelé en permanence 

par les actions coordonnées et séquentielles des acteurs cellulaires du microenvironnement osseux : 

les ostéoblastes qui produisent la matrice osseuse, et les ostéoclastes capables de la résorber. Les 

ostéocytes sont les cellules les plus représentées dans le tissu osseux (> 95%) et jouent le rôle de 

mécano-senseurs de ce tissu, régulant les activités ostéoblastiques et ostéoclastiques. 

2.2. Cercle vicieux entre l’ostéosarcome et le remodelage osseux 

Le microenvironnement osseux joue un rôle majeur dans le développement des 

ostéosarcomes. En effet, les cellules d’ostéosarcome détournent le microenvironnement 

tumoral afin qu’il devienne favorable à leur développement. Il apparaît en particulier une 

ostéolyse péri-tumorale médiée par une hyperactivité des ostéoclastes, consécutive à la 

sécrétion de différents facteurs pro-ostéoclastiques d’origine tumorale, tels que RANKL, 

l’Interleukine 6 (IL-6), l’IL-11, le TNFα (Tumor Necrosis Factor α), les BMPs (Bone 

Morphogenetic Protein) ou la PTHrP (parathyroid hormone related protein) L’action de ces 

différents facteurs est soit directe sur les ostéoclastes soit indirecte, et dans ce cas, passe 

par l’activation des ostéoblastes qui augmentent leur production de RANKL (Figure 6). La 

destruction de la matrice osseuse permet alors la libération de facteurs pro-tumoraux (TGFβ, 

BMPs, Wnts), qui vont stimuler la croissance de la tumeur. Il s’établit donc un cercle vicieux 

entre la résorption osseuse impliquant les ostéoblastes et les ostéoclastes et la prolifération 

des cellules tumorales, permettant un développement rapide de la tumeur (Lamoureux et al., 

2007; Verrecchia and Rédini, 2018). 
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Figure 6 : Cercle vicieux établi entre les cellules tumorales et les cellules responsables du 

remodelage osseux au cours du développement des ostéosarcomes. Les cellules 

d’ostéosarcome sécrètent des facteurs favorisant l’ostéolyse (ex : RANKL), ainsi que des facteurs 

augmentant la production de RANKL par les ostéoblastes (ex : BMP). Lors de la dégradation osseuse, 

des facteurs de croissance (ex : TGFβ) sont relargués dans le microenvironnement tumoral, et 

stimulent le développement tumoral primaire et métastatique des ostéosarcomes (Verrecchia and 

Rédini, 2018). BMPs : Bone Morphogenetic Protein ; hMSC : cellules souches mésenchymateuses 

humaines ; IL : Interleukine ; PTHrP : parathyroid hormone related protein ; RANKL : receptor activator 

of nuclear factor κ B ligand ; TGFβ : Tumor Growth Factor β ; TNFα : Tumor Necrosis Factor α. 

2.3. Autres acteurs du microenvironnement tumoral impliqués dans 

le développement des ostéosarcomes 

Le microenvironnement des sarcomes osseux comprend une composante 

immunitaire très importante et hétérogène, puisqu’elle est composée d'effecteurs de 

l'immunité innée tels que les cellules NK (Natural Killer), les cellules dendritiques (DC) ou les 

macrophages associés aux tumeurs (TAMs), ainsi que de cellules T cytotoxiques 

responsables de l’immunité adaptative (Heymann et al., 2019). Les cellules d’ostéosarcome 

sont capables de moduler le recrutement, la prolifération et la différenciation de ces cellules 

immunitaires afin de permettre la mise en place d’un microenvironnement tumoral 

immunosuppressif, plus favorable au développement de la tumeur (Heymann et al., 2019). 

Concernant l’immunité innée, l’infiltrat macrophagique semble jouer un rôle 

prépondérant dans le développement des ostéosarcomes, bien que leur implication précise 

reste discutée. Les macrophages associés à la tumeur (TAMs) peuvent être classés en deux 
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types : M1 et M2. Les macrophages M1 ont des propriétés anti-tumorales, alors que le rôle 

des macrophages de type M2, décrits comme pro-tumoraux dans de nombreux cancers (Poh 

and Ernst, 2018), semble être plus complexe dans la progression des ostéosarcomes. En 

effet, certaines études ont décrit les macrophages de type M2 comme étant de mauvais 

pronostic et associés au développement tumoral primaire et métastatique des 

ostéosarcomes (Zhou et al., 2017). Cependant, une étude récente, réalisée sur la cohorte de 

patients OS2006, a mis en évidence que les macrophages de type M2 sont nécessaires pour 

inhiber la progression tumorale (Gomez-Brouchet et al., 2017). Le rôle des macrophages de 

type M2 n’est donc pas clairement défini dans l’ostéosarcome, car il reste compliqué 

d’identifier les différents sous-types de TAMs dans la tumeur, les marqueurs caractéristiques 

de chaque sous-type n’étant pas clairement établis. De plus, bien que les TAMs soient 

actuellement divisés en deux sous-types M1 et M2, cette population de cellules immunitaires 

regroupe en réalité de nombreux macrophages partageant des caractéristiques des deux 

sous-types (Qian, cell 2010).  

Les cellules dendritiques présentes au sein de la tumeur peuvent être activées par 

différents médiateurs tels que les ligands Wnt et sécréter des cytokines anti-inflammatoires 

tels que l’IL-10 et l’IDO (indoleamine 2,3-dioxygenase 1). Il en résulte une augmentation du 

nombre de lymphocytes T régulateurs et une diminution de la toxicité des lymphocytes T 

cytotoxiques (Galluzzi et al., 2019). Les cellules NK sont des lymphocytes du système 

immunitaire inné capables de reconnaitre des cellules non saines (ex : cellules cancéreuses, 

cellules en stress) directement grâce à leurs récepteurs membranaires et d’induire la mort de 

ces cellules. Il a été rapporté que le nombre de cellules NK circulantes est plus faible chez 

des patients atteints d’ostéosarcome, comparativement à des personnes non malades 

(Tarek and Lee, 2014). 

Les lymphocytes T, médiateurs de l’immunité adaptative, sont également présents 

(10% des cellules immunitaires (Gomez-Brouchet et al., 2017)) dans le microenvironnement 

des ostéosarcomes, mais leurs activités sont modulées par les cellules tumorales. En effet, 

celles-ci expriment, à leur surface, des protéines de la famille B7, notamment PDL-1 

(Programmed cell Death Ligand 1), capables de réduire l’activité des lymphocytes T infiltrant 

la tumeur (Koirala et al., 2016). La liaison de PDL-1, exprimé par les cellules tumorales, sur 

les lymphocytes T inhibe leurs activités cytotoxiques et contribue donc au développement 

d’un microenvironnement immunosuppresseur au contact de la tumeur. 
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3. Les essais cliniques en cours dans l’ostéosarcome 

Les taux de mortalité et de morbidité demeurent élevés pour les patients atteints 

d’ostéosarcome métastatique ou récidivant et aucune amélioration des taux de survie n’a pu 

être obtenue depuis la mise en place des stratégies de polychimiothérapie dans les années 

1970. De plus, les agents de chimiothérapie classiques montrent leurs limites puisqu’ils ne 

permettent pas, à l’heure actuelle, de contrôler la dissémination métastatique chez les 

mauvais répondeurs (Allison et al., 2012; Zhang et al., 2018b). Seule une augmentation des 

doses de chimiothérapie pourrait avoir un effet bénéfique sur les rechutes locales, mais sans 

affecter la survie globale et avec une toxicité accrue générant de nombreux effets 

indésirables chez les patients (Zhang et al., 2018a). C’est pourquoi des essais cliniques sont 

toujours menés pour essayer de répondre aux problématiques posées par cette pathologie, 

que sont les rechutes, la dissémination métastatique, les résistances aux chimiothérapies 

ayant pour conséquence une absence d’amélioration du taux de survie à 5 ans pour les 

ostéosarcomes localisés (70%) et métastatiques (20%) (Bishop et al., 2016; Heymann et al., 

2016; Kansara et al., 2014). Ces essais cliniques évaluent l’activité de molécules ciblant soit 

directement les cellules tumorales, soit les cellules du microenvironnement tumoral osseux 

et immunitaire. 

3.1. Le ciblage de la cellule tumorale 

Le ciblage des cellules tumorales est au cœur de nouvelles stratégies thérapeutiques 

en cours d’évaluation clinique. Dans ce contexte, plusieurs essais évaluent le bénéfice de 

molécules inhibitrices de l’activité Tyrosine kinase, qui joue un rôle majeur dans les 

processus de signalisation intracellulaire (ex : récepteurs IGF-1R, VEGF-R). Par exemple, 

l’essai clinique français de phase II REGOBONE (NCT02389244) a étudié l’effet du 

Regorafenib, un nouvel inhibiteur de plusieurs kinases impliquées dans le développement 

tumoral, chez des patients atteints d’ostéosarcome agressif, progressant malgré les 

traitements conventionnels ou présentant des métastases. Les résultats ont mis en évidence 

que 65% (17/26) du groupe de patients traités avec le Regorafenib ne montraient pas de 

signe de progression après 8 semaines de traitement et une médiane de temps sans 

progression tumorale de 4 mois, alors que la pathologie avait progressé chez tous les 

patients du groupe contrôle. De plus, les patients qui ont été transférés du groupe contrôle 

au groupe incluant le traitement au Regorafenib ont vu la progression de la maladie diminuer 

(Duffaud et al., 2019). Un essai clinique de phase II multicentrique américain SARC024 

(NCT02048371) semble aboutir aux mêmes conclusions, bien que les résultats définitifs ne 

soient pas disponibles avant août 2020. En effet, la médiane du temps sans progression de 
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la maladie des patients atteints d’ostéosarcome métastatique ou très agressif, est de 3,6 

mois avec le Regorafenib, comparés à 1,7 mois dans le groupe placebo (Davis et al., 

2019a). Ainsi, le Regorafenib semble être un traitement d’intérêt pour les ostéosarcomes ne 

répondant pas aux thérapies conventionnelles. 

D’autres types de ciblage peuvent être envisagés. Ainsi, un essai clinique de phase II 

(NCT02429973) a évalué la combinaison d’un agent de chimiothérapie, la gemcitabine, avec 

de la rapamycine (ou sirolimus) un inhibiteur de la voie de signalisation mTOR, chez des 

patients atteints d’ostéosarcome en rechute et avec des métastases non résécables. Cet 

essai clinique réalisé sur 33 patients a permis de montrer une bonne efficacité de ce 

protocole de traitement, avec une absence de progression de la maladie pendant 4 mois 

pour 44% des patients (seuil 40%). De plus, les effets secondaires de cette combinaison 

sont faibles, comparativement à un protocole gemcitabine/docetaxel qui présente la même 

efficacité (Martin-Broto et al., 2017). Le ciblage du disialoganglioside GD2 ou de différents 

récepteurs kinases impliqués dans la progression tumorale fait également l’objet d’essais 

cliniques en cours dans les ostéosarcomes (Bishop et al., 2016; Heymann et al., 2016; 

Kansara et al., 2014). 

3.2. Le ciblage du microenvironnement osseux 

L’essai clinique français OS2006 (NCT00470223) a permis d’évaluer l’association 

d’une polychimiothérapie conventionnelle (haute dose méthotrexate/ifosfamide/étoposide 

pour les plus jeunes patients ou doxorubicine/cisplatine/ifosfamide pour les adultes) à un 

biphosphonate (le Zoledronate), qui est un inhibiteur de la résorption osseuse médiée par les 

ostéoclastes. En effet, des données précliniques ont montré des effets bénéfiques de cette 

molécule et de son association avec la chimiothérapie tant sur le développement de la 

tumeur primaire que sur l’apparition de métastases pulmonaires (Heymann et al., 2005; Ory 

et al., 2005). Trois cent dix-huit patients ont été randomisés dans cet essai multicentrique de 

phase III, mais l’essai a été arrêté car l’association chimiothérapie/Zoledronate ne montrait 

pas de bénéfice supérieur pour les patients, en comparaison du traitement standard (Figure 

3) (Piperno-Neumann et al., 2016). Ces résultats ont été confirmés par un autre essai 

clinique sur 798 patients, en Chine (Li et al., 2019c). Ce dernier déconseille l’utilisation du 

Zoledronate associé aux agents de chimiothérapie, en raison d’une augmentation du nombre 

d’événements (métastatiques) et d’une réduction de la survie globale. Ces essais cliniques 

mettent donc en évidence la difficulté de transposer les résultats précliniques à la clinique 

humaine et nécessitent de nouvelles investigations afin de mieux comprendre l’effet délétère 

du Zoledronate chez les patients. 
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L’essai clinique de phase II NCT02470091, pour les patients atteints d’ostéosarcome 

métastatique, en rechute ou ne répondant pas aux traitements conventionnels, teste 

l’efficacité du Denosumab, un anticorps monoclonal anti-RANKL. Les résultats de cette 

étude sont prévus pour fin 2019, avec environ 90 patients randomisés. Les objectifs 

principaux sont d’une part d’évaluer les effets secondaires associés à l’administration de 

Denosumab et d’autre part, de suivre la progression tumorale afin de déterminer l’efficacité 

du traitement. 

3.3. Le ciblage du microenvironnement immunitaire 

L’essai clinique SARCOME13/OS2016 (NCT03643133) est un essai français 

multicentrique de phase II évaluant la combinaison d’une chimiothérapie adjuvante et du 

Mifamurtide chez des patients atteints d’ostéosarcome de haut grade à risque élevé de 

rechute (métastases au diagnostic, mauvais répondeurs à la chimiothérapie néo-adjuvante). 

Le Mifamurtide est une molécule synthétique se liant au récepteur TLR4 (Toll-like receptor 4) 

et activant les monocytes et les macrophages, dans l’objectif de stimuler leur activité anti-

tumorale, via la sécrétion de cytokines inflammatoires, puis le recrutement de lymphocytes T 

cytotoxiques. L’essai, actuellement dans sa phase de recrutement, a pour objectif de 

comparer le taux de survie globale et le taux de survie sans maladie (rechute locale, 

métastases, autre pathologie cancéreuse, décès) à 3 ans, sur une cohorte incluant au moins 

126 patients (Brard et al., 2019). A court terme, les effets secondaires seront observés, et à 

plus long terme, les taux de survie à 10 ans seront également évalués. 

L’essai clinique de phase II SARC028 (NCT02301039) cherche à déterminer 

l’efficacité et l’innocuité du Pembrolizumab (MK3475), un anticorps ciblant le récepteur PD-1 

(Programmed cell Death) exprimé par les lymphocytes T, chez des patients atteints de 

sarcomes des tissus mous ou du tissu osseux avancés. Les objectifs sont d’analyser d’une 

part, l’efficacité du traitement et d’autre part, les effets secondaires. Les premiers résultats 

sont peu encourageants pour les ostéosarcomes puisque seul un patient (1/22) présente une 

réduction de plus de 30% de la lésion tumorale observée (Tawbi et al., 2017). L’essai 

clinique français de phase II PEMBROSARC (NCT02406781) confirme que l’inhibition de 

PD-1 ne semble pas efficace pour les patients atteints d’ostéosarcome (Le Cesne et al., 

2019). 
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 Ces différents essais cliniques sont des exemples représentatifs des 474 essais 

cliniques (tous statuts confondus) réalisés chez des patients atteints d’ostéosarcome, 

recensés sur le site américain des essais cliniques internationaux (ClinicalTrials.gov). Ils 

mettent en évidence l’intérêt suscité par l’importance de cibler non seulement les cellules 

tumorales, mais aussi le microenvironnement, avec dans ces exemples, la composante 

ostéoclastique ainsi que les infiltrats macrophagique et lymphocytaire, car les agents de 

chimiothérapie montrent leurs limites d’efficacité pour les ostéosarcomes les plus agressifs. 

En conclusion, les essais cliniques ciblant les cellules tumorales ou leur microenvironnement 

ne permettent pas, à l’heure actuelle, la mise au point d’un traitement efficace pour les 

ostéosarcomes les plus agressifs. Il est donc nécessaire de continuer les recherches visant 

à mieux comprendre les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans la 

progression des ostéosarcomes dans le but d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques. 

C’est dans ce contexte que s’inscrit mon travail de thèse dont l’objectif est d’étudier 

l’implication de la voie canonique de Wnt dans le développement tumoral primaire et 

métastatique des ostéosarcomes afin de définir de potentielles cibles thérapeutiques. 

4. La voie de signalisation canonique de Wnt (Wnt/β-caténine) 

Les voies de signalisation Wnt sont très conservées au cours de l’évolution et 

impliquées dans une multitude de phénomènes physiologiques et pathologiques. Trois voies 

de signalisation ont été décrites à ce jour : la voie canonique de Wnt ou voie Wnt/β-caténine, 

et les voies non canoniques Wnt/PCP (Planar Cell Polarity) et Wnt/Ca2+ (Zhan et al., 2017). 

Ce travail de thèse se concentre uniquement sur la voie canonique de Wnt, qui joue un rôle 

primordial au cours du développement et est impliquée dans de nombreux phénomènes 

cellulaires, tels que la prolifération, la migration, la polarisation et la différenciation cellulaire. 

Cette voie de signalisation est finement régulée et des mutations des acteurs de la voie 

Wnt/β-caténine ou des dérégulations de cette voie peuvent être à l’origine du développement 

de cancers, de leurs résistances au traitement, ou des phénomènes de rechute (Duchartre et 

al., 2016; Polakis, 2012; Tai et al., 2015). La voie Wnt/β-caténine peut également être 

impliquée dans d’autres pathologies telles que des maladies osseuses (ostéoporose) ou 

cardiovasculaires. 
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4.1. Description de la voie canonique de Wnt 

Les voies de signalisation Wnt sont principalement activées par les ligands Wnt qui 

représentent une famille de 19 glycoprotéines sécrétées chez l’Homme. Certains ligands 

Wnts activent uniquement la voie canonique (Wnt1, Wnt2b, Wnt3a, Wnt6, Wnt8a et b, Wnt9a 

et b) alors que d’autres ligands de la même famille, tels que Wnt5a et Wnt5b, activent 

uniquement les voies non canoniques de Wnt. Un certain nombre de ces ligands Wnts sont 

également capables d’activer les voies canonique et non canoniques de Wnt (Wnt2, Wnt4, 

Wnt10a, Wnt10b, Wnt11, Wnt16b). Les ligands Wnts activateurs de la voie Wnt/β-caténine 

peuvent se lier à l’un des 10 récepteurs de la famille Frizzled (Fzd), ou à un co-récepteur 

LRP5/6 (Lipoprotein Receptor-related Protein 5 ou 6). L’activation des voies non canoniques 

de Wnt est induite par la liaison des ligands Wnt à d’autres co-récepteurs : ROR2 (Receptor 

Tyrosine Kinase Like Orphan Receptor 2), Ryk (Related to Tyrosine kinase), NRH1 

(Neurotrophin receptor homolog 1) ou PTK7 (Protein Tyrosine Kinase 7) (Komiya and 

Habas, 2008). 

En absence de ligands, la voie Wnt/β-caténine est inactive, la β-caténine étant prise 

en charge par un complexe protéique en vue de sa dégradation. Ce complexe est composé 

majoritairement des protéines de structure Dishevelled (Dvl), Adenomatous Polyposis Coli 

(APC), AXIN1 et AXIN2 et WTX (Wilms Tumor gene on the X chromosome). Deux kinases 

font également partie de ce complexe de dégradation, la Casein Kinase 1α (CK1α) 

phosphorylant la β-caténine sur la Sérine 45, et la Glycogen Synthase Kinase 3β (GSK3β) 

responsable de la phosphorylation de la β-caténine sur les résidus Sérine 33, Sérine 37 et 

Thréonine 41. Les protéines YAP/TAZ recrutent alors la β-TrCP (β-transducin-repeat-

containing protein), une ubiquitine ligase responsable de l’ubiquitinylation de la β-caténine 

lorsqu’elle se trouve sous sa forme phosphorylée (Azzolin et al., 2014; Kim et al., 2013; Liu 

et al., 2002; Robertson et al., 2018; Stamos and Weis, 2013). La β-caténine est alors 

dégradée par la voie du protéasome, et ne peut plus exercer son rôle de cofacteur de 

transcription, avec les protéines de la famille TCF/LEF (T-Cell Factor/Lymphoid Enhancer-

binding Factor). En absence de β-caténine, l’activité transcriptionnelle des protéines 

TCF/LEF est réprimée par l’interaction avec les répresseurs transcriptionnels Groucho/TLE 

(Transducin-Like Enhancer of split), qui recrutent des Histone DeACetylases (HDACs) 

(Figure 7) (Chodaparambil et al., 2014). 
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La voie canonique de Wnt est activée par la fixation des ligands Wnt sur les 

récepteurs Fzd et sur les co-récepteurs LRP5/6. Ce complexe membranaire Wnt/Fzd/LRP5/6 

est complété par le recrutement de Dvl au niveau de la partie C-terminale du récepteur Fzd, 

pour se diriger vers une endocytose du complexe dépendante des cavéolines, nécessaire à 

l’activation de la voie Wnt/β-caténine (Yamamoto et al., 2006). LRP5/6 est alors phosphorylé 

par les protéines CK1 et GSK3β, permettant le recrutement des protéines de structure 

AXINs, et de tout le complexe de dégradation de la β-caténine. L’activité kinase de GSK3β 

est inhibée par phosphorylation conduisant à son ubiquitinylation, puis à sa dégradation par 

la voie du protéasome. La β-caténine néosynthétisée n’est plus dégradée et s’accumule 

dans le cytoplasme avant d’être transloquée dans le noyau (Li et al., 2012). La β-caténine ne 

possède pas les séquences classiques d’adressage au noyau, mais la translocation 

nucléaire semble être due à un contact direct entre la β-caténine et le pore nucléaire 

(Jamieson et al., 2014). Dans le noyau, la β-caténine interagit avec les facteurs de 

transcription de la famille TCF/LEF et avec des cofacteurs de transcription : les histones 

acétyltransférase p300 (histone acetyltransferase p300/HAT p300) ou CBP (cAMP response 

element-binding protein), BCL-9 (B cell CLL/lymphoma 9), BRG1 (Brahma-related gene 1), 

et Pygo (Pygopus) (Lien and Fuchs, 2014; MacDonald et al., 2009). Ces complexes de 

transcription sont capables d’activer la transcription de gènes cibles tels que AXIN2, LEF1, 

cMYC, CCND1 ou BIRC5 (Figure 7). 
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Figure 7 : Voie de signalisation Wnt/β-caténine. En absence d’activation de la voie de signalisation 

Wnt/β-caténine (partie gauche de la figure), la β-caténine est phosphorylée, ubiquitinylée puis 

dégradée par la voie du protéasome. La transcription dépendante des complexes de transcription β-

caténine/TCF/LEF est alors réprimée par des histones désacétylases. En présence de ligands Wnt 

(partie droite de la figure), le complexe de dégradation de la β-caténine est séquestré à la membrane 

plasmique et n’est plus en mesure de phosphoryler la β-caténine. La β-caténine s’accumule dans le 

cytoplasme, avant d’être transloquée dans le noyau, où elle s’associe aux facteurs de transcription de 

la famille TCF/LEF pour activer la transcription de gènes cibles (Danieau et al., 2019). APC : 

Adenomatous Polyposis Coli ; BCL-9 : B cell CLL/lymphoma 9 ; BRG1 : Brahma-related gene 1 ; CBP 

: cAMP response element-binding protein ; CK1α : Casein Kinase 1α ; Dvl : Dishevelled ; Fzd : 

Frizzled ; GSK3β : Glycogen Synthase Kinase 3β ; HDAC : Histone DeACetylase ; LEF : Lymphoid 

Enhancer-binding Factor ; LRP : Lipoprotein Receptor-related Protein ; Pygo : Pygopus ; TAZ : 

transcriptional coactivator with PDZ-binding domain ; TCF : T-Cell Factor ; TLE : Transducin-Like 

Enhancer of split ; WTX : Wilms Tumor gene on the X chromosome ; YAP : yes-associated protein ; β-

CAT : β-caténine ; β-TrCP : β-transducin-repeat-containing protein. 
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4.2. La β-caténine 

La protéine β-caténine (781 acides aminés), codée par le gène CTNNB1, est la 

protéine centrale de la voie de signalisation canonique de Wnt. Il s’agit d’une protéine aux 

multiples fonctions, du fait de sa structure comprenant de nombreux domaines de liaisons à 

d’autres protéines. En effet, la β-caténine comprend une région centrale composée de 12 

répétitions imparfaites du motif Armadillo (R1 à R12, environ 40 acides aminés par motif) 

permettant la liaison à de nombreuses protéines (APC, TCF/LEF), ainsi qu’une extrémité N-

terminale contenant des sites de liaison pour des protéines impliquées dans la dégradation 

de la β-caténine (GSK3β, β-TrCP), et une extrémité C-terminale avec des sites de liaisons 

pour des protéines nécessaires au rôle transcriptionnel de la β-caténine (CBP, p300) (Figure 

8) (Hurlstone and Clevers, 2002; Mosimann et al., 2009). 

Figure 8 : Structure de la β-caténine et sites de liaison à des protéines partenaires. La partie N-

terminale de la β-caténine contient le résidu Sérine 45 phosphorylé par CK1α, et les résidus Sérine 

33, 37 et Thréonine 41 phosphorylés par GSK3β, ce qui entraine la reconnaissance de la β-caténine 

par la protéine β-TrCP, en vue de son ubiquitinylation. Le domaine central de la β-caténine est 

composé de 12 motifs répétés non parfaitement identiques Armadillo, impliqués dans de nombreuses 

interactions protéiques. C’est dans cette partie de la β-caténine que peuvent se fixer les protéines 

APC et AXIN impliquées dans le complexe de dégradation ou dans l’export nucléaire de la β-caténine. 

La protéine PIN1, en modifiant la conformation d’une liaison peptidique (Sérine 246 – Proline 247) 

inhibe l’interaction APC/β-caténine stabilisant la β-caténine dans le noyau. Les protéines α-caténine et 

E-cadhérine peuvent également interagir de façon directe avec la β-caténine. La partie centrale de la 

protéine est aussi le lieu de fixation de facteurs de transcription (TCF/LEF) et de cofacteurs de 

transcription (BRG1, BCL-9 recrutant Pygo). Les derniers motifs Armadillo sont un site de fixation pour 

la protéine ICAT (inhibitor of β-catenin and TCF) empêchant l’interaction avec les facteurs de 

transcription TCF/LEF. La partie C-terminale contient les domaines de liaison aux cofacteurs de 

transcription CBP et p300, et à la protéine TATA-box impliquée dans le recrutement de l’ARN 

polymérase ADN dépendante de type II (Hurlstone and Clevers, 2002). 
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La localisation de la β-caténine est primordiale pour la fonction de la protéine. 

Lorsque la β-caténine est séquestrée dans le cytoplasme par le complexe de dégradation, 

elle finit par être dégradée par la voie du protéasome (Figure 9A). 

Dans le noyau, la β-caténine participe à la formation de complexes transcriptionnels 

en recrutant des cofacteurs de transcription, étant donné qu’elle ne possède pas de domaine 

de liaison à l’ADN. Les facteurs de transcription de la famille TCF/LEF, partenaires 

privilégiés de la β-caténine dans le noyau, se fixent sur l’ADN, au niveau de régions 

consensus WRE (Wnt Responsive Element) : CCTTGWW (W=T/A) (Figure 9B) (MacDonald 

et al., 2009). La β-caténine permet alors le recrutement des protéines modifiant la structure 

de la chromatine (histones acétyltransférase pour acétyler les histones et ouvrir la 

chromatine), et du nucléosome (BRG1), puis des protéines favorisant l’interaction avec la 

RNA polymérase ADN dépendante de type II (Mediator component 12 MED12 ; polymerase-

associated factor 1 PAF1) afin d’initier la transcription de gènes cibles. Le recrutement de 

ces différents acteurs se fait de manière séquentielle (Mosimann et al., 2009; Valenta et al., 

2012). Les protéines APC ou AXINE peuvent exporter la β-caténine du noyau vers le 

cytoplasme, permettant ainsi de réguler l’activité transcriptionnelle de la β-caténine, en 

diminuant sa disponibilité nucléaire (Figure 9C)(Henderson and Fagotto, 2002; Rosin-

Arbesfeld et al., 2003). 

Lorsqu’elle se trouve à la membrane plasmique, la β-caténine est impliquée dans 

l’adhésion cellulaire, puisqu’il s’agit d’une protéine adaptatrice entre les cadhérines et le 

cytosquelette (Figure 9D). Cette fonction d’adhésion de la β-caténine peut être considérée 

comme un régulateur négatif de la voie de signalisation Wnt/β-caténine (fonction 

transcriptionnelle), en retenant la β-caténine à la membrane (Nelson and Nusse, 2004). En 

effet, bien que la fonction d’adhésion et la fonction transcriptionnelle de la β-caténine 

semblent indépendantes, la modification de l’un des deux compartiments affecte également 

l’autre, ce qui laisse penser à une connexion étroite entre ces deux fonctions (Bienz, 2005). 

La β-caténine et les cadhérines se lient dans le réticulum endoplasmique avant d’être 

adressées ensemble à la membrane cytoplasmique, les deux protéines se protégeant 

mutuellement de la dégradation. En effet, lorsque ces deux protéines interagissent, elles ne 

peuvent ni l’une, ni l’autre être dégradées par la voie du protéasome (Valenta et al., 2012). 
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Figure 9 : Localisations de la β-caténine. En fonction de sa localisation dans la cellule, la β-

caténine peut avoir différentes fonctions. (A) Dans le cytoplasme, la β-caténine finit par être dégradée 

par la voie du protéasome, après sa prise en charge par un complexe de dégradation. (B) Lorsque la 

voie canonique de Wnt est activée, la β-caténine est transloquée dans le noyau où elle s’associe avec 

des membres de la famille TCF/LEF (T-Cell Factor/ Lymphoid Enhancer-binding Factor) pour jouer 

son rôle de cofacteur de transcription. (C) Lorsque la β-caténine n’est pas fixée à un membre de la 

famille TCF/LEF, elle peut être prise en charge par les protéines APC (Adenomatous Polyposis Coli) 

ou AXIN (possédant des séquences signal d’export nucléaire), et exportée via l’action de la protéine 

CRM1 (chromosome region maintenance 1). (D) La β-caténine localisée au niveau de la membrane 

plasmique joue le rôle d’intermédiaire entre la protéine d’adhésion E-cadhérine et le réseau de 

filaments d’actine du cytosquelette (Xu and Massagué, 2004). GSK3β : Glycogen Synthase Kinase 

3β ; LRP : Lipoprotein Receptor-related Protein. 

