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 En préambule de ce mémoire, il me semblait important de resituer le contexte dans 

lequel s’inscrivent les travaux de recherche que j’ai menés durant ces trois dernières années. 

Vous trouverez donc ci-dessous le préambule à ce mémoire. 

 

 Malgré une meilleure prise en charge et une efficacité accrue des traitements durant 

cette dernière décennie, le cancer reste une des maladies les plus fréquentes et meurtrières dans 

le monde. En effet, l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estimait, en 2012, à environ 14 

millions le nombre de nouveaux cas de cancer par an et à 8,2 millions le nombre de décès liés à 

cette maladie par an (site de l’OMS) dans le monde. De même, l’OMS estime que le nombre de 

nouveaux cas devrait progresser d’environ 70 % dans les deux prochaines décennies. Cette 

progression peut être expliquée par l’allongement de la durée de vie, mais aussi, sans doute par 

les nombreuses pollutions qui nous entourent. 

 

 Parmi les nombreux types de cancers, les cancers pédiatriques sont rares et représen-

tent seulement 0,5% à 4,6% de l’ensemble des cas de cancers (OMS). Ils diffèrent généralement 

de ceux retrouvés chez l’adulte, et sont parfois presque exclusivement retrouvés chez l’enfant, 

par exemple les neuroblastomes et les tumeurs osseuses primitives. Au sein des cancers de 

l’enfant, les trois quarts sont des leucémies (30%), suivis des tumeurs du système nerveux cen-

tral (24,1%) et des lymphomes (11,4%). Enfin, parmi les quelques pour cent restants, sont re-

trouvées les tumeurs osseuses primitives (environ 6% des cancers de l’enfant et moins de 1% 

de tous les cancers). 

 

 Le laboratoire de physiopathologie de la résorption osseuse et thérapie des tumeurs 

osseuses primitives, INSERM UMR957, a fait des tumeurs osseuses primitives l’un de ses su-

jets de recherche principaux. Au sein de ce laboratoire, plusieurs axes de recherches sont explo-

rés, notamment les relations entre microenvironnement tumoral et cellule cancéreuse, mais 

aussi les relations entre agressivité tumorale et modulation de voies de signalisation et/ou de 

facteur de transcription.  

 

 C’est dans ce contexte que s’intègrent mes travaux de thèse portant sur l’implication 

des facteurs de transcription Dlx (Distal-Less Homeobox), et de la voie de signalisation 

RANK/RANKL (Receptor Activator of Nuclear Factor kB (/Ligand)) dans la physiopatholo-

gie de l’ostéosarcome. En effet, les gènes de la famille Dlx sont connus pour leurs interventions 

au cours du développement précoce et dans le processus d’ostéoblastogenèse [1]. Les tumeurs 

osseuses primitives étant des tumeurs du squelette en développement, il est apparu tout naturel 

de s’intéresser à l’implication potentielle de ces gènes. De plus, bien que ces tumeurs puissent 
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être d’origines cellulaires variées (ostéoclastique, ostéoblastique, stromale ou encore mésen-

chymateuse), elles ont la caractéristique commune de perturber le remodelage osseux en indui-

sant localement un déséquilibre de l’homéostasie osseuse. Cette perturbation du microenviron-

nement favorise ainsi la progression tumorale et l’apparition de métastases dans l’organisme. 

L’homéostasie osseuse étant majoritairement contrôlée par la voie de signalisation 

RANK/RANKL/OPG [2], un intérêt particulier s’est porté sur les différents partenaires de 

cette voie de signalisation dans la physiopathologie de l’ostéosarcome. 
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I- Le tissu osseux : un tissu dynamique et hautement 

spécialisé 

 

 Le tissu osseux, d’origine mésenchymateuse (mésodermique) dans la majorité du sque-

lette à l’exception de la partie antérieure du crâne et de la face qui dérivent des crêtes neurales 

céphaliques elles-mêmes d’origine ectodermique [3], est un tissu conjonctif dynamique et hau-

tement spécialisé jouant un rôle capital au sein de l’organisme. Il est composé à la fois d’une 

fraction organique et d’une fraction minérale qui lui confèrent sa rigidité et son élasticité. Ces 

propriétés lui attribuent plusieurs fonctions aussi bien mécaniques, hématopoïétiques, que mé-

taboliques.  

 

 Par ses fonctions mécaniques, le squelette constitue une véritable « charpente » pour 

l’organisme en permettant le soutien et la protection des organes (la cage thoracique pour le 

cœur et les poumons, la boite crânienne pour le cerveau). Il constitue également un point 

d’ancrage au système musculaire, via les tendons, ce qui permet ainsi à l’être vivant de se mou-

voir. 

 

 D’autre part, à ces fonctions « mécaniques », s’ajoute un rôle dans le métabolisme. En 

effet, le squelette est le principal réservoir d’ions minéraux (en particulier calcium et phos-

phore) dans l’organisme, ce qui lui confère un rôle majeur dans le maintien de l’homéostasie 

phosphocalcique et dans la régulation de la composition ionique des fluides extracellulaires 

(sang, lymphe...). 

 

 Enfin, ce tissu joue un rôle majeur dans la production et le renouvellement des cellules 

sanguines puisqu’il renferme, dans les espaces médullaires des os, la moelle osseuse qui est le 

siège de l’hématopoïèse (cette moelle osseuse est aussi un réservoir de cellule souche mésen-

chymateuse). 

 

 Comme le suggèrent ses différentes fonctions physiologiques, le tissu osseux (squelette) 

n’est pas un système figé comme pourrait le laisser croire sa rigidité apparente. En effet, tout au 

long de la vie, ce tissu est en perpétuel remaniement, c’est-à-dire qu’il est constamment détruit 

puis reconstruit suivant les différentes phases d’un processus appelé remodelage osseux. Ce 

processus permet ainsi à l’organisme de réparer les fractures, de libérer des minéraux, et 

d’allonger ou de modifier les os. 
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1. Organisation et architecture du tissu osseux 

 

 Le squelette humain est constitué de 206 os qui peuvent être de trois types différents : 

les os plats (omoplates, sternum, etc.) les os longs (fémurs, humérus, tibias, etc.) ainsi que les os 

courts (phalanges, vertèbres, etc.) Ces différents types d’os sont issus de processus d’ossification 

(primaires) différents : l’ossification endochondrale et l’ossification membranaire. Ainsi, les os 

courts et les os longs sont formés par ossification endochrondrale (remplacement progressif des 

maquettes cartilagineuses, déposées par les chondrocytes, par une matrice ostéoïde sécrétée par 

les ostéoblastes), alors que les os plats sont préférentiellement issus de l’ossification membranaire 

(apposition directe d’une matrice extracellulaire, par les ostéoblastes, sous une membrane qui est 

progressivement minéralisée). Il existe d’autres processus d’ossification (primaires et secondaires) 

qui ne seront pas abordés dans ce mémoire. Afin de décrire l’organisation générale des os, les os 

longs seront pris ici comme exemple, car ils sont les plus représentatifs. 

 

1.1. Organisation macroscopique 

 Chez l’adulte, les os longs sont constitués d’une partie centrale cylindrique nommée la 

diaphyse et de deux extrémités plus larges et arrondies appelées épiphyses (Figure 1). Les épi-

physes sont recouvertes de cartilage afin de former les articulations en s’associant aux os voisins. 

Enfin des régions coniques, nommées métaphyses, relient chaque diaphyse aux épiphyses 

(Figure 1). Au cours de la croissance, une plaque de cartilage sépare les métaphyses des épi-

physes et est appelée plaque de croissance [2]. 

 

 D’un point de vue histologique, deux structures de base distinctes sont observées, l’os 

cortical (ou os compact) situé en périphérie et l’os trabéculaire (ou spongieux) situé dans la cavité 

intérieure de l’os (Figure 1). L’ensemble, à l’exception des zones de cartilage et de fixation des 

tendons et ligaments, est entouré par une enveloppe externe richement vascularisée, le périoste. 

C’est la porosité qui permet de faire la distinction entre l’os trabéculaire et l’os cortical. Ce degré 

de porosité représente respectivement entre 30 et 90 % pour l’os trabéculaire et 5 et 30 % pour 

l’os cortical. 

 

1.1.1. L’os cortical 
 

 L’os cortical, également nommé os compact, est un os dense et poreux situé sous le 

périoste. Il représente entre 80 et 85% du tissu osseux et est composé d'une matrice minéralisée 
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de type lamellaire. L’os cortical est formé par la juxtaposition d’unités structurales cylindriques, de 

200 à 300 micromètres (µm) de diamètre, appelées ostéons qui lui confèrent sa résistance (Figure 

1, Figure 2). Chaque ostéon est composé d’une trentaine de lamelles de fibre de collagène con-

centriques, orientées selon l’axe principal de l’os, et disposées autour d’un canal central permet-

tant l’acheminement des flux nourriciers de l’os. Ce dernier, appelé canal de Harvers est large de 

40 à 50 µm et permet le passage des vaisseaux sanguins, des fibres nerveuses et des prolonge-

ments cytoplasmiques (Figure 1, Figure 2). Largement ouvert dans les ostéons primaires, il est 

ensuite délimité par des cellules ostéoprogénitrices et des ostéoblastes qui se retrouvent, par la 

suite, emmurés dans la matrice extracellulaire. Ces cellules assurent ainsi le comblement du canal 

durant la maturation des ostéons et deviennent alors des ostéocytes. Par ailleurs, la jonction entre 

les structures de Harvers est assurée par d’autres canaux transversaux, les canaux de Volkmann 

qui permettent la communication entre la vascularisation du périoste et les vaisseaux de la moelle 

osseuse [4]. 

 

1.1.2. L’os trabéculaire 
 

 L’os trabéculaire, également nommé os spongieux en raison de sa structure en éponge, 

est un os peu calcifié, peu dense et très poreux qui représente seulement 20 % du tissu osseux. Il 

est situé principalement au niveau des épiphyses et des métaphyses des os longs, et on le retrouve 

également au niveau des os plats et courts. L’os trabéculaire est constitué d’un réseau tridimen-

sionnel de travées osseuses composées de plaques de tissu minéralisé reliées entre elles par des 

arches (Figure 1). Ainsi, l’os trabéculaire représente une surface d’échange considérable notam-

ment avec la moelle osseuse qui s’insère dans les travées osseuses et représente 75% de son 

volume [2]. Enfin, à l’interface entre la moelle osseuse et le tissu minéralisé de nombreuses 

cellules ostéoblastiques jouent un rôle essentiel dans les échanges entre ces deux structures. 

 

1.1.3. Le périoste 
 

 Le périoste est une fine membrane qui recouvre l’os sur sa quasi-totalité à l’exception 

des zones cartilagineuses des articulations et des zones d’accroche des tendons où il est absent 

(Figure 1). Il est constitué d’une couche externe conjonctive fibreuse et d’une couche interne 

constituée de cellules souches et de cellules pré-osteoblastiques. Parmi ses fonctions, le périoste 

assure la croissance en longueur et circonférentielle des os, mais également la transmission 

d’informations en cas de douleurs ou de fractures. Enfin par sa très forte vascularisation, il 

assure l’apport des nutriments à l’os.  
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 Figure 2 | Coupe transversale du système de Havers ou ostéon 
Adaptée de : 

http://virtualmicroscope.iime.cloud/v/1300/?lat=42.65820178455672&lng=5.108642578125&zoom=6 

Figure 1 | Organisation structurale d’un os long 
(A) Structure générale ((*) emplacement de la métaphyse) ; (B) vue éclatée d’une épiphyse, constituée à la 
fois d’os compact et d’os spongieux ; (C) vue éclatée de la diaphyse, contenant en son cœur la moelle 
osseuse. Adapté de Pearson Education Inc (2004-2006), Benjamin Cummings 
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1.2. Organisation microscopique 

 Le tissu osseux est constitué de plusieurs éléments cellulaires : les ostéoblastes, les os-

téoclastes, les ostéocytes et les cellules quiescentes, auxquels s’ajoute une matrice extracellulaire 

qui représente 92 à 95 % du volume tissulaire [2]. La fraction cellulaire ne représente ainsi que 5 

% du volume de l’os (Tableau 1). 

 

1.2.1. La matrice extracellulaire 
 

 La matrice extracellulaire est composée à la fois d’une fraction organique (25-35%) et 

d’une fraction minérale (65-75%) qui lui confèrent ses propriétés physiques (rigidité et élastici-

té). Sa teneur en eau, d’environ 10%, est très variable en fonction de la pièce osseuse, du degré 

de minéralisation, et de l’âge des individus. 

 

 La fraction organique, ou fraction (matrice) ostéoïde est constituée essentiellement par 

une protéine fibreuse : le collagène de type I. Cette protéine associée à deux autres protéines de 

structure, la fibronectine et l’élastine forment la substance fibrillaire (90%). Outre ces protéines 

fibreuses, la fraction organique est composée d’une substance interfibrillaire (10%) comprenant 

plus de 200 protéines différentes en grande partie synthétisées par les cellules osseuses. Parmi 

ces protéines sont retrouvés de nombreux composants tels que des glycoprotéines (ostéopon-

tine, sialoprotéine osseuse…), des protéines contenant des résidus d’acide glutamique carboxylé 

(ostéocalcine), des phospholipides, des phosphoprotéines ou encore des protéoglycanes 

(Tableau 1). Au sein de ces protéines non collagénique, l’ostéocalcine (OC), qui est la protéine 

non collagénique la plus abondante (10 à 20%) est spécifique de la matrice extracellulaire. Elle 

constitue un marqueur de l’activité ostéoblastique et joue un rôle dans la minéralisation et 

l’attraction des ostéoclastes au niveau des foyers de résorption [5–7]. D’autres protéines revê-

tent un caractère important, comme la sialoprotéine osseuse (BSP) intervenant dans les proces-

sus de différenciation cellulaire, de minéralisation et de résorption [8,9]. Cette protéine, ainsi 

que l’ostéopontine (OPN) participent à l’adhérence des cellules osseuses aux cristaux 

d’hydroxyapatite. En effet, une grande partie de ces protéines possèdent des motifs conservés 

de liaisons aux intégrines, motif : RGD soit Arginine (R), Glycine (G), Acide aspartique (D). 

Ainsi les intégrines présentes à la surface des ostéoblastes permettent l’attachement à la matrice 

extracellulaire via ces motifs [10]. Des cytokines et des facteurs de croissance (Transforming 

Growth factor (TGF), interleukines (IL), Bone Morphogenetic Proteins (BMP),…) sont égale-

ment présents dans cette matrice en petite quantité [11]. Ces facteurs protéiques jouent un rôle 
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Tableau 1 | Composition d’un os long 
La fraction cellulaire de l’os long représente environ 5 % du volume total, alors que la matrice extracellu-
laire composée d’une fraction organique, et d’une fraction minérale représente à elle seule environ 95 % 
du volume de l’os long. D’après Pierre Guihard (Thèse du laboratoire). 

important dans l’activation et la différenciation des cellules osseuses ainsi que dans le couplage 

entre résorption et formation osseuses [4,12]. 

 

 Concernant la fraction minérale, elle représente entre 50 à 70 % de la masse osseuse et 

est composée essentiellement de phosphate de calcium sous forme de cristaux d’hydroxyapatite 

[Ca10(PO4)6(OH)2] disposés dans les espaces interfibrillaires (Tableau 1). Cette fraction con-

fère au tissu osseux sa résistance et sa rigidité. En plus du calcium et du phosphore présents 

dans ces cristaux, de grandes quantités de magnésium et de sodium y sont également retrou-

vées. De ce fait, l’os représente une réserve minérale importante (99% du calcium, 85% du 

phosphore, et entre 40 et 60 % du sodium et du magnésium) qui pourra être sollicitée grâce au 

processus de remodelage osseux afin de maintenir l’homéostasie.  
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Figure 3 | Différenciation des cellules souches mésenchymateuses 
Sous l’effet de l’expression de différents facteurs de transcription, les cellules souches mésenchymateuses se 
différencient en plusieurs types cellulaires : chondrocytes (Sox9), ostéoblastes (Runx2), adipocytes (PPARy2) 
et myocytes (MyoD). Images issues de la banque d’images ServierMedical Art. 

1.2.2. Fraction cellulaire 
 

 La fraction cellulaire de l’os qui représente 5 % du volume total est constituée principa-

lement de deux types cellulaires qui sont l’ostéoblaste et l’ostéoclaste. 