4.3. Régulation de la voie canonique de Wnt 

Les agonistes les plus courants de la voie de signalisation Wnt/β-caténine sont les 

ligands Wnt, dont la sécrétion est finement régulée. D’autres agonistes ou potentialisateurs 

de la voie canonique de Wnt ont également été décrits ainsi que différents antagonistes qui 

peuvent agir à plusieurs niveaux de la voie de signalisation. 

 

(A) 

(B) 

(C) 

(D) 
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4.3.1. Régulation de la sécrétion des ligands Wnt 

La voie de signalisation Wnt/β-caténine est finement régulée, tout d’abord, par la 

disponibilité de ces ligands qui subissent un processus complexe de maturation et de 

sécrétion au sein de la cellule. En effet, suite à leur synthèse, les ligands Wnt sont pris en 

charge par la Porcupine, une acyl-transférase du réticulum endoplasmique, permettant leur 

palmitoylation, indispensable à leur sécrétion (Kadowaki et al., 1996). Les ligands Wnt se 

lient ensuite, dans le réticulum endoplasmique, à la protéine transmembranaire Evi/Wls 

(Evenness/Wntless) (Bänziger et al., 2006; Bartscherer et al., 2006) en présence de la 

protéine p24 (Buechling et al., 2011), permettant le transport des ligands Wnt jusqu’à 

l’appareil de Golgi. Lorsque les ligands Wnt sont sécrétés, la protéine Evi/Wls est endocytée 

puis recyclée dans l’appareil de Golgi avant de retourner dans le réticulum endoplasmique 

pour prendre en charge un nouveau ligand Wnt (Coudreuse et al., 2006). Les protéines Wnt 

peuvent être présentées à la membrane plasmique ou sécrétées de différentes façons, 

notamment par sécrétion directe à partir de la membrane plasmique (Mulligan et al., 2012), 

ou par intégration dans des exosomes (Gross et al., 2012). 

4.3.2. Autres agonistes de la voie canonique de Wnt 

Outre les ligands Wnt, d’autres agonistes de la voie de signalisation Wnt/β-caténine 

ont été décrits. 

La protéine sécrétée Norrin est un ligand du récepteur Fzd4 et du co-récepteur 

LRP5/6, et active la voie de signalisation Wnt/β-caténine de la même façon que les ligands 

Wnt (Figure 10A) (MacDonald et al., 2009). 

Les protéines de la famille R-spondin (Rspo1-4) sont capables d’activer directement 

la voie Wnt/β-caténine par liaison aux récepteurs Fzd et au co-récepteur LRP6 (Figure 10A). 

La fixation des Rspo aux récepteurs LGR4/5 (Leucin-rich repeat-containing G-protein 

coupled receptor 4/5) potentialise quant à elle l’activation de la voie Wnt/β-caténine induite 

par des ligands Wnt mais ne présente pas d’action directe en leur absence (Figure 10B). En 

effet, la protéine Rspo se fixe sur un récepteur LGR4/5, qui va ensuite s’associer à un 

complexe Wnt/Fzd/LRP pour augmenter le signal activateur de la voie Wnt/β-caténine. Les 

protéines Rspo sont aussi capables de se fixer sur les récepteurs Kremen 1 et 2 (Krm), 

supprimant l’activité inhibitrice de Dickkopf 1 sur la voie Wnt/β-caténine (Figure 10B) (Cruciat 

and Niehrs, 2013; MacDonald et al., 2009). 
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La protéine chaperonne MESD (mesoderm development candidate 2) se fixe sur le 

co-récepteur LRP5/6 dans le réticulum endoplasmique, pour permettre sa maturation et une 

augmentation de son expression à la membrane plasmique permettant une activation plus 

importante de la voie canonique de Wnt (Figure 10A) (Koduri and Blacklow, 2007; 

MacDonald et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Autres agonistes de la voie Wnt/β-caténine. (A) Le ligand Norrin active la voie Wnt/β-

caténine de la même façon qu’un ligand Wnt, mais uniquement avec le récepteur Fzd4 (Frizzled). La 

Rspo peut se fixer sur les récepteurs Fzd et les co-récepteurs LRP5/6 pour activer la voie de 

signalisation canonique de Wnt. MESD (mesoderm development candidate 2) se fixe sur les co-

récepteurs LRP5/6 pour permettre leur maturation et expression membranaire (MacDonald et al., 

2009). (B) La Rspo (R-spondin) est capable de former un complexe Wnt/Fzd/LRP6/LGR4 (Leucin-rich 

repeat-containing G-protein coupled receptor) pour potentialiser l’activation de la voie Wnt/β-caténine. 

La Rspo peut aussi potentialiser l’activation de la voie canonique de Wnt en inhibant l’activité de Dkk1 

(Dickkopf1), un antagoniste de cette voie ou en bloquant la dégradation des récepteurs Fzd et co-

récepteurs LRP5/6 médiée par ZNFR3/RNF43 (Jin and Yoon, 2012). ER : réticulum endoplasmique ; 

Krm : Kremen. 

4.3.3. Antagonistes sécrétés et intégrés à la membrane plasmique ou 

au réticulum endoplasmique 

De nombreuses molécules sont capables de réguler l’activation de la voie de 

signalisation Wnt/β-caténine (Cruciat and Niehrs, 2013; MacDonald et al., 2009), parmi 

lesquelles se trouvent des antagonistes extracellulaires sécrétés tels que Dickkopf (Dkk), 

Secreted-Frizzled-Related Proteins (SFRPs), Wnt Inhibitory Factor 1 (WIF1), Sclérostine 

(SOST) et SOST-domain-containing 1 (SOST-DC1 ou Wise), Cerberus (Cer), Insulin-like 

Growth Factor Binding Protein 4 (IGFBP4) (Figure 11).  

A) B) 



48 

 

Les protéines Dkks sont des antagonistes de la voie Wnt/β-caténine capables de se 

fixer sur les co-récepteurs LRP5/6 (Dkk1, Dkk2 et Dkk4), et ainsi de bloquer l’activation de la 

voie canonique de Wnt (Figure 11A). Leur fixation sur les récepteurs Kremen 1 et 2 

(Krm1/2), induit l’internalisation clathrine-dépendante du co-récepteur LRP6, bloquant ainsi 

sa phosphorylation. Il en résulte une inhibition de la voie de signalisation (Figure 11B) 

(Yamamoto et al., 2008). L’effet inhibiteur de Dkk2 reste cependant à nuancer puisque, dans 

certaines conditions de surexpression de Dkk2 et de co-transfection de Dkk2 avec LRP5/6, 

une activation de la voie Wnt/β-caténine a pu être mise en évidence. 

Les protéines SOST et Wise inhibent la voie de signalisation Wnt/β-caténine en se 

fixant respectivement sur les co-récepteurs LRP5/6 et LRP6 empêchant la formation d’un 

complexe de signalisation Wnt/Fzd/LRP (Figure 11E). 

La protéine sécrétée IGFBP4 est un antagoniste de la voie Wnt/β-caténine, qui se 

fixe directement sur LRP6 et le récepteur Fzd8 (Figure 11F).  

Les SFRPs sont des protéines sécrétées composées d’un domaine similaire au site 

de fixation des ligands Wnt sur les récepteurs Fzd. Les SFRPs vont agir comme des 

récepteurs leurres, limitant l’interaction entre les ligands Wnt et les récepteurs membranaires 

Fzd. Il en résulte une inhibition des trois voies de signalisation Wnt (Figure 11C-D).  

WIF1 et Cerberus sont deux protéines sécrétées qui préviennent l’interaction entre 

les ligands Wnt et les récepteurs Fzd, en fixant aussi bien des ligands Wnt de la voie 

canonique, que des ligands des voies non canoniques (Figure 11C).  

D’autres inhibiteurs de la voie Wnt sont intégrés soit à la membrane plasmique soit à 

la membrane du réticulum endoplasmique : les protéines de la famille Shisa, Wnt-activated 

inhibitory factor 1 (Waif1/5T4), Adenomatosis Polyposis Coli Down-regulated 1 (APCDD1) et 

Tiki1 (Cruciat and Niehrs, 2013).  

- Les protéines de la famille Shisa sont présentes à la membrane du réticulum 

endoplasmique et séquestrent les récepteurs Fzd, empêchant leur expression à la 

membrane plasmique. 

- La protéine de la membrane plasmique Waif1 se lie au co-récepteur LRP6, et inhibe 

son internalisation cavéoline-dépendante après la liaison d’un ligand Wnt, empêchant 

l’activation de la voie Wnt/β-caténine.  

- La protéine APCDD1 est exprimée à la membrane plasmique et inhibe la formation 

du complexe Wnt3a/LRP5.  

- La métalloprotéinase Tiki1 inactive les ligands Wnt par clivage. 
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Figure 11 : Antagonistes de la voie Wnt/β-caténine. (A) Dkk1 (Dickkopf1) se fixe à LRP5/6 

(Lipoprotein Receptor-related Protein) et inhibe l’activation de la voie de signalisation. (B) Dkk1 induit 

l’internalisation des co-récepteurs LRP5/6, après s’être fixé sur les récepteurs Krm (Kremen). (C) Les 

ligands Wnt peuvent être piégés dans le milieu extracellulaire par les protéines SFRPs (Secreted-

Frizzled-Related Proteins), WIF1 (Wnt Inhibitory Factor 1) et Cer (Cerberus). (D) Les SFRPs sont 

aussi capables de se fixer au niveau des récepteurs Fzd, entrant en compétition avec les ligands Wnt. 

(E) Les protéines Wise et SOST se fixent sur les co-récepteurs LRP5/6 empêchant la formation du 

complexe de signalisation Wnt/Fzd/LRP. (F) IGFBP-4 (Insulin-like Growth Factor Binding Protein 4) se 

lie à LRP6 et aux récepteurs Fzd, entrant en compétition avec les ligands Wnt (Cruciat and Niehrs, 

2013). 
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4.4. Interactions de la voie Wnt/β-caténine avec d’autres voies de 

signalisation 

La voie de signalisation Wnt/β-caténine peut interagir avec d’autres voies de 

signalisation cellulaire afin de moduler de nombreux phénomènes physiologiques et 

pathologiques, comme en témoignent les exemples suivants. 

4.4.1. Voie du TGFβ 

La voie de signalisation TGFβ/SMADs est une voie de signalisation intracellulaire 

ubiquitaire, conservée au cours de l’évolution et impliquée dans de nombreuses fonctions 

biologiques dès les premiers stades du développement embryonnaire, telles que la 

prolifération, la différenciation, l’adhésion et la migration cellulaire (Weiss and Attisano, 

2013). La voie de signalisation du TGFβ est activée par la fixation d’un ligand TGFβ (TGFβ1-

2-3) sur son récepteur transmembranaire, induisant la formation d’un hétérotétramère : deux 

récepteurs TβRI et deux récepteurs TβRII. Les récepteurs TβRII phosphorylent les 

récepteurs TβRI, stimulant leur activité Sérine/Thréonine kinase. Les récepteurs TβRI 

phosphorylent alors les protéines SMADs (SMAD2-3) qui se dissocient du récepteur, et 

s’associent à la protéine SMAD4, avant d’être transloquées dans le noyau, où SMAD3 va 

jouer son rôle de facteur de transcription et activer la transcription de gènes cibles tels que 

CTGF (Connective Tissue Growth Factor) ou PAI-1. La voie de signalisation du TGFβ peut 

être régulée par la dégradation des récepteurs TβRI sous contrôle de l’ubiquitinylation 

dépendante des E3-ubiquitine ligases Smurf1 et Smurf2, elles-mêmes recrutées par la 

protéine SMAD7. SMAD7 peut également être à l’origine du recrutement de phosphatases 

inhibant l’activation des récepteurs TβRI (Verrecchia and Rédini, 2018) (Figure 12). 
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Figure 12 : Voie de signalisation du TGFβ. L’activation par le TGFβ (Tumor Growth Factor) de la 

voie de signalisation induit l’hétéro-tétramérisation des dimères TβRI et TβRII, conduisant à la 

phosphorylation des récepteurs TβRI, libérant leur activité Sérine/Thréonine kinase. SMAD3 (S3) est 

phosphorylé et activé par TβRI, ce qui permet sa dissociation avec la protéine SARA (Smad Anchor 

for Receptor Activation) et son association avec le médiateur SMAD4 (S4). Le complexe protéique 

S3/S4 est alors importé dans le noyau pour réguler l’expression de gènes cibles. La protéine SMAD7 

(S7) recrute les E3-ubiquitine ligases Smurf1-2 conduisant à la dégradation des récepteurs TβRI, 

régulant négativement la voie de signalisation du TGFβ (Verrecchia and Rédini, 2018). Co-F : co-

factor. 

Les interactions entre les voies de signalisation Wnt et TGFβ jouent un rôle majeur au 

cours du développement embryonnaire, grâce à une régulation croisée de leurs ligands, les 

ligands Wnt et les ligands TGFβ (Guo and Wang, 2009). Il a également été observé, dans 

des cellules saines de glandes mammaires murines, une collaboration entre les voies de 

signalisation Wnt et TGFβ, suite à une stimulation au Wnt3a et au TGFβ1, entrainant un 

profil transcriptomique inédit, différent de chacune des deux voies analysées 

individuellement (Labbé et al., 2007). En effet, la stimulation de cellules souches 

mésenchymateuses ou de chondrocytes par le TGFβ1 induit la translocation nucléaire de la 

β-caténine, de façon SMAD3 (et SMAD4) dépendante et indépendante de la voie de 

signalisation canonique de Wnt (Jian et al., 2006; Zhang et al., 2010). Il en résulte une 

augmentation de l’activité transcriptionnelle dépendante de la β-caténine (AXIN2, BIRC5). 

De plus, il a été démontré par co-immunoprécipitation dans un système de surexpression de 

la β-caténine et de SMAD3 que ces deux protéines peuvent interagir de façon directe (Zhang 

et al., 2010). Les protéines SMADs (SMAD2, 3, 4) peuvent également s’associer aux 

facteurs de transcription TCF/LEF1, dans des complexes avec ou sans la β-caténine, pour 

activer la transcription de gènes cibles (Labbé et al., 2000). 
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La coopération entre ces deux voies de signalisation est impliquée dans le maintien 

du processus de transition épithélio-mésenchymateuse (EMT), comme cela a été démontré 

dans les carcinomes (Fuxe et al., 2010; Zhang et al., 2016a). En effet, les protéines SMADs 

interagissent avec des facteurs ou cofacteurs de transcription tels avec les protéines β-

caténine, TCF1/LEF (voie Wnt), ou avec les facteurs de transcription Snail1, ZEB1, ZEB2 

(Zinc Finger E-Box Binding Homeobox) pour former des complexes transcriptionnels 

capables d’induire la transcription de gènes cibles responsables du phénotype 

mésenchymateux, et réprimer les gènes cibles responsables du phénotype épithélial (Fuxe 

et al., 2010; Tian et al., 2013). De même, dans des cellules épithéliales alvéolaires 

pulmonaires, une stimulation avec du TGFβ1 induit la formation d’un complexe 

transcriptionnel SMAD3/CBP/β-caténine sur un domaine SBE (SMADs Binding Element) du 

promoteur du gène α-SMA (Zhou et al., 2012). Enfin, d’autres gènes tels que PAI-1 et GLI2 

peuvent être la cible d’un complexe transcriptionnel incluant la β-caténine et SMAD3 dans 

des carcinomes (Dennler et al., 2009; Fuxe et al., 2010). Toutes ces études mettent donc en 

évidence des régulations croisées entre les voies de signalisation Wnt/β-caténine et 

TGFβ/SMADs. 

4.4.2. Voie Hippo 

La voie de signalisation Hippo/YAP est une voie de signalisation très conservée au 

cours de l’évolution, qui est régulée par des facteurs mécaniques ou par l’activation de 

récepteurs couplés aux protéines G. Elle est impliquée dans la régulation de fonctions 

cellulaires majeures telles que la prolifération cellulaire, l’apoptose, et la différenciation 

cellulaire. Lorsque la voie de signalisation Hippo est activée, les protéines MST1/2 

(mammalian sterile 20-like kinases 1/2) phosphorylent et activent les protéines LATS1/2 

(large tumor suppressor 1/2). Les protéines LATS1/2 activées phosphorylent ensuite les 

facteurs YAP/TAZ entrainant leur séquestration dans le cytoplasme par la protéine 14-3-3 ou 

leur dégradation par la voie du protéasome (Piccolo et al., 2014). En revanche, lorsque la 

voie Hippo est inactive, les protéines YAP/TAZ ne sont pas phosphorylées, et sont 

transloquées dans le noyau pour jouer leurs rôles de cofacteurs de transcription associées 

aux facteurs de transcription TEAD1/4 (Transcriptional enhancer factor TEF-1/4) et réguler la 

transcription de gènes cibles tels que CTGF ou CYR61 (Figure 13). 
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Figure 13 : Voie de signalisation Hippo/YAP. Lorsque la voie de signalisation Hippo est inactive, les 

protéines YAP/TAZ (yes-associated protein/ transcriptional coactivator with PDZ-binding domain) ne 

sont pas phosphorylées, et sont transloquées dans le noyau pour s’associer aux facteurs de 

transcription de la famille TEADs (Transcriptional enhancer factor TEF) et activer la transcription de 

gènes cibles. Lorsque la voie Hippo est activée, une cascade de signalisation entraine la 

phosphorylation des protéines YAP/TAZ qui sont alors séquestrées dans le cytoplasme et peuvent 

être dégradées par la voie du protéasome (Piccolo et al., 2014). LATS1/2 : large tumor suppressor 

1/2 ; MST1/2 : mammalian sterile 20-like kinases 1/2. 

Des interactions ont pu être mises en évidence entre les voies de signalisation 

Hippo/YAP/TAZ et Wnt/β-caténine dans le cadre de la progression tumorale, en particulier 

du cancer gastro-intestinal. Tout d’abord, les protéines YAP/TAZ cytoplasmiques sont 

impliquées dans le recrutement de l’ubiquitine ligase du complexe de dégradation de la β-

caténine, en absence de stimulation de la voie canonique de Wnt, participant à l’inhibition de 

la voie Wnt/β-caténine (Bernascone and Martin-Belmonte, 2013). Mais, dans le gliome, la 

surexpression de la protéine YAP est responsable d’une augmentation de croissance 

tumorale, via la régulation de l’activité de GSK3β, menant à une activation de la voie Wnt/β-

caténine (Wang et al., 2017b). D’autre part, les protéines YAP/TAZ nucléaires peuvent 

participer à la formation du complexe de transcription β-caténine/TCF/LEF, stimulant ainsi 

son activité transcriptionnelle (Bernascone and Martin-Belmonte, 2013). Dans des 

cardiomyocytes, YAP et la β-caténine interagissent dans des complexes transcriptionnels 

pour activer des gènes cibles tels que SOX2 et SNAI1 (Heallen et al., 2011). 

La voie Wnt/β-caténine peut, à l’inverse, réguler l’activité de YAP/TAZ, la stimulation 

par Wnt3a stabilisant la protéine TAZ et limitant ainsi sa dégradation (Li et al., 2019b). 

Toutes ces études confirment que les voies de signalisation Wnt/β-caténine et Hippo 

interagissent aussi bien dans des conditions physiologiques que pathologiques. 
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4.5. Fonctions physiologiques de la voie Wnt/β-caténine 

4.5.1. Remodelage osseux 

La voie de signalisation Wnt/β-caténine est un acteur majeur du remodelage osseux, 

son activation étant nécessaire à la différenciation des précurseurs mésenchymateux en 

ostéoblastes matures. Ces derniers peuvent alors former la matrice osseuse minéralisée 

avant de mourir par apoptose ou de se retrouver emmurés dans la matrice osseuse 

nouvellement produite. Ces cellules piégées dans la matrice osseuse se transforment en 

ostéocytes capables de sécréter des régulateurs de la voie Wnt/β-caténine (SOST, Dkk1) 

afin de limiter la maturation des ostéoblastes et la formation osseuse (Kenkre and Bassett, 

2018). La liaison de la Sclérostine (SOST) sur le co-récepteur LRP4 est essentielle à son 

activité inhibitrice sur les co-récepteurs LRP5/6 de la voie Wnt/β-caténine dans les 

ostéoblastes, inhibant la différenciation ostéoblastique et donc la formation osseuse. C’est 

pourquoi il a été observé une augmentation de la masse osseuse chez des patients 

présentant des mutations inactivatrices de LRP4 (Xiong et al., 2015). De plus, les 

ostéoclastes semblent capables d’inhiber la sécrétion de la Sclérostine (SOST) par les 

ostéocytes pendant les phases de résorption, permettant ainsi la maturation des 

ostéoblastes nécessaire à la phase d’apposition osseuse et donc à un remodelage osseux 

adapté (Koide and Kobayashi, 2019). Des mutations avec perte de fonction ou délétions des 

co-récepteurs LRP5/6 induisent des phénotypes ostéoporotiques. Au contraire, des 

mutations limitant les effets des antagonistes de la voie Wnt/β-caténine entrainent une 

augmentation de la masse osseuse (Grigorie and Lerner, 2018; Regard et al., 2012). De 

plus, la voie de signalisation Wnt/β-caténine induit la production d'OPG par les ostéoblastes 

et les ostéocytes, inhibant ainsi, de façon indirecte, la différenciation ostéoclastique et la 

résorption osseuse. Néanmoins, les ostéoclastes sont également affectés de manière 

indirecte par les ligands Wnt qui, via l'activation de β-caténine, augmentent la prolifération 

des précurseurs des ostéoclastes à un stade précoce mais inhibe l'ostéoclastogenèse à un 

stade plus tardif du processus de différenciation (Baron and Kneissel, 2013; Pederson et al., 

2008; Weivoda et al., 2016). 

La voie de signalisation Wnt/β-caténine et sa régulation sont, par conséquent, au 

cœur des stratégies thérapeutiques dans le cadre de pathologies affectant le remodelage 

osseux telles que l’ostéoporose. Ainsi, l’utilisation d’anticorps monoclonaux spécifiquement 

dirigés contre la Sclérostine chez les patients ostéoporotiques induit une augmentation de la 

masse osseuse, par rapport à l’utilisation d’un placebo (Baron and Gori, 2018). 
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4.5.2. Autres grandes fonctions physiologiques 

La voie de signalisation Wnt/β-caténine est une voie ubiquitaire, très conservée au 

cours de l’évolution. Elle est impliquée de façon majeure dans de nombreux processus 

physiologiques de par le rôle primordial qu’elle joue sur la majorité des grandes fonctions 

cellulaires : prolifération cellulaire, migration et invasion cellulaire, différenciation, transition 

épithélio-mésenchymateuse, maintien du caractère souche des cellules, polarisation 

cellulaire, apoptose (Clevers, 2006).  

La voie Wnt/β-caténine est majeure tout au long du développement embryonnaire, 

avec une implication dans l’organogenèse du cœur, des poumons, des reins, de la peau et 

des os (Komiya and Habas, 2008). La voie Wnt/β-caténine participe également à la mise en 

place de l’axe primaire antéro-postérieur par une régulation différente en fonction de la 

localisation spatiale : répression au niveau antérieur et activation au niveau postérieur 

(Petersen and Reddien, 2009). 

A l’âge adulte, la voie Wnt/β-caténine joue un rôle dans la régénération tissulaire et le 

maintien de l’homéostasie tissulaire. En effet, elle régule la différenciation et le maintien des 

cellules souches dans les cryptes intestinales, et au niveau des bulbes pileux, lieux de 

renouvellement cellulaire intense (Reya and Clevers, 2005). Cette voie de signalisation 

permet également une régénération tissulaire partielle après des blessures, par la formation 

d’un tissu fibreux (Bastakoty and Young, 2016). Le système immunitaire, et plus précisément 

les cellules souches hématopoïétiques sont aussi sous le contrôle de la voie Wnt/β-caténine 

qui permet leur auto-renouvellement et donc le maintien d’un stock de cellules souches 

hématopoïétiques (Clevers, 2006; Malhotra and Kincade, 2009; Reya and Clevers, 2005). 

Les rôles majeurs de la voie Wnt/β-caténine au cours du développement 

embryonnaire et du maintien de l’homéostasie tissulaire à l’âge adulte expliquent pourquoi 

des mutations ou des altérations de cette voie de signalisation sont à l’origine de 

nombreuses pathologies, notamment cancéreuses (MacDonald et al., 2009). 
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4.6. Rôle de la voie Wnt/β-caténine dans le développement de 

différents cancers 

4.6.1. Différents types de cancers 

La voie canonique de Wnt est impliquée dans le développement de nombreux 

cancers tels que les cancers gastro-intestinaux (carcinomes colorectal, hépatocellulaire et 

pancréatique, cancer de l’estomac, cholangiocarcinome), les cancers hématopoïétiques 

(leucémies myéloïdes, leucémies lymphoblastiques, lymphome, myélome multiple), les 

cancers du sein, les mélanomes ou les glioblastomes (Ghosh et al., 2019; Zhan et al., 2017), 

et constitue donc une cible thérapeutique potentielle. C’est pourquoi de nombreuses revues 

de la littérature rapportent les dernières avancées dans le ciblage de cette voie de 

signalisation dans différents types de cancer (Ishibashi, 2019; Le et al., 2015; Tabatabai et 

al., 2017; Tai et al., 2015; Tran and Zheng, 2017; Zhang and Hao, 2015). 

4.6.2. Essais cliniques en cours 

Les molécules inhibitrices de la voie Wnt, décrites ci-dessous, sont en essais 

cliniques, majoritairement de phase I (Harb et al., 2019; Krishnamurthy and Kurzrock, 2018). 

Dans les tumeurs solides, des essais cliniques ont ciblé l’interaction des ligands Wnt avec 

leurs récepteurs grâce à un anticorps bloquant les récepteurs Fzd (Vantictumab OMP-18R5, 

NCT01345201, NCT01973309, NCT01957007, NCT02005315) ou par un récepteur leurre 

couplé à un anticorps permettant de piéger les ligands Wnt (Ipafricept OMP-54F28, 

NCT02069145, NCT02092363, NCT02050178, NCT01608867). Les premiers essais 

cliniques avec le Vantictumab (NCT01345201, NCT01973309) ont révélé des atteintes 

réversibles fragilisant le tissu osseux (Mita et al., 2016; Smith et al., 2013) et pouvant 

conduire à l’apparition de fractures à de fortes doses, comme cela a été décrit chez des 

patients atteints de cancers pancréatiques métastatiques (NCT02005315) (Davis et al., 

2019b). L’Ipafricept, en association avec des agents de chimiothérapie, était bien toléré par 

les patientes atteintes de cancer ovarien (Moore et al., 2019) ainsi que par les patients 

atteints de tumeurs solides (pancréas, foie, ovaires) (Jimeno et al., 2017). En revanche, les 

doses administrées restaient limitées et combinées à l’administration de thérapies inhibant 

l’activité ostéoclastique (acide zolédronique, Denosumab) afin d’éviter la fragilisation 

osseuse. Ces deux molécules ont été abandonnées du fait de la fragilisation osseuse et de 

l’augmentation de l’incidence des fractures. 
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D’autres essais cliniques évaluent le ciblage de la maturation des ligands Wnt par 

l’utilisation d’inhibiteurs de la Porcupine (ETC-159, NCT02521844/LGK974, 

NCT01351103/WNT974, NCT02278133, NCT02649530 mais rejeté), permettant ainsi de 

limiter la disponibilité des ligands Wnt dans le microenvironnement. Les résultats définitifs de 

l’étude sur l’ETC-159 (cancers solides) ne seront disponibles qu’en 2022, mais de premières 

observations indiquent une bonne tolérance des patients à la molécule, malgré la survenue 

d’une réduction de la masse minérale osseuse (à dose faible) chez deux patients parmi les 

16 inclus dans l’étude (Ng et al., 2017). L’essai clinique avec le LGK974 (NCT01351103) 

dans des cancers solides obtient également des résultats préliminaires intéressants avec 

une augmentation du recrutement de lymphocytes T dans la tumeur (Rodon et al., 2018). 

Enfin, l’activité transcriptionnelle de la β-caténine peut également être ciblée avec le 

PRI-724 (ICG-001 de seconde génération), qui inhibe l’interaction entre la β-caténine et 

CBP, un de ses cofacteurs de transcription. Les essais cliniques utilisant le PRI-724 

concluent à sa non dangerosité et seront plus détaillés dans la suite de ce manuscrit. 

Le ciblage de la voie de signalisation Wnt fait donc l’objet de nombreux essais, 

malgré son caractère ubiquitaire et son implication dans diverses phénomènes 

physiologiques majeurs qui posent la question des effets secondaires associés au ciblage de 

cette voie (Kahn, 2014). Ces effets secondaires, notamment sur le tissu osseux, ont conduit 

à l’arrêt de plusieurs essais cliniques. Néanmoins, étant donné le rôle majeur que joue la 

voie de signalisation Wnt/β-caténine dans de nombreuses pathologies, il est nécessaire de 

continuer à approfondir les connaissances sur la régulation de cette voie de signalisation, en 

particulier lors du développement tumoral. Outre les cancers décrits précédemment, la voie 

canonique de Wnt est fortement impliquée dans le développement tumoral primaire et 

métastatique des ostéosarcomes bien que son rôle soit complexe et encore mal compris à 

l’heure actuelle. 
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4.7. Rôle de la voie Wnt/β-caténine dans le développement des 

ostéosarcomes 

4.7.1. Implication controversée de la voie canonique de Wnt dans le 

développement des ostéosarcomes 

De nombreuses études ont mis en évidence une forte implication de la voie de 

signalisation Wnt/β-caténine dans la progression tumorale primaire et métastatique des 

ostéosarcomes. A la fin des années 1990, une étude sur une cohorte modeste met en 

évidence une accumulation de la β-caténine chez 4 patients atteints d’ostéosarcome, sur les 

6 patients testés (Iwao et al., 1999). Quelques années plus tard, une étude 

immunohistochimique montre que 33 échantillons d’un panel de 40 patients présentent une 

accumulation cytoplasmique ou nucléaire de la β-caténine (Haydon et al., 2002). En 

revanche, dans cette étude avec un nombre limité de patients, l’accumulation de la β-

caténine ne semble pas être un facteur pronostic pertinent dans le contexte pathologique 

des ostéosarcomes. En 2019, 3 cohortes plus importantes confirment une augmentation de 

l’expression de la β-caténine dans les cas d’ostéosarcome comparativement aux individus 

sains. Tout d’abord, une surexpression de la β-caténine a été observée au niveau 

transcriptomique dans une cohorte de 61 patients (n’ayant reçu ni chimiothérapie ni 

radiothérapie) comparativement aux tissus sains adjacents (Huang et al., 2019). De même, 

une cohorte de 82 patients atteints d’ostéosarcome comparée à 102 tissus osseux sains 

issus d’amputation (Xia et al., 2019a), et une cohorte de 102 patients atteints 

d’ostéosarcome (dont 25 métastatiques) n’ayant pas reçu de chimiothérapie néo-adjuvante 

comparée à des tissus sains adjacents (Xia et al., 2019b), montrent une surexpression 

significative de la β-caténine au niveau transcriptionnel et protéique, ainsi que de ces gènes 

cibles CYCLINE D1, cMYC et SURVIVINE. De plus, conjointement à la surexpression de la 

β-caténine, il a été démontré que la voie de signalisation Wnt/β-caténine est activée de façon 

aberrante dans les cellules d’ostéosarcome (U2OS, SaOS2) comparativement à des hMSC 

(cellules souches mésenchymateuses humaines), notamment par l’implication de sécrétions 

autocrines de ligands Wnt (Chen et al., 2015). 

Les cellules souches cancéreuses (CSC) sont un enjeu important en cancérologie. 

Ces cellules, appartenant à la masse tumorale, sont plus résistantes aux agents de 

chimiothérapie, et seraient donc fortement impliquées dans les phénomènes de rechutes 

locales. Les CSC sont caractérisées par une activation persistante des voies de signalisation 

impliquées dans le développement embryonnaire, telles que la voie de signalisation Wnt/β-

caténine. Cette population cellulaire représente environ 2,1 à 10% des cellules de la tumeur 
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d’ostéosarcome, et possède des caractéristiques de clonogénicité, d’auto-renouvellement, 

de prolifération, d’invasion, de tumorigénicité in vivo, et de résistance aux molécules de 

chimiothérapie plus importantes que les autres cellules de la tumeur. De plus, ces cellules 

présentent une suractivation de la voie de signalisation Wnt/β-caténine par rapport aux 

autres cellules de la tumeur, avec une augmentation de l’expression protéique de la β-

caténine ainsi qu’une surexpression de ces gènes cibles (CCND1, ABCG2). Plus 

récemment, il a été mis en évidence que la β-caténine régule positivement les 

caractéristiques souches des CSC d’ostéosarcome (Liu et al., 2018a). Ces données 

confirment qu’un traitement inhibant la voie Wnt/β-caténine permettrait de cibler les CSC et 

pourrait potentiellement améliorer la prise en charge des patients atteints d’ostéosarcome 

métastatiques et chimiorésistants. 

La perte ou la diminution d’expression de certains antagonistes de la voie Wnt/β-

caténine peut également être en faveur d’une activation de cette voie dans les 

ostéosarcomes. Ainsi, l’inhibiteur WIF1, un antagoniste sécrété se fixant aux protéines 

ligands Wnt, n’est pas détecté en immunohistochimie dans 76% des cas d’ostéosarcome 

dans une cohorte de 50 patients, et est sous-exprimé dans les lignées cellulaires 

d’ostéosarcome humain (SaOS2, SaOS-LM7, HOS-MNNG, 143B, U2OS, OS160) 

comparativement à une lignée d’ostéoblastes (Rubin et al., 2010). La répression du gène 

WIF1 semble être médiée par des phénomènes épigénétiques dans les lignées cellulaires 

d’ostéosarcome. In vivo, les souris WIF1-/-, n’exprimant pas la protéine WIF1 sont plus 

sensibles à la survenue d’ostéosarcome spontané ou radio-induit (Kansara et al., 2009). De 

plus, la réexpression de WIF1 dans la lignée cellulaire 143B permet de réduire la croissance 

tumorale et de diminuer la dissémination métastatique pulmonaire in vivo (Rubin et al., 

2010). Un autre inhibiteur de la voie Wnt/β-caténine, NKD2 (naked cuticle homolog 2), 

impliqué dans la dégradation de la protéine Dvl, est sous-exprimé dans les cas 

d’ostéosarcome les plus agressifs (métastatiques et/ou récurrents). Les ostéosarcomes 

localisés présentent quant à eux des niveaux plus élevés de NKD2, associés à l’expression 

de gènes suppresseurs de tumeurs (NBL1, neuroblastoma suppressor of tumorigenicity 1) 

ainsi qu’à une diminution d’expression des gènes impliquées dans la néoangiogenèse et la 

migration cellulaire (MMP-9, TNFAIP2 tumor necrosis factor alpha-induced protein 2). Une 

surexpression de NKD2 dans une lignée cellulaire d’ostéosarcome murin fortement 

métastatique (RF379L) induit une diminution de la prolifération, de la migration et de 

l’invasion cellulaire in vitro, ainsi que de la croissance tumorale et de la dissémination 

métastatique in vivo (Zhao et al., 2015). La sous-expression de différents éléments 

régulateurs de la voie Wnt/β-caténine, à l’origine d’une dérégulation de cette voie semble 

donc jouer un rôle clé dans le développement des ostéosarcomes. 
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Cependant, l’implication de la voie canonique de Wnt dans la progression tumorale 

primaire et métastatique des ostéosarcomes demeure, à l’heure actuelle controversée, 

puisque plusieurs études décrivent une inactivation de cette voie dans les ostéosarcomes. 

En effet, une étude réalisée sur 52 biopsies humaines d’ostéosarcome et 4 lignées 

cellulaires humaines d’ostéosarcome (MG63, HOS, SJSA1, U2OS) révèle une absence de 

marquage de la β-caténine au niveau nucléaire dans 90% des biopsies et dans les 4 lignées 

cellulaires (Cai et al., 2010). De plus, l’étude d’une autre cohorte de 46 patients atteints 

d’ostéosarcome ne permet pas de mettre en évidence la présence de la β-caténine par 

immunohistochimie dans le noyau, mais uniquement dans le cytoplasme et à la membrane 

plasmique (Du et al., 2014). Il a été suggéré une inactivation de la voie de signalisation Wnt 

dans les ostéosarcomes, car des expériences de puces à ADN mettent en évidence des 

délétions de plusieurs gènes de la voie Wnt dans une cohorte de 11 patients atteints 

d’ostéosarcome (Du et al., 2014). Une autre équipe a également montré, lors d’une étude 

sur 25 patients atteints d’ostéosarcome, que des gènes de la voie Wnt/β-caténine (FZD2, 

FZD7) et des gènes cibles (CCND1, AXIN) étaient sous-exprimés dans les ostéosarcomes. 

Cependant, ces résultats sont à prendre avec précaution car les échantillons de patients ont 

été comparés à des cellules in vitro (5 types de hMSC différentes et les 5 mêmes hMSC 

différenciées en ostéoblastes), cette comparaison entre des cellules isolées en culture 

cellulaire et des cellules issues d’un microenvironnement complet pouvant être à l’origine de 

biais (Cleton-Jansen et al., 2009). De plus, l’utilisation d’un inhibiteur de GSK3β induisant 

l’activation de la voie Wnt/β-caténine réduit la prolifération des cellules MG63 et U2OS (Cai 

et al., 2010). De même, un anticorps neutralisant Dkk1 (régulateur négatif de la voie Wnt/β-

caténine), permettant d’induire une augmentation de l’activité de la voie Wnt/β-caténine et de 

l’expression nucléaire de la β-caténine diminue la croissance de la tumeur et la 

dissémination métastatique, dans des modèles murins d’ostéosarcome établis à partir de 

Patient-Derived Xenograft (PDX). Ces deux dernières étude suggèrent donc également un 

rôle anti-tumoral de la Wnt/β-caténine dans l’ostéosarcome (Goldstein et al., 2016). 

Malgré des données qui peuvent être contradictoires, la majorité des études reste 

néanmoins en faveur d’une activation aberrante de la voie de signalisation Wnt/β-caténine 

au cours du développement tumoral primaire et métastatique des ostéosarcomes 

(Adamopoulos et al., 2016; Pridgeon et al., 2017). 
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4.7.2. Intérêt de la voie de signalisation Wnt/β-caténine pour le 

pronostic 

Plusieurs études réalisées in vitro ont permis d’établir un lien entre l’activation de la 

voie canonique de Wnt et le potentiel métastatique des lignées issues d’ostéosarcome. Ainsi, 

une première étude a comparé, à l’aide de puces à ADN, les lignées parentales HOS et 

SaOS2, à chacune de leurs lignées filles à fort potentiel métastatique respectives HOS/143B 

et SaOS2/LM7. Une augmentation de l’activation des voies de signalisation de Wnt, du 

remodelage du cytosquelette, et du TGFβ a été mise en évidence pour les lignées 

métastatiques (Flores et al., 2012). Une seconde étude réalisée avec des lignées 

métastatiques et leurs lignées parentales originelles a également montré que le niveau de β-

caténine nucléaire transcriptionnellement active peut être corrélé au degré d’agressivité des 

ostéosarcomes (Ali et al., 2019). 

L’analyse d’une cohorte de 96 patients a permis de montrer une expression élevée 

de β-caténine dans les tissus d’ostéosarcome, comparativement aux tissus adjacents, et 

pouvant être corrélée avec la présence de métastases et un taux de survie globale plus 

faible des patients (Lu et al., 2015). Ces résultats, indiquant l’intérêt de la β-caténine pour le 

pronostic sont confirmés par d’autres études cliniques. En effet, dans une cohorte de 107 

patients atteints d’ostéosarcome, les patients présentant une expression élevée de β-

caténine (déterminée en immunohistochimie sur les pièces de résection chirurgicale) ont un 

risque plus important de développer des métastases pulmonaires et ont une survie globale 

plus faible, que les patients dont le niveau d’expression de la β-caténine est faible (Liu et al., 

2018a). De plus, l’analyse par puce à ADN des gènes différentiellement exprimés entre 19 

patients sans métastases et 18 patients avec métastases (GSE39055) révèle que l’activation 

de la voie de signalisation Wnt/β-caténine est associée à une dissémination métastatique 

des ostéosarcomes plus importante (Liu et al., 2018b). Ces données peuvent être associées 

au fait que la cytokine Wnt6, ligand activateur de la voie Wnt/β-caténine est augmentée chez 

les patients présentant une survie globale plus faible ou avec des métastases (cohorte de 88 

patients atteints d’ostéosarcome) (Jiang et al., 2018). 

L’activation importante de la voie de signalisation Wnt/β-caténine semble donc être 

corrélée au processus de dissémination métastatique chez les patients atteints 

d’ostéosarcome. 
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4.7.3. Voie de signalisation Wnt/β-caténine et résistance aux 

traitements 

La voie de signalisation Wnt/β-caténine participe à la résistance des ostéosarcomes 

aux agents de chimiothérapie standards, notamment par l’acquisition de caractéristiques de 

cellules souches (Li et al., 2013). En effet, l’analyse de données cliniques montre une 

corrélation positive entre l’expression des marqueurs de cellules souches et la résistance 

aux traitements (Martins-Neves et al., 2016). 

L’exposition des lignées cellulaires d’ostéosarcome (HOS, HOS-MNNG, U2OS) aux 

agents de chimiothérapie (doxorubicine, cisplatine, méthotrexate) induit une transition 

phénotypique, vers un profil de cellule souche, via une activation de la voie de signalisation 

Wnt/β-caténine et une augmentation de l’expression de transporteurs membranaires ABC 

(ATP-binding cassette), impliqués dans l’efflux des molécules de chimiothérapie. La 

combinaison d’un traitement inhibiteur de la voie Wnt/β-caténine (IWR-1, inhibiteur des 

Tankyrases stabilisant le complexe de dégradation de la β-caténine) et de doxorubicine 

bloque l’apparition d’un phénotype de cellules souches (Martins-Neves et al., 2016). 

L’inhibiteur des Tankyrases, IWR-1, augmente également la sensibilité des cellules 143B à 

la doxorubicine en diminuant l’efflux de l’agent de chimiothérapie (Gustafson et al., 2018). 

Ces résultats ont été validés in vivo dans un modèle murin de xénogreffe (HOS-MNNG) 

traité par la doxorubicine en combinaison avec la molécule IWR-1. De plus, des cellules 

U2OS rendues résistantes à la doxorubicine (U2OS/Dox) montrent une expression de la β-

caténine plus importante que les cellules natives, non résistantes à la doxorubicine. La 

diminution d’expression de la β-caténine, par un siRNA ou par l’utilisation du XAV-939 

(stabilisation du complexe de dégradation de la β-caténine en inhibant l’activité des 

Tankyrases), resensibilise les cellules U2OS à la doxorubicine, démontrant ainsi l’implication 

de la voie Wnt/β-caténine dans la résistance à la doxorubicine (Wu et al., 2017). 

Outre la doxorubicine, la voie Wnt/β-caténine est impliquée dans la résistance à 

d’autres agents de chimiothérapie. En effet, une augmentation de l’expression protéique de 

TWIST (facteur de transcription, réprimant les marqueurs épithéliaux lors de l’EMT) par 

transfection diminue la survie des cellules d’ostéosarcome SaOS2 en présence de cisplatine, 

en réduisant le niveau d’expression de la β-caténine, suggérant l’implication de la β-caténine 

dans la résistance des cellules à la cisplatine (Wu et al., 2014). Dans cette étude, TWIST 

stabilise GSK3β, en diminuant sa phosphorylation. Ces données peuvent être corrélées au 

fait que des anomalies du gène TWIST (majoritairement des délétions) chez les patients (91 

cas d’ostéosarcome de la cohorte OS94) sont associées à une augmentation du risque de 

rechutes ainsi qu’à une diminution de la survie globale (Entz-Werle et al., 2007; Entz-Werlé 
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et al., 2005). L’effet du méthotrexate pourrait aussi être impacté par la voie Wnt/β-caténine, 

car l’utilisation d’un shRNA (small hairpin RNA) spécifiquement dirigé contre la β-caténine 

dans la lignée cellulaire SaOS2 sensibilise les cellules au méthotrexate, en induisant la mort 

cellulaire (Ma et al., 2013). 

Ces différentes études démontrent donc que la voie de signalisation Wnt/β-caténine 

est impliquée dans les phénomènes de résistances aux agents de chimiothérapie utilisés 

dans les protocoles thérapeutiques des ostéosarcomes : doxorubicine, cisplatine et 

méthotrexate. 

4.7.4. Régulations épigénétiques de la voie Wnt/β-caténine dans les 

ostéosarcomes 

Les régulations épigénétiques de la voie canonique de Wnt ont fait l’objet de 

nombreuses études récentes dans les cas de cancers, et notamment dans les 

ostéosarcomes, et portent essentiellement sur les lncRNAs (long non coding RNAs) et les 

miRs (micro RNAs). 

Les lncRNAs sont des fragments d’ARN non codants de plus de 200 nucléotides, qui 

sont impliqués dans l’ensemble des grandes fonctions biologiques cellulaires, de la 

prolifération cellulaire à la mort cellulaire en passant par la migration et l’invasion cellulaire. 

Les lncRNAs jouent un rôle dans les processus physiologiques et pathologiques : le 

développement embryonnaire, l’immunité, le développement tumoral ainsi que dans les 

mécanismes de dissémination métastatique, d’angiogenèse et de résistance à la mort 

cellulaire (Gutschner and Diederichs, 2012). De nombreuses études rapportent des 

disparités d’expression des lncRNAs dans des cas de cancers, mais les mécanismes 

d’actions ne sont pas toujours élucidés. Les lncRNAS peuvent modifier l’état de la 

chromatine via le recrutement de protéines de régulation (ex : méthylation de l’ADN), réguler 

la transcription (ex : interférence avec l’ARN Polymerase II) ou la stabilité et la traduction des 

ARNm (ARN messager) (ex : réduction du nombre de polysomes par ARNm, donc 

diminution de la traduction) (Kung et al., 2013; Wilusz et al., 2009). De plus en plus d’études 

démontrent l’importance de certains lncRNAs dans le développement tumoral primaire et 

métastatique des ostéosarcomes, notamment par la régulation de la voie de signalisation 

Wnt/β-caténine. Par exemple, l’expression de deux lncRNA BE503655 et AWPPH, qui 

régulent positivement la voie Wnt/β-caténine, est augmentée dans les ostéosarcomes 

humains par rapport aux tissus sains adjacents et corrélée avec l’augmentation de la 

dissémination métastatique chez les patients (Huang et al., 2019; Li et al., 2019a). Les 

lncRNA AWPPH et AFAP1-AS1 ciblent chacun un miR inhibiteur de la voie Wnt/β-caténine 
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et favorise ainsi l’invasion des cellules d’ostéosarcome. De plus, les patients avec un niveau 

élevé de lncRNA AFAP1-AS1 présentent une survie globale plus faible (cohorte de 49 

patients) (Li et al., 2018). 

Les miRs sont des ARN non codants de petite taille (d’environ 20 nucléotides), 

régulateurs post-transcriptionnels capables de se fixer sur des ARNm cibles afin d’induire 

leur dégradation ou d’inhiber leur traduction. La spécificité des miRs est relativement faible 

étant donné qu’un miR peut avoir plusieurs cibles différentes, et, à l’inverse, un ARNm peut 

être la cible de plusieurs miRs. Les miRs jouent un rôle important dans la régulation post-

transcriptionnelle en modulant le pool d’ARNm de la cellule. Les miRs sont donc engagés 

dans tous les phénomènes biologiques cellulaires, et des dérégulations peuvent être 

retrouvées dans certaines pathologies, notamment dans les cancers. Les miRs peuvent 

jouer un rôle dans le développement primaire et métastatique des ostéosarcomes, 

notamment par leurs actions sur les différentes voies de signalisation impliquées dans la 

tumorigenèse telles que la voie Wnt (Kushlinskii et al., 2016). Certains miRs surexprimés 

dans les ostéosarcomes ciblent des régulateurs négatifs de la voie Wnt/β-caténine et 

induisent ainsi une sur-activation de cette voie. A titre d’exemple, le miR-27a (Mu et al., 

2019) et le miR-552-5p (Cai et al., 2019), ciblent respectivement l’ARNm de SFRP1 et 

l’ARNm de WIF1. Il en résulte une augmentation de la migration et de l’invasion des cellules 

d’ostéosarcome in vitro. Ces deux miRs sont fortement exprimés dans les tumeurs de 

patients atteints d’ostéosarcome comparativement à des tissus sains. 

4.7.5. Voie de signalisation Wnt/β-caténine dans le 

microenvironnement des ostéosarcomes 

Les cellules d’ostéosarcome ont la capacité de détourner le microenvironnement 

osseux à leur avantage afin de permettre la progression tumorale et la dissémination 

métastatique. Dans ce contexte, la voie de signalisation Wnt/β-caténine joue un rôle clé en 

modulant de grandes fonctions associées au développement tumoral telles que le 

remodelage osseux, l’angiogenèse et la réponse immunitaire.  

La modification du microenvironnement tumoral constitue une étape importante du 

processus métastatique des ostéosarcomes. L’activation de la voie Wnt/β-caténine régule la 

dégradation de la matrice extracellulaire, en favorisant l’expression et/ou l’activation 

d’enzymes protéolytiques comme les MMPs, notamment les MMP-2 et 9 et 14 (Guo et al., 

2007). L’activation transcriptionnelle dépendante de la β-caténine induit aussi l’expression de 

la MT1-MMP (membrane type 1 metalloproteinase), responsable de la dégradation des 

composants de la matrice extracellulaire tels que le collagène de type II ou la fibronectine 
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(Zhang et al., 2011a). De plus, la MT1-MMP active par clivage d'autres membres de la 

famille des MMPs tels que la MMP-2. Ainsi, ces résultats suggèrent que l'inhibition de la β-

caténine peut diminuer l'invasion des ostéosarcomes par une régulation à la baisse de 

l'expression et de l'activation des MMPs (Guo et al., 2007). Lors de la progression des 

ostéosarcomes, il s’établit également un cercle vicieux entre la prolifération des cellules 

tumorales et le remodelage osseux. La dégradation de la matrice osseuse permet le 

relargage de facteurs de croissance : les cellules tumorales prolifèrent et le volume tumoral 

augmente, nécessitant un apport plus important en nutriments et en oxygène. Les cellules 

tumorales sécrètent alors des cytokines pour promouvoir la formation de nouveaux 

vaisseaux sanguins. 

L’angiogenèse est un processus biologique complexe qui conduit au développement 

de nouveaux vaisseaux sanguins et joue un rôle clé dans la progression tumorale primaire et 

le processus métastatique de plusieurs cancers dont les sarcomes osseux. Les étapes de 

l'angiogenèse comprennent la prolifération et la migration des cellules endothéliales pour 

former un vaisseau germinatif, puis le recrutement de péricytes ou cellules musculaires 

lisses pour produire un vaisseau sanguin mature et fonctionnel. Ce processus est nécessaire 

à la croissance de la tumeur primaire d’une part, grâce à l'apport indispensable de 

nutriments et à la dissémination métastatique, d’autre part, fournissant un site d'intravasation 

pour les cellules cancéreuses. Le facteur de croissance endothéliale vasculaire (VEGF) est 

le facteur pro-angiogénique majeur impliqué dans la formation de nouveaux vaisseaux 

fonctionnels dans les tumeurs par recrutement et différenciation des cellules progénitrices 

endothéliales. La transcription du gène VEGF est directement régulée par le complexe β-

caténine/TCF grâce à la présence de sites de liaison TCF dans le promoteur du gène 

(Easwaran et al., 2003). Seules quelques études traitent de l'implication de la voie de 

signalisation Wnt/β-caténine dans l'angiogenèse associée aux ostéosarcomes. Néanmoins, 

une étude a décrit que NKD2, un régulateur négatif de la signalisation Wnt, diminue 

l'expression des gènes impliqués dans le développement vasculaire des ostéosarcomes 

(Zhao et al., 2015), suggérant un rôle pro-angiogénique de la voie de la Wnt/β-caténine dans 

les ostéosarcomes. La formation de nouveaux vaisseaux sanguins fonctionnels induit aussi 

l’arrivée sur le site de la tumeur des cellules de l’immunité adaptative et innée. 
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Comme indiqué précédemment, le microenvironnement immunitaire des sarcomes 

osseux est très hétérogène, composé d'effecteurs de l'immunité innée et de l’immunité 

adaptative (Heymann et al., 2019). Dans différents types de cancers, la voie Wnt/β-caténine 

est associée à l’exclusion des lymphocytes T infiltrant la tumeur (TILs) et à l’établissement 

d’un microenvironnement immunodéprimé (Goldsberry et al., 2019; Luke et al., 2019). De 

plus, l’activation de la voie Wnt/β-caténine dans les cellules dendritiques augmente la 

synthèse et la sécrétion de cytokines immunomodulatrices (IL-10, indoleamine 2,3-

dioxygenase). La voie de signalisation Wnt/β-caténine module également le recrutement et 

la prolifération des cellules immunitaires, et de nombreuses fonctions immunitaires au sein 

de la tumeur, avec une augmentation des lymphocytes T régulateurs et une diminution des 

fonctions cytotoxiques des lymphocytes (Galluzzi et al., 2019). 

En conclusion, la voie de signalisation Wnt/β-caténine semble favoriser le 

développement des ostéosarcomes, notamment en participant au détournement du 

microenvironnement par les cellules tumorales, favorisant le développement tumoral primaire 

et métastatique des ostéosarcomes. Ces éléments de discussion sont repris et détaillés 

dans la revue que nous avons publié en août 2019 : ‘’New Insights about the Wnt/β-Catenin 

Signaling Pathway in Primary Bone Tumors and Their Microenvironment: A Promising Target 

to Develop Therapeutic Strategies?’’ (Danieau et al., 2019). 
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and cerberus proteins are able to bind to Wnt ligands preventing their interaction with receptors and

co-receptors [65,66].

The canonical Wnt signaling pathway is involved in many cancers, notably in gastrointestinal

cancers (colorectal carcinoma, hepatocellular carcinoma, gastric cancer, cholangiocarcinoma, pancreatic

ductal adenocarcinoma), hematopoietic cancers (acute myeloid leukemia, chronic myeloid leukemia,

acute lymphoblastic leukemia, chronic lymphoblastic leukemia, lymphoma, multiple myeloma),

breast cancer, melanoma, and brain tumors such as glioblastoma [67,68]. Its involvement in the

tumorigenesis of many cancerous diseases makes it an interesting target for cancer treatment. That is

why recent reviews of the literature have described the latest advances in targeting this signaling

pathway [55,69–73]. Some Wnt inhibitor molecules are in clinical trials, most of them in Phase I [74,75],

although the ubiquitous nature of this signaling pathway and its involvement in various major

physiological processes raise the question of the side effects of this strategy [76].

 

Figure 1. The canonical Wnt/β-catenin signaling pathway. Left panel: in the absence of Wnt ligand,

β-catenin is sequestered by a protein complex composed of dishevelled (Dvl), adenomatous polyposis

coli (APC), Axin1/2, Wilms tumor gene on X chromosome protein (WTX) and two kinases responsible for

the phosphorylation of β-catenin, CK1α (casein kinase 1 alpha) and GSK3β (glycogen synthase kinase 3

beta). Then, YAP/TAZ (yes-associated protein/transcriptional co-Activator with a PDZ-binding domain)

proteins recruit β-TrCP (beta-transducin-repeat-containing protein), a ubiquitin ligase responsible

for the ubiquitination of β-catenin and its degradation by the proteasome pathway. In the nucleus,

the transcriptional proteins of the TCF/LEF family (T-cell factor/lymphoid enhancer-binding factor)

interact with the transcriptional repressors groucho/TLE (transducin-like cnhancer of split), recruiting

histone deacetylases (HDACs) responsible for repressing transcription. Right panel: Binding of the

Wnt ligands to the frizzled (Fzd) receptor and low-density-lipoprotein-related protein 5/6 (LRP5/6)

co-receptor complex induces the recruitment of the scaffold protein Dvl to Fzd and leads to LRP5/6

phosphorylation (P) by CK1α and GSK3β kinases. The β-catenin destruction complex is then trapped

to the membrane through Axin/Fzd interaction, leading to its inactivation. In parallel, Axin proteins

are degraded following poly-ADP-ribosylation by tankyrases (TNKS). Newly synthesized β-catenin
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chemotherapy-resistant properties [98,99]. Martin-Neves et al. have described a constitutive activation

of the Wnt/β-catenin signaling in osteosarcoma CSCs rather than in parental osteosarcoma cells [100].

More recently, Liu et al., highlighted that β-catenin positively regulates osteosarcoma stem cells

properties in vitro [79] (Figure 2a). These results support evidence that a therapy against the

Wnt/β-catenin pathway in osteosarcoma could allow to target CSCs and potentially improve treatment

for metastatic and chemotherapy-resistant patients.

New insights about the role of long non-coding RNA (lncRNA) and micro RNA (miR) in

osteosarcoma progression have also recently emerged. On one hand, the overexpression of a number

of miR has been demonstrated in osteosarcoma cells leading to increased osteosarcoma growth and

metastasis. Most of these miRs downregulate antagonists of the Wnt/β-catenin signaling pathway.

As an example, miR-552-5p is overexpressed in osteosarcoma tissues and cell lines compared to healthy

tissue and osteoblasts respectively. Knockdown of this miR decreases osteosarcoma proliferation and

metastasis by directly inhibiting WIF1 [101]. On the other hand, some miRs that are able to restrain

the expression of key intermediates or regulators of the Wnt/β-catenin signaling pathway have been

described to be downregulated, causing an aberrant activation of this pathway in osteosarcoma cells.

Very recent studies described a decrease in miR-377, miR-873, miR-758 and miR-885-5p in osteosarcoma

tissues and/or cell lines, leading to increased primary tumor and metastatic development in association

with activated Wnt/β-catenin signaling pathway [102–105]. Other studies deal with lncRNA such as

lncRNA AWPPH which levels are increased in osteosarcoma tissues compared to healthy counterparts

and promote tumor proliferation and metastasis through activation of the Wnt/β-catenin pathway [106].

In addition to β-catenin, other modulators of the canonical Wnt signaling pathway, in particular,

Wnt antagonists, are affected during osteosarcoma primary and metastatic development, but have

already been described in several reviews and will not be developed here [107,108].

 

Figure 2. The crucial role of Wnt/β-catenin signaling pathway in multiple steps of bone sarcoma

progression and metastatic dissemination. (a) The canonical Wnt/β-catenin signaling pathway is able

to enhance bone sarcoma cells proliferation, to induce an epithelial-mesenchymal transition (EMT)-like
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4.7.6. Ciblage de la voie Wnt/β-caténine dans les ostéosarcomes 

Au début de ces travaux de thèse (fin de l’année 2016), certaines études montraient 

les effets bénéfiques d’un ciblage de la voie de signalisation Wnt/β-caténine dans le contexte 

pathologique des ostéosarcomes. En effet, des études in vitro dont l’objectif était de 

caractériser l’effet de certaines molécules végétales potentiellement thérapeutiques, ont 

révélé qu’elles pouvaient affecter la voie de signalisation Wnt/β-caténine dans les lignées 

cellulaires d’ostéosarcome. Ces molécules (ex : Baicaléine, Curcumin) présentaient des 

effets anti-tumoraux associés à une diminution de la prolifération cellulaire, via un blocage du 

cycle cellulaire (phases G0/G1) et une augmentation de l’apoptose cellulaire. Les recherches 

sur leurs mécanismes d’action ont mis en évidence une diminution de l’expression de la β-

caténine et de l’activité de la voie canonique de Wnt (Dai et al., 2017; He and Zhang, 2015; 

Leow et al., 2010; Liu et al., 2015a, 2013, 2014; Ma et al., 2015; Zou et al., 2015). Une 

inhibition des capacités migratoires et invasives des cellules d’ostéosarcome a également 

été observée et corrélée à une répression de la transcription des MMP-2 et MMP-9 

consécutive à l’inhibition de la β-caténine (Leow et al., 2010, 2014; Liu et al., 2015a, 2013; 

Ma et al., 2015). La molécule PKF118-310, d’origine microbienne, montre également un effet 

inhibiteur sur la prolifération cellulaire (via un blocage du cycle cellulaire en phases G2/M), 

ainsi que sur la migration et l’invasion des cellules d’ostéosarcome U2OS. Ces effets sont 

associés à une réduction de l’expression protéique nucléaire de la β-caténine, ainsi que des 

expressions protéiques de la CYCLINE D1, de cMYC et de la SURVIVINE (Leow et al., 

2010). Le ciblage de protéines en lien avec la voie Wnt/β-caténine peut également affecter le 

comportement des cellules d’ostéosarcome, in vitro. C’est le cas de la protéine Galectin-3, 

déjà identifiée comme pouvant potentialiser l’activation de la voie de signalisation Wnt/β-

caténine dans certains types de cancers. Dans les cellules HOS, un siRNA dirigé 

spécifiquement contre l’ARNm de la Galectin-3, diminue l’expression protéique de la β-

caténine, ainsi que la migration et l’invasion cellulaire (Park et al., 2015). De même, le 

ciblage par siRNA, de la protéine AHSA1 (activator of 90kDa heat shock protein ATPase 

homolog 1, protéine chaperonne de la heat shock protein HSP90), ralentit la prolifération, la 

migration et l’invasion cellulaire et augmente l’apoptose des cellules MG63 et SaOS2. Ces 

effets sont corrélés à une augmentation de l’expression protéique des régulateurs de la voie 

canonique de Wnt, l’AXIN2 et GSK3β et une diminution de l’expression protéique de la β-

caténine (Shao et al., 2016). 
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Des petites molécules chimiques connues pour cibler directement la voie de 

signalisation Wnt/β-caténine ont montré un intérêt dans le traitement des cellules 

d’ostéosarcome in vitro. La molécule JW74 inhibe l’action des Tankyrases, bloquant ainsi la 

phosphorylation de l’AXIN2 et stimulant donc la dégradation de la β-caténine en stabilisant 

son complexe de dégradation. Le traitement des lignées d’ostéosarcome KPD, U2OS et 

SaOS2 avec la molécule JW74 diminue la prolifération cellulaire et stimule l’apoptose 

(Stratford et al., 2014). La molécule CGP049090, inhibant l’interaction entre la β-caténine et 

le facteur de transcription LEF1, diminue la viabilité cellulaire et augmente l’apoptose des 

cellules MG63, in vitro. Ces effets sont associés à une diminution de l’expression protéique 

de cMYC et de la CYCLINE D1, cibles transcriptionnelles de la β-caténine (Yao et al., 2016). 