 
1.2.2.1. L’ostéoblaste 

  
a. Genèse de l’ostéoblaste (ou ostéoblastogenèse) 

 

 L’ostéoblaste est issue de la différenciation des cellules souches mésenchymateuses 

(CSM) en cellules ostéoprogénitrices puis en ostéoblastes au cours d’un processus appelé os-

téoblastogenèse [13,14]. Ces CSM, d’origine mésodermique, sont principalement retrouvées 

dans la moelle osseuse et dans la zone médullaire du périoste. Ces cellules souches, qui possè-

dent une grande plasticité et une capacité de prolifération élevée, peuvent se différencier en 

plusieurs types cellulaires : les ostéoblastes, les adipocytes, les myocytes et les chondrocytes 

[15,16]. L’orientation des CSM dans une voie ou dans une autre dépendra de l’expression tem-

porelle de facteurs de transcription spécifiques (Figure 3) présentés, pour les principaux, ici :  

 Myo-D qui engage les CSM dans la différenciation myoblastique, 

 PPAR2 (Peroxisome Proliferator-Actived Receptor 2) qui conduit vers la voie adipo-

cytaire, 

 Sox-9 qui contrôle la voie chondroblastique, 

 Runx2 (Runt-related transcription factor 2) et Ostérix (OSX/SP7) qui conduisent vers 

la voie ostéoblastique. 
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 De façon plus précise l’engagement vers la voie de différenciation ostéoblastique, 

l’ostéoblastogenèse (Figure 4), est contrôlée majoritairement par l’expression du facteur de 

transcription Runx2 (ou Cbfa1/AML3). Ce facteur permet d’initier la différenciation des CSMs 

vers le stade pré-ostéoblastique via sa fixation sur le promoteur de nombreux gènes (par 

exemple le Collagène de type I, la sialoprotéine osseuse, l’ostéocalcine ou encore 

l’ostéopontine). S’ensuit une expression temporelle d’une large variété de facteurs de transcrip-

tion comme Ostérix (OSX), le complexe AP-1 (Activating protein-1), et les homéoprotéines 

Distal-less Homeobox 3 et 5 (Dlx3 et Dlx5) qui participent activement aux contrôles du pro-

cessus d’ostéoblastogenèse en inhibant ou activant le processus de différenciation (Figure 4). 

L’expression de ces différents facteurs est contrôlée par de nombreuses cytokines, facteurs de 

croissance et hormones comme les BMPs, les oestrogènes, les androgènes, le fibroblast growth 

factor (FGF), le TGF-, etc. 

 

 

 Pour la plupart de ces facteurs de transcription, leur implication a été établie ou con-

firmée en grande partie par l’utilisation de modèle murin présentant une surexpression ou une 

absence (délétion) de ces gènes [17]. 

 

Figure 4 | Ostéoblastogenèse 
Les ostéoblastes sont issus des cellules souches mésenchymateuses. Plusieurs facteurs de transcription sont 
nécessaires à la différenciation et à la maturation des ostéoblastes. Parmi ces facteurs, les gènes Dlx3 et Dlx5 
jouent un rôle important dans le contrôle du gène maître Runx2 (D’après P. Marie [13]). 
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 Par exemple, l’invalidation in vivo de Runx2 chez la souris conduit à une absence totale 

d’ostéoblaste, autrement dit d’ostéoformation. Les maquettes des os sont présentes et de 

formes normales, mais sont uniquement constituées de cartilage [18]. 

  

 De la même façon, des souris invalidées pour Ostérix (Osx) présentent un phénotype 

similaire aux souris Runx2-/-
, c’est-à-dire une absence d’ostéoblaste et de formation osseuse 

[19]. Le fait que Runx2 soit exprimé correctement chez ces souris a permis de déterminer que 

le gène Osx se situe en aval de Runx2 [20]. Il a été démontré qu’Osx favorise le passage du pré-

ostéoblaste vers l’ostéoblaste mature et fonctionnel. L’expression d’Osx est stimulée par 

Runx2. 

 

 Un autre facteur, Dlx5, lorsqu’il est invalidé chez la souris conduit à un retard 

d’ossification sans toutefois modifier la morphogenèse des os [21]. En effet, Dlx5 interagirait 

avec Msx2 (Msh homeobox 2), conduisant à une levée de l’inhibition du promoteur de 

l’ostéocalcine par Msx2 [22]. Concernant Msx2, lorsque ce dernier est surexprimé, il accélère 

l’ossification membranaire et son activation retarde la différenciation ostéoblastique [23].  

 

 Par ailleurs, grâce à des expériences in vivo, il a aussi été clairement établi que le com-

plexe AP-1, constitué d’homo ou d’hétérodimères de facteurs de transcription de la famille c-

Jun/c-Fos, est primordial dans le processus de différenciation des ostéoblastes [24]. En effet, 

dans un modèle murin présentant une surexpression ubiquitaire de c-Fos, la présence accrue de 

cette protéine la rend largement disponible pour former AP-1, ce qui conduit à la transforma-

tion des ostéoblastes et à l’apparition de tumeurs osseuses (ostéosarcome) dans 100 % des in-

dividus [25,26]. À l’inverse, des souris invalidées pour Fos (souris Fos-/-) présentent des retards 

de croissance, des défauts dans le processus de remodelage osseux, une hématopoïèse altérée et 

une ostéoporose avancée [27].  

 

 En résumé, l’ostéoblastogenèse est un processus complexe faisant intervenir de nom-

breux facteurs de transcription s’exprimant de façon temporelle afin de réguler la formation des 

ostéoblastes. 
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Figure 5 | Principaux marqueurs exprimés au cours de la différenciation ostéoblastique 

b. Marqueurs de la différenciation ostéoblastique 
 

 Au cours de sa vie, l’ostéoblaste passe par différents stades de différenciation (Figure 

4) : pré-osteoblaste, ostéoblaste mature, cellules bordantes et/ou ostéocytes. Ces différents 

stades sont définis par rapport aux propriétés morphologiques et aux fonctions de ces cellules, 

mais également en fonction de l’expression de différents marqueurs spécifiques (Figure 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Ainsi dans ses stades de différenciation précoce, l’ostéoblaste commencera par expri-

mer le collagène de type I puis l’ostéopontine [28]. Après quoi, dans ses stades plus avancés, les 

ostéoblastes matures exprimeront la sialoprotéine osseuse ou encore l’ostéocalcine. Il existe 

néanmoins une grande variabilité dans l’expression de ces marqueurs par les ostéoblastes. En 

effet, Candelière et coll. [29] ont montré que des ostéoblastes histologiquement identiques, mais 

issus de différentes zones chez le rat expriment des taux variables de ces différents marqueurs. 

Seule la phosphatase alcaline semble être exprimée de façon ubiquitaire (Figure 5). Le rôle de 

ces différents marqueurs est détaillé ci-dessous : 

 

 La phosphatase alcaline (PAL) ou Alkaline Phosphatase (ALP) est une protéine enzy-

matique exprimée en surface de la membrane cellulaire. Cette enzyme a pour rôle 

d’hydrolyser les pyrophosphates inorganiques (ester phosphorique), inhibiteurs de la 

calcification, pour en libérer du phosphate inorganique qui lui au contraire va favoriser 

la minéralisation en s’intégrant dans les cristaux d’hydroxyapatite [30,31] ; 

 Le collagène de type I est une protéine constituée d’une triple hélice de chaînes poly-

peptidiques. Il est produit par le réticulum endoplasmique puis est sécrété dans la ma-

trice extracellulaire où il représente 90 % des constituants ; 
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 La sialoprotéine osseuse (ou Bone sialoprotein (BSP)) et l’ostéopontine (OPN) sont les 

deux protéines non collagéniques les plus exprimées dans le tissu osseux. Ces protéines 

possèdent des motifs répétés RGD qui leur permettent de se lier aux intégrines. Ces 

liaisons permettent ainsi aux cellules osseuses d’adhérer à la matrice extracellulaire afin 

de la minéraliser. Plus spécifiquement, la BSP est impliquée dans la formation des cris-

taux d’hydroxyapatite et est considérée comme un marqueur tardif de 

l’ostéoblastogenèse [32,33], alors que l’OPN participe plutôt à la modulation de la mi-

néralisation et de la résorption osseuse en liant à la fois le calcium, mais également des 

protéines acides (par ex. : la fibronectine, le collagène). Concernant son expression, 

l’OPN est exprimé de façon cyclique en fonction de l’avancement de la différenciation ;  

 L’ostéocalcine est une protéine vitamine-K dépendante qui est spécifique du tissu os-

seux. Elle y est exprimée en grande quantité et représente ainsi entre 10 à 20 % des 

protéines non-collagéniques de l’os. Elle contient des résidus acides carboxygluta-

miques (gla) dont l’état de carboxylation est dépendant de la vitamine K. Cette pro-

téine, exprimée tardivement par l’ostéoblaste mature, semble jouer un rôle clef dans la 

résorption osseuse en stimulant la différenciation ostéoclastique [6]. De même, cette 

protéine lorsqu’elle est libérée de la matrice osseuse deviendrait une hormone impor-

tante capable d’augmenter la production et la sensibilité à l’insuline, favorisant ainsi 

l’utilisation du glucose et la dépense d’énergie. Cette découverte a mis en évidence 

l’existence de liens entre le métabolisme énergétique et le tissu osseux [34]. 

 

c. Les différents stades de différenciation de la cellule ostéoblastique 
 

 Les pré-ostéoblastes, de morphologie allongée, sont des cellules précurseurs déjà en-

gagées dans la voie ostéoblastique. Elles possèdent la capacité de se diviser, mais ne synthéti-

sent pas de matrice extracellulaire. Toutefois, elles expriment un certain nombre de marqueurs 

précoces du tissu osseux tels que la phosphatase alcaline ou encore l’ostéonectine [28]. Ces 

cellules sont généralement situées à proximité des foyers de formation osseuse, c’est-à-dire à 

proximité des ostéoblastes matures. 

 

 Les ostéoblastes différenciés ou matures sont des cellules mononucléées de forme 

cubique et d’une taille d’environ 20 µm qui font suite aux pré-ostéoblastes. La présence de ces 

cellules dans le tissu osseux est très importante. En effet les ostéoblastes sont chargés de la 

synthèse et de la minéralisation de la matrice osseuse au cours de la croissance (modelage), du 
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renouvellement de la matrice osseuse chez l’adulte (remodelage) et de la réparation osseuse tout 

au long de la vie [14]. 

 

 Après plusieurs étapes de différenciation et de prolifération, les ostéoblastes matures 

sont retrouvés à la surface de l’os sous forme de couche monocellulaire. L’aspect morpholo-

gique de ces cellules est typique avec un corps cellulaire polarisé et un noyau situé au pôle basal. 

Autre particularité morphologique des ostéoblastes, du fait d’une synthèse protéique élevée 

pour produire la matrice osseuse, le réticulum endoplasmique granuleux (REG), les mitochon-

dries et l’appareil de Golgi de ces cellules sont très développés. Par ailleurs, le cytoplasme ren-

ferme de nombreuses vésicules de calcium qui permettront la minéralisation de la matrice os-

seuse préalablement synthétisée par ces mêmes cellules (chez l’homme, l’étape de minéralisa-

tion débute environ 10 à 20 jours après le dépôt de la matrice). 

 

 Outre, la production des protéines osseuses spécifiques (matrice ostéoïde, ALP, BSP, 

OPN, OC, collagène de type 1 (Coll1A),…), les ostéoblastes sécrètent de nombreuses molé-

cules relarguées dans la matrice telles que des facteurs de croissance (TGF-, FGFs, BMPs), 

des molécules régulatrices (RANKL, OPG, cytokines (IL-6, IL-11, Tumor Necrosis Factor 

alpha (TNF)) ou encore des métalloprotéases matricielles (MMPs). L’ensemble de ces facteurs 

concourt à réguler finement le processus de remodelage osseux. En plus de ces facteurs sécré-

tés par l’ostéoblaste, la régulation de la formation osseuse fait aussi intervenir d’autres molé-

cules non sécrétées par les ostéoblastes comme les hormones sexuelles ou encore l’hormone 

parathyroïdienne (PTH). 

 

 À l’issue de la période de formation, environ 65 % des ostéoblastes meurent par apop-

tose, la fraction restante peut se transformer en cellules bordantes ou en ostéocytes (Figure 

4)[35]. 

 

 Les cellules bordantes sont des ostéoblastes quiescents, qui à l’issue de leur période 

de formation osseuse restent à la surface de l’os en réduisant leurs activités de synthèse pro-

téique [36]. D’un point de vue morphologique, il s’agit de cellules aplaties possédant un cyto-

plasme pauvre en organites, en particulier en mitochondries et REGs, due à la diminution des 

fonctions de synthèse. Leur principal rôle est d’assurer la communication entre la surface os-

seuse, l’environnement cellulaire et les ostéocytes emmurés dans la matrice osseuse. Ces cellules 

pourront néanmoins être réactivées, au besoin, pour redevenir des ostéoblastes actifs [37]. En-
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Figure 6 | Ostéocyte emmuré dans sa lacune 
Observation au microscope électronique à transmission d’un ostéocyte emmuré dans un ostéoplaste.  

Image de Carter Rowley, Micron BioSystems, Denver, CO 80222 
http://medpics.ucsd.edu/index.cfm?curpage=image&course=hist&mode=browse&lesson=31&img=558 

fin, ces cellules joueraient un rôle dans l’initiation du remodelage osseux en libérant la surface 

osseuse sous l’effet de certains stimuli, laissant ainsi la place aux ostéoclastes [38]. 

 

 Les ostéocytes proviennent de la différenciation terminale d’une partie des ostéo-

blastes matures ne mourant pas par apoptose (10 à 20 % des ostéoblastes deviennent des os-

téocytes). Après la minéralisation de la matrice osseuse, les ostéocytes se retrouvent emmurés, 

dans la matrice, au sein de lacunes périostéocytaire nommées ostéoplaste (Figure 6). Au cours 

de la transformation des ostéoblastes en ostéocytes, les ostéoblastes matures perdent progressi-

vement une grande partie de leur marqueur (ALP, Coll1A, BSP,…) ainsi que de leurs organites 

(REG, mitochondrie, etc.)[28,39]. De même, le volume du cytoplasme décroit d’environ 70 % 

tout en conservant de longs prolongements cytoplasmiques, conférant à l’ostéocyte une forme 

étoilée. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Par ailleurs, les ostéocytes jouent un rôle essentiel dans la transmission des signaux 

mécano-sensoriels, et dans les échanges entre les cellules et le micro-environnement au cours 

du processus de remodelage osseux [40]. En effet, les ostéocytes interagissent avec les fibres de 

collagène tapissant les ostéoplastes par l’intermédiaire de molécules de type intégrines. Ils fonc-

tionnent ainsi comme des mécano-récepteurs capables de percevoir les modulations des con-

traintes mécaniques appliquées à l’os, permettant à ce dernier de s’adapter via l’intermédiaire du 

remodelage osseux. Les informations étant transmisses par des jonctions communicantes éta-

blies entre les ostéocytes, les ostéoblastes et les cellules bordantes [41]. Le rôle des ostéocytes 

dans le remodelage osseux est renforcé par la sécrétion d’un marqueur spécifique de cette cel-

lule, la sclérostine. Cette molécule, inhibiteur de la voie Wnt, contrôle et régule négativement 
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l’activité des ostéoblastes [42]. De la même façon, les ostéocytes sont la source majeure de 

RANKL, molécule indispensable à l’ostéoclastogenèse [43]. Enfin l’apoptose des ostéocytes 

pourrait être un facteur déclenchant de l’ancrage des ostéoclastes à la surface osseuse [44]. 

 

 En résumé, les cellules de la lignée ostéoblastique ont deux fonctions majeures qui con-

sistent d’une part en la synthèse et la minéralisation de la matrice osseuse, et d’autre part en 

l’activation des précurseurs ostéoclastiques. 

 

1.2.2.2. L’ostéoclaste 
 

a. Genèse de l’ostéoclaste (ou ostéoclastogenèse) 

 

 À la différence des ostéoblastes qui dérivent des cellules souches mésenchymateuses, 

les ostéoclastes dérivent des cellules souches hématopoïétiques (CSH) par un processus nommé 

ostéoclastogenèse (Figure 7) [45,46]. Les CSH, dans un premier temps, donnent naissance à 

des cellules circulantes mononucléées appelées CFU-GM (Colony Forming Unit-Granulocyte 

Macrophage). Ces cellules circulantes sont maintenues en prolifération et en survie par la pré-

sence de M-CSF (macrophage monocyte-colony stimulating factor) qui se lie sur son récepteur 

c-fms. Cela permet de conserver un pool de précurseurs mononucléés pouvant se différencier 

en ostéoclastes. Ces précurseurs, qui n’expriment aucun marqueur spécifique de l’ostéoclaste, 

vont être attirés par chimiotactisme vers les sites de résorption. À leur arrivée, ces précurseurs 

se fixent à la matrice osseuse et commencent à se différencier en ostéoclastes sous l’action de 

facteurs synthétisés et sécrétés par les cellules stromales ou par les ostéoblastes, mais également 

par contacts directs entre ces différents types cellulaires. Les ostéoclastes se mettent alors à 

exprimer des marqueurs spécifiques : la phosphatase acide tartatre résistante (ou TRAP) et le 

récepteur à la calcitonine. Parmi les facteurs stimulant la différenciation des ostéoclastes, le M-

CSF et RANKL sont indispensables pour induire les ostéoclastes [47,48]. En effet, RANKL est 

le ligand du récepteur RANK exprimé à la surface des précurseurs ostéoclastiques. Sa fixation 

permet la poursuite du processus d’ostéoclastogenèse en induisant de nombreuses voies de 

signalisation et facteurs de transcription (PU-1, c-Fos, nuclear factor of activated T-cells 1 

(Nfatc1)...). Enfin, toujours sous l’influence de M-CSF et de RANKL, ces précurseurs ostéo-

clastiques fusionnent pour former des ostéoclastes multinucléés. De même, l’activation de ces 

cellules est due à RANKL qui va stimuler la formation d’une bordure en brosse rendant 

l’ostéoclaste mature et polarisé. Ce dernier se retrouve alors dans une lacune de résorption ap-

pelée lacune de Howship. Afin de réguler la différenciation ostéoclastique, un récepteur leurre 
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de RANKL est également sécrété par les ostéoblastes : l’ostéoprotégérine (OPG). Cette pro-

téine agit ainsi comme un facteur anti-résorptif en prévenant la formation, la maturation et 

l’activation des ostéoclastes. 

 

b. Fonction de l’ostéoclaste 

 

 Les ostéoclastes matures sont des cellules géantes multinucléées pouvant atteindre une 

taille de 100 µm de diamètre, et renfermant de 2 à 30 noyaux. Ces cellules sont chargées de la 

résorption de l’os et possèdent une bordure en brosse caractéristique (Figure 8) [49]. Ainsi 

compte-tenu de cette activité, les ostéoclastes possèdent de nombreuses mitochondries, un 

appareil de Golgi très développé ainsi que de nombreuses vésicules lysosomales riches en en-

zymes. Parmi ces enzymes, la phosphatase acide tartrate résistante (TRAP), la cathepsine K, ou 

les collagénases (MMP2, MMP9) nécessaires à son activité de dégradation sont les plus retrou-

vés chez les ostéoclastes [4,50]. Par ailleurs, les nombreuses mitochondries présentes dans ces 

cellules permettront de fournir l’énergie nécessaire au fonctionnement des pompes à protons 

chargées d’acidifier le milieu cellulaire durant la phase de résorption.  

Figure 7| Ostéoclastogenèse 
Sous l’effet du M-CSF et de RANKL, les cellules souches hématopoïétiques se différencient en ostéoclastes 
multinucléées. Images issues de la banque d’images ServierMedical Art. 
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Figure 8| L’ostéoclaste 
(A) Observation au microscope électronique à transmission d’un ostéoclaste résorbant la matrice osseuse. 
Image coloré de Tim Arnett, University College of London. 
 http://boneresearchsociety.org/resources/gallery/20/   
(B) Schéma représentatif d’un ostéoclaste actif. D’après Rousselle et Heymann [49].  
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Figure 9 | Les différentes étapes du remodelage osseux 
Adapté de Biomedical Tissue Research, University of York, 

http://www.york.ac.uk/res/bonefromblood/background/boneremodelling.html. 

2. Le remodelage osseux 

 

 Le tissu osseux est dans un état de renouvellement perpétuel, de l’ordre de 10 % par an, 

grâce au remodelage osseux qui est une alternance finement orchestrée entre résorption et for-

mation osseuse. Ce processus long (4 à 6 mois) et complexe permet à ce tissu de s’adapter aux 

contraintes mécaniques, d’assurer la cicatrisation des fractures [51] et de maintenir 

l’homéostasie minérale [52]. Ce remodelage se déroule selon une séquence précise 

d’événements, résultant de l’activité de certaines cellules osseuses (ostéoblastes et ostéoclastes 

majoritairement), qui s’organise en quatre étapes : la phase d’initiation, la phase de remodelage, 

la phase de réversion et enfin la phase de formation/minéralisation (Figure 9) [53]. 
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2.1. Les étapes du remodelage osseux 

 La phase d’initiation ou d’activation : cette séquence débute en un point de la sur-

face osseuse quiescente recouverte par des cellules bordantes. C’est la perception d’un signal 

mécanique (fracture, prise de poids, etc.), hormonal (ménopause, etc.) ou nerveux, par ces cel-

lules qui induiraient le processus de remodelage [51,52,54]. La perception de ce signal associé à 

la présence de facteur pro-résorptifs (PTH, prostaglandine E2 (PGE2), vitamine D3) condui-

rait à la dégradation de la fine couche de matrice non minéralisée située entre l’os et les cellules 

bordantes, ainsi qu’à la rétractation de ces cellules. De cette façon, la matrice minéralisée se 

retrouve exposée, ce qui permet l’adhésion de précurseurs ostéoclastiques et d’ostéoclastes. 

 

 La phase de résorption : cette phase, qui dure environ 30 jours, débute par le recru-

tement de précurseurs ostéoclastiques mononucléés (monocytes), qui vont se différencier et 

s’activer sous l’influence de facteurs libérés par les ostéoblastes. Parmi ces facteurs, le M-CSF 

permet le recrutement des précurseurs alors que l’interaction de RANK ligand avec son récep-

teur RANK, exprimé à la surface des précurseurs ostéoclastiques, permet la différenciation et 

l’activation de ces derniers. Après quoi, dès son adhésion à la matrice osseuse, l’ostéoclaste 

mature commence la résorption (ou dégradation) de la matrice osseuse en formant une 

chambre de résorption via des interactions moléculaires avec la matrice. Concrètement, cette 

phase débute par la formation de podosomes entre la matrice osseuse et l’ostéoclaste, via des 

interactions entre des intégrines de la membrane ostéoclastiques et des protéines de la matrice 

osseuse, pour former une poche hermétique entre la cellule et la matrice. Cette poche hermé-

tique est appelée bordure en brosse (Figure 8). S’ensuit un relargage massif d’ions H+, grâce 

aux pompes à protons, qui permet d’acidifier le milieu afin de dissoudre la matrice minérale. 

Cette phase est alors suivie d’un relargage d’enzymes lysosomiales qui nécessite un potentiel 

hydrogène (pH) acide pour fonctionner. Ces enzymes vont alors terminer la digestion de la 

matrice osseuse en dégradant la matière organique, en particulier le collagène. 

 

 La phase de réversion : elle suit la phase de résorption et correspond à la phase de 

transition permettant le couplage entre résorption et formation osseuse. Au cours de la phase 

de résorption, la dégradation de la matrice osseuse entraine une augmentation de la concentra-

tion en calcium dans l’environnement. Cette augmentation, associée à une profondeur impor-

tante de la lacune de résorption, conduirait à la déstabilisation des podosomes [55]. En consé-

quence la chambre de résorption est rompue, obligeant l’ostéoclaste à se détacher de la matrice 

osseuse. Ainsi, les ostéoclastes qui se détachent peuvent migrer vers un autre foyer de résorp-
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tion ou mourir par un processus d’apoptose, vraisemblablement médié par la voie Fas/Fas 

ligand [56]. De cette façon, les ostéoclastes laissent leur place à des cellules de types monocytes-

macrophages chargés d’éliminer les derniers résidus de matrice présents dans le fond de lacune. 

En parallèle, les ostéoblastes commencent leurs processus de différenciation qui s’accompagne 

de la sécrétion de facteurs anti-résorptif tel que l’OPG. 

 

 Par ailleurs, certains facteurs intégrés à la matrice osseuse sont libérés par les ostéo-

clastes au cours des phases de résorption [57]. Ces facteurs, comme les insulin growth factor 

(IGFs), le TGF-, les BMPs, ou encore le platelet-derived growth factor (PDGF), stimulent la 

formation osseuse en recrutant et activant les ostéoblastes. De même, les ostéoclastes semblent 

pouvoir recruter de façon directe des pré-ostéoblastes via l’expression de S1P (sphingosine 1 

phosphate) et de BMP6. Ils pourraient également stimuler la formation osseuse par l’activation 

de la voie Wnt/BMP [58].  

 

 La phase de formation : elle débute par la prolifération des cellules ostéoprogénitrices 

qui vont venir tapisser le fond de la lacune de Howship. Après quoi les ostéoblastes se diffé-

rencient et sécrètent les constituants nécessaires à la formation et à la minéralisation de la nou-

velle matrice osseuse. Après 10 à 15 jours, le tissu osseux se minéralise par apposition de cris-

taux d’hydroxyapatite entre les espaces interfibrillaires du collagène. Cette étape de minéralisa-

tion se décompose en deux temps : une phase rapide appelée minéralisation primaire, puis une 

phase plus lente de durée variable appelée minéralisation secondaire. La durée de cette dernière 

phase est liée à la fréquence de remodelage et peut ainsi se dérouler sur une période de 4 à 5 

mois. 

 

 Au cours de ce processus de minéralisation, les besoins en minéraux (calcium et phos-

phore) sont très élevés. Ces derniers vont parvenir aux sites de nucléation présents dans les 

fibres de collagène soit par diffusion passive à partir du milieu extracellulaire, soit par du trans-

fert actif à l’aide de pompes à calcium présentes dans la membrane des ostéoblastes. Le phos-

phate est transporté de façon similaire, mais son transport actif par l’ostéoblaste sera assuré par 

un système de transport dépendant du sodium. De même, un second système existe dans 

l’ostéoblaste, impliquant la phosphatase alcaline qui sera capable de fournir du phosphate inor-

ganique en hydrolysant des pyrophosphates inorganiques. L’importance de la phosphatase alca-

line dans la minéralisation a été prouvée par son invalidation chez la souris. En effet, ces der-

nières présentent une anomalie de la minéralisation [31]. Par ailleurs, de nombreuses protéines 
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osseuses (BSP, OPN, etc.) possèdent des domaines de liaison au calcium. Ces protéines pour-

ront également favoriser la minéralisation osseuse. 

 

 Une fois les phases de formation et de minéralisation achevées, les ostéoblastes peu-

vent soit mourir par apoptose, soit s’intégrer à la matrice osseuse sous forme d’ostéocytes ou 

rester quiescents à la surface en devenant des cellules bordantes. Après une période de quies-

cences plus ou moins variable, le cycle de remodelage reprend. 

 

2.2. La régulation du remodelage osseux 

 Le processus de remodelage osseux est étroitement régulé par l’action de nombreux 

facteurs locaux et systémiques (cytokines, hormones, facteurs de croissance, etc.) [59], ce afin 

d’orchestrer l’intervention des différents partenaires cellulaires au sein de la lacune de résorp-

tion. Ces facteurs vont contrôler la prolifération, la différenciation ou l’activation des ostéo-

blastes et des ostéoclastes. Ainsi, la moindre perturbation du remodelage osseux conduit à des 

situations pathologiques (ostéoporose, ostéopétrose, etc.). 

 

 Au cours de la dernière décennie, la découverte de l’OPG et l’identification consécutive 

de son ligand RANKL et de RANK ont révolutionné les connaissances des mécanismes molé-

culaires à la base de la régulation du remodelage osseux [60]. Bien qu’encore mal connue, au vu 

de la découverte récente d’un nouveau récepteur pour RANKL [61], la triade 

RANK/RANKL/OPG est considérée comme la voie majeure de contrôle du processus de 

remodelage osseux. La présentation de cette voie de signalisation et de ces différents acteurs 

fera l’objet d’un chapitre particulier dans ce manuscrit au vu de l’importance qu’elle revêt dans 

mes travaux de thèse. 
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II- Les tumeurs osseuses primitives : des tumeurs rares 

 

1. Les tumeurs osseuses primitives 

 

 Comme énoncé précédemment, les tumeurs osseuses primitives représentent moins de 

1% des cancers. Elles peuvent être divisées en deux catégories : les tumeurs bénignes (tumeurs 

à cellules géantes, ostéomes, chondromes, etc.) et les tumeurs malignes (ostéosarcomes, tu-

meurs d’Ewing, chondrosarcomes, fibrosarcomes, etc.). Ces tumeurs, qu’elles soient bénignes 

ou malignes, sont généralement classées en fonction de la nature du tissu qu’elles produisent 

(Tableau 2)[62]. De plus, ces dernières sont souvent ostéocondensantes ou ostéolytiques, 

voire dans certains cas hétérogènes comme pour l’ostéosarcome [63,64]. 

  

 En Europe, l’incidence annuelle des tumeurs osseuses primitives est estimée à environ 

20 cas par an et par million d’habitants [65]. Les tumeurs bénignes sont les plus fréquentes et 

peuvent être observées à tout âge alors que les tumeurs malignes sont très rares et touchent une 

population plutôt jeune (environ 300 cas par an en France pour les tumeurs malignes). Toute-

fois, un second pic d’incidence intervient autour de 60 ans pour des tumeurs osseuses primi-

tives malignes qui peuvent survenir suite à une pathologie du remodelage osseux, telle que la 

maladie de Paget. Ainsi, les formes malignes les plus fréquentes sont représentées par les ostéo-

sarcomes et les tumeurs d’Ewing qui constituent environ 90% de ces tumeurs [63]. 

 

 Dans notre étude, les investigations se sont portées uniquement sur l’ostéosarcome 

pour des raisons de commodité. En effet, le choix de cette maladie comme modèle d’étude des 

tumeurs osseuses a été encouragé par sa prévalence, sa grande hétérogénéité, mais surtout par 

la disponibilité de modèles syngéniques chez la souris. 

Tableau 2| Les tumeurs osseuses primitives 
A l’exception de quelques tumeurs (autres types de tumeurs) néanmoins dérivées de cellules de la moelle 
osseuse, les tumeurs osseuses sont en grande partie classées en fonction de la nature de la matrice qu’elles 
produisent. 
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2. L’ostéosarcome 

 

2.1. Définition, origine et épidémiologie 

 L’ostéosarcome est une maladie rare référencée par Orphanet [66] et définie par 

l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) comme « une tumeur maligne caractérisée par 

l’élaboration d’os ou de substance ostéoïde par les cellules tumorales » [62]. Cependant, cette 

tumeur est souvent associée à des plages d’ostéolyse péri-tumorales. 

 

 Cette pathologie dérive principalement du mésoderme et est issue des cellules souches 

mésenchymateuses [67]. L’ostéosarcome résulterait ainsi d’une dérégulation du programme de 

différenciation des CSM. De ce fait, selon le stade de différenciation de la cellule souche affec-

tée par la transformation tumorale, les cellules ostéosarcomateuses seront plus ou moins diffé-

renciées et agressives. De manière plus générale, une corrélation inverse semble exister entre 

agressivité et différenciation de ces tumeurs [68]. 

 

 En fait, le terme « ostéosarcome » désigne le nom générique d’une famille de tumeurs 

présentant une grande variété de lésions distinctes par leur présentation clinique et radiogra-

phique, leur aspect microscopique et leur évolution. Ces nombreux profils conduisent à définir 

l’ostéosarcome comme une tumeur très hétérogène. Pour illustrer cette hétérogénéité, l’OMS 

définit 3 sous-types d’ostéosarcomes conventionnels (Figure 10) bien qu’il en existe de nom-

breuses formes bien plus rares et variées [69,70] (Tableau 3) : 

 

• l’ostéosarcome ostéoblastique : formé de cellules tumorales de type ostéoblastique 

produisant une matrice ostéoïde, il est le plus fréquent des ostéosarcomes ; 

• l’ostéosarcome fibroblastique : formé de cellules indifférenciées de morphologie fi-

broblastique ; 

• l’ostéosarcome chondroblastique : il est formé par des amas de cellules peu diffé-

renciées produisant une matrice cartilagineuse. 

 

 D’un point de vue épidémiologique, l’ostéosarcome représente la moitié des cas de 

tumeurs osseuses primitives malignes diagnostiquées, et son incidence annuelle est évaluée à 

environ 7,4 cas par million d’enfants de moins de 15 ans [65]. En France, les dernières données 

épidémiologiques ne sont pas encore rendues, néanmoins le réseau ResOS qui prend en charge 

les sarcomes osseux estimait la prévalence de l’ostéosarcome à environ 125 cas en 2012.  
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Figure 10| Préparation histologique d’ostéosarcomes colorés à l’hématoxyline 
Aspect typique d’un ostéosarcome ostéogénique (grossissement x 40) (A), d’un ostéosarcome fibroblastique 
(grossissement x 20) (B), et d’un ostéosarcome chondroblastique (grossissement x 20) (C) (Dr MF Heymann, 
CHU de Nantes, INSERM UMR957). 