Certains travaux de recherche font également état de l’action de molécules d’origine 

végétale ou bactérienne affectant la voie de signalisation Wnt/β-caténine dans des modèles 

précliniques murins d’ostéosarcome. Ces molécules permettent un ralentissement de la 

croissance tumorale en inhibant l’activité de la voie Wnt/β-caténine (Liu et al., 2013, 2014; 

Tang et al., 2011). 

Le ciblage de la voie Wnt/β-caténine peut également être réalisé par surexpression 

des régulateurs négatifs tels que Dkk3 et Tiki2 dans les cellules d’ostéosarcome. La 

surexpression de ces deux régulateurs diminue l’expression nucléaire de la β-caténine et 

réprime l’activité de la voie Wnt/β-caténine, in vitro (Hoang, 2004; Li et al., 2014). Dans ces 

conditions expérimentales, les cellules d’ostéosarcome prolifèrent moins vite, et leurs 

capacités migratoires et invasives sont réduites (Lin et al., 2013). In vivo, dans des modèles 

murins de xénogreffe obtenus par injection de cellules KHOS ou 143B surexprimant Dkk3 ou 

Tiki2, une inhibition de la croissance tumorale a pu être mise en évidence (Hoang, 2004; Li 

et al., 2014). 

Une autre stratégie consiste à viser des acteurs de la voie Wnt/β-caténine par une 

approche moléculaire qui permet de cibler non seulement la β-caténine, mais aussi les 

récepteurs de la voie Wnt/β-caténine, ainsi que les facteurs de transcription impliqués dans 

la transcription des gènes cibles de la β-caténine. Des siRNA spécifiquement dirigés contre 

la β-caténine ont été réalisés, mais dans la plupart des études citées ci-dessous, ce mode de 

ciblage de la β-caténine dans les ostéosarcomes est souvent utilisé pour évaluer l’implication 

de la voie Wnt/β-caténine dans les effets observés, mais ne constitue pas le centre de 

l’étude. Seuls les travaux réalisés par Zhang et al. en 2011 se concentrent sur les effets 

d’une inhibition directe de la β-caténine par un siRNA dans des cellules d’ostéosarcome

MG63 et montrent une diminution du potentiel invasif de ces cellules sans modulation de la 

prolifération cellulaire (Zhang et al., 2011b). Dans une étude plus récente, un siβ-caténine 

induit l’inhibition de la viabilité cellulaire en augmentant l’apoptose des cellules MG63 (Yao et 
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al., 2016). Ces conclusions différentes quant à l’induction de l’apoptose dans des cellules 

MG63 transfectées avec un siβ-caténine pourraient être liés à des taux de répression 

différents de la β-caténine en raison de la variabilité des séquences ciblant les ARNm de la 

β-caténine. Une diminution des capacités migratoires et invasives des cellules U2OS 

modifiées par un siRNA ciblant la β-caténine a également été observée, en association avec 

une diminution de l’expression protéique de MT1-MMP (métalloprotéase), mais sans effet 

sur la viabilité cellulaire (Zhang et al., 2011a). De même, les cellules HOS modifiées par un 

siRNA dirigé contre la β-caténine voient leur migration et invasion cellulaires inhibées, 

associées à la réduction de l’expression protéique des MMP-2 et 9, ainsi que du VEGF. Il a 

également été observé une diminution de l’expression protéique de la MMP-9, dans les 

cellules 143B transfectées avec un siβ-caténine. L’expression d’un dominant négatif LRP5 

(dnLRP5) dans des cellules SaOS2 permet de réprimer l’activation de la voie de signalisation 

Wnt/β-caténine et diminue la migration et l’invasion cellulaire, in vitro (Hoang, 2004). Enfin, le 

ciblage des facteurs de transcription associés à la β-caténine (siLEF1 ou dnTCF4) ralentit la 

prolifération cellulaire de la lignée U2OS, via un blocage du cycle cellulaire en G0/G1 (Chen 

et al., 2015). 

A la lecture de l’ensemble de ces études, il apparaît que le ciblage de la voie Wnt/β-

caténine est une piste intéressante pour optimiser les stratégies thérapeutiques dans les 

ostéosarcomes. Certains effets anti-tumoraux (anti-prolifératifs, anti-migratoires, anti-

invasifs) observés lors de traitement de cellules d’ostéosarcome avec des molécules 

d’origine végétale ont pu être attribué, au moins en partie, à une répression de l’activité de la 

voie Wnt/β-caténine. Mais finalement, il n’existe que peu d’études in vitro et in vivo ciblant 

spécifiquement des acteurs de la voie de signalisation canonique de Wnt dans les 

ostéosarcomes avec des inhibiteurs pharmacologiques. 
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Objectifs 

La voie de signalisation Wnt/β-caténine est impliquée dans le développement tumoral 

primaire et métastatique des ostéosarcomes. Bien que certains auteurs aient mis en 

évidence une inactivation de cette voie de signalisation dans les cellules d’ostéosarcome, la 

majorité des études s’accordent sur le fait que l’activation aberrante de la voie Wnt/β-

caténine joue un rôle primordial dans le développement de ces tumeurs. En effet, 

l’accumulation de β-caténine dans les cellules tumorales accroît leur potentiel prolifératif 

mais également migratoire et invasif, et donc la dissémination métastatique des cellules 

d’ostéosarcome et semble être corrélé à la présence de métastases chez les patients. Le 

traitement des patients présentant des métastases, majoritairement pulmonaires, est, à 

l’heure actuelle, un enjeu majeur car la survie globale de ces patients reste très faible. 

Comme décrit précédemment, l’intérêt du ciblage de la voie de signalisation Wnt/β-caténine 

a pu être mis en évidence dans les ostéosarcomes. Cependant, seules quelques études 

évaluent les effets d’inhibiteurs pharmacologiques, pourtant privilégiés à des approches 

moléculaires en clinique et aucun inhibiteur de la transcription dépendante de la β-caténine 

n’a encore été testé dans un modèle préclinique d’ostéosarcome. De plus, les molécules 

utilisées ciblent l’intégralité de l’activité de la voie de signalisation, engendrant des effets 

secondaires très importants sur le tissu osseux qui ont conduit à l’arrêt de plusieurs essais 

cliniques.  

Dans ce contexte, le premier objectif de mon travail de thèse a été de (1) 

caractériser les effets d’une molécule d’intérêt pour le ciblage de la voie Wnt/β-

caténine dans les ostéosarcomes, l’ICG-001. Cette molécule très spécifique se fixe sur la 

protéine CBP au niveau de son site de liaison à la β-caténine et bloque ainsi la transcription 

dépendante du complexe incluant la β-caténine et CBP, sans agir au niveau des autres 

acteurs de la voie de signalisation qui pourraient être impliqués dans d’autres processus 

biologiques. Cet inhibiteur pharmacologique, dont les effets n’avaient jamais été évalué dans 

la pathologie des ostéosarcomes, montre de bons résultats dans d’autres types de cancers 

agressifs, notamment dans les adénocarcinomes pancréatiques. De plus, de par son mode 

d’action très ciblé, l’ICG-001 pourrait potentiellement permettre d’obtenir des effets 

bénéfiques sur la progression des ostéosarcomes, tout en préservant les patients des effets 

secondaires, tels que la fragilisation du tissu osseux, rencontrés lors d’un ciblage global de la 

voie Wnt/β-caténine. Les effets de l’ICG-001 ont donc été évalués dans différentes lignées 

d’ostéosarcome ainsi que dans un modèle préclinique murin. Nous avons ainsi pu mettre en 

évidence que, malgré une inhibition très forte de la prolifération des lignées cellulaires 

d’ostéosarcome in vitro, l’ICG-001 n’affecte pas la croissance tumorale dans un modèle 
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préclinique murin orthotopique de xénogreffe par injection de cellules humaines 

d’ostéosarcome KHOS. En revanche, de façon inattendue, l’ICG-001 augmente les 

propriétés migratoires des cellules KHOS, MG63 et SJSA1, et favorise la dissémination 

métastatique pulmonaire in vivo. Ces effets de l’ICG-001 qui n’avaient jamais été décrits 

dans la littérature nous ont amenés à nous poser de nouvelles questions sur les 

mécanismes de régulation transcriptionnelle dépendante de la β-caténine qui pouvaient se 

mettre en place dans les cellules d’ostéosarcome en réponse à l’ICG-001 et ainsi stimuler le 

développement métastatique des ostéosarcomes. Le second objectif de ce travail de thèse a 

donc découlé de ces premières observations et a consisté à (2) déterminer les 

mécanismes de régulation transcriptionnelle dépendante de la β-caténine pouvant être 

à l’origine des effets pro-migratoires et pro-métastatiques induits par l’ICG-001 dans 

les ostéosarcomes. En se basant sur la littérature et les premiers résultats obtenus qui 

démontraient l’induction de l’expression de certains gènes cibles de la β-caténine tels que 

PAI-1, cMYC, VEGF-A en présence d’ICG-001, deux hypothèses de travail ont été émises. 

La première hypothèse propose un ‘’switch’’ transcriptionnel d’un complexe composé de la β-

caténine et de CBP vers un complexe transcriptionnel impliquant le cofacteur de transcription 

p300. En effet, la β-caténine ne pouvant plus interagir avec CBP pourrait alors se lier à son 

homologue p300, permettant la transcription de gènes cibles autres que ceux régulés par le 

complexe incluant la β-caténine et CBP (Figure 14A). La seconde hypothèse repose sur la 

formation d’un complexe transcriptionnel incluant la β-caténine et les protéines SMADs, des 

intermédiaires de la voie de signalisation du TGFβ, qui joue un rôle pro-migratoire et pro-

métastatique dans les ostéosarcomes (Figure 14B). 
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Figure 14 : Hypothèses émises afin d’expliquer les effets pro-migratoires de l'ICG-001. L’ICG-

001 inhibe la transcription dépendante du complexe CBP/β-caténine. (A) Cette inhibition pourrait 

favoriser la transcription dépendante des complexes p300/β-caténine et ainsi activer la transcription 

des gènes cibles cMYC et VEGF-A. (B) La β-caténine libérée avec l’inhibition de l’interaction CBP/β-

caténine par l’ICG-001 pourrait favoriser la création de complexes transcriptionnels avec les protéines 

SMADs de la voie de signalisation canonique du TGFβ. CBP : cAMP response element-binding 

protein ; SBE : SMADs Binding Element, région de fixation des facteurs de transcription SMADs. 

TBE : TCF/LEF Binding Element, région de fixation des facteurs de transcription TCF/LEF (T-Cell 

Factor /Lymphoid Enhancer-binding Factor) ; β-CAT : β-caténine. 
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Résultats 

1. Résultats Partie 1 : Effets pro-migratoires et pro-métastatiques 

de l’ICG-001 

1.1. Introduction 

L’optimisation des stratégies thérapeutiques constitue un enjeu majeur pour les 

patients atteints d’ostéosarcome, et plus particulièrement pour ceux présentant des 

métastases pulmonaires qui sont associées à des taux de survie très faibles. C’est pourquoi, 

il est nécessaire de mieux comprendre les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués 

dans le développement tumoral primaire et métastatique des ostéosarcomes. Dans ce 

contexte, nous nous sommes intéressés à la voie Wnt/β-caténine qui joue un rôle clé dans la 

progression des ostéosarcomes. Plus particulièrement, nous avons évalué les effets d’un 

inhibiteur de la transcription dépendante de la β-caténine et de CBP, l’ICG-001. 

L’ICG-001 est une petite molécule chimique qui inhibe spécifiquement l’interaction de 

la β-caténine avec son cofacteur de transcription CBP. L’ICG-001 se fixe au niveau des 

acides aminés de la région N-terminale (1-111) de la protéine CBP, mais pas sur son 

homologue p300, au niveau du site d’interaction avec la partie C-terminale de la β-caténine 

(Emami et al., 2004). 

 

 

 

Figure 15 : Mode d'action de l'ICG-001. L’ICG-001cible la protéine CBP au niveau du site de liaison 

avec la β-caténine, supprimant l’interaction entre ces deux cofacteurs de transcription. Par 

conséquent, l’ICG-001 inhibe la transcription dépendante de ce complexe. β-CAT : β-caténine ; CBP : 

CREB Binding Protein ; TCF : T-Cell Factor ; LEF : Lymphoid Enhancer-binding Factor. TBE : 

TCF/LEF Binding Element, région de fixation des facteurs de transcription TCF/LEF. 
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Cet inhibiteur de la voie Wnt/β-caténine a déjà démontré des effets anti-cancéreux 

par l’inhibition de la transcription dépendante du complexe incluant la β-caténine et CBP. 

Ainsi, dans un modèle murin de cancer du côlon, l’ICG-001 est capable d’inhiber fortement la 

croissance tumorale (Emami et al., 2004), alors que dans d’autres types de tumeurs, comme 

le cancer du sein triple négatif (les cellules tumorales ne possèdent pas les récepteurs à 

l’œstrogène, à la progestérone et le récepteur HER2 (human epidermal growth factor 

receptor 2), son action passe par une augmentation de la sensibilité des cellules tumorales 

au paclitaxel in vitro et in vivo, en inhibant les cellules souches cancéreuses (Ring et al., 

2018). De façon similaire, l’ICG-001 permet d’inhiber la prolifération, la migration et l’invasion 

des cellules de cancer gastrique ainsi que de diminuer leur résistance au cisplatine. L’effet 

anti-prolifératif de l’ICG-001 a également pu être observé dans un modèle in vivo avec un 

ralentissement de la croissance tumorale (Liu et al., 2017). Dans le carcinome 

hépatocellulaire, l’ICG-001 potentialise les effets pro-apoptotiques du Sorafénib, un inhibiteur 

de kinases utilisé dans la prise en charge des patients atteints de cancer du foie ou cancer 

du sein (Lin et al., 2016). L’ICG-001 a également été testé dans le cancer du pancréas où il 

diminue la croissance tumorale dans un modèle murin de xénogreffe d’une lignée cellulaire 

humaine de cancer pancréatique (Arensman et al., 2014). Ces études ont donc montré 

l’intérêt de cibler la transcription dépendante de la β-caténine et de CBP par l’ICG-001 dans 

un certain nombre de tumeurs solides. Des résultats similaires ont été obtenus dans les 

leucémies. Tout d’abord, dans le cas de la leucémie lymphoblastique aiguë, l’ICG-001 

diminue la capacité d’auto-renouvellement des cellules (formation de clones), et les 

sensibilise aux agents de chimiothérapie in vitro (diminution de la viabilité cellulaire) et in vivo 

(Gang et al., 2014). Ensuite, l’ICG-001 augmente l’apoptose des cellules issues de patients 

atteints de leucémies myéloïdes chroniques lors d’un traitement avec l’Imatinib, inhibiteur de 

l’activité tyrosine kinase utilisé en clinique dans la prise en charge des leucémies. Enfin, la 

survie des souris traitées avec l’ICG-001 associé au Nilotinib (autre inhibiteur de l’activité 

tyrosine kinase utilisé dans la prise en charge des leucémies) est augmentée 

comparativement aux souris traitées uniquement avec le Nilotinib (Zhao et al., 2016). 

Suite aux différentes études montrant l’intérêt de la molécule ICG-001 pour le ciblage 

de la voie Wnt/β-caténine dans les cancers, une seconde génération d’antagoniste de 

l’interaction β-caténine/CBP a été développée afin d’obtenir une molécule moins toxique que 

l’ICG-001 pour la réalisation d’essais cliniques. Ainsi, 8 essais cliniques ont pu être 

développés avec le PRI-724, un isomère énantiomère de l’ICG-001, présentant une toxicité 

réduite. Parmi ces 8 essais cliniques, 5 essais cliniques ont été menés jusqu’à leur terme, 2 

essais cliniques ont été stoppés (mais pas pour dangerosité du traitement PRI-724), et un 

essai clinique a débuté à la fin du mois d’août 2019. Il s’agit dans la majorité des cas 
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d’essais cliniques de phase I, ayant pour objectif de tester la toxicité du PRI-724 dans 

différentes conditions pathologiques. Le premier essai clinique de phase I avec le PRI-724 a 

eu lieu en 2011 mais a été arrêté en 2015 pour faute de recrutement suffisant (seulement 23 

patients sur les 64 initialement prévus). Il avait pour objectif de tester la toxicité PRI-724 en 

association avec un agent de chimiothérapie et déterminer la dose maximale thérapeutique 

pour le cancer colorectal (NCT01302405). Un essai clinique de phase I (2013-2015), avec 

une vingtaine de patients atteints d’adénocarcinomes pancréatiques (avancés, inopérables, 

résistants à la chimiothérapie ou métastatiques), montre que l’association PRI-724 et 

gemcitabine n’est pas dangereuse pour le patient (NCT01764477). Des études de toxicité 

ont également été menées chez des patients atteints d’hépatites C ou de cirrhoses induites 

par des hépatites C pour évaluer la toxicité du PRI-724 (NCT02195440, NCT02828254). Le 

PRI-724 est très bien toléré à dose faible ou moyenne, mais à la dose maximale 

(160mg/m²/jour) des lésions hépatiques pourraient survenir (Kimura et al., 2017). De plus, 

une nouvelle étude de phases I/II pour des patients présentant des hépatites B et C ou des 

cirrhoses du foie a débuté en 2018, pour évaluer la toxicité et l’efficacité du PRI-724 dans la 

prise en charge thérapeutique (NCT03620474). Pour les patients atteints de pathologies 

myéloïdes avancées (leucémies myéloïdes chroniques et aiguës), un essai clinique de 

phase I/II a eu lieu de 2012 à 2016, afin de déterminer les doses limites de toxicité et 

d’efficacité du PRI-724 en combinaison avec les traitements standards (NCT01606579). Les 

résultats n’ont pas encore été publiés, peut-être en raison d’un nombre trop faible de patients 

inclus (49 inclus sur les 140 attendus), ne permettant pas de conclure quant à l’efficacité du 

PRI-724. Enfin, un nouvel essai clinique a débuté fin août 2019 pour tester la toxicité de 

l’OP-724 (autre nom du PRI-724) pour 12 patients atteints de cholangite biliaire primitive 

avec une fibrose, qui progresse (pathologie hépatique entrainant des lésions des conduits 

biliaires) (NCT04047160). Ces essais cliniques n’en sont qu’à des stades très précoces et, à 

l’heure actuelle, aucune conclusion sur l’efficacité du PRI-724 n’a pu être établie. 

Au vu des résultats bénéfiques de l’ICG-001 sur le développement de cancers solides 

et de leucémies et du rôle primordial que joue la voie Wnt/ β-caténine dans la progression 

des ostéosarcomes, les effets de l’ICG-001 ont été analysés dans différentes lignées 

d’ostéosarcome ainsi que dans un modèle préclinique. 

1.2. Article original 

‘’ICG-001, an inhibitor of the β-Catenin and cAMP Response Element-Binding Protein 

Dependant Gene Transcription, Decrease Proliferation but Enhances Migration of 

Osteosarcoma Cells’’. Article original soumis en septembre 2019. 
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Abstract: High-grade osteosarcomas are the most frequent malignant bone tumors in the pediatric 19 

population, w ith 150 patients diagnosed every year in France. Osteosarcomas are associated w ith 20 

low survival rates for high risk patients (metastatic, relapsed disease). Knowing that the canonical 21 

Wnt signaling pathway (Wnt/β-catenin) plays a complex but a key role in primary and metastatic 22 

development of osteosarcoma, the aim of this work was to analyze the effects of ICG-001, a CBP/β-23 

catenin inhibitor blocking the β-catenin dependent gene transcription, in three human osteosarcoma 24 

cell l ines (KHOS, MG63 and SJSA1). The cell  prol iferation and migration were first evaluated in 25 

vitro after ICG-001 treatment. Secondly, a mouse model of osteosarcoma was used to establish the 26 

in vivo biological effect of ICG-001 on osteosarcoma growth and metastatic dissemination. In vitro, 27 

ICG-001 treatment strongly inhibits osteosarcoma cell  prol i feration through a cell  cycle blockade in 28 

the G0/G1 phase, but surprisingly, increases cell migration of the three cell l ines. Moreover, ICG-29 

001 does not modulate tumor growth in the osteosarcoma mouse model but, rather significantly 30 

increases the metastatic dissemination to lungs. Taken together, these results highlight, despite an 31 

anti-prol i ferative effect, a deleterious pro-migratory role of ICG-001 in osteosarcoma. 32 

Keywords: osteosarcoma; β-catenin; proli feration; migration; ICG-001 33 

 34 

1. Introduction 35 

High-grade osteosarcomas are the most frequent malignant bone tumors in the pediatric 36 

population, w ith 150 patients diagnosed every year in France [1]. Osteosarcoma affects mainly 37 

children and adolescents w ith a pick of incidence around 18 years. Current standard therapeutic 38 

approaches include conservative surgery associated w ith poly-chemotherapy. However, patient  39 

survival has not evolved for the past decades and remains closely related to the response of tumor  40 

cells to chemotherapy, reaching 70% at 5 years for patients w ith localized forms while less than 30% 41 

in metastatic diseases and patients resistant to chemotherapy [2–5]. 42 
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revealed a Wnt signature in osteosarcoma samples as compared to healthy bone samples from the 93 

same patient (Figure 1B). β-catenin mRNA expression was also evaluated in 6 human osteosarcoma 94 

cell l ines. As indicated in Figure 1C, high levels of β-catenin mRNA are observed in al l  tested  95 

osteosarcoma cells, excepted MG63 cells, as compared to human mesenchymal stem cells (MSCs), in 96 

favor of an aberrant activation of the canonical Wnt signaling pathway in osteosarcoma. Based on 97 

these data, the effects of ICG-001, a CBP/β-catenin inhibitor, was investigated in three human 98 

osteosarcoma cell  l ines, KHOS, MG63 and SJSA1. 99 

 100 

Figure 1. Osteosarcoma cells and tissues overexpressed β-catenin and its target genes. (a) Relative 101 

CTNNB1 gene expression in Reads Per Ki lo base per Mi l l ion (RPKM) in osteosarcoma (OS) samples 102 

and heal thy bone tissues fol lowing bioinformatics anal ysis of RNAseq data GSE99671 (N=15 pai red 103 

patients). *, p<0.05. (b) Heatmap showing color-coded expression of Wnt target genes in osteosarcoma 104 

patients and heal thy bone tissue from the same patients fol lowing bioinformatics anal ysis of RNAseq 105 

data GSE99671 (N=15 pai red patients). High expression i s represented in red and low expression in 106 

blue (upper panel ). Enrichment score (ES) plots of GSEA anal ysis showing a signi fi cant upregulation 107 

of Wnt target genes in osteosarcoma tissues compared to pai red heal thy bone tissues Color scales are 108 

based on Z-scores. (lower panel ). (c) Relative CTNNB1 gene expression in osteosarcoma cel l  l ines 109 

compared to human Mesenchymal  Stem Cel ls (hMSC) . Bars indicate means ±SD of relative and 110 

normal ised CTNNB1 mRNA expression determined by RT-qPCR (N=1, performed in tr ipl icate). 111 

The efficiency of ICG-001 was first evaluated by TCF/LEF luciferase gene reporter assay in 112 

KHOS, MG63 and SJSA1 cells. ICG-001 dose-dependently decreased Wnt3a-induced TCF/LEF 113 

dependent luciferase activity in the three cell  l ines (Figure 2A). KHOS cells seemed to be the most 114 

sensitive cells to ICG-001 w ith a significant decrease of luciferase activity from 5µM whereas a dose 115 

of 10µM was necessary to observe a significant inhibition of luciferase activity in MG63 and SJSA1 116 

cells. Moreover, ICG-001 significantly diminished mRNA expression of two β-catenin target genes, 117 

AXIN2 and BIRC5 in KHOS and SJSA1 cells w ith an inhibition higher than 50%. Only BIRC5 mRNA 118 
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level was significantly decreased  by  25% in MG63  cells  that  seem  to  be  less sensitive  to  ICG­001, 119 

perhaps because of a  lower  β­catenin over­expression  compared  to KHOS  and SJSA1  cells (Figure 120 

2B). Moreover, Survivin protein level, encoded by BIRC5 gene, was decreased after 48h of ICG­001121

treatment  as analyzed by  relative  quantification of Survivin  protein  expression after Western  Blot 122 

(Figure  2C).  Taken together,  these data revealed  that  ICG­001  inhibits the  canonical Wnt  signaling 123 

pathway in osteosarcoma cells.   124 

 125 

 126 

Figure  2.  ICG­001  inhibits  β­catenin  dependent  transcription  in  KHOS,  MG63  and  SJSA1 127 

osteosarcoma cell  lines.  (a) Relative Luciferase Firefly/Renilla activity ratio in cells co­transfected 128 

with TOPFLASH  and pRL­TK constructs and treated or not (CT) with Vehicle (Vh) or ICG­001 (1 to129

10μM). Wnt3a 25ng/mL was added  1 hour after ICG­001 treatment for a period of 24 hours. Bars 130 

represent means ±SD of at least 3 independent experiments, each performed in duplicate. *, p<0.05; 131 

**, p<0.01; ***, p<0.001; ****, p<0.0001 vs Vehicle. (b) Relative and normalised AXIN2 (upper panel) or 132 

BIRC5 (lower panel) gene expression determined by RT­qPCR in cells treated with Vehicle (Vh) or 133 
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10μM of ICG­001 during 24 hours. Bars represent means ±SD (N≥3, performed in duplicate). *, p<0.05 134 

vs Vehicle. (c) SURVIVIN and VINCULIN protein level evaluated by Western Blot in cells treated 135 

with Vehicle  (Vh)  or  ICG­001  (1­10μM)  during  48  hours  (upper  panel with  one  representative 136 

experiment  of  three  independent  experiments).  Relative  SURVIVIN  protein  quantification, 137 

normalised with VINCULIN protein expression (lower panel). 138 

2.2. ICG-001 induced a cell cycle blockade in the G0/G1 phase in osteosarcoma  cells. 139 

To investigate the effects of β­catenin inhibition on osteosarcoma cell viability, cells were treated  140 

with increasing doses of ICG­001 for 24h, 48h and 72h and viable cells were analyzed by Cristal Violet 141 

staining. ICG­001 decreased osteosarcoma cell viability  in a time and dose dependent manner with 142 

IC50 of 0.83μM, 1.05μM and 1.24μM at 72h for KHOS, MG63 and SJSA1 respectively  (Figure  3A  and 143 

Table 1). After  72h of ICG­001 treatment,  less than 20% of MG63 cells were  still viable and less than 144 

8% of KHOS  and SJSA1  as compared  to  untreated  cells. To  complete  these  results,  cell death was 145 

analyzed after  72h of  ICG­001  treatment  by  Trypan Blue Counting.  ICG­001 did  not  significantly 146 

modify the proportion of dead cells which remained between  4.1 and 6.3% whatever  the treated  cell 147 

line, suggesting  that the decrease in viable cells under ICG­001 treatment was due to an inhibition of 148 

cell proliferation  rather than an induction of cell death (Figure 3B). To confirm that ICG ­001 did not 149 

induce  cell  death  by  apoptosis,  a  caspase­3 activity  assay was  performed,  together  with  PARP  150 

cleavage analysis by Western Blot  in KHOS  cells.  ICG­001 was not able  to  induce either  caspase­3 151 

activity  or  PARP  cleavage,  confirming  that  ICG­001  treatment  only  induced  an inhibition  of  cell 152 

proliferation without induction of apoptosis (data not shown). 153 

 154 

Figure 3. ICG­001 decreases KHOS, MG63 and SJSA1 osteosarcoma cells viability. (a) Cell viability 155 

analysed in cells treated with ICG­001 or vehicle (Vh) from 0.1 to 10 μM for 24, 48 or 72 hours. At the 156 

end points, cells were stained with crystal violet and the curves represent the means ±SD relativized 157 

with the value of the vehicle, of at least 5 independent experiments, each performed in triplicate. The 158 

dashed line represents the vehicle value set to 100.  *, p<0.05; ****, p<0.0001 vs vehicle. (b) Cell death 159 

evaluated after 72h  of  ICG­001 treatment (10μM). Live  and dead  cells were counted  in Malassez 160 

chamber  after  Trypan  Blue  staining. Histograms  represent  means  ±SD  of  three  independent 161 

experiments, each performed in duplicate. 162 
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 179 

Figure 4. ICG-001 blocks KHOS, MG63 and SJSA1 osteosarcoma cell lines in the G0/G1 phase. (a) 180 

Cel l  cycle anal ysis by fl ow cytometry in cel ls treated wi th ICG-001 (10µM) or vehicle (Vh) for 24h. 181 

Histograms represent means ±SD of three independent experiment s. *, p≤0.05. (b) Cel l  cycle 182 

regulators protein expression in KHOS cel ls synchronized in early S phase wi th thymidine treatment, 183 

released in cel l  cycle during 0, 2, 8, 12 and 24h, and treated wi th ICG-001 (10µM) or vehicle (Vh). 184 

Representative images of tw o independent experiments. (c) Regulation of G1 to S phase transi tion 185 

impl icating cycl ins and cycl in dependent kinases (CDK) as wel l  as Retinoblastoma protein (Rb) and 186 

p21. 187 

2.3. ICG-001 stimulates osteosarcoma cell migration. 188 

Given that the presence of metastasis is associated w ith a poor prognosis for osteosarcoma 189 

patients, cell  migration was analyzed after ICG-001 treatment using, on the one hand, a transwell 190 

assay, and, on the other hand, a real time assay w ith the xCELLigence system. Osteosarcoma cells 191 

were treated during 24h w ith 10µM of ICG-001 before seeded in Boyden Chamber and cell  counting 192 

of migrated cells was performed 8h later. ICG-001 induced a significant 3-fold, a 1.8-fold and a 4-fold  193 

increase for KHOS, MG63 and SJSA1 cell migration, respectively (Figure 5A). Results obtained with194

the xCELLigence system confirmed that ICG-001 increased osteosarcoma cell  migration at least unti l  195 

8h after seeding (Figure 5B). Indeed, the cell index induced by ICG-001 treatment reached 1.22-fold  196 

increase for KHOS cells 8h after seeding and 1.26-fold increase for SJSA1 cells (Figure 5C). The 197 

migration of MG63 cells could not be evaluated w ith the xCELLigence system due to the very low 198 
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migratory  properties  of  this  cell  line. After  24h,  the Cell  Index  did  not  longer  significantly differ 199 

between  control and ICG­001­treated  cells, suggesting that the inhibition of cell proliferation became 200 

predominant compared to the stimulation of cell migration.201

 202 

 203 

Figure 5. ICG­001 increases KHOS, MG63 and SJSA1 osteosarcoma cell migration.  (a) Migrated 204 

KHOS, MG63 and SJSA1 cells counting after 24h of ICG­001 (10μM) or vehicle (Vh) pre­treatment and 205 

seeding in Boyden Chamber for 8h. Histograms represent means ±SD for at least two independent 206 

experiments, each performed in duplicate. *, p<0.05; **, p<0.01. (b) Real­time migration of KHOS and 207 

SJSA1 cells after 24h of ICG­001 (10μM) or vehicle (Vh) and seeding in inserts of CIM plate. Curves 208 

represent means ±SEM  of Cell Index (CI) of ICG­001 treated cells related to the CI of vehicle­treated 209 

cells, for at  least  three independent experiments, each performed in duplicate.  (c) CI  of ICG­001 210 

treated cells relativized to CI of vehicle treated cells at 8h and 24h *, p<0.05; **, p<0.01 vs vehicle. 211 

2.4. ICG-001 stimulates metastatic dissemination  to lungs in a pre-clinical mouse model of osteosarcoma. 212 
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 241 

Figure 6. ICG-001 enhances metastatic dissemination to lungs in a mouse model of osteosarcoma. 242 

(a) Tumor growth moni toring by volume measurement every two days. Di fferent curves (Control  243 

N=5, DMSO N=6, ICG-001 50mg/kg/day N=8) represent means ±SEM. (b) Survival curves, w i th a 244 

median survival  of 39 days for each group. (c) Macroscopic count of metastases, each dot represents 245 

the number of metastases per mouse. **, p≤0.01. (d) Histological  count of metastases after 246 

Hematoxyl in-Eosin staining, each dot represents the number of metastases per mouse. On the r ight 247 

panel , arrows indicate metastases *, p≤0.05. 248 

3. Discussion 249 

The implication of the canonical Wnt/β-catenin signaling pathway in the development of  250 

osteosarcoma has been evaluated but data remain controversial. Indeed, some data described an 251 

aberrant activation of the canonical Wnt/β-catenin signaling pathway responsible for increased 252 

tumorigenicity and metastatic dissemination of osteosarcoma whereas some other studies 253 

highlighted an inactivation of this pathway in some osteosarcoma patients [13–16]. Our analysis of 254 

RNA seq data including 15 osteosarcoma patients and our screening of the level of β-catenin mRNA 255 

expression in 6 osteosarcoma cell  l ines (Figure 1) were consistent w ith an aberrant activation of the 256 

Wnt/β-catenin pathway in osteosarcoma. Thus, we proposed to block specifical ly the interaction  257 

between β-catenin and CBP w ith the drug ICG-001 and consequently to analyze the impact of the β-258 

catenin/CBP dependent transcription regulation on primary and metastatic osteosarcoma 259 

development.  260 
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1.3. Complément de discussion 

Dans la littérature, les résultats portant sur l’implication de la voie Wnt/β-caténine 

dans le développement des ostéosarcomes sont discordants bien qu’une majorité d’entre 

eux démontrent que l’activation cette voie constitue un facteur de mauvais pronostic chez les 

patients. Dans ce contexte, étant donné qu’à ce jour, aucun essai clinique n’a permis 

d’augmenter les taux de survie depuis la mise en place des protocoles de chimiothérapie 

dans les années 1980, l’identification de nouvelles cibles thérapeutiques est nécessaire dans 

les cas d’ostéosarcome. Le ciblage de l’activité transcriptionnelle du complexe β-

caténine/CBP par l’inhibiteur chimique ICG-001 entrainant une diminution de l’activité de la 

voie Wnt/β-caténine semblait donc représenter une stratégie intéressante.  