A B C 

 L’ostéosarcome touche en majorité des enfants ou jeunes adultes avec un pic 

d’incidence vers 18 ans (75% des ostéosarcomes diagnostiqués le sont entre 8 et 25 ans), et 

avec une proportion plus élevée chez les garçons (sex-ratio : 1,4 :1). Il est rare avant 10 ans, et 

exceptionnel avant 5 ans. De même, il peut survenir chez l’adulte, avec un pic d’incidence à 60 

ans, mais il sera dans la majorité des cas consécutif à une autre maladie (maladie de Paget, tu-

meurs à cellules géantes, etc.) ou à une radiothérapie [71,72]. 

 

 

 

Tableau 3| Principaux types d’Ostéosarcomes  
Liste non exhaustive des principaux types d’ostéosarcomes définis selon leur localisation et leur forme mi-

croscopique. 
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Figure 11| Fréquence de localisation des ostéosarcomes 
L’ostéosarcome se développe préférentiellement sur les os en croissance, en particulier au niveau des 
régions métaphysaires des os longs.  

2.2. Localisation de l’ostéosarcome 

 Les sites d’apparition de cette tumeur se situent généralement à l’extrémité des os longs 

(Figure 11), au niveau des métaphyses, qui correspondent aux zones de croissance des os. En 

effet, les localisations diaphysaires représentent moins de 10 % des cas, et les localisations épi-

physaires sont encore plus rares. Ainsi, il touche en grande partie les extrémités des os longs 

des membres inférieurs (68%) et des membres supérieurs (10%). Les os plats, courts, et du 

crâne sont beaucoup moins touchés, respectivement 3%, 1 % et 9 %.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 Toutefois, des cas d’ostéosarcomes ont été rapportés pour tous les os du squelette, 

même pour les os sésamoïdes
1
 [70]. En fonction de leur localisation au sein du tissu osseux, les 

ostéosarcomes peuvent être classés en différents groupes (Tableau 3) : 

• les ostéosarcomes de surface (juxtacorticaux) 

• les ostéosarcomes intracorticaux, extrêmement rares, seules des observations iso-

lées sont rapportées, 

                                                 

 
1
 : Petits os situés près des tendons ou des articulations 
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• les ostéosarcomes intramédullaires ou centraux, les plus fréquents, ils regroupent 

différentes variantes histologiques qui, à l’exception de la forme dite «bien différen-

ciée intramédullaire», sont toutes de haute malignité. 

 

 Enfin, l’ostéosarcome est capable de métastaser avec comme site préférentiel les pou-

mons. Néanmoins, des cas de métastases osseuses et hépatiques ont déjà été mis en évidence 

dans cette pathologie. 

 

2.3. Étiologie 

 Bien que l’origine cellulaire des ostéosarcomes semble connue, il existe néanmoins très 

peu de connaissances sur les causes et les facteurs induisant le développement des ostéosar-

comes. Plusieurs hypothèses sur les causes et les facteurs de prédispositions ont été émises à 

partir d’observations expérimentales ou cliniques : d’une part les hypothèses reposant sur la 

relation entre la croissance et l’ostéosarcome, d’autre part celles portant sur le développement 

de l’ostéosarcome suite à une précédente pathologie et enfin celles sur les anomalies cytogéné-

tiques ou épigénétiques. 

  

2.3.1. Croissance et ostéosarcome 
 

 L’âge de survenue au moment de la poussée de croissance pubertaire, la localisation 

préférentielle de ces tumeurs, ainsi qu’une incidence élevée de l’ostéosarcome chez les individus 

de grande taille suggèrent une forte corrélation entre croissance osseuse et ostéosarcome [70]. 

 

2.3.2. Pathologie prédisposant au développement des ostéosarcomes 
 

 Des prédispositions au développement des ostéosarcomes semblent exister chez des 

patients atteints de syndromes impactant le remodelage osseux, ou ayant subi une radiothéra-

pie. Parmi ces pathologies, beaucoup sont à tendance pédiatrique ou congénitale telle que le 

rétinoblastome [73], les tumeurs à cellules géantes [74,75], la dysplasie fibreuse des os [76] et les 

syndromes de Li-Fraumeni [77] ou de Rothmund-Thomson [78] (Tableau 4). Chez les adultes, 

la maladie de Paget est également associée à un risque accru de développer un ostéosarcome 

[79]. Par ailleurs, aucune prédisposition génétique familiale n’a été mise en évidence à ce jour. 
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2.3.3. Ostéosarcomes et anomalies cellulaires  
 

Actuellement aucune anomalie moléculaire (génétique) spécifique n’est associée au dia-

gnostic de l’ostéosarcome contrairement à d’autres cancers comme le sarcome d’Ewing, qui 

correspond à une recombinaison chromosomique [80]. 

 

 En effet, l’analyse des caryotypes de ces tumeurs révèle une grande complexité et hété-

rogénéité dans les altérations génétiques pouvant toucher l’ostéosarcome, comme des duplica-

tions ou des réarrangements chromosomiques. Cependant, bien qu’aucun profil type n’ait pu 

être établi, des altérations récurrentes touchent des gènes impliqués notamment dans le con-

trôle du cycle cellulaire (phase G1-S en particulier)[81]. 

 

 Parmi ces altérations, les plus courantes touchent les loci des gènes TP53 (50% des cas) 

et RB1 (70% des cas)[82,83]. D’autres gènes sont également touchés dans une moindre mesure, 

c’est le cas des gènes MDM2 (Murine Double Minute 2) et CDK4 (Cyclin-Dependent Kinase 

4) qui sont amplifiés, et qui accélèrent ainsi la transition G1-S. Enfin, un certain nombre de 

« proto-oncongènes » peuvent être surexprimés comme les gènes c-Myc (85% des ostéosar-

comes), AP-1 (70%) et c-Kit (80%) [84,85]. L’ensemble de ces dégénérations conduit à des 

modifications des capacités prolifératives et de différenciation des cellules tumorales. De façon 

générale, la présence de ces différentes altérations, comme celle de TP53 [86], est corrélée avec 

l’agressivité des tumeurs et la survie des patients. 

 

 En plus des altérations chromosomiques et cytogénétiques, de nombreuses modifica-

tions épigénétiques ont été observées dans l’ostéosarcome [82,87]. Ces modifications sont prin-

cipalement des hyper- ou hypo-méthylations des promoteurs de gènes impliqués dans des pro-

cessus tels que la prolifération, l’apoptose, la différenciation ou le cycle cellulaire. 

 

Pour résumé, l’ostéosarcome ne résulte pas d’une anomalie génétique particulière, mais 

est la conséquence d’une multitude de facteurs qui restent encore à préciser.  

 

2.4. Manifestation et diagnostic clinique 

 Le diagnostic de ces tumeurs est relativement difficile puisqu’il s’agit de tumeurs en 

profondeur dont le principal signe d’appel clinique sera la douleur d’intensité et de fréquence 

variable (au niveau du site tumoral et des articulations voisines). L’intensification de la douleur 

amènera le patient à consulter, mais cette douleur sera souvent attribuée (à tort) par le patient 
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Figure 12| L’ostéosarcome en imagerie médicale 
Radiologie conventionnelle peu informative (A) et coupe transversale d’une IRM (B) d’un ostéosarcome 
radique claviculaire. Aspect typique en feu d’herbe d’un ostéosarcome du genou (C). 

(ou le médecin) à un traumatisme mineur. Néanmoins, la perception d’une masse sensible à la 

palpation ou d’une gêne dans le mouvement permet de favoriser le diagnostic. Par ailleurs, des 

signes inflammatoires cutanés et une stase veineuse sont visibles à un stade avancé de la mala-

die. Le délai entre l’apparition des premiers symptômes et la consultation médicale est en 

moyenne de 6 semaines, celle-ci ne permet d’établir le diagnostic que dans un tiers (1/3) des cas 

[88]. 

 

 En effet, le véritable diagnostic repose essentiellement sur les techniques d’imagerie 

(radiographie, Imagerie par Résonance Magnétique (IRM), scintigraphie) qui permettent de 

mettre en évidence la présence de liaisons tumorales et de les identifier (Figure 12). À ce ni-

veau la radiographie conventionnelle offre la possibilité de révéler les liaisons ostéoconden-

santes ou ostéolytiques et permet d’évaluer leurs gravités. Sur ces clichés, l’ostéosarcome pré-

sente généralement un aspect typique dit en feu d’herbe (Figure 12). Après quoi, la réalisation 

d’une scintigraphie osseuse au technétium 99 permet de rechercher la présence de lésions mul-

tiples notamment pour écarter le risque de métastases. Enfin, l’utilisation de l’imagerie par ré-

sonance magnétique (IRM) et de la tomodensitométrie (TDM) permet de déterminer la nature 

« précise » de la tumeur, son extension locale au niveau des différents tissus, et la présence de 

métastases pulmonaires ou osseuses. À noter qu’au moment du diagnostic, 15 à 20 % des pa-

tients présentent un développement métastatique détectable par imagerie [89,90]. 
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 Néanmoins, le tableau clinique et les données d’imagerie ne sont pas suffisants pour 

identifier le phénotype de la tumeur. C’est pourquoi la réalisation d’un examen histologique, 

après biopsie, est indispensable pour identifier le phénotype de ces tumeurs (nature et grade). 

 

D’autres marqueurs, notamment sériques, pourront être utilisés pour confirmer ou pré-

ciser le diagnostic. Par exemple, le taux de phosphatase alcaline sérique est augmenté en raison 

de l’activité ostéoblastique de la tumeur. Ce marqueur n’est cependant pas toujours corrélé au 

taux mesuré dans celle-ci. Néanmoins, après exérèse, le taux de PAL doit chuter pour revenir à 

la normale, dans le cas contraire sa persistance traduira une excision incomplète ou la présence 

de métastases. 

 

2.5. Prise en charge de l’ostéosarcome 

 La prise en charge thérapeutique des ostéosarcomes a énormément évolué au cours des 

dernières décennies. En effet jusqu’aux années 70, le traitement des ostéosarcomes était pure-

ment local et consistait en une amputation chirurgicale du membre touché [91]. Ce traitement 

de la tumeur primitive, bien que radical, avait pour effet d’augmenter la survenue de métastases 

chez les patients dans 80 % des cas. L’apparition de ces métastases, quelques semaines ou mois 

après l’amputation, conduisait à une forte mortalité. Ainsi, la survie à 5 ans était seulement de 

12 % et trois patients sur quatre décédaient dans les deux ans. 

 

 Au cours des dernières décennies, les progrès des techniques de chirurgie conservatrice 

ainsi que le développement de chimiothérapie néo-adjuvante a permis d’améliorer efficacement 

la prise en charge des patients atteints d’ostéosarcome. 

 

 A l’heure actuelle, la prise en charge de l’ostéosarcome est multidisciplinaire et 

s’effectue généralement en trois étapes. La première consiste en une chimiothérapie néo-

adjuvante d’une durée de trois mois. Cette phase qui précéde l’acte chirurgical a un double ob-

jectif : diminuer la taille de la tumeur primitive afin d’en faciliter la chirurgie d’une part, et éva-

luer la réponse histologique de la pièce opératoire à la chimiothérapie afin d’ajuster la chimio-

thérapie d’autre part (Figure 13). Suite à cela, la résection chirurgicale de la tumeur est réalisée 

en conservant des marges d’exérèse plus ou moins importantes en fonction du cloisonnement 

de la tumeur. Ainsi la conservation du membre est possible dans 90 % des cas, néanmoins 

l’amputation reste la seule solution lorsque la tumeur est trop volumineuse, hors d’atteinte ou 

qu’elle envahit les tissus mous avoisinants. La prise en charge se termine par une chimiothéra-
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Figure 13| Évaluation du nombre de cellules tumorales nécrotiques sur une pièce de résec-
tion 

pie adjuvante post-opératoire de six mois. Cette dernière sera identique à celle administrée en 

traitement néo-adjuvant seulement si le patient est « bon répondeur », c’est-à-dire qu’au moins 

90 à 95 % de nécrose est observée sur la pièce de résection [92]. Dans le cas contraire, le pa-

tient recevra une autre chimiothérapie associée dans de rares cas à de la radiothérapie afin d’en 

augmenter les effets. En effet, la radiothérapie n’est pas utilisée en routine dans le traitement de 

l’ostéosarcome car celui-ci y est très peu sensible [66]. Néanmoins, elle est utilisée lorsque la 

tumeur ne peut être totalement excisée ou en présence de métastases osseuses multiples. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 En France, plusieurs agents de chimiothérapie sont couramment utilisés dans le traite-

ment de cette pathologie (Tableau 5)[92–94] : le méthotrexate, la doxorubicine, le cisplatine, et 

l’ifosfamide. Afin d’augmenter le taux de réponse des tumeurs aux agents de chimiothérapie, 

ces molécules sont dans la majorité des cas associées sous forme de poly-chimiothérapie. La 

combinaison de ces différentes molécules, leurs doses et la fréquence des injections dépendent 

de l’âge du patient et des données histologiques de la biopsie. 

 

 Ainsi, cette nouvelle approche thérapeutique a permis d’améliorer grandement la prise 

en charge et le pronostic des patients [95]. Actuellement, la survie à 5 ans est évaluée à environ 

70%, mais chute énormément chez les patients à haut risque. En effet, les patients présentant 

des métastases au moment du diagnostic ou bien mauvais répondeurs aux chimiothérapies 

voient leur survie diminuer à 30 % dans les 5 ans suivant le diagnostic. Malgré ces chiffres en-

courageants, d’énormes progrès restent à faire, puisque les traitements chimiothérapeutiques 

restent encore relativement toxiques, lourds et mal supportés par les patients. De plus, de 

nombreux ostéosarcomes restent peu sensibles voir insensibles à ces traitements. C’est pour-

quoi il est nécessaire de développer de nouvelles cibles thérapeutiques en améliorant les con-

naissances sur les mécanismes moléculaires inhérents au développement des ostéosarcomes.  
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 Parmi les pistes envisagées ou les molécules en phase d’essai clinique, plusieurs sont 

dirigées directement contre les fonctions des cellules tumorales (prolifération, apoptose) ou 

bien envers le microenvironnement tumoral [91,96] (Figure 14). En effet, une des spécificités 

du développement de l’ostéosarcome, et des autres tumeurs osseuses primitives, est l’existence 

d’un cercle « vicieux » entre les cellules tumorales et le remodelage osseux.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 5| Principaux agents de chimiothérapie utilisés dans le traitement des ostéosar-
comes 

D’après la thèse de Bérengère Gobin (thèse du laboratoire) 
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Phase préclinique
Phase I
Phase II
Phase III
Phase I ou II chez l’adulte

* En discussion

Figure 14| Principales cibles thérapeutiques de l’ostéosarcome en fonction des capacités 
tumorales 

Récapitulatif des différents essais cliniques en cours dans l’ostéosarcome (en orange : phase I, en bleu : phase 
II, en vert : phase III et en noir : phase I et II uniquement chez l’adulte). D’après Nadège Corradini (CHU de 

Nantes, UMR957). 
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3. Nouvelles approches thérapeutiques de l’ostéosarcome : cibler le 

cercle « vicieux » 

 

 La cible des nouvelles approches thérapeutiques est principalement la cellule tumorale. 

Néanmoins, depuis quelques années, il est clairement établi que le caractère invasif d’une tu-

meur n’est pas lié uniquement à son génotype, mais que celui-ci est lié à un ensemble constitué 

par la tumeur elle-même et son micro-environnement. En effet, le micro-environnement tumo-

ral contribue à la progression des tumeurs par l’apport de nombreux facteurs (facteur de crois-

sance, nutriments, etc.) nécessaires à la survie et à la prolifération de la cellule tumorale. De 

plus, l’interaction entre la cellule tumorale et les cellules du micro-environnement module ses 

capacités de développement. La théorie du « seed and soil », c'est-à-dire de la graine et du sol, 

établit par Paget dans les années 1889 conduit à définir la notion de « niche tumorale » qui se-

rait un environnement propice au développement des cellules tumorales et au maintien d’un 

pool de cellules souches cancéreuses. Dans cette niche, la cellule tumorale détourne l’immunité 

locale, la vascularisation et de nombreux facteurs à son profit.  

 

 Cette notion est particulièrement vraie dans le cas des tumeurs osseuses primitives où 

un cercle « vicieux » se met en place entre les cellules du remodelage osseux (ostéoblastes et 

ostéoclastes notamment), les cellules tumorales et les cellules immunitaires (Figure 15) [97]. 