Cette étude a tout d’abord permis de mettre en évidence une inhibition de l’activité 

transcriptionnelle dépendante de la voie Wnt/β-caténine par l’ICG-001 dans 3 lignées 

cellulaires d’ostéosarcome. Cet effet inhibiteur a pu être démontré d’une part, dans un 

modèle artificiel de gène rapporteur luciférase avec une diminution de l’activité luciférase 

dépendante de la β-caténine et des protéines de la famille TCF/LEF (M50 TOPFlash) ; et

d’autre part, dans un modèle endogène (qPCR), l’ICG-001 réduisant l’expression des gènes 

cibles de la β-caténine tels que l’AXIN2 et BIRC5. Cette inhibition de l’activité 

transcriptionnelle de la voie Wnt/β-caténine est associée à une diminution de la prolifération 

cellulaire in vitro, avec un blocage des cellules en phases G0/G1 du cycle cellulaire, comme 

cela a déjà été observé dans d’autres études ciblant la voie Wnt/β-caténine dans les 

ostéosarcomes (Chen et al., 2015; Dai et al., 2017). Le blocage du cycle cellulaire peut être 

attribué à la diminution de l’expression protéique des CYCLINES D1 et D3 nécessaires à 

l’entrée des cellules en phase G1 du cycle cellulaire et lors de la transition G1/S (Figure 16) 

(Lim and Kaldis, 2013). En effet, les CYCLINES D1 et D3 s’associent respectivement aux 

protéines CDK4 et CDK4/6 (cyclines dépendantes kinases) au cours de la phase G1 et 

permettent ainsi la phosphorylation de la protéine Rb, libérant les complexes de transcription 

des gènes nécessaires à la poursuite du cycle cellulaire (Lim and Kaldis, 2013). De plus, 

l’augmentation de l’expression protéique de p21 en présence d’ICG-001 participe également 

à la régulation du cycle cellulaire en réprimant l’activité des complexes CYCLINE/CDK. Cette 

induction de l’expression de p21 suite à la réduction de l’activité transcriptionnelle de la β-

caténine a déjà pu être mise en évidence dans d’autres études (Kamei et al., 2003; Lim and 

Kaldis, 2013; Quasnichka et al., 2006; Xu et al., 2016). 
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Figure 16 : Régulation de la transition de la phase G1 vers la phase S du cycle cellulaire. Cette 

transition fait intervenir les complexes CYCLINES/CDK responsables de la phosphorylation de la 

protéine Rb, levant ainsi la répression de la transcription. Le facteur de transcription E2F induit 

l’expression des gènes impliqués dans la phase S, la cellule rentre en interphase. La protéine p21 est 

capable d’inhiber l’activité des complexes CYCLINES/CDK, contrôlant la transition de la phase G1 à la 

phase S du cycle cellulaire. CDK : Cyclin Dependant Kinase. 

Contrairement à ce qui est fréquemment rapporté dans la littérature, l’inhibition de la 

voie Wnt/β-caténine n’est pas suffisante dans notre modèle pour induire la mort par 

apoptose des cellules d’ostéosarcome (Dai et al., 2017; Ma et al., 2015; Stratford et al.,

2014). Cependant, l’ICG-001 cible spécifiquement l’activité transcriptionnelle dépendante du 

complexe β-caténine/CBP alors qu’un effet pro-apoptotique a été décrit uniquement après 

inhibition de toute l’activité transcriptionnelle dépendante de la voie Wnt/β-caténine. A titre 

d’exemple, des traitements avec des molécules qui inhibent les Tankyrases (JW24, IWR-1) 

permettent d’augmenter l’apoptose dépendante de la caspase 3 dans les cellules 

d’ostéosarcome (Martins-Neves et al., 2018; Stratford et al., 2014). Une étude semble 

néanmoins en accord avec les résultats que nous avons observés puisqu’une inhibition de 

l’expression de la β-caténine par siRNA n’induit que très peu l’apoptose des cellules MG63, 

suggérant un rôle limité de la β-caténine dans l’apoptose des cellules d’ostéosarcome 

(Zhang et al., 2011b). 

Ces travaux ont ensuite permis de démontrer, de façon inattendue, une augmentation 

des capacités migratoires et métastatiques des cellules d’ostéosarcome en présence d’ICG-

001. Or, l’activation de la voie Wnt/β-caténine a souvent été associée à une augmentation de 

la migration cellulaire in vitro ainsi qu’à la présence de métastases pulmonaires chez les 

patients atteints d’ostéosarcome. Par conséquent, l’inhibition de cette voie aboutit 

fréquemment à une diminution du potentiel métastatique des ostéosarcomes (Ma et al., 

2015; Rubin et al., 2010; Zhao et al., 2015). Cette différence majeure pourrait s’expliquer par 

le fait que les autres études ciblent des acteurs en amont de l’activité transcriptionnelle de la 

voie de signalisation Wnt/β-caténine et donc inhibant l’intégralité de la transcription 

dépendante de la β-caténine, ce qui suggère à nouveau que les cofacteurs transcriptionnels 

de la β-caténine n’ont pas tous les mêmes fonctions (Ma et al., 2005). Néanmoins, une étude 
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publiée à la fin de l’année 2018 a mis en évidence qu’un analogue structurel de l’ICG-001, le 

PRI-724, diminue la migration et l’invasion des cellules d’ostéosarcome 143B et SJSA1 

(Fang et al., 2018) et va donc à l’encontre des résultats que nous avons observés. 

Cependant, les auteurs de cette étude ont, d’une part, traité les cellules d’ostéosarcome 

avec des concentrations plus de deux fois supérieures (25µM) à celle utilisée dans notre 

étude ; cette forte concentration pourrait être à l’origine d’effets non spécifiques à l’inhibition 

de l’interaction entre la β-caténine et CBP. D’autre part, la migration est évaluée après 24h 

de traitement au PRI-724 à une concentration réduisant la prolifération cellulaire. Il est donc 

possible qu’à ce temps, l’effet observé soit la résultante de l’action du PRI-724 sur la 

prolifération et sur la migration cellulaire. En effet, des expériences réalisées en temps réel 

nous ont permis de démontrer une augmentation de la migration cellulaire en présence 

d’ICG-001 jusqu’ à 8 heures de traitement mais qui décroit au-delà, l’effet anti-prolifératif de 

l’ICG-001 devenant probablement prédominant. De plus, nos résultats in vitro ont été 

confirmés dans un modèle murin d’ostéosarcome, dans lequel une augmentation 

significative du nombre de métastases pulmonaires chez les souris traitées avec une dose 

quotidienne de 50mg/kg d’ICG-001 a été observée. 

Les conclusions de notre étude préclinique ne confirment que partiellement celles 

issues de nos expériences in vitro. Bien que l’ICG-001 induise une diminution importante de 

la prolifération cellulaire in vitro, aucun effet n’a pu être observé sur la croissance tumorale 

dans notre modèle murin. L’implication forte du microenvironnement tumoral dans le 

développement de la tumeur primaire pourrait être à l’origine de cette différence. D’autres 

facteurs pro-tumoraux sont présents dans le microenvironnement tumoral, et peuvent 

soutenir la croissance tumorale tels que le TGFβ ou les BMPs (Verrecchia and Rédini, 

2018). Ainsi, d’autres voies de signalisation pourraient être activées dans les cellules 

d’ostéosarcome et contrebalancer l’inhibition du cycle cellulaire observée en présence 

d’ICG-001, comme par exemple, l’activation de la transcription du gène CCND1 (CYCLINE 

D1) par les facteurs JUN/FOS ou STAT3 (Duronio and Xiong, 2013). Un autre point très 

important concerne la biodisponibilité et la biodistribution de l’ICG-001, car la molécule très 

hydrophobe a été injectée dans un mélange de DMSO (dimethyl sulfoxide) et d’huile de 

sésame par voie intrapéritonéale et il n’a pas été possible d’évaluer sa présence au sein de 

la tumeur primaire. Les molécules hydrophobes n’étant pas aisément administrables, une 

gamme de doses croissantes aurait surement été préférable combinée à différentes 

formulations afin d’augmenter la solubilité et la diffusion du produit dans l’organisme (Allen 

and Cullis, 2004; Singh et al., 2017). Néanmoins, la stimulation de la dissémination 

métastatique chez les souris traitées à l’ICG-001 permet de conclure qu’au moins une 

fraction de la dose injectée est parvenue jusqu’aux cellules tumorales. 
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 Bien que l’ICG-001 soit décrite comme une molécule très spécifique ne ciblant que 

l’interaction entre la β-caténine et CBP, des effets de l’ICG-001, indépendants de la voie de 

signalisation Wnt/β-caténine, ont été mis en évidence notamment dans le blocage du cycle 

cellulaire (Wiese et al., 2017) et l’induction de l’apoptose dépendante des caspases (Grigson 

et al., 2015). En effet, dans des modèles cellulaires de gliomes pédiatriques de haut grade, 

malgré une très faible activité de la voie Wnt/β-caténine en réponse à une stimulation au 

Wnt3a, un traitement à l’ICG-001 diminue la prolifération et la migration cellulaire in vitro 

ainsi que la croissance tumorale in vivo. De plus, d’une part, l’ICG-001 augmente ou tend à 

augmenter l’expression de certains gènes cibles de la β-caténine (AXIN2, CD44, BMP4) en 

fonction des lignées cellulaires. D’autre part, la majorité des gènes sous-exprimés en 

présence d’ICG-001 sont des gènes, indépendants de la voie Wnt/β-caténine, qui régulent le 

cycle cellulaire, ce qui est cohérent avec l’inhibition de la prolifération cellulaire (Wiese et al., 

2017). Une seconde étude démontre que l’ICG-001 déclenche l’apoptose de cellules issues 

de myélome multiple de façon caspases-dépendante, en lien avec une augmentation de 

l’expression génique des protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl2 (PUMA et NOXA). 

Cependant, l’inhibition de la voie Wnt/β-caténine ne semble pas être impliquée car 

l’expression de BIRC5 (codant pour la protéine SURVIVINE) n’est pas diminuée (Grigson et 

al., 2015). Les auteurs ont donc émis l’hypothèse que le cofacteur de transcription CBP 

devient disponible pour d’autres facteurs de transcription tels que p53 permettant 

l’expression de gènes tels que PUMA et NOXA (Grigson et al., 2015; Grossman, 2001; Yu 

and Zhang, 2008). Ces études suggèrent qu’une partie des effets de l’ICG-001 peuvent être 

médiés de façon indépendante de la voie Wnt/β-caténine. Cependant, ces effets ne sont pas 

totalement indépendants de la voie canonique de Wnt, car c’est l’inhibition de cette voie de 

signalisation qui permet l’activation d’autres voies ou d’autres complexes transcriptionnels, 

avec notamment la libération de CBP des complexes transcriptionnels composés de la β-

caténine et de TCF/LEF. 

Nos résultats ont donc montré que l’ICG-001 augmente la migration des lignées 

cellulaires d’ostéosarcome humain utilisées dans le cadre de notre étude, et favorise le 

développement métastatique dans un modèle murin orthotopique de xénogreffe de cellules 

KHOS. Ces résultats ne font donc pas de l’ICG-001 un bon candidat pour une utilisation en 

clinique dans le cas des ostéosarcomes. En revanche, sur le plan de la biologie des 

ostéosarcomes, cette étude pose de nouvelles questions sur l’implication de la voie Wnt/β-

caténine dans la dissémination métastatique et sur l’importance des co-activateurs 

composant le complexe de transcription avec la β-caténine.  
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2. Résultats Partie 2 : Mécanismes responsables des effets pro-

migratoires et pro-métastatiques de l’ICG-001 

2.1. Introduction 

La première partie de ce travail de thèse a permis de confirmer que la voie canonique 

de Wnt joue un rôle clé dans le développement des ostéosarcomes mais a surtout ajouté un 

niveau de complexité dans la régulation de cette voie de signalisation. En effet, bien que 

l’inhibition de la voie Wnt/β-caténine par l’ICG-001 permette de diminuer la prolifération des 

cellules issues d’ostéosarcome in vitro, elle exerce un rôle pro-migratoire in vitro et pro-

métastatique dans un modèle murin orthotopique d’ostéosarcome. Cette étude suggère donc 

que le rôle joué par la β-caténine dans le développement tumoral primaire et métastatique 

des ostéosarcomes pourrait être modulé par les co-activateurs transcriptionnels auxquels 

elle s’associe pour réguler la transcription de ces gènes cibles. Ainsi, l’inhibition de l’activité 

transcriptionnelle dépendante du complexe transcriptionnel composé de la β-caténine et de 

CBP par l’ICG-001 induirait une modification phénotypique à l’origine de l’augmentation des 

propriétés migratoires des cellules d’ostéosarcome. La compréhension des mécanismes 

impliqués dans ces effets est donc indispensable à une meilleure appréhension de 

l’implication de la voie Wnt/β-caténine dans le développement métastatique des 

ostéosarcomes. Notre hypothèse de travail s’est donc basée sur le fait que l’ICG-001 

pourrait être à l’origine d’une régulation transcriptionnelle induite par d’autres complexes de 

transcription incluant la β-caténine mais de façon indépendante de son interaction avec CBP. 

Plus précisément, au vu de la littérature, deux hypothèses de travail ont été avancées :  

- Un déplacement d’équilibre transcriptionnel vers un complexe incluant la β-caténine 

et le co-activateur p300 (Figure 17A). 

- La stimulation de la voie de signalisation du TGFβ, qui joue un rôle pro-migratoire 

important dans l’ostéosarcome et qui pourrait être activée en réponse à l’inhibition de la voie 

de signalisation canonique de Wnt (Figure 17B). 

Ces deux hypothèses de travail ont fait l’objet d’investigations au cours de la seconde 

partie de thèse. 
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Figure 17 : Hypothèses avancées pour expliquer les effets pro-migratoires de l'ICG-001. L’ICG-

001 inhibe la transcription dépendante du complexe CBP/β-caténine. (A) Cette inhibition pourrait 

favoriser la transcription dépendante des complexes β-caténine/p300 et ainsi activer la transcription 

des gènes cibles tels que cMYC et VEGF-A. (B) La β-caténine libérée suite à l’inhibition de 

l’interaction CBP/β-caténine par l’ICG-001 pourrait favoriser la création de complexes transcriptionnels 

avec les protéines SMADs de la voie de signalisation canonique du TGFβ. CBP : cAMP response 

element-binding protein ; SBE : SMADs Binding Element, région de fixation des facteurs de 

transcription SMADs. TBE : TCF/LEF Binding Element, région de fixation des facteurs de transcription 

TCF/LEF (T-Cell Factor /Lymphoid Enhancer-binding Factor) ; β-CAT : β-caténine. 

La première hypothèse repose sur le fait que l’inhibition du complexe transcriptionnel 

β-caténine/CBP favorise l’activité transcriptionnelle de la β-caténine par la formation d’un 

complexe incluant p300. Les protéines CBP et p300 sont des protéines homologues qui, par 

leur fonction acétyltransférase, induisent l’acétylation des histones, empêchant ainsi le 

recrutement du répresseur Groucho/TLE et permettant le passage de la chromatine dans un 

état ouvert. Les cofacteurs CBP et p300 jouent un rôle majeur dans l’initiation de la 

transcription dépendante de la β-caténine et de TCF/LEF (Hecht et al., 2000; Holmqvist and 

Mannervik, 2013), bien qu’ils ne soient pas impliquées dans les mêmes complexes 

transcriptionnels. Ils sont responsables de la transcription différencielle des gènes cibles de 

la voie Wnt/β-caténine permettant la régulation de fonctions cellulaires différentes. Ainsi, il a 

été décrit que le complexe β-caténine/CBP est primordial pour le maintien du caractère 

souche des cellules et leur prolifération cellulaire, alors que le complexe β-caténine/p300 est 

majoritairement impliqué dans la différenciation cellulaire (Ma et al., 2005; Miyabayashi et al., 

2007; Takahashi-Yanaga and Kahn, 2010). Il a été démontré par Ma et al. que l’ICG-001 

induisait le recrutement de p300 au lieu de CBP dans le complexe transcriptionnel β-
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caténine/TCF/LEF sur le promoteur du gène BIRC5, ayant pour conséquence la répression 

de la transcription de ce gène dans la lignée cellulaire de cancer de côlon humain SW480 

(Ma et al., 2005). De plus, Miyabayashi et al. ont mis en évidence un ‘’switch’’ 

transcriptionnel d’un complexe β-caténine/CBP vers un complexe β-caténine/p300 en 

présence d’ICG-001 dans des cellules souches embryonnaires murines. La présence de 

CBP dans le complexe transcriptionnel β-caténine/TCF/LEF favorisait la prolifération 

cellulaire et le maintien de la pluripotence avec la transactivation des gènes OCT4 et SOX, 

contrairement à la présence de p300 initiant la différenciation cellulaire associée à une 

augmentation de l’expression de cMYC (Miyabayashi et al., 2007). Pour étudier le rôle des 

cofacteurs transcriptionnels de la β-caténine (CBP et p300), deux inhibiteurs 

pharmacologiques sont fréquemment utilisés : l’ICG-001 décrit précédemment, et l’IQ-1 

(Miyabayashi et al., 2007; Sasaki et al., 2013). L’IQ-1 se fixe sur la sous-unité PR72/130 de 

la phosphatase de Sérine/Thréonine PP2A, diminuant ainsi la phosphorylation de la protéine 

p300 (sur le résidu Sérine 89), bien que le mécanisme ne soit pas encore clairement identifié 

(Figure 18). Etant donné que la phosphorylation de la protéine p300 sur la Sérine 89 permet 

d’augmenter son affinité pour la β-caténine, l’IQ-1 favorise la formation des complexes β-

caténine/CBP (Miyabayashi et al., 2007) et est donc utilisé pour réverser le déplacement 

d’équilibre transcriptionnel vers p300 induit par l’ICG-001.  

 

Figure 18 : Mécanisme d'action indirect de l'IQ-1. L’IQ-1 diminue la phosphorylation du cofacteur 

de transcription p300 de façon indirecte, au travers de l’activité de la phosphatase PP2A. La 

déphosphorylation de p300 diminue fortement l’affinité de l’interaction β-caténine/p300. 

La seconde hypothèse de travail fait intervenir l’activation de la voie de signalisation 

TGFβ/SMADs, qui a déjà été associée à une augmentation de la migration et de la 

dissémination métastatique des cellules d’ostéosarcome (Lamora et al., 2014, 2015). En 

effet, les voies de signalisation Wnt/β-caténine et TGFβ/SMADs sont étroitement liées dans 

la biologie des cellules. Dans les chondrocytes, il a été rapporté que la protéine SMAD3 

favorisait la translocation nucléaire de la β-caténine et que la formation d’un complexe β-

caténine/SMAD3/4 stabilisait la protéine β-caténine et permettait ainsi d’augmenter son 

activité transcriptionnelle (AXIN2, BIRC5) (Zhang et al., 2010). Des études ont également 
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montré des interactions entre les protéines SMAD3 et β-caténine dans des complexes 

transcriptionnels régulant les gènes cibles PAI-1, VEGF-A et GLI2 (Clifford et al., 2008; 

Dennler et al., 2009; Fuxe et al., 2010). De même, un complexe transcriptionnel β-

caténine/CBP/SMAD3 est impliqué dans l’activation du gène α-SMA via des domaines SBE 

(SMADs Binding Element) sur son promoteur, dans les cellules épithéliales alvéolaires 

pulmonaires (Zhou et al., 2012). L’activation de la voie de signalisation TGFβ/SMADs peut 

être ciblée par l’utilisation de la molécule chimique SD-208, inhibiteur spécifique du récepteur 

TβRI, empêchant ainsi l’activation de la cascade de signalisation et donc limitant la 

disponibilité de SMAD3 dans le compartiment nucléaire (Figure 19). 

 

 

 

Figure 19 : Action du SD-208 sur la voie de signalisation canonique du TGFβ. L’activation par le 

TGFβ (Tumor Growth Factor) de la voie de signalisation induit l’hétérotétramérisation des dimères 

TβRI et TβRII, conduisant à la phosphorylation des récepteurs TβRI, libérant leur activité 

Sérine/Thréonine kinase. SMAD3 (S3) est phosphorylée et activé par TβRI, ce qui permet sa 

dissociation avec la protéine SARA (Smad Anchor for Receptor Activation) et son association avec le 

médiateur SMAD4 (S4). Le complexe protéique S3/S4 est alors importé dans le noyau pour réguler 

l’expression de gènes cibles. La protéine SMAD7 (S7) recrute les E3-ubiquitine ligases Smurf1-2 

conduisant à la dégradation des récepteurs TβRI, régulant négativement la voie de signalisation du 

TGFβ (Verrecchia and Rédini, 2018). Le SD-208 agit au niveau des récepteurs de la voie de 

signalisation du TGFβ en inhibant l’activité du récepteur TβRI. Co-F : co-facteur. 

SD-208 
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Afin de tester les deux hypothèses formulées précédemment, différentes approches 

ont été mises en place pour essayer d’inhiber complètement ou partiellement les effets d’un 

traitement ICG-001 sur le profil transcriptomique des cellules d’ostéosarcome. Tout d’abord, 

une approche pharmacologique avec l’IQ-1 a été mise en place pour évaluer la potentielle 

implication de p300 dans les effets observés suite à un traitement à l’ICG-001. Cette 

approche a été complétée par la génération de cellules KHOS transduites avec des shRNA 

spécifiquement dirigés contre p300. Ensuite, la seconde hypothèse a été testée avec 

l’utilisation du SD-208 pour déterminer le rôle de la voie du TGFβ dans les modifications 

transcriptomiques et phénotypiques observées en présence d’ICG-001. Une approche 

moléculaire a également été développée par transfection des cellules KHOS avec un 

siSMAD3. Le ciblage de ces différentes voies de signalisation a pour objectif de décrypter les 

mécanismes impliqués dans les effets transcriptomiques et pro-migratoires se mettant en 

place dans les cellules d’ostéosarcome suite à l’inhibition du complexe transcriptionnel 

CBP/β-caténine. 

2.2. Matériels et Méthodes 

2.2.1. Culture cellulaire et réactifs 

Les lignées cellulaires d’ostéosarcome humain KHOS (ATCC-CRL 1544, American 

Type Culture Collection), MG63 (ATCC-CRL 1427) et SJSA1 (ATCC-CRL 2098) ont été 

cultivées dans du DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Lonza) additionné de 10% 

de SVF (sérum de veau fœtal, HyClone, Utah, USA) et placées dans un incubateur à 37°C, 

5% de CO2 et 95% d’humidité. 

Le Wnt3a recombinant humain (R&D systems, 5036-WN-010) a été dilué dans du 

DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline) supplémenté de 0,1% BSA (Bovine Serum 

Albumin). Le TGFβ1 provient de R&D systems (Minneapolis). L’ICG-001 (R&D Systems, 

4505/10), le SD-208 (Sigma, S7071) et l’IQ-1(Sigma, SML1147) ont été dilué dans du DMSO 

(dimethyl sulfoxide, Sigma) qui a donc a été utilisé comme contrôle. 

2.2.2. Génération de cellules modifiées stablement avec un shRNA 

La génération de cellules exprimant stablement des shRNA dirigés spécifiquement 

contre l’ARNm de p300 a été réalisée à l’aide de particules lentivirales produites sur la base 

du système ‘’Vira Power Lentiviral expression system’’ (Invitrogen). Les cellules HEK293FT 

ont été co-transfectées avec des plasmides auxiliaires et un plasmide d’intérêt : shRNA CT 

(shCT, MISSION® pLKO.1-puro Non-Mammalian shRNA Control Plasmid DNA, SHC002, 

Sigma) ou shRNA EP300 (shEP300 n°39885 et n°39886, Sigma). Les surnageants 
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contenant les particules lentivirales ont été collectés après 48h de transfection et ont été 

concentrés par ultracentrifugation. Les cellules KHOS ont été transduites avec les différentes 

particules lentivirales avec une MOI de 20 (Multiplicity Of Infection). Les cellules KHOS non 

transduites ont été appelées NT. Une pression de sélection a été appliquée au cours de 

l’entretien des cellules avec un traitement à la Puromycine à une concentration de 5µg/mL 

(Sigma, P8833-25MG), qui n’a pas été maintenu lors des expérimentations. 

2.2.3. siRNA interférence 

Les cellules KHOS ont été ensemencées en plaque 6 puits pour atteindre 50-70% de 

confluence au moment de la transfection. Les siRNA utilisés ont été : le siRNA Control-A 

(siRNA-A, Santa Cruz, sc-37007) et le siRNA SMAD3 (h) (Santa Cruz, sc-38376). Les 

transfections ont été réalisées avec de la Lipofectamine RNAiMAX (ThermoFisher Scientific, 

13778075) et du milieu Opti-MEM (Opti-Minimum Essential Medium, ThermoFisher, 11058-

02) en suivant les recommandations des fournisseurs. Les cellules non transfectées ont été 

appelées Nt. Les expériences utilisant des cellules transfectées avec des siRNA ont été 

réalisées 24h après transfection. 

2.2.4. Gène rapporteur luciférase 

Cette technique permet d’étudier la réponse transcriptionnelle dépendante de la β-

caténine en réponse au Wnt3a. Dans cette étude, deux plasmides ont été utilisés : 

- Le plasmide contrôle pRL-TK (Dennler, 1998) contenant le promoteur faible HSV-TK 

contrôlant la transcription du gène codant la luciférase Renilla. Ce plasmide est co-transfecté 

avec le plasmide d’intérêt dans les cellules afin de normaliser les variations d’efficacité de 

transfection. 

- Le plasmide M50 Super 8x TOPFlash (gracieusement donné par Randall Moon 

(Addgene plasmid # 12456 ; http://n2t.net/addgene:12456 ; RRID:Addgene_12456)) 

comportant le gène rapporteur codant la luciférase Firefly sous le contrôle d’un promoteur 

artificiel contenant 7 fois l’élément de réponse au complexe β-caténine/TCF/LEF (TBE, 

TCF/LEF Binding Element). 

Les cellules KHOS, à 50-60% de confluence, ont été co-transfectées avec 100ng du 

plasmide pRL-TK, et 250ng du plasmide TOPFlash, grâce à l’agent de transfection Jet PEI 

selon les recommandations du fournisseur (Polyplus Transfection). Le milieu de transfection 

a été remplacé par du DMEM sans SVF, 6h après la transfection. Après 16h, les cellules ont 

été traitées pendant 24h selon les différentes conditions : contrôle, DMSO, Wnt3a 

(25ng/mL), ICG-001 (5µM), IQ-1 (0,1, 1, 5 et 10µM). Dans les conditions avec inhibiteurs, le 
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traitement Wnt3a a été appliqué 1h après le début du traitement inhibiteur. L’extraction des 

protéines et la mesure des activités luciférase ont été réalisées avec le kit Dual-Luciferase 

Reporter Assay System (Promega), et un luminomètre à deux injecteurs (Berthold), selon les 

recommandations du fournisseur. Les rapports de luminescence émise par la luciférase 

Firefly sur la luminescence émise par la luciférase Renilla ont été relativisés sur les 

conditions contrôles Wnt3a de chacune des expériences pour l’analyse des résultats. 