En effet dans l’environnement osseux, il est établi que les cellules tumorales, en plus de détour-

ner l’immunité locale et l’angiogenèse, entrainent une dérégulation de l’activité des cellules os-

seuses en sécrétant de nombreux facteurs qui activent directement les ostéoclastes (comme le 

TNFα, l’IL-6, l’IL-1), mais également des facteurs ostéoblastiques (BMPs, IGFs, Wnts, etc.) qui 

activent indirectement les ostéoclastes en favorisant la production de RANKL par les ostéo-

blastes. L’activation des ostéoclastes conduit alors à la résorption de la matrice osseuse, ce qui 

libère des facteurs protumoraux (IGF-1, TGF-β, etc.), qui vont eux-mêmes activer la proliféra-

tion tumorale, relançant le cercle vicieux. Dans cet environnement, les cellules immunitaires en 

maintenant une inflammation contribuent également au maintien de ce cercle vicieux.  

 

 Par ailleurs, les ostéosarcomes étant de type ostéoblastique, une surexpression de 

RANKL est souvent décrite dans ces derniers, expliquant ainsi les lésions ostéolytiques et la 

formation osseuse anarchique observées. 
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Figure 15| Le cercle vicieux 

Les cellules tumorales sécrètent des facteurs pro-ostéoclastiques dont des cytokines qui vont activer directe-
ment ou indirectement les ostéoclastes. En retour, la dégradation de la matrice osseuse libère des facteurs 
pro-tumoraux (facteurs de croissance, calcium…) qui induisent la prolifération tumorale. Ces déséquilibres 
participent également à l’implication des cellules immunitaires et des ostéoblastes sains dans ce cercle. Adapté 
de Heymann D et al., 2011 [97]. 
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III- Signalisation RANK/RANKL/OPG 

 
 Comme introduit précédemment, le remodelage osseux est un processus complexe 

faisant intervenir de nombreux partenaires cellulaires et moléculaires afin de maintenir 

l’homéostasie osseuse. Parmi ces facteurs, la triade RANK/RANKL/OPG semble être la voie 

principale de régulation du remodelage osseux. Cette triade découverte il y a deux décennies, a 

été depuis largement caractérisée à l’aide de modèles animaux transgéniques. RANKL appar-

tient à la superfamille du TNF (Tumor Necrosis Factor) qui se compose de plus de 40 

membres chacun associé à autant de récepteurs membranaires ou solubles. RANKL se lie à un 

récepteur membranaire nommée RANK, membre de la superfamille des récepteurs du TNF. 

Les interactions entre RANKL et RANK, qui sont modulées par un récepteur leurre pour 

RANKL appelé OPG (pour ostéoprotégérine), conduisent à une transduction de signal intra-

cellulaire spécifique via de nombreuses voies de signalisation et peuvent impacter la plupart des 

processus cellulaires. 

 

1. Les membres de la triade RANK/RANKL/OPG 

 

1.1. RANKL 

1.1.1. Généralités et structure 
 

 RANKL [98] a été découvert par plusieurs équipes simultanément et a été nommé al-

ternativement TRANCE [99], OPGL [47], et ODF [100]. Bien que RANKL soit le nom com-

munément utilisé pour cette cytokine, sa nomenclature officielle est le TNFSF11. 

 

 Le gène codant RANKL humain est situé sur le chromosome 13 en 13q14 et le gène 

murin est placé sur le chromosome 14. Le produit de ce gène est une protéine homotrimérique 

membranaire de type 2 qui ne possède pas de peptide signal [101]. Cette protéine partage une 

homologie de 30 % avec le cluster de différenciation 40 (CD40) et le TNF related apoptosis 

inducing ligand (TRAIL), et d’environ 20 % avec FAS-Ligand [99]. Que ce soit chez la souris 

ou chez l’homme, RANKL existe sous trois isoformes issues d’un épissage alternatif (Figure 

16) [102,103]. 
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Figure 16| Structures des trois isoformes de RANKL 
RANKL1 et RANKL2 possèdent tous deux un domaine intracellulaire (ID), un domaine transmembranaire 
(TM) et un domaine extracellulaire (ED). RANKL3 est une forme soluble qui ne possède pas de domaine 
transmembranaire et intracellulaire. D’après Theoleyre et al., 2004 [110]. 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Parmi ces isoformes, RANKL1 code pour une protéine transmembranaire de 317 

acides aminés chez l’homme, et 316 chez la souris, possédant un domaine intracytoplasmique 

complet et un ectodomaine extracellulaire. Il s’agit de la forme longue de RANKL. La seconde 

isoforme, RANKL2, est une forme plus courte de RANKL1 qui possède un domaine extracel-

lulaire réduit chez la souris, et qui en est dépourvue chez l’homme. Ainsi, cette protéine fait 

respectivement 287 Acides aminés (Aa) chez la souris, et 270 Aa chez l’homme. Enfin, 

RANKL3 est une forme soluble intracellulaire et monomérique de RANKL comptant 199 Aa 

chez la souris, et 244 Aa chez l’homme. Cette forme n’est pas sécrétée et est réduite dans sa 

partie N-terminale des acides aminés codant pour les domaines intracytoplasmique et trans-

membranaire de RANKL.   

 

 Les formes membranaires de RANKL peuvent être libérées dans le milieu extracellu-

laire suite à leurs clivages par différentes protéases comme la TNF alpha converting enzyme 

(TACE) [104] ou encore par ADAM-10, MMP-7 et MMP-14 [105,106]. La forme soluble a une 

taille d’environ 32 kilodaltons (kDa) comparée aux formes membranaires qui ont une taille 

comprise entre 40 et 45 kDa [107].  
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1.1.2. Expression 
 

 RANKL est exprimé dans une large variété de tissus à des taux variables tels que le 

cerveau, la peau, l’intestin, les muscles squelettiques, le foie, le rein, les poumons et le tissu 

mammaire. Toutefois, il l’est plus fortement dans le tissu osseux [47,100,108], les organes lym-

phoïdes et le système vasculaire [109]. De ce fait, RANKL est exprimé par de nombreuses cel-

lules incluant les ostéoblastes, les chondrocytes, les cellules stromales de la moelle, les lympho-

cytes T et B activés, les cellules épithéliales mammaires et les fibroblastes[99–101,109–111]. Il 

est notable qu’au sein de la lignée ostéoblastique, RANKL est plus fortement exprimé par les 

cellules bordantes que par l’ostéoblaste mature. Par ailleurs, RANKL est exprimé dans de 

nombreuses lignées comme des lignées de cellules stromales (ST2S, MC3T3-E1), ou 

d’ostéosarcomes (UMR-106, SaOS2, U2OS) [108]. 

 

 L’expression de RANKL peut être contrôlée par de nombreux facteurs qui peuvent 

stimuler son expression, c’est le cas de la vitamine D3, de l’IL-1, de l’IL-6, de l’IL-11, du TNF-

, de l’oncostatine M, de la PTH et de la prostaglandine E2 [19,101,110,112,113]. A l’opposé, 

d’autres facteurs peuvent inhiber son expression comme par exemple le TGF- et l’IL-13 

[107,113]. 

 

1.2. RANK 

1.2.1. Généralités et structure 
 

 RANK (Receptor activator of nuclear factor kappa-B) ou TNFRSF11A, selon la no-

menclature officielle est le récepteur de signalisation de RANKL. Ce récepteur qui appartient à 

la famille des récepteurs au TNF possède environ 40% d’homologie avec CD40, et est codé par 

le gène TNFRSF11A situé sur le chromosome humain n°18 (chromosome 1 chez la sou-

ris)[114]. Chez l’homme, ce gène code pour une protéine transmembranaire de type I consti-

tuée de 616 acides aminés et qui possède un peptide signal (Figure 17). RANK qui est exprimé 

à la membrane sous forme trimérique possède un large domaine intra-cytoplasmique en C-

terminale ainsi qu’un domaine extracellulaire en N-terminale. Ce domaine extracellulaire con-

tient 4 sites riches en cystéine et 2 sites de N-glycosylation [98,115] qui sont impliqués dans 

l’interaction avec RANKL et dans la trimérisation du récepteur [116,117]. Par ailleurs, une 

forme soluble de RANK a déjà été détectée dans des surnageants de cellules activées par 

RANKL, mais le rôle de cette sécrétion reste pour l’heure inconnue [118]. Enfin, récemment 
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Figure 17| Structure du récepteur RANK 
RANK possède un domaine extracellulaire (ED) contenant un peptide signal, un domaine transmembra-
naire (TM),  ainsi qu’un large domaine intracellulaire (ID). D’après Theoleyre et coll., 2004 [110]. 

un nouveau variant murin de RANK issu d’un splicing alternatif a été découvert dans les cel-

lules myélomonocytaires RAW264.7. Ce variant correspondant à une forme largement cyto-

plasmique est parfois retrouvé à la membrane. Cette forme est capable de réguler négativement 

l’ostéoclastogenèse [119].  

 

 

 

 

 

 

 

1.2.2. Expression 
 

 L’expression de RANK a été détectée dans de nombreux tissus comme le thymus, le 

colon, les glandes mammaires, le foie, la prostate, le cerveau, la peau et de façon plus significa-

tive dans l’os [114,120–123]. Au niveau cellulaire, RANK est fortement induit dans les ostéo-

clastes en présence de M-CSF [124]. Il est également exprimé par les lymphocytes T et les cel-

lules dendritiques. Par ailleurs, son expression a déjà été détectée au niveau des lymphocytes B 

[125][124], des cellules épithéliales et des fibroblastes.  

 

 D’une manière générale, l’expression de RANK est très peu modulée par des facteurs 

exogènes. Son expression peut être induite par le CD40-Ligand sur les cellules dendritiques, et 

par l’engagement du récepteur aux cellules T (TCR) associée au TGF- et à l’IL-4 sur les lym-

phocytes T. Par contre, l’expression de RANK sur les cellules de la lignée ostéoclastique ne 

semble pas être régulée par les principaux agents ostéotropiques [110]. 
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Figure 18| Structure de l’OPG 
D’après Holen et Shipman, 2006 [128] 

1.3. L’OPG 

1.3.1. Généralités et structures 

 
 L’OPG, ou selon la nomenclature officielle TNFRSF11B, a été initialement nommé de 

plusieurs façons suite à sa découverte simultanée par des équipes indépendantes : OCIF, TR-1 

et FDCR-1 [60,100]. Tout comme RANK, il s’agit d’un récepteur de la superfamille des récep-

teurs au TNF qui diffère néanmoins des autres membres de cette famille par l’absence d’un 

domaine transmembranaire. L’OPG est ainsi un récepteur soluble ayant la capacité de se lier à 

différents ligands incluant RANKL et TRAIL (TNF-RelatedApoptosis-Inducing Ligand) [126–

128]. À noter que la fixation d’OPG à TRAIL inhibe l’effet apoptotique de TRAIL qui en re-

tour bloque l’activité anti-ostéoclastique de l’OPG. Ainsi, pour se protéger de l’apoptose, cer-

taines tumeurs seront capables de détourner ce mécanisme à leur faveur. 

 

 Le gène codant l’OPG est situé chez l’homme sur le chromosome 8 (en 8q24)[129] 

alors qu’il est situé sur le chromosome 15 de la souris. Chez l’homme, ce gène code pour une 

glycoprotéine de 401 acides aminés qui possède un peptide signal (de 21 acides aminés) clivé 

lors de son adressage [114]. L’OPG qui ne contient pas de domaine intramembranaire ni de 

domaine cytoplasmique est produit exclusivement sous forme d’une protéine extracellulaire 

soluble. Ainsi, la protéine mature comporte 380 acides aminés, possède une partie N-terminale 

contenant 4 motifs riches en cystéine (D1-D4) permettant d’induire l’inhibition de 

l’ostéoclastogenèse (Figure 18).  
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 Son extrémité C-terminale contient quant à elle, deux domaines de mort (D5 et D6, 

death domain homologous) fonctionnels [129], mais dont la fonction n’est actuellement pas 

connue pour l’OPG, et un domaine de liaison à l’héparine (D7). Enfin, dans cette partie C-

terminale se trouve également un résidu cystéine (Cys400) nécessaire à son homodimérisation. 

En effet, bien que l’OPG soit synthétisé sous forme monomérique, cette molécule se dimérise 

via des ponts disulfures afin d’être sécrétée sous forme de protéine homodimérique (110 à 120 

kDa) présentant ainsi 4 à 5 sites de N-glycosylation [101]. 

 

1.3.2. Expression 
 

 L’OPG est une molécule ubiquitaire présente dans de nombreux tissus comme le tissu 

osseux, le foie, le cœur, les reins, les glandes mammaires, le placenta et le cerveau 

[60,100,109,130]. Physiologiquement, l’OPG est sécrétée en quantité plus importante par plu-

sieurs cellules dérivées de la moelle osseuse, dont les ostéoblastes [131], et les cellules stromales 

[132]. Cependant, l’OPG est également exprimé dans les cellules endothéliales, les lymphocytes 

B et les cellules dendritiques [125]. 

 

 L’expression et la sécrétion d’OPG par les cellules stromales et les ostéoblastes sont 

modulées par de nombreux facteurs de régulation métabolique. L’IL1, le TNFα, le TGFβ, les 

œstrogènes augmentent son expression [110,133,134] alors que le PTH, la PGE2, les glucocor-

ticoïdes et la 1,25dihydroxyvitamine D3 la diminuent [110,132,135–138]. 
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2. Mutations de RANK/RANKL/OPG en pathologie humaine 

 

 Plusieurs mutations des membres de la triade RANK/RANKL/OPG ont été signalées 

en pathologie humaine et associées à des pathologies osseuses (Tableau 6). Ainsi, les modifi-

cations génétiques (délétion ou transversion) de RANKL conduiront à l’apparition d’une os-

téopétrose autosomique récessive (MIM : 259710) [139], alors que les altérations génétiques 

(délétion, substitution) d’OPG conduiront à une maladie juvénile de Paget (MIM : 

239000)[140–143]. Quant aux altérations de RANK, plus nombreuses et variées, elles pourront 

être classées en deux catégories en fonction de leurs impacts sur la fonction de RANK. Des 

mutations par perte de fonction produisant une forme d’ostéopétrose sévère ou maligne avec 

un nombre réduit d’ostéoclastes (MIM : 612301) [144], alors que les mutations par gain de 

fonction vont conduire à des pathologies comme l’ostéolyse expansive familiale (MIM : 

174810) [145–148] ou la maladie de Paget à initiation précoce (MIM : 602080) [145,149,150]. 

Dans ces pathologies à gain de fonction, la mutation altère le peptide signal de RANK. En 

effet, l’ensemble de ces mutations (insertion, duplication) touche l’exon 1 qui correspond à la 

région contenant le peptide signal de RANK. Ainsi, ces altérations sont à l’origine d’une accu-

mulation intracellulaire d’un peptide anormal qui perturbe le mécanisme normal de régulation 

du métabolisme osseux au niveau de l’ostéoclastogenèse. 
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Tableau 7| Phénotypes des souris invalidés pour les membres de la triade 
RANK/RANKL/OPG 

Liste non exhautive des troubles observés chez les souris RANK, RANKL et OPG KO. D’après le site On-
line Mendelian Inheritance in Man (http://www.omim.org/) 

3. Fonction physiologique de l’axe RANK/RANKL/OPG 

 

 Les fonctions physiologiques de la triade RANK/RANKL/OPG ont été largement 

caractérisées par l’utilisation, pour chaque membre, de modèles de souris transgéniques ou 

invalidées (Tableau 7). En effet, ces modèles présentent tous des troubles plus ou moins im-

portants du remodelage osseux (ostéoporose ou ostéopétrose) associés à une absence ou à une 

suractivation des ostéoclastes. Ces troubles peuvent être compensés dans les souris knock-out 

par la protéine recombinante correspondante. Ainsi, l’utilisation de ces modèles a permis de 

mettre en évidence le rôle essentiel de cette signalisation dans le remodelage osseux. Par ail-

leurs, ces modèles murins ont permis de soulever l’importance de cette signalisation dans 

d’autres processus comme le développement des glandes mammaires, la maturation des cellules 

immunitaires ou encore le contrôle de la calcification vasculaire. 
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 Au-delà des rôles mis en évidence par la génération de ces modèles génétiquement 

modifiés, d’autres études récentes mettent en évidence de nouvelles implications de la triade 

RANK/RANKL/OPG dans de nombreux processus comme dans : la différenciation des cel-

lules du microfold intestinal [151,152], la régulation de la température corporelle [153,154], la 

vascularisation [155], le développement des cellules épithéliales de la glande mammaire [123], la 

protection des neurones [156] et la prolifération des cellules B [157,158]. Cependant, dans ce 

chapitre, seuls les rôles de la signalisation RANK/RANKL qui intéressent de près le miro-

environnement tumoral seront abordés, c’est-à-dire les rôles concernant l’implication de 

RANK/RANKL dans le remodelage osseux et dans l’immunité. 

 

3.1. RANK/RANKL et le remodelage osseux 

 C’est l’utilisation de souris génétiquement modifiées pour la triade 

RANK/RANKL/OPG qui a permis de faire progresser rapidement les connaissances sur les 

mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans l’homéostasie osseuse. En effet, les ob-

servations (phénotypiques) faites chez ces souris (Tableau 7), ainsi que des expériences de 

cultures cellulaires, ont permis de mettre en évidence que l’expression de RANKL, par les cel-

lules stromales et du linéage ostéoblastique, stimule la différenciation [47,100,122,159,160], la 

maturation [47,122,161,162] et la survie des ostéoclastes [161] via sa fixation sur son récepteur 

RANK présent à la surface des préostéoclastes [100]. Néanmoins, la présence de M-CSF dans 

l’environnement cellulaire est requise pour induire les effets biologiques de RANKL [48]. 

 

 Concernant la fixation de RANKL à RANK, des études complémentaires ont montré 

que RANKL se fixent avec une grande spécificité aux récepteurs RANK présents à la surface 

des ostéoclastes, et ce avec une grande affinité (3 nM) [121,163]. Ainsi, la fixation de RANKL à 

RANK conduit à son activation et à la transduction d’un signal cellulaire par l’intermédiaire de 

différentes protéines adaptatrices de la famille TNF receptor associated factor (TRAF : TRAF6, 

TRAF5 et TRAF2) (Figure 19). En effet, tout comme les autres récepteurs membres de la 

superfamille des récepteurs au TNF, RANK est caractérisé par l'absence d'activité tyrosine 

kinase et nécessite par conséquent des protéines adaptatrices de la famille TRAF afin de trans-

mettre un signal cellulaire. Ainsi, le domaine intracellulaire de RANK possède deux sites de 

liaison à TRAF qui sont capables d'interagir avec TRAF-2, -3, -5 et -6 [164,165]. Cependant, 

seule la mutation de TRAF6 conduit à un phénotype ostéopétrotique similaire au phénotype de 

souris invalidées pour RANK, soulignant ainsi le rôle prédominant de TRAF6, parmi les 

membres de la famille TRAF, dans la signalisation associée à RANK [164–169]. 
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Figure 19| Signalisation induite par la fixation de RANKL au récepteur RANK 
D’après Baud’huin et al., 2007 [170]. 

 Consécutivement, TRAF6 conduit à l'activation de différentes voies de signalisation, 

telles que Src / PLC, PI3K / Akt / mTOR et MAPK (p38, JNK, ERK1 / 2) qui entraînent la 

translocation de facteurs de transcription, tel que NF-B, c-Fos / c-Jun ou encore MITF [170]. 

S’ensuit la transcription de nombreux gènes impliqués notamment dans la différenciation des 

précurseurs ostéoclastiques et dans l’activation des ostéoclastes matures. 

 

 

 Par ailleurs, le blocage de RANKL au cours de la croissance par un anticorps bloquant 

(IKK22.5) induit un arrêt transitoire de la croissance des os longs et du crâne ainsi qu’un blo-

cage irréversible de l’éruption des dents et de leurs développements [171,172]. Ces travaux réa-

lisés en parallèle de mes sujets principaux de thèse ont fait l’objet des articles précédemment 

cités dont je suis co-auteurs, et qui sont fournie en Annexe 4.  

 

 À l’opposé, l’injection de RANKL soluble à des souris naïves induit une hypercalcémie 

associée à une ostéoporose sévère [47]. Ces résultats confirment l’importance de RANKL dans 

le remodelage osseux et en particulier dans le recrutement des ostéoclastes.  
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 Plus précisément, c'est le ratio entre le niveau d'expression de RANKL et de son récep-

teur leurre, l’OPG, qui semble contrôler la résorption osseuse. En effet, au sein de ce système 

l’OPG agit comme un récepteur leurre pour RANKL, ce qui lui permet d’inhiber les interac-

tions entre RANKL et RANK, et de moduler la différenciation, la survie et l’activation des 

ostéoclastes [136,173,174]. Chez des souris transgéniques, la surexpression d’OPG conduit au 

développement d’une ostéopétrose s’accompagnant d’une diminution de nombres 

d’ostéoclastes différenciés [60]. Les mêmes effets sont observés lors de l’administration paren-

térale d’OPG recombinant. À l’opposé, les souris invalidées pour l’OPG développent une os-

téoporose sévère. De manière unique parmi les facteurs impliqués dans la régulation du méta-

bolisme osseux, les seules modifications géniques de l'expression d'OPG conduisent dans un 

sens à une ostéopétrose, et dans le sens inverse à une ostéoporose.  

 

 Néanmoins, la fonction de l’OPG dans le tissu osseux ne se limite pas à l’inhibition 

indirecte de l’activation de l’ostéoclastogenèse. En effet, Wittrand et coll. ont montré que l’OPG 

pouvait agir directement sur l’activité de l’ostéoclaste mature en inhibant l’expression de cer-

tains de ces marqueurs comme la cathepsine K et la TRAP [175]. À l’opposé, l’OPG augmente 

l’expression de la MMP9 par l’ostéoclaste. 

 

 Ainsi, l’ensemble des études menées sur la triade RANK/RANKL/OPG ont toutes 

confirmé le rôle essentiel de cette dernière dans le maintien et le contrôle de l’homéostasie os-

seuse à travers le contrôle de l’ostéoclastogenèse.  

 

3.2. RANK/RANKL et immunité 

 La signalisation RANK/RANKL joue un rôle majeur dans le système immunitaire, 

d’une part par son implication dans le développement des organes lymphoïdes secondaires 

[176], en particulier des ganglions lymphatiques [174] et d’autre part par son implication dans la 

maturation des cellules épithéliales du thymus nécessaires au développement des lymphocytes 

T [177,178]. Par ailleurs, RANKL est aussi impliqué dans la modulation de la réponse immuni-

taire en induisant la prolifération des lymphocytes T [98] et la survie des cellules dendritiques 

[99]. 

 

 En réalité, les lymphocytes T via l’expression de RANKL stimulent les cellules dendri-

tiques qui expriment RANK afin d’améliorer leur survie et d’augmenter la réponse mémoire 

des lymphocytes T [179]. Par ailleurs, RANK est présent à la membrane cellulaire des mono-
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cytes/macrophages et RANKL agit comme un facteur chimioattractant pour ces cellules [180]. 

Ainsi dans un environnement tumoral, les macrophages associés aux tumeurs, TAM (tumor 

associated macrophages), s’accumulent dans l’environnement et en fonction de leur phénotype 

M1 ou M2 contribuent à la prolifération, l’angiogenèse ou la dissémination des métastases 

[181]. Parmi ces macrophages, RANK est principalement exprimé par le macrophage de type 2, 

or de façon intéressante ce dernier est fortement associé au processus angiogénique [182]. Par 

ailleurs, l’activation de la signalisation RANK/RANKL au sein du macrophage M2 permet de 

moduler la production de chimiokines promouvant la prolifération des lymphocytes T régula-

teurs en faveur d’un environnement immunosuppressif [183].  

 

 En résumé, la signalisation RANK/RANKL joue un rôle important dans l’immunité 

via ses implications dans la modulation de la réponse immunitaire (immunotolérance), la matu-

ration des lymphocytes, l’activation des cellules dendritiques, et le développement des organes 

lymphoïdes. 
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4. Signalisation RANK/RANKL et cancer 

 

 L'expression de RANK/RANKL ne se limite pas aux tissus sains, en effet de nom-

breuses études ont démontré leur expression dans des tissus néoplasiques. Cette large distribu-

tion renforce l’hypothèse de leur implication dans les processus oncogéniques (Tableau 8). 

Ainsi, l’implication fonctionnelle de la signalisation RANK/RANKL dans le développement 

du cancer a fait l’objet d’une récente revue [[184], en Annexe 4]. Cette implication dans les 

processus oncologiques est probablement dépendante des différentes fonctions importantes 

que la signalisation RANK/RANKL occupe dans l’immunité, le remodelage osseux, le déve-

loppement des vaisseaux sanguins, et la prolifération des cellules épithéliales mammaires.  

 

4.1. Implication générale en cancérologie 

4.1.1. Données cliniques 
 

 Une large variété de cellules de carcinomes
2
 expriment RANK à des niveaux transcrip-

tionnels ou protéiques très différents [185–187]. En effet, 89% des carcinomes évalués par 

immunomarquage montrent un marquage positif pour RANK, et environ 60 % présentent un 

marquage pour 50 % des cellules cancéreuses. 

 

 De façon intéressante, l’expression de RANK dans les carcinomes semble être un mar-

queur de mauvais pronostic comme le témoigne son expression dans le cancer du sein 

[187,188]. De plus, Pfitzner et coll. ont observé qu’une expression élevée de RANK dans les 

tumeurs primaires du sein est associée à une forte sensibilité à la chimiothérapie, mais aussi à 

un risque plus élevé de rechute et de décès et ce malgré cette forte sensibilité des tumeurs [188]. 

Par ailleurs, l’expression de RANK a également été décrite comme étant de mauvais pronostic 

chez les patients présentant des métastases osseuses, mais pas chez ceux souffrant de métas-

tases des viscères [189].  

 

 

 

 

 

                                                 

 
2
 Carcinome : cancer développé à partir de tissu épithélial (ex. : cancer du sein, de la peau) 
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Tableau 8| Expression de RANK et RANKL dans les cancers 
Liste non exhaustive des articles faisant état d’une expression de RANK ou de RANKL dans les cancers.  

 

 

Tumeurs exprimant 

RANK 

(Références) 

Tumeurs exprimant 

RANKL 

(Références) 

Cancer de la vessie [186] - 

Cancer du sein [185–188,190,191] [192–195] 

Cancer du col de l’utérus [186,196] [196] 

Chondrosarcome [197] [197,198] 

Cancer colorectal [186] - 

Tumeur endométriale [186] - 

Tumeur de l’œsophage [186,199] - 

Tumeur à cellules 

géantes 
[200] [198,200,201] 

Hépato carcinome [186,202] [202,203] 

Cancer du poumon [186,204] [204] 

Lymphome [186,205] [206,207] 

Mélanome [191,208] - 

Myélome [209] [209,210] 

Neuroblastome [186] [211] 

Carcinome épidermoïde 

oral 
[212] [212] 

Ostéosarcome [198,213] [198,213,214] 

Cancer de la prostate [186,191,215] [216] 

Cancer du rein [217] [217] 

Tumeur du thymus [186] - 

Adénocarcinome de la 

thyroïde 
[186,218] [218] 
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 De façon similaire, les sarcomes
3
 expriment RANK ( de 1% à 69% en fonction des 

séries) et leur expression est corrélée avec les paramètres cliniques [213,219,220]. Trieb et coll. 

ont décrit une corrélation inverse entre l’expression de RANK et le taux de survie global de 

patients atteints d’ostéosarcome, mais n’ont pas observé de corrélation avec la réponse à la 

chimiothérapie [219]. Ces auteurs ont également observé un faible taux de survie global ainsi 

qu’une faible proportion de patients exempts d’autres maladies lorsque les tumeurs expriment 

RANK. Bago-Horvath et coll. ont révélé que l’expression de RANKL est beaucoup plus fré-

quente dans les ostéosarcomes des extrémités inférieures que dans ceux provenant d’une autre 

localisation [220]. De plus, ils n’ont pas trouvé de corrélation significative entre l’expression de 

RANKL et les paramètres cliniques. Cependant, ils ont établi que l’expression de RANK cons-

titue un facteur de pronostic négatif en ce qui concerne la survie sans maladie, confirmant les 

données obtenues par Trieb et coll. [219]. 

 

 De façon intéressante, en 2012, Papanastasiou et coll. ont identifié une nouvelle iso-

forme de RANK (nommée RANK-c) qui est générée par épissage alternatif [221]. Cette iso-

forme est exprimée dans certains échantillons de cancer du sein et est corrélée de façon inverse 

au grade histologique de la tumeur. RANK-c est capable d’inhiber la motilité cellulaire et la 

migration des cellules du cancer du sein en interférant avec la signalisation RANK [221]. 

 

 En ce qui concerne les implications cliniques de RANKL, malgré plusieurs études, 

aucune donnée n’a été corrélée à l’expression de RANKL par les cellules tumorales que ce soit 

dans les carcinomes ou dans les sarcomes [188,220]. Cependant, dans une série de 40 patients, 

Lee et coll. ont montré que l'expression de RANKL était liée à une mauvaise réponse à la chi-

miothérapie préopératoire et à un faible taux de survie [214]. 

 

4.1.2. Effet direct de la signalisation RANK/RANKL sur les cellules tumorales et 
rôles de l’OPG 

 

 Sur la base de l'expression de RANK par les cellules tumorales, ces dernières peuvent 

être la cible de RANKL. En effet, la fonctionnalité de l’expression de RANK, présent au ni-

veau des membranes cellulaires de ces cellules, a été démontrée par sa capacité à se lier à 

RANKL et à induire les voies de signalisation intracellulaire spécifiques à l’interaction entre 

                                                 

 
3
 Sarcome : tumeurs issues des tissus conjonctifs (ex. : tumeurs osseuses) 
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RANK et RANKL. Cette activation des voies de signalisation permet d’expliquer les fonctions 

variées que peuvent détourner les tumeurs.  

 

 Ainsi, le RANKL qui stimule les cellules tumorales peut provenir soit de la cellule tu-

morale elle-même, soit de l’expression de RANKL par d’autres cellules de l’environnement. 

RANKL exercera ainsi, par l’intermédiaire de RANK, soit une action autocrine, soit une action 

paracrine ce qui contribue à établir un environnement fertile nécessaire au maintien et à la pro-

lifération des cellules tumorales. 

 

 Cependant, l’interaction entre RANK et RANKL est aussi fortement contrôlée par 

l’OPG (pouvant être exprimé par la cellule tumorale), qui tout comme RANKL est régulé par 

des cytokines inflammatoires libérées dans le micro-environnement des cellules cancéreuses. 

Ainsi l’activité de RANKL se traduira par rapport au niveau et à la cinétique d’expression de 

ces deux cytokines dans le micro-environnement [110,222]. La biodisponibilité en RANKL sera 

donc dépendante de l’OPG. 

 

 Par ailleurs, l’OPG possède de nombreux autres ligands qui régulent nettement son 

expression et qui ont un impact sur la disponibilité de RANKL (Figure 20) [223]. De cette 

façon l’OPG, par son domaine héparine, se lie à des glycosaminoglycanes et des protéogly-

canes, tels que le syndécan-1, qui peuvent séquestrer et internaliser l’OPG à la membrane cellu-

laire des cellules cancéreuses [127,223]. Un exemple de la conséquence fonctionnelle de cette 

intéraction dans le cancer est fourni par les cellules myélomateuses qui surexpriment le syndé-

can-1 [224], et qui par conséquent vont piéger, internaliser et dégrader l’OPG produite dans le 

microenvironnement osseux. Ainsi, l'équilibre OPG / RANKL est dérégulé en faveur de 

RANKL, ce qui stimule la résorption osseuse et peut être aggravé par la production de 

RANKL par les cellules de myélome. 

 

 En séquestrant l’OPG, les cellules de myélome élaborent un microenvironnement qui 

facilite leur expansion. De même, l'OPG peut être piégé par les protéoglycanes et les glycosa-

minoglycanes situés dans la matrice extracellulaire comme cela a été observé dans 

l’ostéosarcome [225].  

 

 Par ailleurs, l’OPG est capable de se lier à TRAIL qui est un facteur clef naturel 

proapoptotique et "anti-cancer" [126]. De cette manière l'OPG, lorsqu’il est sécrété par les cel-

lules cancéreuses, agit comme un facteur anti-apoptotique et pro prolifératif en bloquant l'acti-
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vité de TRAIL, comme cela a été montré dans le cancer de la prostate [226]. De même, le 

Complexe VIII (facteur VIII de Willebrand) est également capable de se lier à l'OPG et aug-

mente la complexité de ce système en régulant la mort des cellules cancéreuses induites par le 

TRAIL [227]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.1.3. Expression de RANKL par les cellules tumorales : rôle dans le micro-
environnement 

 

 En plus de ses effets directs sur les cellules cancéreuses, RANKL est capable de modu-

ler de façon marquée l'environnement tumoral notamment en agissant sur l’immunité locale et 

sur la prolifération des cellules épithéliales. Ainsi en dehors de la niche osseuse qui est le pre-

mier environnement identifié comme une cible de la signalisation RANK / RANKL, notam-

ment dans le développement des tumeurs osseuses primitives ou des métastases, la signalisation 

RANK / RANKL au vu de ses fonctions physiologiques est également capable de moduler 

l’infiltrat immunitaire, la prolifération et la migration cellulaire ainsi que la néo-angiogenèse. Ces 

perturbations de l’environnement permettent à la cellule tumorale de s’établir une « niche » 

propice à son développement. 