2.2.5. RT-qPCR (Reverse Transcription – quantitative Polymerase 

Chain Reaction) 

Les cellules KHOS, MG63, SJSA1 ont été ensemencées en plaque 6 puits à raison 

de 100 000 cellules par puits. Les cellules adhérentes ont été traitées selon les différentes 

conditions : DMSO, ICG-001 (5-10µM), IQ-1 (1-10µM), SD-208 (10µM) pendant 24h. 

L’extraction d’ARN a été réalisée avec le kit NucleoSpin RNA selon les recommandations du 

fournisseur (Macherey Nagel, Düren, Allemagne). La concentration en acides nucléiques de 

chaque échantillon a ensuite été mesurée par spectrophotométrie à 260nm au Nanodrop 

(Thermo Scientific, Labtech, France). Les RT ont été réalisées à partir de 2µg d’ARN avec le 

kit Maxima H Minus First Strand CDNA synthesis (Fisher Scientific, 10430470) selon les 

recommandations du fournisseur. Les qPCR ont été réalisées en utilisation le SYBR select 

Master Mix (Life Technologies) avec 20ng d’ADNc par réaction, dans un thermocyleur Quant 

Studio 7 (Life Technologies). Les séquences des amorces utilisées sont listées dans le 

tableau 1. Les gènes de référence 18S, GAPDH (Glyceraldéhyde-3-Phosphate 

Déhydrogénase) et β2M (β-2-Microglobuline) ont été utilisés comme contrôles endogènes 

pour normaliser les résultats. L’analyse repose ensuite sur le principe du cycle seuil 

(Threshold Cycle Ct) et le calcul du 2-ΔΔCt permettant de comparer l’expression relative 

normalisée des différents gènes. 

 

 

 

 

 

 

 



128 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 1 : Séquences des couples d’amorces utilisés pour les qPCR. 

2.2.6. Western Blot 

Les cellules KHOS ont été ensemencées à raison de 200 000 cellules par puits. Les 

cellules adhérentes ont été privées de nutriments pendant 4h avec du DMEM 0%SVF, puis 

les traitements DMSO ou ICG-001 (10µM) ont été ajoutés pendant 15min, 60min ou 180min. 

Les protéines ont été extraites avec un kit d’enrichissement nucléaire et cytoplasmique selon 

le protocole du fournisseur (Kit NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents, 

Thermo Scientific #78835). Les protéines extraites ont été dosées à l’aide d’un kit de dosage 

protéique BCA (acide bicinchoninique, kit Sigma) puis analysées par Western Blot à l’aide 

d’anticorps dirigés contre les protéines P-cJUN Ser63 (Cell Signaling Technology #9261), 

VINCULIN (Cell Signaling Technology #13901) et HISTONE H3 (Active Motif #MABI 0301). 

Gènes Séquences des amorces Gènes Séquences des amorces 

h18S 

Qf: cgattggatggtttagtgagg 

hGAPDH 

Qf: tgggtgtgaaccatgagaagtatg 

Qr: agttcgaccgtcttctcagc Qr: ggtgcaggaggcattgct 

hAXIN2 

Qf: atgattccatgtccatgacg 

hMYC 

Qf : caccagcagcgactctga 

Qr: cttcacactgcgatgcattt Qr : gatccagactctgaccttttgc 

hβ2M 

Qf: ttctggcctggaggctatc 

hPAI-1 

Qf : gcttttgtgtgcctggtagaaa 

Qr: tcaggaaatttgactttccattc Qr : tggcaggcagtacaagagtga 

hBIRC5 

Qf: aggaccaccgcatctctacat 

hSMAD3 

Qf : tgctctccaatgtcaacagg 

Qr: aagtctggctcgttctcagtg Qr : gacctcccctccgatgtagt 

hCBP 

Qf : cgtgtcacagggacaggtg 

hVEGF-A 

Qf : ccttgctgctctacctccac 

Qr : gtgactgtgtcactggaggg Qr : ccacttcgtgatgattctgc 

hEP300 

Qf : tgatgcctcgaataactccacaa   

Qr : catagcccataggcgggttg   
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2.2.7. ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) 

Les cellules KHOS et MG63 ont été ensemencées à 200 000 cellules par puits en 

plaque 6 puits. Après adhérence des cellules, les milieux de culture ont été remplacés par du 

DMEM 5% SVF contenant le DMSO ou l’ICG-001 (5-10µM), dans un volume final de 1,5mL 

par puits. Après 48h ou 72h de traitement, les milieux ont été récoltés et congelés à -20°C. 

L’ELISA a été réalisé avec le kit Human VEGF DuoSet ELISA (R&D Systems, DY293B-05), 

selon les recommandations du fournisseur. Afin de prendre en compte l’effet anti-prolifératif 

de l’ICG-001 (observable dès 24h de traitement aux concentrations de 5 ou 10µM), les 

résultats ont été normalisés sur la quantité totale de protéines par puits, obtenue à l’aide d’un 

dosage protéique BCA (acide bicinchoninique, kit Sigma). 

2.2.8. Test de prolifération cellulaire 

Les cellules KHOS ont été ensemencées en plaque 96 puits à 2 000 cellules par 

puits. Les cellules ont été traitées pendant 24h, 48h ou 72h avec du DMSO, de l’ICG-001 

(0,1 à 10µM) et/ou de l’IQ-1 (0,001 à 10µM). Ensuite, les cellules ont été fixées au 

glutaraldéhyde 1% final (Sigma) puis rincées à l’eau distillée, et colorées avec du Cristal 

Violet (Sigma). Les puits ont été rincés à l’eau distillée, avant d’être séchés pendant 24h. Le 

Cristal Violet a été solubilisé avec une solution de Sorenson, et l’absorbance a été lue à 

570nm avec l’appareil Victor² (Perkin Elmer). 

2.2.9. Analyse du cycle cellulaire par cytométrie en flux 

Les cellules KHOS ont été ensemencées à raison de 200 000 cellules par puits en 

plaque 6 puits. Les cellules adhérentes ont été traitées pendant 24h ou 48h avec le DMSO, 

l’ICG-001 (5µM) et/ou l’IQ-1 (5-10µM). Les milieux de culture, de lavage et les cellules ont 

été récoltés. Les cellules ont été fixées pendant 30 minutes à 4°C avec de l’éthanol 70% puis 

lavées, centrifugées et resuspendues dans du tampon phospho-citrate (Na2HPO4 0,2M, 

acide citrique C6H8O7 0,1M, pH 7,5) pendant 30 minutes à température ambiante afin d’être 

perméabilisées. Les cellules ont ensuite été centrifugées et resuspendues dans du DPBS 

additionné de 0,12% Triton 100X, 0,12mM EDTA (Ethylene Diamine Tetraacetic Acid, Lonza) 

et 100µg/mL RNAse A (Promega A797c), et incubées 30 minutes à 37°C afin d’éliminer les 

brins d’ARN pouvant biaiser l’analyse. Un intercalant de l’ADN, l’iodure de propidium a été 

ajouté à une concentration finale de 5µg/mL, pendant 20 minutes à 4°C. La fluorescence 

émise par l’iodure de propidium a été observée par cytométrie en flux à la plateforme 

Cytocell (LSRII, Becton Dickinson). Les données recueillies ont été analysées avec le logiciel 
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Flowlogic, permettant d’obtenir la distribution des cellules dans les différentes phases du 

cycle cellulaire.  

2.2.10. Test de migration cellulaire en chambre de Boyden 

Les cellules KHOS ont été ensemencées en plaque 6 puits à 200 000 cellules par 

puits. Les cellules adhérentes ont été pré-traitées pendant une durée de 24h avec les 

molécules suivantes : DMSO, ICG-001 (5-10µM), IQ-1 (10µM), SD-208 (10µM). Les cellules 

ont ensuite été décollées, comptées et ensemencées dans les chambres de Boyden (filtre 

pores de 8µm) à 50 000 cellules par insert dans du DMEM 2% SVF, pour une durée de 8h à 

37°C. Un gradient de concentration en SVF a été créé en ajoutant du DMEM 10% SVF au 

fond des puits. Après 8h, les cellules ayant migrées ont été fixées au glutaraldéhyde 1% 

puis, après lavage à l’eau distillée, colorées au Cristal Violet. Les photos des inserts ont été 

prises au microscope (Axioskop 40, Zeiss) au grossissement X20. Les champs (14 par 

insert) ont ensuite été traités par le logiciel Image J permettant de comptabiliser le nombre 

de cellules, qui a été représenté avec les moyennes du nombre de cellules par champs par 

insert, la valeur de la condition DMSO de chaque expérience a été placée à 100. De plus, au 

moment de l’ensemencement dans les inserts, chaque condition expérimentale a été 

ensemencée dans des puits de plaque 96 puits, afin de vérifier l’homogénéité des 

ensemencements en réalisant un test de viabilité cellulaire 8h après l’ensemencement. En 

cas d’ensemencement hétérogène, une correction a été appliquée sur les résultats. 

2.2.11. Analyses Statistiques 

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel Graphpad Prism. Le test 

de Mann-Whitney a été utilisé pour comparer deux groupes. α=0,05 et une p-value ≤ 0,05 a 

été considérée comme statistiquement significative. 
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2.3. Résultats 

2.3.1. L’ICG-001 augmente l’expression de plusieurs gènes cibles de la 

β-caténine dans les cellules d’ostéosarcome 

Notre précédente étude a permis de mettre en évidence un effet antiprolifératif mais 

pro-migratoire et pro-métastatique de l’ICG-001, un inhibiteur de la transcription dépendante 

de la β-caténine et de du co-activateur transcriptionnel CBP. Suite à ces résultats, nous 

avons émis l’hypothèse que des mécanismes indépendants de l’interaction β-caténine/CBP 

pouvaient se mettre en place au sein des cellules d’ostéosarcome en présence d’ICG-001 

pour participer à l’induction de la migration observée en réponse à cet inhibiteur. Dans un 

premier temps, l’expression de différentes cibles transcriptionnelles de la β-caténine a donc 

été analysée par RT-qPCR dans les trois lignées cellulaires d’ostéosarcome humain KHOS, 

MG63 et SJSA1 suite à un traitement par l’ICG-001 pendant 24h. L’ICG-001 augmente 

significativement l’expression des gènes cMYC, PAI-1 et VEGF-A dans les cellules KHOS, 

MG63 et SJSA1, à l’exception du gène PAI-1 dans les cellules SJSA-1 (augmentation non 

significative) (Figure 20A). De plus, l’induction de l’expression du gène VEGF-A se traduit 

par une augmentation de la sécrétion de VEGF par les cellules KHOS et MG63. En effet, le 

traitement à l’ICG-001 permet d’induire une augmentation d’un facteur proche de 2 pour les 

cellules KHOS et proche de 3 pour les cellules MG63 comparativement aux conditions 

contrôles (Figure 20B). Cette hausse de la sécrétion de VEGF est observée après 48h et se 

maintient après 72h de traitement ICG-001. 

Ces premiers résultats nous ont permis de poser deux hypothèses quant à 

l’augmentation de ces gènes cibles de la β-caténine en présence d’ICG-001. D’une part, la 

transactivation des gènes cMYC et VEGF-A pourraient résulter d’un ‘’switch’’ transcriptionnel 

de CBP vers p300 en présence d’ICG-001 (Ma et al., 2005; Miyabayashi et al., 2007; 

Takahashi-Yanaga and Kahn, 2010). En effet, le cofacteur CBP n’étant plus capable 

d’interagir avec la β-caténine, celle-ci pourrait se lier à la protéine p300, qui intervient dans la 

transcription de gènes cibles différents. D’autre part, l’augmentation de l’expression des 

gènes VEGF-A et PAI-1 ainsi que l’augmentation des capacités migratoires des cellules 

d’ostéosarcome pourraient être expliquée par une activation de la voie de signalisation du 

TGFβ (Clifford et al., 2008; Lamora et al., 2014, 2015). 
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La diminution d’une partie de l’activité transcriptionnelle de la voie Wnt/β-caténine 

pourrait ainsi être responsable de l’augmentation de l’activité d’une autre voie de 

signalisation telle que la voie canonique du TGFβ, de façon β-caténine dépendante ou 

indépendante.

 

Figure 20 : L’ICG-001 augmente l’expression des gènes cMYC, VEGF-A, PAI-1 et la sécrétion de 

VEGF. (A) Les cellules KHOS, MG63 et SJSA1 ont été traitées pendant 24h, avec le contrôle véhicule 

(Vh, DMSO) ou avec l’ICG-001 (5-10µM). Les histogrammes représentent les moyennes (SD) des 

expressions relatives normalisées des gènes cMYC, VEGF-A et PAI-1, déterminées par RT-qPCR 

(N≥3). Mann-Whitney *, p<0,05 et **, p<0,01 versus DMSO. (B) Les cellules KHOS ou MG63 ont été

traitées pendant 48h ou 72h, avec le contrôle véhicule (DMSO) ou avec l’ICG-001 (5-10µM). Les 

histogrammes représentent les moyennes (SD) de la quantité relative de VEGF dans le milieu de 

culture, normalisées par la quantité totale de protéines, obtenues par ELISA (N=3 KHOS, N=2 MG63). 

Mann-Whitney *, p<0,05 versus DMSO. VEGF-A : Vascular endothelial growth factor A. 
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2.3.2. Le ciblage du cofacteur transcriptionnel p300 semble modifier le 

profil transcriptomique des cellules KHOS en présence et en 

absence d’ICG-001 

L’IQ-1 est un inhibiteur pharmacologique bloquant de façon indirecte l’interaction 

entre la β-caténine et p300 et favorisant ainsi la formation de complexe β-caténine /CBP aux 

dépends d’un complexe β-caténine/p300. Tout d’abord, l’effet de l’IQ-1 sur la régulation 

transcriptionnelle dépendante de la β-caténine a été testé par la technique de gène 

rapporteur en réponse à une stimulation par Wnt3a. La présence de Wnt3a augmente 

fortement l’activité luciférase, traduisant une augmentation de la transcription dépendante de 

la β-caténine et du facteur de transcription TCF/LEF. Le traitement des cellules KHOS avec 

des concentrations croissantes d’IQ-1 (0,1 à 10µM), ne semble pas modifier l’activité 

luciférase induite par Wnt3a, suggérant que l’implication de p300 dans la transcription 

dépendante de la β-caténine n’est pas prédominante dans ces cellules (Figure 21A). Une 

diminution de 65% de l’activité luciférase induite par Wnt3a est observée dans les cellules 

KHOS en réponse à un traitement à l’ICG-001 par rapport aux cellules stimulées au Wnt3a 

mais non traitées (Figure 21B). L’administration d’IQ-1 semble restaurer partiellement 

l’activité luciférase en présence d’ICG-001 de manière concentration-dépendante. En effet, 

l’inhibition de 65% de l’activité luciférase induite par l’ICG-001 seul est réduite à 44% avec la 

concentration de 5µM d’IQ-1, et à 29% en présence d’IQ-1 à 10µM (Figure 21B). Ces 

résultats suggèrent que l’inhibition de l’interaction entre la β-caténine et p300 réverse 

partiellement les effets de l’ICG-001, en favorisant potentiellement la transcription 

dépendante du complexe β-caténine/CBP. 

La modulation de l’expression des gènes cibles de la voie Wnt/β-caténine a ensuite a 

été investiguée par RT-qPCR, en présence d’ICG-001 combiné à l’IQ-1. Comme décrit 

précédemment, l’expression de l’AXIN2 et de BIRC5 est diminuée en présence d’ICG-001 et 

l’ajout d’IQ-1 ne modifie pas cette réduction d’expression, confirmant que le complexe 

transcriptionnel responsable de l’expression de ces deux gènes implique la β-caténine et 

CBP. Concernant les gènes dont l’expression est stimulée par l’ICG-001, on peut noter qu’un 

traitement avec l’IQ-1 ne semble pas ou peu modifier l’induction de l’expression de PAI-1 

identifiée en présence d’ICG-001 (Figure 21C). De façon intéressante, un traitement avec 

IQ-1 prévient partiellement l’induction de l’expression de cMYC dépendante de l’ICG-001 

quelle que soit la concentration utilisée (1 ou 10µM). En effet, l’ajout d’IQ-1, aux 

concentrations de 1µM et 10µM, permet de réduire respectivement de 28% et de 24% 

l’induction de l’expression de cMYC dépendante de l’ICG-001 utilisé à la concentration de 

10µM. De même, en présence d’une concentration plus faible d’ICG-001 (1µM), la 
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stimulation de l’expression de cMYC est réduite de 21% et de 39% en présence d’IQ-1 1µM 

ou d’IQ-1 10µM, respectivement (Figure 21C). Il est également important de noter qu’un 

traitement avec l’IQ-1 à 10µM seul réduit de 30% l’expression de cMYC comparativement à 

la condition véhicule DMSO. Ces résultats suggèrent donc que l’expression de cMYC 

pourrait être, au moins partiellement, sous le contrôle d’un complexe transcriptionnel 

impliquant la β-caténine et p300. Seule la plus forte concentration d’IQ-1 (10µM) est capable 

de diminuer l’expression de VEGF-A de 20%, seule ou en combinaison avec de l’ICG-001 

(Figure 21C). Ces résultats suggèrent donc que la régulation de VEGF-A par un complexe 

impliquant la β-caténine et p300 reste minoritaire dans les cellules KHOS. 
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Figure 21 : Le ciblage du cofacteur transcriptionnel p300 avec l’IQ-1 semble modifier le profil 

transcriptomique des cellules KHOS en présence et en absence d’ICG-001. (A) Les cellules 

KHOS ont été co-transfectées avec les constructions plasmidiques TOPFLASH et pRL-TK, puis 

traitées avec le contrôle véhicule (Vh, DMSO) ou avec l’ICG-001 (0,1-10µM) pendant 1h. Puis, les 

cellules ont été traitées avec du Wnt3a (25ng/mL) pendant 24h. Les histogrammes représentent les 

moyennes relatives (SD) de duplicats techniques (N=1), du rapport des activités luciférases 

Firefly/Renilla. (B) Les cellules KHOS ont été co-transfectées avec les constructions plasmidiques 

TOPFLASH et pRL-TK, puis traitées avec le contrôle véhicule (Vh, DMSO) l’ICG-001 (5µM) ou l’IQ-1 

(1-10µM) pendant 1h. Puis, les cellules ont été traitées avec du Wnt3a (25ng/mL) pendant 24h. Les 

histogrammes représentent les moyennes relatives (SD) de duplicats techniques (N=1), du rapport 

des activités luciférases Firefly/Renilla. (C) Les cellules KHOS ont été traitées pendant 24h, avec le 

contrôle véhicule (DMSO) ou avec l’ICG-001 (1-10µM) et/ou avec l’IQ-1 (1-10µM). Les histogrammes 

représentent les moyennes (SD) de l’expression relative normalisée des gènes indiqués en 

ordonnées, déterminées par RT-qPCR (N=2). Les conditions ICG-001 1µM ou ICG-001 10µM sont 

rapportées à la valeur de 100 fixée pour le contrôle véhicule.  
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Afin de compléter les résultats concernant l’implication de p300 dans la régulation 

transcriptionnelle dépendante de la β-caténine et les effets de l’ICG-001, des shRNA dirigés 

spécifiquement contre les ARNm de p300 ont été produits pour de modifier stablement les 

cellules KHOS. Après vérification par RT-qPCR, seul le shEP300 39885 diminue l’expression 

du gène EP300 de 54% par rapport aux cellules non transduites, et d’environ 69% par 

rapport aux cellules transduites avec le shCT. Le shEP300 39886 ne permet pas, quant à lui, 

de réduire stablement le niveau d’expression des ARNm de p300 (Figure 22A). Etant donné 

que p300 et CBP appartiennent à la même famille, l’expression de CBP a été analysée afin 

de vérifier qu’un mécanisme compensatoire conduisant à la surexpression de CBP ne se 

mettait pas en place dans les cellules. Comme observé sur la Figure 22A, la diminution 

d’expression de EP300 ne semble pas ou très peu moduler celle de CBP. Au vu de ces 

résultats, les effets de l’ICG-001 n’ont été investigués que dans les cellules KHOS shEP300 

39885. Tout d’abord, la diminution d’expression des gènes AXIN2 et BIRC5 n’est pas 

modulée par la diminution de l’expression de p300 confirmant les résultats obtenus en 

présence d’IQ-1 et donc l’implication majeure d’un complexe transcriptionnel impliquant la β-

caténine et CBP dans la régulation de ces gènes (Figure 22B). Contrairement à l’effet, bien 

que partiel, observé en présence d’IQ-1, la modification des cellules avec le shEP300 ne 

module pas l’expression cMYC et VEGF-A en présence d’ICG-001 à la concentration de 

10µM (Figure 22B). En revanche, l’analyse de l’expression de PAI-1 montre une 

augmentation plus importante en présence d’ICG-001 dans les cellules shEP300 39885. Ce 

résultat reste cependant à nuancer car aucune augmentation de l’expression de PAI-1 n’a pu 

être observée suite au traitement à l’ICG-001 dans les cellules NT et shCT (Figure 22B), 

contrairement à ce qui a été observé précédemment dans les cellules KHOS (Figure 20A). 

Finalement, les différents ciblages de p300 dans les cellules KHOS semblent en faveur 

d’une implication modérée mais présente de p300 dans le changement de profil 

transcriptomique induit par l’ICG-001. 
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Figure 22 : Le ciblage du cofacteur transcriptionnel p300 avec un shEP300 semble modifier le 

profil transcriptomique des cellules KHOS en présence et en absence d’ICG-001. (A) Validation 

par RT-qPCR des lignées cellulaires KHOS shEP300 (N=1). (B) Les cellules KHOS NT, shCT et 

shEP300 39885 ont été traitées pendant 24h, avec le contrôle véhicule (DMSO) ou avec l’ICG-001 

(10µM). Les histogrammes représentent les moyennes (SD) de l’expression relative normalisée des 

gènes indiqués en ordonnées, déterminées par RT-qPCR (N=2). Les conditions DMSO de chacune 

des lignées ont été fixées à 100. 
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2.3.3. La réponse aux inhibiteurs ICG-001 et IQ-1 semble hétérogène 

au sein des lignées cellulaires humaines d’ostéosarcome 

La modulation de l’expression des gènes cibles de la voie Wnt/β-caténine en 

présence d’ICG-001 en combinaison avec l’IQ-1 a été investiguée par RT-qPCR, dans la 

lignée cellulaire MG63 de la même façon que pour la lignée cellulaire KHOS. Tout d’abord, 

l’ICG-001 à une concentration de 5µM induit l’expression des gènes MET et JUN d’un 

facteur supérieur à 2, cette augmentation n’ayant pas été observée dans les cellules KHOS. 

De plus, un traitement avec l’IQ-1 en présence ou en absence d’ICG-001 semble capable de 

diminuer leurs expressions, suggérant l’implication d’un complexe composé de la β-caténine 

et de p300 dans la régulation transcriptionnelle de ces gènes (Figure 23). 

Ensuite, de façon similaire aux cellules KHOS, l’induction ICG-001-dépendante de 

l’expression du gène cMYC est réduite de 28% et de 20% en présence d’IQ-1 à des 

concentrations de 1µM et 10µM respectivement (Figure 23). L’expression de VEGF-A, 

également fortement induite par l’ICG-001 ne semble pas être modulée par l’IQ-1 dans les 

cellules MG63. En revanche, la différence majeure entre les cellules MG63 et KHOS est 

observée au niveau de l’expression du gène PAI-1. Comparativement aux cellules KHOS, 

l’induction de PAI-1 en présence d’ICG-001 est fortement réduite en présence d’IQ-1 aux 

concentrations de 1µM (62%) et 10µM (78%) (Figure 23). Ces données mettent en évidence 

que certains mécanismes de régulation transcriptionnelle diffèrent d’une lignée cellulaire 

d’ostéosarcome à l’autre. Dans cette étude, il semblerait que le profil transcriptomique des 

cellules MG63 après un traitement à l’ICG-001 soit différent de celui des cellules KHOS. 

D’une part, l’augmentation de l’expression des gènes MET et JUN par l’ICG-001 n’est 

observée que dans les cellules MG63, et, d’autre part, l’expression de PAI-1 semble être 

régulée par un complexe transcriptionnel incluant la β-caténine et p300 dans ces cellules 

alors qu’elle semble être indépendante de p300 dans les cellules KHOS. En conclusion, 

l’hétérogénéité tumorale des ostéosarcomes complexifie la compréhension des mécanismes 

de régulation transcriptionnelle dépendante de la β-caténine dans ces cellules. Un 

mécanisme de régulation identifié dans une lignée cellulaire ne pourra pas forcément être 

transposé à une autre lignée d’ostéosarcome. 
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Figure 23 : Modifications du profil transcriptomique des cellules MG63 entre un traitement ICG-

001 seul et la combinaison ICG-001/IQ-1. Les cellules MG63 ont été traitées pendant 24h, avec le 

contrôle DMSO (Vh) ou l’ICG-001 (5µM) et/ou l’IQ-1 (1-10µM). Les histogrammes représentent les 

moyennes (SD) de l’expression relative normalisée des gènes indiqués en ordonnées, déterminées 

par RT-qPCR (N=2). 

2.3.4. Le ciblage de p300 ne semble pas affecter la prolifération 

cellulaire mais pourrait impacter la migration cellulaire induite 

par l’ICG-001 

L’ICG-001 inhibant fortement la prolifération des cellules KHOS, la régulation de cette 

fonction semble être majoritairement sous le contrôle de gènes dont l’expression dépend de 

la β-caténine et de CBP. Afin de compléter ces résultats obtenus précédemment, l’effet de 

l’IQ1 sur la prolifération des cellules KHOS, traitées pendant 24, 48 et 72h avec des 

concentrations croissantes d’IQ-1 (de 0,001 à 10µM) a été analysé. Tout d’abord, un 

traitement IQ-1 seul n’affecte pas significativement la prolifération cellulaire, bien qu’une 

légère diminution soit observée après 72h de traitement à la concentration de 10µM (Figure 

24A). Dans un second temps, les cellules ont été traitées avec des concentrations 

croissantes d’ICG-001 qui inhibe fortement la prolifération cellulaire de manière 

concentration-dépendante, en combinaison avec une concentration fixe d’IQ-1 de 10µM. 

Quel que soit le temps de traitement utilisé (24h ou 48h), l’IQ1 n’est pas capable de moduler 

la diminution de viabilité cellulaire induite par l’ICG-001 dans les cellules KHOS, les courbes 

en présence ou non d’IQ-1 étant quasiment superposées (Figure 24B). Ces résultats ont 

ensuite été complétés par des analyses du cycle cellulaire après marquage des cellules à 

l’iodure de propidium. L’ICG-001 induit un blocage des cellules KHOS en phase G0/G1, le 

pourcentage de cellules dans cette phase du cycle cellulaire passant de 43% en présence 
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de DMSO à 78% après 24h de traitement à une concentration de 5µM d’ICG-001 (Figure 

24C). L’ajout de différentes concentrations d’IQ-1 (1-10µM) ne semble pas modifier la 

répartition des cellules dans le cycle cellulaire, que ce soit dans les conditions contrôle ou en 

présence d’ICG-001 (Figure 24C). Ces résultats confirment donc que la prolifération des 

cellules KHOS semble être majoritairement contrôlée par la β-caténine en association avec 

CBP, p300 ne semblant pas jouer de rôle clé dans ce mécanisme. 

Suite à l’étude précédente, nous avons émis l ‘hypothèse qu’un 

‘’switch transcriptionnel’’ pourrait être à l’origine de l’effet pro-migratoire et pro-métastatique 

de l’ICG-001 dans les cellules d’ostéosarcome. C’est pourquoi, l’impact de l’IQ-1 et de 

l’inhibition de p300 par un shRNA sur la migration cellulaire a été investigué. D’une part, l’IQ-

1 seul à la concentration de 10µM, ne semble pas influencer la migration des cellules KHOS 

(Figure 16D). Cependant, alors que l’ICG-001 induit une augmentation d’un facteur 2 de la 

migration cellulaire, l’ajout d’IQ1 (10µM) en combinaison avec l’ICG-001 diminue de 15% la 

migration cellulaire en comparaison de l’ICG-001 seul (Figure 24D). Ce résultat intéressant 

nécessite d’être confirmé en reproduisant cette expérience. D’autre part, alors que la 

migration des cellules NT ou shCT augmente d’un facteur supérieur à 2 en présence d’ICG-

001, la migration des cellules shEP300 39885 n’est multipliée que par 1,38 comparativement 

à leurs contrôles respectifs (Figure 24E). Ces résultats suggèrent donc que p300 pourrait 

jouer un rôle, bien que partiel, dans l’induction de la migration observée en présence d’ICG-

001. Cependant, il est probable qu’il ne s’agisse pas du seul mécanisme impliqué dans la 

modification du transcriptome et du profil migratoire observée dans les cellules 

d’ostéosarcome suite à un traitement à l’ICG-001. L’autre hypothèse avancée est la 

potentielle implication de la voie de signalisation du TGFβ dans l’augmentation de la 

migration cellulaire en présence d’ICG-001. La voie de signalisation TGFβ/SMADs a donc 

été ciblée à l’aide de l’inhibiteur pharmacologique SD-208. 
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Figure 24 : Le ciblage de p300 ne semble pas affecter la prolifération cellulaire mais pourrait 

impacter la migration cellulaire induite par l’ICG-001. (A) Les cellules KHOS ont été traitées 

pendant 24h, 48h (N=3) ou 72h (N=2), avec des concentrations croissantes d’IQ-1 (0,001 à 10µM). A 

la fin des temps de traitement, un test de viabilité cellulaire au cristal violet a été réalisé. Les valeurs 

représentées sont les moyennes (SD) relativisées par rapport à la condition DMSO (ligne pointillée à 

100) des différentes expériences réalisées. (B) Les cellules KHOS ont été traitées pendant 24h ou 

48h (N=1, n=3), avec une gamme de concentrations croissantes d’ICG-001 (0,1 à 10µM), combinée 

ou non avec un traitement avec l’IQ-1 (10µM). A la fin des temps de traitement, un test de viabilité au 

cristal violet a été réalisé. Les valeurs représentées sont les moyennes (SD) relativisées par rapport à 

la condition DMSO (à 100). La ligne pointillée indique la valeur moyenne de la condition traitée 

uniquement avec de l’IQ-1 (10µM). (C) Les cellules KHOS ont été traitées pendant 24h (N=2) ou 48h 

(N=1) avec du DMSO, de l’ICG-001 (5µM) et/ou de l’IQ-1 (5-10µM). A la fin des temps de traitement, 

le cycle cellulaire a été analysé par marquage des cellules avec de l’iodure de propidium puis analyse 

de la fluorescence par cytométrie en flux. La répartition des cellules a été observée dans les 

différentes phases du cycle cellulaire. (D) Les cellules KHOS ont été pré-traitées avec le contrôle 

véhicule (Vh, DMSO), de l’ICG-001 (5µM), de l’IQ-1 (10µM) ou une combinaison d’ICG-001 (5µM) et 

d’IQ-1 (10µM) pendant 24h. Les cellules ont ensuite été ensemencées en chambre de Boyden pour 

une durée de 8h. Les histogrammes représentent les moyennes (SD) d’une expérience réalisée en 

duplicat (N=1, n=2). (E) Les cellules KHOS NT, shCT ou shEP300 39885 ont été pré-traitées avec le 

contrôle véhicule (Vh, DMSO) ou de l’ICG-001 (10µM) pendant 24h. Les cellules ont ensuite été 

ensemencées en chambre de Boyden pour une durée de 8h. Les histogrammes représentent les 

moyennes (SD) d’une expérience réalisée en duplicat (N=1, n=2). 