Figure 20 |Signalisation RANK/RANKL dans les cellules cancéreuses 

D’après Navet et al., 2016 [184] 
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 Perturbation des fonctions immunitaires par l’axe RANK/RANKL 

 

 Dans le cancer du sein, RANKL est principalement produit par les lymphocytes T 

CD4+ CD25+ Foxp3 qui correspondent aux lymphocytes T régulateurs. Dans ce contexte, un 

cercle vicieux est établi entre les TAMs, les lymphocytes Treg et les cellules tumorales induisant 

une croissance tumorale, une diffusion des cellules tumorales ainsi qu’une augmentation du 

processus métastatique [228]. Ainsi, les lymphocytes T semblent être la principale source de 

RANKL dans les processus de tumorigenèses. Le RANKL produit par ces lymphocytes serait 

impliqué dans les étapes d’initiation du processus de migration, et induirait l’initiation d’un en-

vironnement pré-métastatique permissif [229]. 

 

 Induction de la niche tumorale et stimulation de la migration par l’axe 

RANK/RANKL 

 

 Jones et coll. ont fourni la première preuve d'une activité chimiotactique de RANKL 

[191]. En effet, ces auteurs ont montré que RANKL produit par les ostéoblastes et les cellules 

stromales de la moelle osseuse attire les cellules cancéreuses qui expriment RANK et induit leur 

migration. Ce mécanisme semble être relativement universel et a été observé dans le cancer de 

la prostate [191,215,230,231], du sein [191], du poumon [232], du rein [217], de l’endomètre 

[233] et dans les hépatocarcinomes [202], les mélanomes [191], les carcinomes épidermoïdes 

oraux [234] et l’ostéosarcome [235,236]. 

 

 La migration induite par RANKL est associée à des cascades de signalisation spéci-

fiques, en particulier l'activation des voies MAP kinases. L'axe RANK/ RANKL régule ensuite 

la migration des cellules cancéreuses et RANKL agit en tant qu'agent chimioattractif sur des 

cellules qui expriment RANK. 

 

 Cependant bien qu’initialement considérée comme un facteur pro-métastatique, notre 

vision de l’implication de RANKL a changé quand ce facteur a été lié au développement de la 

glande mammaire [123]. En effet, une carence en RANKL entraîne un défaut dans la formation 

des structures lobo-alvéolaires de la glande mammaire requises pour la lactation [237,238]. Ain-

si, RANKL est capable de promouvoir la survie et la prolifération des cellules épithéliales si-

multanément à la hausse de l’expression de RANK au cours du développement de la glande 

mammaire [123,237,238]. 



 

-58- 
 

 La perturbation de ce mécanisme coordonné peut conduire à la formation de lésions 

pré-néoplasiques, puis à la formation de foyers de tumeurs comme le montre une étude de 

Gonzalez-Suarez et coll. [239]. En effet, ces auteurs ont établi des souris transgéniques surex-

primant RANK dans les glandes mammaires, et ce sous le contrôle du virus mammaire murin. 

Chez ces souris, l’apparition de foyers pré-néoplasiques (hyperplasies canalaires multifocales, 

néoplasies intra-épithéliales mammaires multifocales), ainsi que le développement de lésions 

d'adénocarcinomes est beaucoup plus elevé que chez des souris de type sauvage. Par ailleurs, 

l’utilisation de RANK recombinant (RANK-Fc), chez des souris MMTV-neu, développant 

spontanément des tumeurs mammaires, permet de réduire le développement de tumeurs 

mammaires et de métastases pulmonaires chez ces souris [239].  

 

 Dans un travail complémentaire, cette équipe a également démontré que l'axe RANKL 

/ RANK est pro-actif dans la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT), promeut la migra-

tion cellulaire en même temps que la néo-vascularisation, et que l’expression de RANK/RANL 

est significativement associée à des tumeurs métastatiques [240]. Dans l'ensemble, les données 

ont révélé que la signalisation RANK / RANKL favorise la phase initiale de développement du 

cancer du sein par induction de la pluripotence et de la transition épithélio-mésenchymateuse 

dans les cellules épithéliales mammaires. Un processus similaire a été confirmé dans les carci-

nomes épidermoïdes de la tête et du cou [241], dans le cancer de l'endomètre [233]. Ainsi l'ex-

pression de RANKL semble associée à la transition épithélio-mésenchymateuse notamment 

dans le cancer de la prostate où il en serait un marqueur [216]. Ces études confirment donc 

l’implication de RANKL dans le processus d’initiation des tumeurs. 

 

 Stimulation de la néo-angiogenèse par l’axe RANK/RANKL 

 

 Les vaisseaux sanguins sont utilisés par les cellules tumorales pour obtenir de grandes 

quantités de nutriments et sont leur principal moyen de migration pour envahir des organes 

éloignés. Or, il a été démontré que RANK est exprimé par les cellules endothéliales et que 

RANKL impacte le processus angiogénique en stimulant d’une part l'angiogenèse via des mé-

canismes dépendants de Src et de la phospholipase C [242,243], et d’autre part en augmentant 

la survie des cellules endothéliales via un mécanisme dépendant de la voie PI3K/Akt [244]. De 

plus RANKL, induit également la prolifération des précurseurs des cellules endothéliales et la 

formation des tubes vasculaires [245]. Au sein de la niche tumorale, ce phénomène est exacerbé 

par le Vascular endothelial growth factor (VEGF), souvent sécrété par les cellules tumorales, 
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qui régulent positivement la réponse des cellules endothéliales à RANKL en augmentant 

l’expression de RANK [242] et la perméabilité vasculaire [246]. 

 

4.2. Implication dans les tumeurs osseuses primitives 

 Au sein des tumeurs osseuses primitives, le cas des tumeurs à cellules géantes est parti-

culièrement représentatif des effets que peut induire une altération de l’expression de la signali-

sation RANK/RANKL. Ces tumeurs de type ostéoclastiques sont localement agressives, de par 

l’ostéolyse sévère qui leur est associée, et connues pour exprimer de façon importante RANK. 

Cette activité coïncide avec l’expression de RANKL par les cellules mononuclées du stroma qui 

viennent activer de façon paracrine les cellules tumorales par la fixation de RANKL à RANK 

[198]. Ainsi, bien que la pathogenèse de ces tumeurs soit mal définie, il est vraisemblable que 

les cellules géantes, qui expriment RANK, soient à l’origine de la destruction osseuse.  

 

 En ce qui concerne plus particulièrement les ostéosarcomes, sujet de ce mémoire, ces 

derniers sont connus pour synthétiser de grandes quantités de matrices ostéoïdes et métastaser 

principalement à l’os et aux poumons [93]. Une grande majorité des ostéosarcomes expriment 

RANKL, OPG et RANK à des taux plus ou moins élevés [247,248]. Il a déjà été prouvé que 

l’expression de RANKL, dans les ostéosarcomes humains, est associée de façon directe à une 

diminution de l’expression du gène suppresseur de tumeur Prkar1a (cAmp-dependant protein 

kinase type 1, alpha regulatory subinit)[249]. La délétion de ce gène, chez la souris, induit spon-

tanément la formation d’ostéosarcome [249]. Ainsi, bien qu’aucune fonction ne soit encore 

associée à RANKL dans la physiopathologie des ostéosarcomes, des données suggèrent que 

cette cytokine serait impliquée dans les processus de migration cellulaire, mais pas dans ceux 

liés à la prolifération [248]. Par ailleurs, le RANKL tumoral sécrété dans le microenvironne-

ment perturbe probablement le remodelage osseux en induisant une ostéolyse excessive. En 

effet, des études précliniques réalisées chez des animaux injectés pour développer un ostéosar-

come montrent que le blocage de RANKL par de l’OPG recombinant empêche la destruction 

osseuse induite par la tumeur [250]. Des résultats similaires sont obtenus lors du traitement 

d’animaux portant un ostéosarcome avec une protéine recombinante RANK-Fc [251]. 

 

 Ainsi, dans le contexte osseux, la perturbation de la signalisation RANK/RANKL par 

la tumeur induirait un environnement favorable au développement des tumeurs par la mise en 

place d’un « cercle vicieux » entre les cellules tumorales (niche tumorale), les cellules immuni-

taires et les cellules en charge du remodelage osseux.  
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5. LGR4 un nouveau récepteur pour RANKL 

 

 De façon extrêmement récente, un nouveau récepteur de RANKL nommé Leucine-

rich repeat-containing G-protein-coupled receptor 4 (LGR4), caractérisé par 7 segments trans-

membranaires, a été identifié. Dans ces travaux Luo et coll., révèlent que RANKL se fixe sur le 

domaine extracellulaire de LGR4, ce qui a pour effet de réguler négativement 

l’ostéoclastogenèse via l’activation de la signalisation Gq/GS3K- et la répression de la voie 

NFATc1 [61]. Par ailleurs, LGR4 est une cible transcriptionnelle de la voie canonique 

RANKL-NFATc1, ce qui montre que la signalisation de LGR4 agit comme une boucle de ré-

trocontrôle de l’activité de RANKL. De façon intéressante, une mutation dans le gène codant 

LGR4 a été rapportée comme induisant un phénotype d’ostéoporose chez les patients atteints 

[252]. Ce phénotype peut ainsi s’expliquer par le nouveau rôle de LGR4 comme récepteur de 

RANKL. 

 

Bien qu’aucune implication de l’axe LGR4-RANKL n’ait encore été mise en évidence 

dans des pathologies cancéreuses, de nombreux travaux suggèrent que LGR4 favorise la proli-

fération d’un certain nombre de cellules tumorales, notamment dans le cancer du sein, de la 

prostate, de l’estomac, du côlon et du foie [253–255]. Ces effets prolifératifs sont liés à 

l’activation de la signalisation Wnt/-catenin. Ainsi, LGR4 semble être un nouveau régulateur 

du développement et de la tumorigenèse du cancer de la prostate [255,256]. De plus la voie de 

signalisation LGR4-Stat3 semble impliquée dans le développement des ostéosarcomes [257]. 

Ainsi l’étude de ce nouveau récepteur à RANKL, et de cette voie de rétrocontrôle, devrait à 

terme permettre de mieux comprendre les mécanismes régulant l’homéostasie osseuse ainsi que 

les pathologies tumorales ou non s’y développant.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

-61- 
 

6. Approches thérapeutiques ciblant la signalisation RANK 

/RANKL/OPG en cancérologie 

 
 Lorsque les cellules tumorales en prolifération sont localisées dans un environnement os-

seux (tumeurs osseuses primitives ou métastases), ces dernières perturbent la balance entre la for-

mation et la résorption osseuse afin de créer un environnement favorable à leur croissance [229]. 

Ainsi, dans ce contexte, le microenvironnement osseux est une cible thérapeutique intéressante 

dont la signalisation RANK/RANKL fait partie [258]. 

 

 L’utilisation d’OPG recombinant (OPG-Fc) constitue la première génération de thérapie 

ciblant RANKL développée, dans un premier temps, afin de réduire les pertes osseuses chez les 

femmes en période post-ménopause [259]. Néanmoins, à cause de la capacité de l’OPG à lier diffé-

rents ligands et en particulier TRAIL, les essais cliniques basés sur l’OPG recombinant ont été sus-

pendus jusqu’au développement d’un anticorps monoclonal ciblant RANKL. 

 

 Le Denosumab®, un anticorps entièrement humanisé ciblant RANKL, a été développé 

afin de bloquer RANKL et d’empêcher sa liaison à RANK (et ce tout en évitant les interactions 

avec d’autres ligands d’OPG). Chez les patients atteints d’ostéoporose, le Denosumab® est bien 

toléré et une seule dose sous-cutanée suffit à induire une diminution prolongée du remodelage os-

seux [260]. L’efficacité du blocage de l’activité de RANKL a aussi été démontrée par l’inhibition de 

la résorption osseuse dans de nombreuses études précliniques liées aux tumeurs osseuses primitives 

(Sarcome d’Ewing [261], Ostéosarcomes [93,251,262], ou aux métastases osseuses (cancer du sein 

[263], cancer de la prostate [264], cancer du poumon [265] ou myélome multiple [266]) ainsi que 

dans plusieurs essais cliniques de phase II ou III (voir article en Annexe 4 : RANK-RANKL signal-

ling in cancer)[184]. 

 

 Dans les cancers du sein et de la prostate, une vingtaine de marqueurs du remodelage os-

seux ont été réduits, et ce de façon similaire à un contexte ostéoporotique. Par ailleurs, un délai plus 

long a été observé en ce qui concerne l’apparition d’un ou plusieurs événement lié au squelette 

(fracture, compression de la moelle osseuse, douleurs osseuses) [267]. 

 

 Une comparaison avec les thérapies employant les bisphosphonates démontre la supériorité 

des traitements utilisant le Denosumab® en ce qui concerne les deux paramètres précédents même 

si le taux global de survie est équivalent entre les deux thérapies. 
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 Récemment, Cathomas et coll. ont décrit un cas clinique intéressant d’un patient atteint 

d’ostéosarcome traité avec une combinaison de Sorafenib® et de Denosumab® [268]. En effet, 

chez ce patient dont la tumeur exprime RANK et RANKL, les auteurs ont observé une rémission 

métabolique complète de plus de 18 mois de cette tumeur, ce qui renforce le potentiel thérapeu-

tique du blocage de la signalisation RANK/RANKL dans l’ostéosarcome. Enfin d’autres essais 

cliniques complémentaires dans les maladies métastatiques sont en cours et les résultats semblent 

très informatifs en ce qui concerne l’utilisation du Denosumab® en oncologie. 

 

 En conclusion à ce chapitre, il s’avère que les activités de RANKL sont modulées par 

l’équilibre entre RANKL et ses différents régulateurs moléculaires produits dans le micro-

environnement. Ainsi la signalisation RANK/ RANKL semble être impliquée dans chaque étape 

du développement de la tumeur, du processus de cancérogenèse initial à la mise en place des métas-

tases à distance comme décrite ci-dessous (Figure 21). Le ciblage de RANKL dans le cas des tu-

meurs osseuses primitives semble être prometteur afin de diminuer leur impact sur le micro-

environnement. Cependant, de nombreuses études restent à mener afin de mieux comprendre les 

fonctions de l’axe RANK/RANKL dans le développement des cancers. 

Figure 21 |Implication de la signalisation RANK/RANKL dans les différents stades de la 
tumorigenèse 

D’après Navet et al., 2016 [184] 
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A B 

IV- Les homéogènes Dlx 

 

1. Généralités sur les homéogènes 

 

1.1. Découverte des homéogènes 

 Les gènes homéotiques ont été mis en évidence pour la première fois chez la mouche 

du vinaigre (Drosophila Megalogaster) par l’apparition des mutations homéotiques Antennape-

dia, où le segment antennaire est transformé en segment thoracique, et Ultrabithorax, où le 

segment thoracique T3 est transformé en segment T2 produisant un insecte à deux paires 

d’ailes (Figure 22) [269–275]. 

 

 Ceci a conduit à l’isolement des gènes à homéoboîte, ou homéogènes, impliqués dans 

ces mutations. Grâce à des études d’homologie de séquence avec ces deux premiers gènes, de 

nombreux autres gènes ont été isolés à partir d’espèces très diverses allant du nématode, au 

poisson zèbre, au xénope, au poulet, à la souris et à l’homme [276,277]. La séquence homo-

logue qui fut la plus étudiée est l’homéoboîte (183 pb) qui se retrouve dans l’ensemble de ces 

gènes [272]. 

 

 

   

 

 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 

Figure 22 | Mutations homéotiques 
Mutations homéotiques Antennapedia (A) et Ultrabithorax (B) chez la mouche du vinaigre (Photographies de 
E. B. Lewis et F. R. Turner). 
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1.2. Structure et propriétés biochimiques des homéogènes 

1.2.1. Structure 
 

 L’homéoprotéine codée par l’homéogène comprend une séquence polypeptidique 

d’environ 64 acides aminés appelée homéodomaine. Cette séquence est relativement conservée 

entre les différentes familles d’homéoprotéines, au sein de la même espèce, et au cours de 

l’évolution (Figure 23)[278]. L’homéodomaine est composé de la succession, à partir de son 

extrémité amino-terminale, de deux hélices  d’un coude  et d’une troisième hélice . Les 

deux dernières hélices réunies par le coude  forment un motif hélice-tour-hélice [278–280], 

caractéristique de l’homéodomaine [281]. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

1.2.2. Propriétés biochimiques 
 

 L’homéoprotéine se fixe par interaction directe [282] et sous forme monomérique [283] 

aux éléments de réponse présents sur les promoteurs des gènes cibles dont la séquence est 

riche en base A et T [273,279,280,282,284]. La troisième hélice, dite hélice de reconnaissance, 

est le domaine principal de liaison à l’acide désoxyribonucléique (ADN) par insertion dans le 

grand sillon et établissement de contacts spécifiques via des liaisons hydrogènes et hydro-

phobes avec les bases [273,281]. Par ailleurs, la seconde hélice interagit avec l’enchaînement des 

désoxyriboses et des phosphates. D’autres résidus situés dans la partie N terminale de 

l’homéodomaine forment des contacts avec l’ADN dans le petit sillon. L’homéodomaine per-

met donc une reconnaissance spécifique et la fixation de l’homéoprotéine sur son élément de 

réponse, mais il n’intervient pas sur l’activation de la transcription qui est assurée par le reste de 

la protéine [275] par interaction avec des protéines auxiliaires. 