2.3.5. Le ciblage de la voie du TGFβ ne semble pas affecter la 

migration induite par l’ICG-001 dans les cellules KHOS 

Afin d’évaluer une potentielle implication de la voie canonique du TGFβ dans les 

effets observés en présence d’ICG-001 dans les cellules KHOS, une analyse de l’expression 

des gènes cibles de la β-caténine a été réalisée suite à un traitement des cellules par la 

combinaison SD-208/ICG-001. Comme démontré à plusieurs reprises, l’ICG-001 inhibe 

l’expression des gènes AXIN2 et BIRC5. En revanche, l’ajout de SD-208 à la concentration 

de 10µM semble restaurer l’expression des gènes AXIN2 et BIRC5 à leurs niveaux de base, 

indiquant que la voie de signalisation du TGFβ semble jouer un rôle dans la régulation de 

ces gènes dans les cellules KHOS (Figure 25A). Le SD-208 utilisé seul à 10µM diminue 

fortement les expressions des gènes cMYC, VEGF-A et PAI-1. Ces résultats, en accord avec 

la littérature décrivant ces gènes comme étant également des cibles de la voie de 

signalisation du TGFβ, rendent difficile l’analyse des résultats obtenus suite à un traitement 

combinant l’ICG-001 et le SD-208. Néanmoins, cette association semble potentialiser 

l’augmentation de l’expression des gènes cMYC et VEGF-A, par rapport au traitement ICG-
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001 seul (Figure 25A), ce qui pourrait être en accord avec une augmentation de la 

transcription dépendante de la β-caténine et de p300 suite à une inhibition soit du complexe 

β-caténine/CBP, soit d’un complexe impliquant SMAD3. Concernant le gène PAI-1, le 

traitement ICG-001 à une concentration de 5µM ne semble pas suffisante pour augmenter 

son expression. En revanche, alors que le SD-208 seul diminue de 76% l’expression de PAI-

1 ; cette réduction n’est plus que de 35% lorsque l’ICG-001 est combiné au SD-208 (Figure 

25A). De plus, l’ICG-001 semble potentialiser l’augmentation de l’expression de PAI-1 en 

réponse à une stimulation avec du TGFβ1 (Figure 25B), effet inhibé par le SD-208. Ces 

différents résultats confirment donc que la régulation de PAI-1 est dépendante de la voie de 

signalisation du TGFβ dans les cellules KHOS et suggèrent que l’inhibition du complexe 

transcriptionnel β-caténine/CBP pourrait potentialiser l’activation de cette voie de 

signalisation. 

Afin de déterminer si la potentialisation de la voie du TGFβ en présence d’ICG-001 

joue un rôle dans les effets pro-migratoires de cet inhibiteur, un test de migration cellulaire a 

été réalisé en présence de SD-208. Il faut tout d’abord noter que le SD-208 à une 

concentration de 10µM réduit la migration des cellules KHOS. Cependant, l’induction de la 

migration cellulaire par l’ICG-001 n’est pas modulée (voire même légèrement augmentée) 

par la présence de SD-208, suggérant que l’effet pro-migratoire est indépendant de l’activité 

de la voie canonique du TGFβ (Figure 25C).  

 En parallèle des expériences avec le SD-208, les cellules KHOS ont été transfectées 

avec des siSMAD3 afin de mieux comprendre l’implication de SMAD3 dans les effets 

observés suite à un traitement par l’ICG-001. La diminution transitoire de l’expression de 

SMAD3 est importante 24h et 48h après transfection avec une réduction d’environ 79% 

comparativement au siCT (Figure 25D). En revanche, contrairement aux résultats obtenus 

avec le SD-208, la transfection des cellules avec un siSMAD3 ne prévient pas la diminution 

de l’expression des gènes AXIN2 et BIRC5 en présence d’ICG-001 (Figure 25E). De plus, 

bien que les effets observés semblent très modérés, le siSMAD3 semble diminuer 

légèrement la stimulation de l’expression de cMYC (x 2,34 avec le siSMAD3 vs x 3,66 avec 

siCT), de VEGF-A (x 1,96 avec le siSMAD3 vs x2,88 avec siCT) et de PAI-1 (x 2,19 avec le 

siSMAD3 vs x 2,77 avec siCT) par l’ICG-001 (Figure 25E). Ces résultats ne permettent donc 

pas de confirmer ceux obtenus suite à l’inhibition pharmacologique de la voie de 

signalisation du TGFβ. 

Pour terminer, la migration des cellules KHOS transfectées avec le siSMAD3 en 

présence ou en absence d’ICG-001 a été évaluée. L’inhibition de l’expression de SMAD3 ne 

semble pas affecter la stimulation de la migration cellulaire en présence d’ICG-001, 

suggérant que la protéine SMAD3 n’est pas impliquée les effets pro-migratoires de l’ICG-001 
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(Figure 25F). Les résultats obtenus suite à l’inhibition pharmacologique ou moléculaire de la 

voie de signalisation du TGFβ s’accordent donc sur le fait que cette voie de signalisation ne 

semble pas être impliquée dans les effets pro-migratoires de l’ICG-001. 
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Figure 25 : Le ciblage de la voie du TGFβ ne semble pas affecter la migration induite par l’ICG-

001 dans les cellules KHOS. (A) (B) Les cellules KHOS ont été traitées pendant 24h, avec le 

contrôle véhicule (DMSO) ou l’ICG-001 (5µM) et/ou le SD-208 (10µM) et/ou le TGFβ (5ng/mL). Les 

histogrammes représentent les moyennes (SD) de l’expression relative normalisée des gènes 

indiqués en ordonnées, déterminées par RT-qPCR (N=1, n=2). Les conditions véhicule DMSO sont 

relativisées à 1. (C) Les cellules KHOS ont été pré-traitées avec le contrôle véhicule, l’ICG-001 

(10µM), le SD-208 (10µM) ou une combinaison d’ICG-001 (10µM) et de SD-208 (10µM) pendant 24h. 

Les cellules ont ensuite été ensemencées en chambre de Boyden pour une durée de 8h. Les 

histogrammes représentent les moyennes (SD) de deux expériences indépendantes réalisées en 

duplicat (N=2, n=2). (D) Validation, par RT-qPCR, des cellules KHOS qui ont été transfectées avec un 

siCT ou avec un siSMAD3, 24h ou 48h après transfection (N=1, n=2). (E) Les cellules KHOS Nt, siCT 

et siSMAD3 ont été traitées pendant 24h, avec le contrôle véhicule ou l’ICG-001 (10µM). Les

histogrammes représentent les moyennes (SD) de l’expression relative normalisée des gènes 

indiqués en ordonnées, déterminées par RT-qPCR (N=2, n=2)). Les conditions DMSO de chacune 

des lignées sont relativisées à 100. (F) Les cellules KHOS Nt, siCT ou siSMAD3 ont été pré-traitées 

avec le contrôle véhicule ou l’ICG-001 (10µM) pendant 24h. Les cellules ont ensuite été ensemencées 

en chambre de Boyden pour une durée de 8h. Les histogrammes représentent les moyennes (SD) 

d’une expérience réalisée en duplicat (N=1, n=2). 
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2.4. Discussion 

Au cours de notre première étude, nous avons pu montrer que l’ICG-001 inhibe 

l’activité transcriptionnelle dépendante du complexe β-caténine/CBP, en association avec 

une diminution de la prolifération des cellules d’ostéosarcome. Cependant, une induction de 

la migration cellulaire ainsi que de la dissémination métastatique in vivo ont également pu 

être observées, suggérant qu’un mécanisme secondaire à l’inhibition de l’interaction entre la 

β-caténine et CBP se mettait en place dans ces cellules. L’analyse de l’expression d’un 

nombre plus important de gènes cibles de la voie Wnt/β-caténine a ainsi permis de mettre en 

évidence l’augmentation de certains de ces gènes cibles tels cMYC, VEGF-A, PAI-1 en 

présence d’ICG-001 dans les lignées cellulaires d’ostéosarcome (Figure 20A). Deux 

hypothèses ont alors été formulées, la première impliquant le remplacement du cofacteur de 

transcription CBP par p300 et donc modifiant le profil transcriptomique des cellules (Figure 

14A). La seconde hypothèse implique l’activation de la voie de signalisation du TGFβ et son 

interaction avec la voie Wnt/β-caténine (Figure 14B). Concernant les gènes surexprimés 

suite au traitement à l’ICG-001, cMYC est un facteur de transcription impliqué dans 

l’expression de gènes favorisant la prolifération cellulaire. Une surexpression de cMYC est 

souvent associée à une prolifération excessive et à l’induction de l’oncogenèse dans 

différents cancers tels que le cancer colorectal ou des sarcomes indifférenciés des tissus 

mous (Barrios et al., 1994; Rennoll and Yochum, 2015; Smith et al., 2015). La régulation de 

l’expression de cMYC par l’ICG-001 a déjà été décrite dans un modèle cellulaire de cancer 

du côlon et est en accord avec les résultats que nous décrivons. En effet, une augmentation 

de l’expression de cMYC a été mise en évidence suite à un traitement à l’ICG-001, la 

transcription du gène étant activée par un complexe transcriptionnel incluant p300 (Ma et al., 

2005). De plus, malgré l’induction de cMYC, l’ICG-001 induit un blocage du cycle cellulaire 

en phases G0/G1, associé à une inhibition de l’expression protéique de la CYCLINE D1 

dans ces cellules issues de cancer du côlon. Le gène PAI-1 est un gène codant pour une 

protéine impliquée dans la régulation de la protéolyse et le remodelage de la matrice 

extracellulaire. Son expression est principalement régulée par la voie canonique du TGFβ 

mais peut également être modulée par la voie Wnt/β-caténine. Les expressions protéique et 

transcriptomique de PAI-1 induites par un traitement au TGFβ1 sont ainsi inhibées par l’ICG-

001 dans des cellules épithéliales rénales, ce qui entraine une diminution de la migration de 

ces cellules (Hao et al., 2011; He et al., 2010). Ces résultats décrits dans des lignées 

cellulaires non tumorales, bien qu’à l’encontre de ceux que nous avons obtenus, permettent 

néanmoins de confirmer une régulation croisée entre les voies de signalisation Wnt et TFGβ. 

Le VEGF-A est un facteur pro-angiogénique jouant un rôle majeur dans la mise en place du 

réseau vasculaire (Hoeben et al., 2004). La transcription du gène VEGF-A est sous le 



147 

 

contrôle du complexe transcriptionnel β-caténine/TCF/LEF comme en témoigne la présence 

de sites de liaison à TCF dans son promoteur (Zhang et al., 2001). Cependant, comme cela 

a pu être montré dans les cellules de carcinomes hépatocellulaires, la voie Wnt/β-caténine 

n’est pas la seule voie de signalisation régulant l’expression de ce gène pro-angiogénique 

(Qu et al., 2014). De plus, un traitement de 72h à l’ICG-001 induit une augmentation de 

l’expression du gène VEGF-A dans un modèle de cellules épicardiques, en accord avec 

l’induction de VEGF-A observée en présence d’ICG-001 dans les cellules d’ostéosarcome 

(Sasaki et al., 2013). Un point commun important entre ces 3 gènes est que leur expression 

peut être régulée par différents mécanismes, notamment par le complexe transcriptionnel β-

caténine/p300 (plutôt que β-caténine/CBP), ou par d’autres voies de signalisation 

complexifiant la compréhension des processus impliqués dans leur augmentation en 

présence d’ICG-001. 

La première hypothèse établie à partir de ces résultats est la possibilité d’un ‘’switch’’ 

transcriptionnel de CBP vers p300, induisant l’expression de gènes dépendant, au moins en 

partie, d’un complexe transcriptionnel composé de la β-caténine liée à ce cofacteur de 

transcription. C’est pourquoi, une approche pharmacologique utilisant la molécule chimique 

IQ-1, qui inhibe l’interaction entre la β-caténine et p300, a été mise en place. Tout d’abord, 

l’IQ-1, en diminuant l’affinité entre la β-caténine et p300 semble réduire l’inhibition ICG-001-

dépendante de l’activité luciférase induite par le Wnt3a (Figure 21B). Ce résultat suggère 

que l’IQ-1 favorise l’activité transcriptionnelle dépendante du complexe β-caténine/CBP 

comme cela a été rapporté dans des cellules embryonnaires murines (Miyabayashi et al., 

2007). En revanche, l’IQ-1 ne semble pas affecter la diminution d’expression des gènes 

AXIN2 et BIRC5 induite par l’ICG-001, confirmant que le complexe transcriptionnel régulant 

l’expression de ces gènes implique les protéines β-caténine et CBP (Figure 21C) (Ma et al., 

2005). En accord avec la littérature, un traitement de 24h avec de l’IQ-1 a tendance à 

diminuer l’expression du gène cMYC en présence ou non d’ICG-001, suggérant l’implication 

d’un complexe transcriptionnel β-caténine/p300 dans la transcription de cMYC (Figure 21C) 

(Miyabayashi et al., 2007). En revanche, la diminution de l’expression de VEGF-A en 

présence d’IQ-1 semble plus faible et nécessite l’utilisation d’une concentration de 10µM 

pour être observée. Ces résultats suggèrent que l’initiation de la transcription de ce gène par 

un complexe dépendant de la β-caténine et de p300 ne constitue pas le mécanisme de 

régulation prédominent dans les cellules d’ostéosarcome KHOS (Figure 21C). De plus, l’IQ-1 

n’exerce pas d’effet inhibiteur sur l’expression de PAI-1 dans les cellules KHOS, donc sa 

régulation semble indépendante d’un complexe de transcription impliquant la β-caténine 

associée à p300 (Figure 21C). Cependant, des résultats divergents ont été obtenus dans les 

cellules MG63. En particulier, l’induction de PAI-1 par l’ICG-001 dans les cellules MG63 est 
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réversée par des concentrations croissantes d’IQ-1 (Figure 23), suggérant l’implication de 

p300 dans la régulation transcriptionnelle de ce gène dans les cellules MG63. Ces résultats 

opposés permettent de mettre en évidence l’hétérogénéité tumorale au sein des 

ostéosarcomes. Ainsi, différentes lignées cellulaires, même originaires d’une même 

pathologie, peuvent répondre de manière différente à des stimuli ou à des inhibiteurs. Des 

résultats obtenus dans une de ces lignées ne sont donc pas forcément transposables aux 

autres lignées. De plus, cette hétérogénéité tumorale se retrouve au sein d’une même 

tumeur, toutes les cellules ne répondant pas de façon équivalente au traitement. 

L’inhibiteur IQ-1 se fixe sur les sous-unités régulatrices PR72/130 de l’enzyme 

Sérine/Thréonine phosphatase PP2A conduisant à la déphosphorylation de la protéine p300, 

via un mécanisme qui n’a pu être identifié à l’heure actuelle (Figure 18) (Miyabayashi et al., 

2007). Cependant, la protéine PP2A, dont il existe environ 80 combinaisons possibles 

compte tenu des différentes sous-unités qui peuvent la composer, est impliquée dans de 

nombreux phénomènes cellulaires tels que la régulation du cycle cellulaire, l’apoptose, et le 

métabolisme cellulaire (Sangodkar et al., 2016). Par conséquent, le ciblage de cette protéine 

pourrait être à l’origine d’effets secondaires en plus de la déphosphorylation de p300. C’est 

pourquoi, il était nécessaire de confirmer les résultats obtenus suite à un traitement par IQ-1 

par une autre approche permettant un ciblage direct de la protéine p300. C’est pourquoi, une 

approche moléculaire par shRNA dirigé spécifiquement contre l’ARNm de p300 a été mise 

au point dans un second temps, mais seul le shRNA 39885 a permis d’obtenir une inhibition 

de l’expression de EP300 de 54% et de 69% par rapport aux cellules NT et shCT 

respectivement (Figure 22A). Cette inhibition d’expression de EP300 diminue l’expression 

basale de cMYC (10%), mais augmente l’expression de PAI-1 d’un facteur 2,5 dans les 

cellules shEP300, comparativement aux cellules KHOS transduites avec le shCT, ou non 

transduites. Comme observé suite au traitement avec l’IQ-1, le shEP300 a tendance à 

légèrement diminuer l’induction des gènes cMYC et VEGF-A, indiquant que p300 pourrait 

jouer un rôle, bien que partiel, dans la régulation de l’expression de ces gènes. Cependant, 

ces observations devront être confirmées avec un autre shRNA peut-être plus efficace que le 

shEP300 39885. En parallèle, l’utilisation du shEP300 semble confirmer la légère 

augmentation de l’expression de PAI-1 observée en présence d’IQ-1, suggérant que la 

régulation transcriptionnelle de PAI-1 est indépendante d’un complexe de transcription β-

caténine/p300 (Figure 22B). 
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Les résultats obtenus au cours de cette étude semblent donc en faveur de la mise en 

place d’une régulation transcriptionnelle dépendante de la β-caténine et de p300 suite au 

blocage de l’activité du complexe impliquant la β-caténine et CBP. Néanmoins, ce ‘’switch 

transcriptionnel de CBP vers p300’’ ne permet pas à lui seul d’expliquer les effets observés 

sur la modulation de la transcription dépendante de la β-caténine induite par le traitement à 

l’ICG-001. C’est pourquoi, une seconde hypothèse impliquant la voie de signalisation du 

TGFβ a été avancée.  

L’activation de la transcription de VEGF-A et de PAI-1 et l’augmentation de la 

migration cellulaire constituent des arguments en faveur d’une activation de la voie de 

signalisation du TGFβ en présence d’ICG-001 (Benckert et al., 2003; Dennler, 1998). Les 

effets d’un inhibiteur chimique de la voie du TGFβ ont donc été évalués dans les cellules 

d’ostéosarcome. Tout d’abord, l’inhibition de la voie de signalisation du TGFβ par le SD-208 

permet de restaurer l’expression de l’AXIN2 et de BIRC5 en présence d’ICG-001(Figure 

25A). Ces résultats sont en cohérence avec la littérature qui décrit un rôle inhibiteur de la 

voie de signalisation du TGFβ sur l’expression du gène AXIN2, d’une part, lors de la 

maturation des chondrocytes (Dao et al., 2007) et de BIRC5, d’autre part, dans des cellules 

épithéliales de prostate (Chen et al., 2016). Ensuite, l’inhibiteur chimique de la voie du TGFβ 

(SD-208) utilisé seul diminue l’expression de VEGF-A, de PAI-1 et de cMYC (Figure 25A), ce 

qui est également en accord avec la littérature. En effet, le gène VEGF-A est un gène cible 

de la voie du TGFβ, avec la présence d’un complexe transcriptionnel β-caténine/SMAD3 au 

niveau de son promoteur (Clifford et al., 2008). Il en est de même pour l’expression du gène 

PAI-1, qui est connu depuis de nombreuses années comme étant la signature de l’activation 

de la voie de signalisation du TGFβ (Dennler, 1998). En revanche, si la régulation de 

l’expression de cMYC par la voie de signalisation du TGFβ semble faire consensus, les 

effets de l’activation de cette voie sur l’expression de cMYC varient selon les modèles 

cellulaires étudiés. Ainsi, il a été montré que la stimulation des cellules de cancer de l’ovaire 

par le TGFβ transactive le gène cMYC (Choi et al., 1997) alors qu’un traitement au TGFβ 

réduit l’expression de cMYC dans des kératinocytes humains immortalisés (Yagi et al., 

2002). En revanche dans notre étude, le SD-208 combiné à l’ICG-001 potentialise 

l’augmentation de l’expression de cMYC et de VEGF-A (Figure 25A) suggérant que cette 

augmentation en présence d’ICG-001 est indépendante de la voie du TGFβ, mais pourrait 

être liée à la transcription dépendante de p300. L’expression de PAI-1 semble, quant à elle, 

être sous la dépendance de la voie de signalisation du TGFβ, car un traitement simultané de 

TGFβ1 et d’ICG-001 potentialise l’expression du gène PAI-1, ce qui est complètement 

réprimé en présence de SD-208 (Figure 25B). 
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Cependant, les différents résultats obtenus en présence de SD-208 ne semblent pas 

se confirmer avec l’utilisation d’un siRNA dirigé contre SMAD3. Les mécanismes d’action 

différents, entre l’inhibiteur SD-208 ciblant toute la voie de signalisation du TGFβ et le 

siSMAD3 plus spécifique que la molécule chimique, pourraient expliquer ces divergences. 

En effet, un siSMAD3 n’affecte pas les expressions de SMAD2 et SMAD4, protéines pouvant 

également jouer un rôle de facteur de transcription en absence de SMAD3 (Lucarelli et al., 

2018).  

 

La modulation de l’expression des gènes c-MYC, VEGF-A et PAI-1 peut être 

associée à l’augmentation de la migration observée en présence d’ICG-001 étant donné que 

ces gènes ont déjà été décrits comme favorisant la migration cellulaire. En effet, différentes 

approches moléculaires (shRNA ou siRNA dirigés contre cMYC), ont mis en évidence que la 

sous-expression de cMYC inhibait la migration et l’invasion cellulaire dans des modèles de 

carcinome hépatocellulaire et d’ostéosarcome (Huang et al., 2015a; Xu et al., 2014; Zhao et 

al., 2013). La protéine PAI-1 est également impliquée dans la migration cellulaire et dans la 

néoangiogenèse en permettant le recrutement et la migration de cellules endothéliales 

(Czekay et al., 2011; Isogai et al., 2001). Ainsi, une forte expression de la protéine PAI-1 est 

corrélée à l’augmentation de la migration cellulaire et de la dissémination métastatique dans 

les ostéosarcomes (Hirahata et al., 2016). De même, le VEGF est un facteur pro-

angiogénique très connu pour induire la migration des cellules endothéliales, et qui joue 

donc un rôle primordial dans la formation de nouveaux vaisseaux, étape nécessaire au 

processus métastatique (Wang et al., 2011). Ainsi, son implication dans la régulation de la 

migration, l’invasion et l’adhésion des cellules tumorales, telles que les cellules de carcinome 

hépatocellulaire, a pu être démontrée (Zhang et al., 2012). L’analyse de la régulation 

transcriptionnelle de ces gènes en présence d’ICG-001 semble être en faveur d’une 

induction de cMYC et de VEGF-A dépendante, au moins en partie, d’un complexe incluant la 

β-caténine et p300, alors que l’expression de PAI-1 semble être modulée partiellement par la 

voie de signalisation du TGFβ. C’est pourquoi, l’implication de p300 et de la voie de 

signalisation du TGFβ a été analysée dans les effets pro-migratoires de l’ICG-001. 

D’une part, les résultats obtenus indiquent que p300 pourrait être impliquée au moins 

partiellement dans l’augmentation de la migration induite par l’ICG-001. En effet, la migration 

des cellules transduites pour exprimer un shRNA dirigé contre p300, en présence d’ICG-001 

est plus faible que celle des cellules non transduites ou transduites avec un shRNA contrôle 

(Figure 24E). Cela semble être confirmé avec un traitement IQ-1, bien que l’effet observé 

soit beaucoup plus modéré (Figure 24D). L’implication de p300 dans les processus 

migratoires a déjà été décrite dans la littérature mais n’est pas reproductible dans tous les 
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modèles cellulaires utilisés. D’une part, dans des lignées cellulaires de cancer pulmonaire ou 

de carcinome nasopharyngé, l’expression de la protéine p300 augmente la migration et 

l’invasion cellulaire, associées à des marqueurs de l’EMT, résultats en accord avec notre 

étude (Hou et al., 2018; Liao et al., 2017). D’autre part, une lignée cellulaire de carcinome de 

côlon déficiente pour p300 est devenue plus agressive avec une augmentation du profil 

migratoire et invasif, associé à la présence de marqueurs de l’EMT, suggérant un rôle anti-

migratoire de p300 (Krubasik et al., 2006). De plus, une étude réalisée dans un modèle de 

cellules épicardiques, importantes pour la régénération tissulaire après un infarctus du 

myocarde, démontre que l’ICG-001 augmente l’expression du VEGF-A et de marqueurs de 

l’EMT (VIMENTINE) favorisant la différenciation des cellules vers un profil migratoire 

permettant la colonisation de la zone infarcie. De façon intéressante, cet effet est inhibé par 

un traitement IQ-1, suggérant l’implication de p300 dans cet effet pro-migratoire comme 

semble l’indiquer notre étude (Sasaki et al., 2013). 

D’autre part, bien que plusieurs études aient mis en évidence un effet pro-migratoire 

et pro-métastatique de la voie de signalisation du TGFβ dans les ostéosarcomes (Lamora et 

al., 2014, 2015) les deux approches (pharmacologique et moléculaire) s’accordent sur le fait 

que la voie de signalisation TGFβ/SMADs ne semble pas être impliquée dans l’augmentation 

de la migration induite par un traitement par l’ICG-001. En effet, l’inhibition de la voie de 

signalisation du TGFβ par le SD-208 ne semble pas réduire l’induction de la migration 

cellulaire en présence d’ICG-001 (Figure 25C), ce qui est confirmé par l’utilisation d’un 

siSMAD3 dans les cellules KHOS (Figure 25F). 

 

Cependant, il est prudent de ne pas tirer de conclusions définitives sur les résultats 

obtenus dans cette partie, car même si les diverses approches (pharmacologique et 

moléculaire) semblent aboutir à des conclusions similaires, le nombre de réplicats 

biologiques doit être augmenté. De plus, les conclusions ne peuvent pas être étendues à 

l’ensemble des lignées cellulaires d’ostéosarcome, compte tenu de l’hétérogénéité de 

réponse observée entre les cellules KHOS et MG63. Des investigations devront être menées 

pour confirmer ces résultats dans les cellules MG63, ainsi que dans d’autres lignées 

cellulaires d’ostéosarcome. 
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Discussion générale 

L’ostéosarcome constitue la plus fréquente des tumeurs malignes primitives de l’os et 

survient principalement sur une population jeune avec une médiane d’âge de 18 ans. La 

survie des patients n’a pas évolué depuis de nombreuses années atteignant 60 à 70% à 5 

ans dans les meilleures séries mais seulement 30% en présence de métastases. Une 

meilleure compréhension des mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans le 

développement des ostéosarcomes est donc indispensable à l’optimisation des protocoles 

thérapeutiques. Dans ce contexte, ces travaux de thèse se sont concentrés sur la voie de 

signalisation Wnt/β-caténine dont la dérégulation a été mise en évidence dans les 

ostéosarcomes sans que son implication ne soit complètement élucidée.  

Les résultats obtenus ont permis de mettre en évidence que la β-caténine semble 

jouer des rôles distincts dans le développement tumoral primaire et métastatique des 

ostéosarcomes en fonction des co-activateurs transcriptionnels auxquels elle se lie, ajoutant 

encore un niveau de complexité quant à l’implication de cette protéine dans la progression 

des ostéosarcomes. En effet, l’association de la β-caténine avec CBP semble activer la 

transcription de gènes impliqués dans la prolifération des lignées d’ostéosarcome, une 

inhibition de l’interaction entre ces deux protéines par l’ICG-001 permettant ainsi de réduire 

la prolifération de ces cellules en association avec un blocage du cycle cellulaire. 

Cependant, de façon inattendue, le traitement à l’ICG-001 favorise la migration des cellules 

d’ostéosarcome KHOS, MG63 et SJSA1 in vitro, ainsi que la dissémination métastatique 

dans un modèle préclinique murin d’ostéosarcome. En parallèle, l’ICG-001 augmente 

l’expression de certains gènes cibles de la β-caténine tels que cMYC, VEGF-A et PAI-1. Ces 

résultats soulèvent donc de nouvelles questions sur le rôle que jouent les cofacteurs 

associés à la β-caténine dans les modifications phénotypiques pouvant se produire dans les 

cellules d’ostéosarcome au cours du développement de la tumeur. Le cofacteur de 

transcription p300 est un homologue de CBP mais n’est pas ciblé par l’ICG-001. De plus, un 

déplacement d’équilibre transcriptionnel d’un complexe incluant la β-caténine et CBP vers un 

complexe composé de la β-caténine et de p300 en présence d’ICG-001 a déjà été observé 

dans différentes lignées cellulaires (Ma et al., 2005; Miyabayashi et al., 2007; Sasaki et al., 

2013). Par conséquent, afin d’investiguer le rôle potentiel de p300 dans les changements de 

profils transcriptomiques observés, deux approches ont été privilégiées : la première, par 

l’utilisation de la molécule chimique IQ-1 qui diminue l’affinité entre la β-caténine et p300, et 

une seconde approche moléculaire utilisant un shRNA dirigé spécifiquement contre l’ARNm 

de p300. Les résultats de ces deux approches indiquent que le complexe transcriptionnel 

incluant la β-caténine et p300 semble impliqué dans l’augmentation de l’expression des 
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gènes cMYC et VEGF-A et pourrait participer à l’induction de la migration des cellules 

d’ostéosarcome. Néanmoins, à l’heure actuelle, aucune preuve directe de ce ‘’switch’’ 

transcriptionnel d’un complexe β-caténine/CBP vers un complexe β-caténine/p300 dans les 

ostéosarcomes n’a pu être apportée (co-immunoprécipitation β-caténine/p300 en présence 

d’ICG-001).  

Malgré la complexité de la voie de signalisation canonique de Wnt, de nouvelles 

publications continuent de démontrer l’intérêt de cibler cette voie dans les ostéosarcomes. 

D’une part, des molécules de diverses origines (Icariin, Polyphyllin I, acide ursolique) ont 

montré des effets anti-prolifératifs et pro-apoptotiques dans différentes lignées cellulaires 

telles que 143B et HOS MNNG in vitro et in vivo, ainsi qu’une diminution de la migration et 

de l’invasion cellulaire in vitro. Les effets anti-tumoraux de ces molécules ont été imputés à 

une diminution de l’activation de la voie canonique de Wnt et de l’expression de la β-caténine 

(Chang et al., 2017; Ren et al., 2018; Zhang et al., 2016b). D’autre part, des études ont 

décrit les effets d’un ciblage direct de la voie Wnt/β-caténine par des inhibiteurs des 

Tankyrases (IWR-1 et FH535) qui augmentent la stabilité du complexe de dégradation de la 

β-caténine, et par conséquent, diminuent l’expression protéique de la β-caténine. L’inhibition 

de la voie Wnt/β-caténine dans les cellules MG63 et HOS MNNG entraine une diminution de 

la viabilité cellulaire en association avec un blocage du cycle cellulaire et une induction de 

l’apoptose (Gustafson et al., 2017; Martins-Neves et al., 2018). Bien que ces études 

récentes démontrent l’intérêt de cibler la voie Wnt/β-caténine dans les ostéosarcomes, elles 

n’évaluent que les conséquences d’une diminution de la β-caténine, et donc d’une inhibition 

globale de la voie de signalisation, sans tenir compte du fait que la β-caténine puisse 

intervenir dans plusieurs complexes transcriptionnels et ainsi réguler différentes fonctions 

cellulaires. 

 La complexité de la voie de signalisation Wnt/β-caténine réside dans le fait qu’elle est 

modulée par de multiples acteurs (agonistes, antagonistes, récepteurs, co-récepteurs, 

cofacteurs transcriptionnels) et qu’elle peut interagir avec d’autres voies de signalisation. 

L’activité transcriptionnelle finale qui résulte de l’activation de cette voie est donc finement 

régulée (Cruciat and Niehrs, 2013; Komiya and Habas, 2008; MacDonald et al., 2009). Par 

conséquent, la voie de signalisation Wnt/β-caténine intervient dans de nombreuses fonctions 

biologiques, rendant difficile la compréhension des mécanismes inhérents à cette voie de 

signalisation très conservée au cours de l’évolution (Clevers, 2006; Komiya and Habas, 

2008). Un autre point dont il faut tenir compte est la variation de son niveau d’activation en 

fonction des types cellulaires. Ainsi, une activation plus importante a pu être observée dans 

des cellules souches en comparaison de cellules à leur stade ultime de différenciation 

(Duchartre et al., 2016). De même, les niveaux d’activation de base de cette voie de 
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signalisation varient en fonction du type de cancers. Ainsi, certains types de cancers tels que 

les carcinomes colorectaux sont qualifiés de cancers ‘’Wnt-dépendants’’, c’est-à-dire qu’il se 

développent suite à une suractivation de la voie Wnt/β-caténine (80% de mutation 

inactivatrices d’APC conduisant à une protéine tronquée dans les cancers colorectaux 

sporadiques) (Kwong and Dove, 2009). Néanmoins, l’activation aberrante de la voie Wnt/β-

caténine en cancérologie est synonyme d’une forte agressivité tumorale chez les patients 

(Ghosh et al., 2019; Janssens et al., 2006; Zhan et al., 2017). En ce qui concerne 

l’ostéosarcome, le niveau d’activation de la voie Wnt/β-caténine peut varier d’un patient à 

l’autre, ce qui explique pourquoi toutes les lignées cellulaires issues d’ostéosarcome humain 

ne présentent pas le même niveau d’activation de cette voie de signalisation et ne répondent 

donc pas de façon similaire à un traitement ciblant la β-caténine. 

La complexité de la voie Wnt/β-caténine provient également du fait qu’elle peut 

interagir avec d’autres voies de signalisation, notamment la voie du TGFβ et la voie 

Hippo/YAP. Les voies de signalisation Wnt/β-caténine et du TGFβ présentent de 

nombreuses régulations croisées dans des fonctions biologiques variées, notamment l’EMT 

et le développement de tissus fibreux. Les publications étudiant les relations entre les 

différentes voies de signalisation sont de plus en plus nombreuses, car ces régulations 

croisées semblent être à l’origine de la modulation de nombreuses fonctions cellulaires. Bien 

que des interactions entre les voies de signalisation Wnt/β-caténine et Hippo/YAP aient pu 

être mises en évidence, ces régulations n’ont pas été analysées dans les ostéosarcomes 

durant ce travail de thèse. Depuis quelques années, il y a un intérêt croissant à étudier la 

voie de signalisation Hippo et son implication en cancérologie, en particulier dans le 

développement des ostéosarcomes. En effet une expression élevée des protéines YAP/TAZ 

est corrélée avec un mauvais pronostic chez les patients atteints d’ostéosarcome (Bouvier et 

al., 2016). De plus, des régulations croisées entre les voies de signalisation Hippo/YAP et 

Wnt/β-caténine ont été mises en évidence et dépendent de l’état d’activation de la voie de 

signalisation Hippo. Lorsque la voie de signalisation Hippo est inactive, comme observé dans 

les ostéosarcomes, la localisation nucléaire du complexe YAP/TEAD stimule la transcription 

dépendante du complexe β-caténine/TCF. La protéine YAP peut également s’associer 

directement à la β-caténine afin de réguler la transcription d’autres gènes tels que SOX2 et 

SNAI2 (Konsavage and Yochum, 2013; Zhang et al., 2013). En revanche, lorsque la voie 

Hippo est active, les protéines YAP/TAZ sont séquestrées dans le cytoplasme et participent 

à la dégradation de la β-caténine (Azzolin et al., 2014). Ces études démontrent donc que la 

voie de signalisation Hippo peut impacter l’activation de la voie de signalisation Wnt/β-

caténine bien que ces régulations croisées restent à étudier dans les ostéosarcomes 

(Bernascone and Martin-Belmonte, 2013). 
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Enfin, la voie de signalisation Wnt ne se limite à la voie canonique dépendante de la 

β-caténine. Cependant, seules quelques études décrivent l’implication des voies non 

canoniques de Wnt dans le développement des ostéosarcomes. Une surexpression du 

ligand Wnt5a (activateur des voies non canoniques) ainsi que du récepteur ROR2 (récepteur 

des voies non canoniques) a été observée dans des tumeurs issues de patients atteints 

d’ostéosarcome comparativement à des tissus osseux d’individus sains, ainsi que dans des 

lignées cellulaires d’ostéosarcome comparativement à des hMSC (Lu et al., 2012; Morioka et 

al., 2009). De plus, une forte expression de ces marqueurs corrèle avec les cas 

d’ostéosarcome métastatique ou agressif (Lu et al., 2012; Morioka et al., 2009). Il a 

également été rapporté que la signalisation Wnt5a/ROR2 active les propriétés invasives des 

cellules d’ostéosarcome SaOS2, et participe à la dégradation de la matrice extracellulaire via 

la sécrétion de MMP-13 (Enomoto et al., 2009). Ce résultat est confirmé par l’inhibition de 

l’expression de ROR2 avec un siRNA ou un miRNA (miR-24), qui réduit la migration et 

l’invasion cellulaire, alors qu’une surexpression de ROR2 produit les effets inverses dans les 

cellules U2OS et SaOS (Morioka et al., 2009; Zhang et al., 2015). Les voies de signalisation 

non canoniques de Wnt sont donc des cibles potentielles pour diminuer le potentiel 

migratoire des cellules d’ostéosarcome, et l’étude d’autres acteurs de ces voies de 

signalisation serait nécessaire. De plus, il serait intéressant d’investiguer les régulations 

croisées entre les voies de signalisation canonique et non canoniques de Wnt (Pinzón-Daza 

et al., 2014). 

 

Malgré un effet anti-prolifératif majeur in vitro, aucun ralentissement de la croissance 

tumorale dans un modèle murin d’ostéosarcome n’a pu être observé suite à un traitement 

par ICG-001. Ces résultats mettent en évidence les difficultés de transposer des résultats 

obtenus in vitro à un modèle préclinique. En expérimentation, la culture de lignées cellulaires 

tumorales en monocouche (2D) constitue généralement la première approche utilisée in vitro 

pour tester des molécules à potentiel thérapeutique car elle est simple et peu coûteuse. 

Cependant, ces études sont insuffisantes pour valider l’efficacité des agents testés, en 

particulier parce qu’elles ne prennent pas en compte la complexité structurelle, 

l’hétérogénéité et les interactions avec le microenvironnement (Wilding and Bodmer, 2014). 

C’est pourquoi, de nouveaux modèles d’études en 3D et notamment des ostéosarcomes 

sont en développement afin d’essayer de reproduire une partie de la complexité tissulaire 

avec la culture simultanée de 2 ou 3 acteurs cellulaires (De Luca et al., 2018; Gaebler et al., 

2017; Monteiro et al., 2019). Ces modèles constituent donc une étape intermédiaire entre la 

culture en monocouche et les modèles animaux qui permettent l’étude de la physiologie ou 

du développement pathologique spontané ou induit dans un organisme complet (ou 
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presque). Le modèle expérimental, induit par xénogreffe chez la souris et utilisé dans cette 

étude permet de reproduire la pathologie humaine de l’ostéosarcome et d’étudier les effets 

bénéfiques ou toxiques d’une molécule pharmacologique (diminution/inhibition de la 

croissance tumorale, répression de la dissémination métastatique, perte de poids, mort 

soudaine, perte de poils, comportements agressifs…). La qualité première de notre modèle 

murin de xénogreffe en site orthotopique (injection de cellules d’ostéosarcome humain 

KHOS en site paratibial chez des souris athymiques) réside en l’apparition de signes 

cliniques identiques à ceux de la pathologie chez l’Homme dans un microenvironnement 

tumoral osseux, à savoir des lésions ostéolytiques pouvant entrainer une fracture de l’os 

péri-tumoral mais aussi la production de matrice ostéoïde par les cellules tumorales visibles 

en radiographie, et surtout une dissémination métastatique préférentiellement pulmonaire 

(Jacques et al., 2018). En revanche, ce modèle préclinique montre des limites telles que 

l’absence de système immunitaire adaptatif, qui joue un rôle important dans le 

développement tumoral des ostéosarcomes chez l’Homme (Heymann et al., 2019). Bien que 

la validation de données obtenues in vitro dans des modèles précliniques constitue une 

étape essentielle et indispensable avant tout essai clinique chez l’Homme, il reste difficile de 

prédire l’efficacité des molécules chez l’Homme à partir des résultats obtenus dans ces 

modèles, peut-être à cause du manque d’hétérogénéité des lignées cellulaires utilisées 

(Denayer et al., 2014; Martić-Kehl et al., 2012). Pour pallier en partie ces problèmes, des 

modèles PDX (Patients Derived Xenograft, tumeurs issues de patients greffées dans un 

modèle animal) sont de nouveau utilisés après leurs premiers essais dans les années 1980. 

Ces modèles permettent de mieux représenter l’hétérogénéité cellulaire des tumeurs 

d’ostéosarcome comparativement à des lignées cellulaires établies, et reproduisent 

également l’hétérogénéité inter-tumeur/patient (Blattmann et al., 2015; Lu et al., 2018). 

  

Depuis plusieurs années, la prise de conscience que deux patients avec la même 

pathologie cancéreuse peuvent avoir des tumeurs présentant des caractéristiques 

moléculaires différentes menant à des inégalités de réponses aux agents de chimiothérapie 

a fait émerger le concept de médecine personnalisée (ou médecine de précision). L’objectif 

de la médecine personnalisée est d’identifier et de fournir à chaque patient la prise en 

charge thérapeutique la plus adaptée aux caractéristiques de sa tumeur. La première étape 

consiste à effectuer une recherche prospective de mutations ou d’altérations génétiques, par 

un séquençage entier des exons à partir des biopsies de tumeurs primaires ou 

métastatiques, ou des pièces de résections (Figure 26). Cependant, ce séquençage haut 

débit ne permet ni de déterminer si les altérations peuvent être ciblées en clinique, ni 

d’évaluer la chimio-sensibilité des tumeurs. Il est donc associé à la réalisation de cultures 
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organoïdes (succès de génération pour presque 40% des patients, la réussite dépendant de 

la quantité de matériel recueillis) ou de PDX, permettant un screening de molécules afin 

d’identifier celles présentant la plus grande efficacité pour chaque patient. Avec l’évolution 

des techniques expérimentales, un délai de 2 semaines entre la biopsie et l’identification des 

molécules d’intérêt a pu être établi, ce qui pourrait rendre faisable ce type de protocole en 

clinique (Pauli et al., 2017). Cette médecine personnalisée pose néanmoins le problème de 

l’analyse des données générées qui nécessite une organisation majeure afin de pouvoir 

corréler les données génomiques aux paramètres cliniques des patients. En effet, de 

nombreuses données primordiales sont malheureusement souvent manquantes et 

notamment la proportion de cellules tumorales dans l’échantillon, le grade de la tumeur au 

diagnostic, le type de tissu (Rubin, 2015). 

 

Figure 26 : Modélisation du concept de médecine personnalisée. Illustration du protocole de 

médecine personnalisée mis en place dans l’étude de Pauli et collègues. Un échantillon de la tumeur 

primaire est envoyé pour un séquençage entier des exons, et pour une analyse histologique. Un autre 

est mis en culture, puis l’organoïde est séquencé et histologiquement analysé afin d’être comparé aux 

analyses directement réalisées à partir de la tumeur primaire. Les cultures organoïdes sont ensuite 

utilisées pour tester des molécules anti-cancéreuses et greffer des souris. Les modèles précliniques 

de xénogreffes sont utilisés pour valider les molécules d’intérêt précédemment identifiées avec les 

cultures organoïdes. Ces approches pourraient permettre d’identifier de nouveaux agents pour une 

validation lors d’essais cliniques (Pauli et al., 2017). 

 



159 

 

Outre les différences inter-patients, l’hétérogénéité au sein même de la tumeur fait 

franchir un nouveau palier à la complexité de la prise en charge thérapeutique des cancers. 

Certaines altérations génétiques affectent toutes les cellules de la tumeur, alors que d’autres 

sont uniquement retrouvées dans quelques clones cellulaires. Ces altérations peuvent 

conférer aux cellules tumorales des capacités de résistance aux traitements. Dans ce 

contexte, la prise en charge thérapeutique sélectionne les cellules présentant ces altérations 

et favorise leur émergence. Donc les caractéristiques des cellules tumorales et de la tumeur 

peuvent évoluer au cours de la prise en charge thérapeutique (Tannock and Hickman, 2016). 

Les ostéosarcomes sont des tumeurs très hétérogènes comme cela a pu être mis en 

évidence suite à l’analyse des exomes, par des séquençages haut débit, des tumeurs 

primaires comparativement aux métastases correspondantes, mais aussi au sein de la 

tumeur primaire en elle-même (séquençage entier des exons après génération de plusieurs 

fragments de tumeur séparés les uns des autres d’au moins 2mm) (Schiavone et al., 2019; 

Wang et al., 2019). En effet, les échantillons issus de fragments métastatiques présentent 

généralement un nombre plus important d’altérations génétiques que ceux issus de la 

tumeur primaire. Il est donc possible que la sensibilité aux agents de chimiothérapie diffère 

entre la tumeur primaire et les lésions métastatiques chez un même patient (Wang et al., 

2019). Ces différences génétiques peuvent en partie s’expliquer par le fait que seuls certains 

clones sont capables de quitter la tumeur primaire, de survivre dans la circulation sanguine 

ou lymphatique, d’envahir le tissu pulmonaire, de proliférer dans un nouveau 

microenvironnement, dans lequel elles peuvent potentiellement acquérir de nouvelles 

altérations génétiques. L’hétérogénéité intra-tumorale des ostéosarcomes est également très 

forte, à cause de la contribution des cellules stromales et des cellules souches cancéreuses, 

ainsi que des évolutions clonales linéaires ou parallèles des tumeurs (Schiavone et al., 

2019). D’une part, le modèle linéaire repose sur le fait que des mutations se succèdent et 

s’accumulent à partir des cellules d’origine conduisant à une tumeur oligo-clonale (Figure 

27a). D’autre part, le modèle parallèle est basé sur l’évolution de plusieurs clones subissant 

des mutations génétiques différentes à partir d’une même population cellulaire d’origine, 

conduisant à une tumeur poly-clonale (Figure 27b) (Dagogo-Jack and Shaw, 2018). Ces 

deux types d’évolution sont retrouvés dans les ostéosarcomes, compliquant toujours un peu 

plus la compréhension de la biologie de ces tumeurs (Wang et al., 2019). 
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Figure 27 : Modèles d'évolution de la tumeur. (a) Le modèle d’évolution linéaire propose 

l’acquisition d’un avantage décisif par certains clones les amenant à remplacer progressivement les 

autres cellules tumorales, tout en conservant les altérations génétiques présentes dans les clones 

précédents. (b) Le modèle d’évolution parallèle est basé sur l’émergence de populations clonales à 

partir de la cellule d’origine et/ou à partir de nouveaux clones. Ces nouvelles altérations génétiques ne 

permettent pas de surclasser les autres clones déjà présents dans la tumeur (Dagogo-Jack and Shaw, 

2018). 
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Perspectives 

Ces travaux de thèse ne nous ont pas permis à l’heure actuelle d’identifier avec 

certitude, ni les mécanismes de régulation transcriptionnelle qui se mettaient en place dans 

les cellules d’ostéosarcome suite à l’inhibition de l’interaction entre la β-caténine et son 

cofacteur CBP, ni les mécanismes à l’origine de l’induction de la migration cellulaire. Les 

effets de l’ICG-001 sur l’augmentation des caractéristiques migratoires des cellules 

d’ostéosarcome sont précoces (24h de pré-traitement), bien que cet inhibiteur agisse au 

niveau d’un complexe transcriptionnel. Cela pourrait indiquer un autre effet, tel que la 

stabilisation d’une protéine ou une cascade de phosphorylation. Un screening de quelques 

protéines dont la fonction est régulée par phosphorylation a permis de mettre en évidence 

une augmentation de l’expression de la protéine cJUN phosphorylée (P-cJUN) dans le noyau 

après des temps de traitement courts à l’ICG-001 (10µM) dans les cellules KHOS (Figure 

28). La protéine JNK (cJUN N-terminal Kinase) est responsable de la phosphorylation de 

cJUN sur les résidus Sérine 63 ou 73, permettant son activation pour participer au complexe 

de transcription AP-1 (homo- ou hétérodimère des protéines cJUN, JUN D, FOS B, FRA-1, 

FRA-2). Etant donné que CBP peut être recruté dans le complexe AP-1 lors de la 

transcription et interagir avec P-cJUN au sein de ce complexe (Zanger et al., 2001), une 

nouvelle hypothèse peut être formulée : le CBP n’interagissant plus avec la β-caténine est 

disponible pour se lier à P-cJUN permettant sa stabilisation dans le noyau et l’activation de la 

transcription dépendante de CBP/P-cJUN (Arias et al., 1994). Il a également été démontré 

qu’une augmentation de la phosphorylation de cJUN accroît le phénotype migratoire et 

invasif des cellules d’ostéosarcome, associé à la surexpression des MMP-1, MMP-2, MMP-9 

(Kimura et al., 2011; Leaner et al., 2009; Zhuo et al., 2017). Ainsi, dans des cellules 

d’ostéosarcome, l’inhibition de la phosphorylation de cJUN ou du complexe AP-1 permet de 

diminuer la migration et l’invasion cellulaire (Leaner et al., 2009; Zhuo et al., 2017). De plus, 

un siRNA dirigé spécifiquement contre cJUN est responsable d’une réduction de l’invasion 

des cellules 143B (Kimura et al., 2011). Ces études mettent donc en évidence l’importance 

de la phosphorylation de cJUN dans l’induction des capacités migratoires des cellules 

d’ostéosarcome. Par conséquent, il s’agit d’une piste à investiguer pour essayer de décrypter 

le mécanisme sous-jacent à l’augmentation de la migration en présence d’ICG-001. 
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Figure 28 : Accumulation nucléaire de P-cJUN après un traitement par l'ICG-001.  Les cellules 

KHOS ont été privées de nutriments pendant 4h avec du DMEM 0%SVF, puis les traitements DMSO 

ou ICG-001 (10µM) ont été ajoutés pendant 15min, 60min ou 180min. Les protéines ont été extraites 

avec un kit d’enrichissement nucléaire et cytoplasmique (N=1). 

La néoangiogenèse tumorale et la dissémination métastatique sont deux 

phénomènes étroitement liés en cancérologie. Le VEGF est le facteur pro-angiogénique 

majeur impliqué dans le recrutement de cellules endothéliales et la formation nouveaux 

vaisseaux sanguins, permettant d’irriguer la tumeur en nutriments et en dioxygène (Hoeben 

et al., 2004). De plus, la néoangiogenèse est nécessaire à l’intravasation des cellules 

tumorales qui constitue une étape clé du processus de dissémination métastatique 

(Bielenberg and Zetter, 2015; Liu et al., 2011). Etant donné que l’ICG-001 augmente 

également l’expression du gène VEGF-A, dans les cellules d’ostéosarcome ainsi que la 

sécrétion de VEGF dans le milieu de culture, il serait intéressant d’investiguer son rôle dans 

les processus angiogéniques et plus généralement l’implication de la β-caténine. En effet, 

cette dernière fait partie du complexe transcriptionnel activant la transcription du gène 

VEGF-A et joue un rôle majeur dans l’initiation de l’angiogenèse, comme cela a été décrit 

dans le cancer du côlon (Clifford et al., 2008; Easwaran et al., 2003; Zhang et al., 2001). De 

plus, chez les patients atteints d’ostéosarcome, des niveaux d’expression élevés de VEGF 

corrèlent avec des taux de survie plus faibles. Par conséquent, l’étude de l’implication de la 

voie de signalisation Wnt/β-caténine dans l’angiogenèse associée au développement des 

ostéosarcomes présente un réel intérêt. Dans un premier temps, des tests de tubulogenèse 

permettant d’observer la formation de tubes ou structures capillaires-like en 2D à partir de 

cellules endothéliales pourraient être réalisés en présence de milieux de culture issus de 

cellules d’ostéosarcome traitées avec de l’ICG-001 (Auerbach et al., 2003). La limite 

principale de ce test est l’absence d’information sur la fonctionnalité des structures formées, 

mais il permettra de déterminer les conditions optimales pour des expériences de matrigel 

plug (Auerbach et al., 2003). Brièvement, ce test consiste à mélanger des cellules 

endothéliales (qui pour notre étude seraient pré-traitées avec des milieux conditionnés de 
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cellules d’ostéosarcome traitées avec de l’ICG-001) avec du matrigel plug (4°C) pour ensuite 

les injecter en sous-cutané à des souris immunodéprimées. Les implants sont récoltés après 

plusieurs jours (7 à 21 jours selon les protocoles) et coupés en deux. La première partie est 

utilisée en histologie afin d’observer les marqueurs de la néoangiogenèse (exemple : CD31, 

CD146), alors que la seconde est pesée puis broyée afin de doser l’hémoglobine recueillie 

(normalisée sur la masse totale de la partie d’implant), permettant de confirmer la présence 

d’hématies dans les vaisseaux et donc leur fonctionnalité. Ces études nous permettront de 

déterminer si les milieux conditionnés de cellules tumorales traitées avec l’ICG-001 

favorisent l’angiogenèse, ce processus pouvant en partie expliquer l’augmentation de la 

dissémination métastatique observée in vivo suite à un traitement par ICG-001. 

Enfin, en collaboration avec le Dr L. Garzia (Institut de Recherche du Centre 

Universitaire de Santé McGill, Montréal), une analyse transcriptomique à haut débit par 

RNAseq est en cours de réalisation sur des échantillons provenant de notre étude. Les 

ARNm issus des lignées cellulaires d’ostéosarcome humain KHOS, MG63 et SJSA traitées 

ou non avec de l’ICG-001 (10µM) pendant 24h (N=2) seront analysés, ainsi que des 

fragments de tumeurs primaires provenant de notre étude préclinique, soit 6 souris traitées 

avec du DMSO et 7 souris traitées avec 50mg/kg/jour d’ICG-001. Dans un premier temps, 

ces expériences permettront de confirmer les résultats observés au niveau des grandes 

fonctions biologiques impactées par l’ICG-001 : diminution de la prolifération, blocage du 

cycle cellulaire, absence de mort cellulaire, augmentation de la migration cellulaire. Dans un 

second temps, l’analyse du transcriptome de nos échantillons pourrait permettre 

d’investiguer les modifications de profils transcriptionnels de façon plus globale, et ainsi 

d’aller plus loin dans la compréhension des mécanismes impliqués dans les effets pro-

migratoires de l’ICG-001. 
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Conclusion 

La voie de signalisation Wnt/β-caténine est dérégulée dans les ostéosarcomes, et sa 

suractivation est corrélée à un mauvais pronostic, réduisant la survie globale et la survie 

sans événement (métastases pulmonaires) des patients. Un ciblage de l’intégralité de cette 

voie de signalisation diminue fortement la prolifération et la migration cellulaire des 

ostéosarcomes in vitro et in vivo, mais les essais cliniques utilisant cette stratégie 

thérapeutique révèlent des effets secondaires importants sur le tissu osseux, obligeant l’arrêt 

de certains protocoles. Dans ce contexte, un nouvel inhibiteur ciblant uniquement une partie 

de l’activité transcriptionnelle de la voie canonique de Wnt (complexe β-caténine/CBP), 

l’ICG-001, montre des effets anti-tumoraux intéressants mais n’avait jamais été testé dans 

des cellules d’ostéosarcome avant le début de mes travaux de thèse. Cet inhibiteur montre 

un intérêt particulier car il pourrait permettre une inhibition de la croissance tumorale tout en 

réduisant potentiellement les effets secondaires induits par un ciblage total de la voie Wnt/β-

caténine puisqu’une partie de la régulation transcriptionnelle dépendante de la β-caténine 

reste active. Notre étude a démontré que l’ICG-001, en inhibant l’activité transcriptionnelle du 

complexe β-caténine/CBP (diminution de l’AXIN2 et de BIRC5), diminue la prolifération 

cellulaire par blocage du cycle cellulaire en phases G0/G1 sans induire la mort des cellules 

d’ostéosarcome. Cependant, l’ICG-001 n’affecte pas la croissance tumorale dans un modèle 

préclinique murin de xénogreffe en site orthotopique (cellules KHOS). En revanche, l’ICG-

001 induit l’expression de gènes décrits comme étant des gènes cibles de la β-caténine tels 

que cMYC, VEGF-A et PAI-1. De plus, de façon surprenante, il favorise la migration des 

lignées cellulaires d’ostéosarcome in vitro, ainsi que la dissémination métastatique 

pulmonaire in vivo. Malgré l’absence d’éléments directs, plusieurs arguments expérimentaux 

et bibliographiques indiquent une potentielle implication du cofacteur transcriptionnel p300 

dans l’induction de l’expression de cMYC et VEGF-A ainsi que dans les processus de 

migration cellulaire et de dissémination métastatique. Néanmoins la complexité de la voie de 

signalisation Wnt/β-caténine et les différents effets observés en fonction de l’hétérogénéité 

des lignées cellulaires d’ostéosarcome rendent actuellement impossible toutes conclusions 

définitives sur le rôle du complexe transcriptionnel β-caténine/p300 dans la progression de 

l’ostéosarcome. En conclusion, ces résultats démontrent pour la première fois que la 

régulation transcriptionnelle dépendante de la β-caténine est modulée par les cofacteurs 

auxquels elle s’associe dans les cellules d’ostéosarcome, permettant une régulation fine des 

processus de prolifération et de migration cellulaires.  
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Résumé : L'ostéosarcome est la tumeur 
osseuse primitive maligne la plus fréquente 
chez les enfants avec 150 nouveaux cas par an 
en France. La survie des patients n’a pas 
évolué depuis 30 ans, atteignant 70 % à 5 ans 
pour les patients présentant une forme localisée 
de la maladie, mais seulement 25 % en 
présence de métastases (20% des cas), aucun 
traitement ne montrant une efficacité suffisante 
chez ces patients métastatiques. Il est donc 
nécessaire de développer de nouvelles 
stratégies thérapeutiques. Dans ce contexte, 
une dérégulation de la voie de signalisation 
Wnt/β-caténine a été rapportée dans de 
nombreux cas d'ostéosarcome, mais son 
implication dans le développement de ces 
tumeurs reste controversée. Ainsi, nous avons 
évalué le potentiel anti-tumoral de l'ICG-001, 
une molécule ciblant spécifiquement 
l’interaction entre la protéine de 

liaison CREB Binding Protein (CBP), et la β-
caténine et inhibant ainsi la transcription 
dépendante de ce complexe, dans trois lignées 
cellulaires d’ostéosarcome humain, KHOS, 
MG63 et SJSA1. L'ICG-001 diminue la 
prolifération cellulaire mais, de façon 
surprenante, favorise la migration des cellules 
in vitro et le développement de métastases 
pulmonaires dans un modèle murin de 
xénogreffe induit par une injection para-tibiale 
de cellules KHOS. Cet effet pro-migratoire 
pourrait résulter en partie, d’un déplacement 
d’équilibre transcriptionnel d’un complexe se 
composant de la β-caténine et de CBP vers un 
complexe incluant la β-caténine et un autre 
cofacteur p300. Cette étude ajoute donc un 
niveau de complexité quant au rôle de la voie 
Wnt/β-caténine dans le développement 
métastatique de l'ostéosarcome. 

 

Title: Involvement of the Wnt/β-catenin signaling pathway in the primary and metastatic tumor       
development of osteosarcoma 
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Abstract: Osteosarcoma is the most common 
primary malignant bone tumor in children with 
150 new cases per year in France. Patient 
survival has not been improved for the last 
decades, reaching 70% to 5 years for patients 
with localized disease, but only 25% for patients 
with metastatic disease (20% of cases), no 
effective treatment could develop for these 
patients with metastases at diagnosis. 
Therefore, it is necessary to develop new 
therapeutic strategies. In this context, a 
deregulation of the Wnt/β-catenin signaling 
pathway has been reported in many cases of 
osteosarcomas, but its involvement in the 
development of these tumors remains 
controversial. Thus, we evaluated the anti-tumor 
potential of ICG-001, a small molecule  

specifically targeting the interaction between 
the CREB Binding Protein (CBP) and the β-
catenin, inhibiting the dependent transcription 
of this complex, in three human osteosarcoma 
cell lines, KHOS, MG63 and SJSA1. ICG-001 
reduces cell proliferation but, surprisingly, 
promotes cell migration in vitro and the 
development of pulmonary metastases in a 
mouse xenograft model induced by para-tibial 
injection of KHOS cells. This pro-migratory 
effect could result in part from a transcriptional 
switch from a complex consisting of β-catenin 
and CBP to a complex including β-catenin and 
another cofactor, p300. Thus, this study adds a 
level of complexity to the role of the Wnt/β-
catenin pathway in the metastatic development 
of osteosarcoma. 

 