Figure 23 |Alignement des séquences de l’homéodomaine d’Antennapedia de plusieurs 
espèces 

D’après « la Drosophile aux yeux rouges » Walter Gehring, Editions Odile Jacob. 
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Tableau 9| Localisation chromosomique des quatre séries de gènes HOX 
chez l’humain et la souris 

D’après Apiou et al., 1996 [ 287] et Vieille-Grosjean et al., 1997 [277]. 

2. Les homéogènes de la famille HOX 

 

 Un certain nombre de gènes homéotiques détermine, par une combinatoire 

d’expression locale et spécifique appelée code HOX, l’identité de chaque segment suivant l’axe 

antéro-postérieur du corps. Ces gènes composent chez la drosophile le complexe homéotique 

HOM-C et chez les vertébrés quatre complexes HOX formés de gènes obtenus très probable-

ment par duplications successives d’un complexe commun avec HOM-C [285]. Les quatre 

complexes HOX (HOX A à D) sont répartis sur différents chromosomes (Tableau 9) et 

comprennent treize groupes de gènes paralogues [277,286,287]. Ces gènes codent pour des 

facteurs de transcription se fixant sur la région promotrice des gènes cibles, en des sites spéci-

fiques (éléments de réponse), via un domaine protéique d’une soixantaine d’acides aminés très 

conservé au cours de la phylogenèse : l’homéodomaine [273]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 Les différents groupes de gènes HOX sont exprimés successivement, le long de l’axe 

rostro-caudal de l’embryon, selon une séquence qui suit leur position sur chaque chromosome : 

leur expression obéit de ce fait au principe de colinéarité spatio-temporelle [277,286,288–

293](Figure 24). 
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Figure 24 |Représentation du principe de colinéarité spatio-temporelle 
Les gènes en 3’ sont exprimés en premier et dans la partie antérieure de l’embryon alors que ceux en 5’ sont 
exprimés en dernier dans la région postérieure. D’après Carroll S.B. Nature, 1995 [290]. 
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3. Les homéogènes n’appartenant pas à la famille HOX : homéo-

gènes divergents 

 

 Au cours du temps et avec l’avènement du séquençage des génomes, la famille des ho-

méogènes s’est agrandie considérablement pour aboutir à plus de 250 membres (255 chez 

l’homme et 279 chez la souris)[294] pouvant être regroupés en 11 classes et répartis sur tous les 

chromosomes (Figure 25) [295]. 

 

 

 

 Parmi ces homéogènes, la famille des gènes Dlx appartenant à la classe Antennapedia 

(ANTP) a été identifiée comme importante tout au long du développement du squelette 

comme explicité ci-après.  

 

Figure 25 | Répartition des homéogènes dans le génome humain 
La répartition des homéogènes a été représentée sur les chromosomes du génome humain. Ces derniers sont 
mis en avant en fonction de leur classe. D’après Holland et al., BMC Biol., 2007 [295]. 
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4. La famille des homéogènes Dlx 

 

4.1. Les gènes Dlx au cours de l’évolution 

 La haute conservation de l’homéoboîte des gènes Dlx, paralogues au sein d’une même 

espèce, orthologues entre les espèces, plaide en faveur du dédoublement initial d’un gène an-

cestral Distal-less (Dll) sur le même chromosome, suivi de duplications chromosomiques suc-

cessives de cette paire de cis-paralogues conservant la même orientation [296]. L’analyse des 

séquences des gènes Dlx, chez les vertébrés, a permis de mettre en évidence l’organisation de 

cette famille de gènes en 2 groupes de gènes trans-paralogues (Figure 26) [297,298] : 

 Dlx2, Dlx3 et Dlx5, les plus proches de Dll, avec des homéodomaines de séquences 

homologues à 68%, et conservation de la position du premier intron, 

 Dlx1, Dlx4 et Dlx6 avec des homéodomaines de séquences homologues à 44 % [296]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 D’un point de vue phylogénétique, il semblerait que le dédoublement du gène ancestral 

Dll soit apparu après la divergence entre les ancêtres des arthropodes (insectes) et des chordés 

(vertébrés), mais avant celle des vertébrés et des tuniciers [299]. Quant aux duplications des 

Dlx, qui se seraient faites de concert avec celles des complexes HOX [296], elles seraient appa-

rues avant la bifurcation entre le poisson zèbre et les tétrapodes puisque ce premier possède 

aussi 3 paires de gènes Dlx en position cis-paralogue (« first orderparalogue » sur la Figure 26). 

Cependant la présence chez ce poisson de deux Dlx supplémentaires (Dlx7 et Dlx8) disposés 

aussi en cis-paralogue [297,300,301] pose question : ces deux Dlx supplémentaires ont-ils existé 

Figure 26 | Organisation de la famille Dlx avec des gènes trans-paralogues 
La famille des gènes Dlx contient des gènes cis et trans-paralogues. D’après Depew et al., 2005 [298]. 
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et été perdus chez les vertébrés ou bien sont-ils le fruit de duplications postérieures à la sépara-

tion poisson/tétrapodes ?  

 

4.2. Localisation et organisation des gènes Dlx 

 Chez les vertébrés, les gènes Dlx sont disposés par paires de cis-paralogues en position 

antiparallèle. Au sein de chaque paire d’une largeur de 20 à 25 kilobases (kb), les Dlx sont étroi-

tement liés, distants uniquement de 10 kb. De plus, chaque paire siège avec un complexe HOX 

sur le même chromosome. 

Pour l’humain : 

 Dlx1 et Dlx2 : chromosome 2 locus q32 en 5’ de HOX D, 

 Dlx5 et Dlx6 : chromosome 7 locus q22 sur le bras opposé à HOX A, 

 Dlx3 et Dlx4 : chromosome17 locus q21 à 1-2Mb en 5’ de HOX B [282,302–306]. 

 

4.3. Structure des gènes Dlx 

 Le gène Dll (Drosophile) dont la structure serait la plus proche du gène ancestral est 

composé de 7 exons et de 5 introns (dont 2 en amont de l’homéoboîte, 1 dans l’homéoboîte et 

2 en aval). Par contre tous les gènes Dlx sont composés de [302,304,305,307] : 

 3 exons dont les 2 derniers codant pour l’homéoboîte, 

 2 introns dont le second est situé dans l’homéoboîte. 

 

 Les modalités de transcription des gènes Dlx humains sont variables, allant d’un unique 

transcrit pour Dlx2 et Dlx3, Dlx5 et Dlx6, à deux transcrits pour Dlx1 et Dlx4 (Source Gen-

bank). Une transcription antisens a été mise en évidence chez la souris pour certains de ces 

gènes (Dlx1 :[308] ; Dlx4 : Genbank NR_040279.1 ; Dlx6 : [309]). 

 

4.3.1. Structure des protéines DLX 
 

 L’homéodomaine est très conservé au sein de la famille des gènes Dlx et comprend 

[283,310] : 

 une région de 7 résidus,  

 une première hélice  de 18 acides aminés, 

 une seconde hélice  de 13 acides aminés, 
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 un coude  de 3 résidus, 

 une troisième hélice  de 19 acides aminés.  

 

 La séquence du motif hélice-tour-hélice est très conservée dans cette famille [299]. Une 

légère variabilité de séquence au niveau de la première hélice et de la zone charnière entre les 

deux premières hélices permet de distinguer les membres de la famille Dlx et les singularise des 

autres familles d’homéoprotéines [299]. Par ailleurs il existe d’autres zones relativement conser-

vées au sein de la famille Dlx : 

 Les extensions de l’homéodomaine (EHD) qui bordent celui-ci [311], 

 Les régions d’homologie des Dlx (RHD 1 et 2) dans la partie N terminale de 

l’homéoprotéine [283,300]. 

 
4.3.2. Propriétés biochimiques des DLX 

 

 Comme toutes les homéoprotéines, les DLX se fixent sur des séquences d’ADN riches 

en bases A et T. Les homéoprotéines DLX1, DLX2 et DLX5 se fixent sur la même séquence 

nucléotidique 5’ TAATT 3’ qui se retrouve par exemple dans le promoteur de l’ostéocalcine, de 

la sialoprotéine osseuse et de Dlx2 [312,313]. 

 

 Les protéines DLX peuvent former des homodimères mais aussi des hétérodimères 

avec d’autres homéoprotéines (MSX principalement) via les résidus de la séquence N-terminale 

et des premières et troisièmes hélices de l’homéodomaine. Comme ces hélices sont requises 

pour la fixation sur l’ADN, la formation d’hétérodimère conduit à la neutralisation réciproque 

de leur activité transcriptionnelle [283].  

 

4.4. Fonctions de l’homéogène Dlx au cours du développement du squelette 

4.4.1. Au cours de l’embryogenèse 
 

La cartographie d’expression au cours du développement embryonnaire a été réalisée 

pour de nombreux homéogènes dont les Dlx (Figure 27) [311,314–326]. Concernant les 

ébauches squelettiques, les homéogènes Dlx sont principalement exprimés dans les bourgeons 

des membres et les bourgeons craniofaciaux (Figure 27). 
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Figure 27 | Mise en évidence de l’expression d’homéogènes 
Exemple de mise en évidence de l’expression des Dlx et d’autres homéogènes au cours du développement 
embryonnaire (E10.5 présenté) par hybridation in situ (HIS) et gène rapporteur (LacZ pour Dlx2) d’après 
Panganiban et Rubenstein 2002, et Thomas et Lézot (non-publié). A ce stade une expression différentielle des 
Dlx au niveau de l’ébauche maxillaire supérieure (Mx) est évidente (Dlx1 et Dlx2 sont présents et Dlx3 et 
Dlx5 sont absents) alors que tous sont présents au niveau de l’ébauche mandibulaire (Md). A ce stade une 
expression de Dlx2 dans l’AER (« Apical Ectodermal Ridge ») du bourgeon de membre est aussi clairement 
visible. 
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 Au sein de ces ébauches, les homéogènes Dlx avec d’autres homéogènes constituent, 

de par leurs expressions finement régulées dans le temps et dans l’espace, des champs morpho-

génétiques [298,327–332] qui rappellent grandement le code HOX (Figure 28). D’ailleurs cer-

tains gènes HOX participent à la définition des champs morphogénétiques au sein du bour-

geon de membre [333]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28 | Représentations des différents champs morphogénétiques formés par la com-
binatoire d’expression des homéogènes 

(A) dans le bourgeon de membre et (B) dans le bourgeon mandibulaire à E10.5. D’après Bendall et Abate-

Shen, 2000 [327], et Tucker et Sharpe 2004 [331]. 
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E14.5

A

B

E14.5

A

B

Figure 29 | Phénotype squelettique de la souris doublement invalidée pour Dlx5 et Dlx6 

(A) L’oligodactylie (doigts manquants) et la syndactylie (fusion de doigts) sont clairement visibles dès E14.5 
chez le double mutant. (B) Le double mutant présente une transformation homéotique de la mandibule en 
maxillaire avec présence des vibrisses, absence de la langue et mise en place d’un processus pseudo-palatin. 
D’après Robledo et al., 2002 [340], et Beverdam et al., 2002 [339]. 

 Cette fonction morphogénétique des Dlx est confirmée par l’analyse des mutants nuls 

combinés de plusieurs Dlx, des redondances fonctionnelles existant entre ces gènes [298], ou 

d’un Dlx avec un homéogène de la famille Msx [334–336]. Ainsi le double mutant Dlx1/Dlx2 

présente une absence (agénésie) des molaires supérieures avec fente palatine [317,318,337,338], 

le double mutant Dlx5/Dlx6 combine une oligodactylie plus une syndactylie et une transforma-

tion homéotique de la mandibule en maxillaire supérieure (Figure 29) [298,339–343] et le 

double mutant Dlx5/Msx1 une syndactylie, des défauts du palais et des os du crâne [334–336]. 
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4.4.2. Au cours de la croissance squelettique 
 

 La majorité des mutations nulles pour les homéogènes Dlx étant létales à la naissance 

[298], l’analyse des implications tardives de ces gènes pendant la croissance s’est appuyée prin-

cipalement sur des études in vitro et sur les profils d’expression de ces gènes in vivo établis soit 

par des techniques classiques (hybridation in situ et immunohistochimie) soit à l’aide de souris 

transgéniques à gène rapporteur LacZ, plus spécifiquement les souris Dlx2/LacZ [344], 

Dlx3/LacZ [345] et Dlx5/LacZ [346,347]. Les mutations humaines rapportées pour les ho-

méogènes Dlx3 (syndrome TDO) [306,348] et Dlx5 (syndrome SHSF) [349–351] ont aussi été 

informatives sur les rôles des gènes Dlx dans la croissance squelettique ainsi que les modèles de 

surexpressions ciblées de Dlx2 [352], de Dlx3 muté [353,354], et d’invalidation conditionnelle 

de Dlx3 [355–357]. 

 

 Globalement, deux fonctions ont pu être associées à l’expression des gènes Dlx dans 

les diverses cellules formant les tissus minéralisés (ostéoblastes, chondroblastes, améloblastes, 

odontoblastes, cémentoblastes sans oublier les ostéoclastes). En premier lieu, les protéines 

DLX (avec leurs partenaires privilégiés MSX) participent au contrôle de la différenciation cellu-

laire en régulant et/ou interagissant avec les gènes clefs de la différenciation comme Runx2 

[358,359] et Osterix [360], des éléments du cycle cellulaire comme la cycline-D1 [361–363] et 

certains membres de la famille Melanoma-associated antigen D (MAGE-D) dont Dlxin-1 [364–

366]. Ensuite les protéines DLX modulent l’expression des principales protéines impliquées 

dans la minéralisation, par exemple l’ostéocalcine de l’os [367] et de la dentine [368], le colla-

gène de type 2 du cartilage [369] et l’amélogénine de l’émail [337]. Une expression spécifique de 

site des protéines DLX (et MSX) dans les cellules sécrétant les tissus minéralisés a été observée 

et montrée constituer un déterminant majeur de l’organogenèse des unités squelettiques os-

seuses et dentaires [324,337,354,370–378]. 

 

4.4.2.1. Dlx et formation osseuse 
 

a. Expression des Dlx au cours de l’ostéoblastogenèse 

 

 Concernant les cellules ostéoblastiques qui nous intéressent plus particulièrement, 

l’expression de certains gènes Dlx (Dlx2, 3, 5 et 6) a été établie avec une spécificité de stade au 

cours de l’ostéoblastogenèse [1,13]. Comme présenté dans la Figure 30, Dlx2 est le gène ex-

primé le plus précocement et transitoirement alors que Dlx3, qui s’exprime plus tardivement, a 
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une expression maintenue dans les cellules pleinement différentiées. Une absence totale 

d’expression de Dlx1 et Dlx4 est à noter.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b. Fonctions des Dlx au cours de la formation osseuse 

 

Comme énoncé précédemment (chapitre I, §1), il existe plusieurs processus primaires 

d’ossification dont les deux principaux sont l’ossification endochondrale et l’ossification mem-

branaire. Les données relatives aux fonctions des gènes Dlx au cours de la formation osseuse 

vont ainsi être présentées en deux parties correspondant à ces deux processus. 

  

-  Fonctions des Dlx dans les ostéoblastes d’os de membrane (ossification membranaire) 

 

La différenciation des cellules osseuses provenant d’os issus d’une ossification mem-

branaire comprend plusieurs stades transitionnels identifiables par l’expression de marqueurs 

phénotypiques. Le collagène de type I et la phosphatase alcaline sont des marqueurs des stades 

précoces de la différenciation ostéoblastique, alors que l’expression de l’ostéocalcine et la miné-

ralisation de la matrice osseuse sont des traits de la différenciation terminale (Figure 31). 

Runx2 (avec sa sous-unité Cbf) et Osterix sont deux facteurs de transcription impliqués dans 

la différenciation ostéoblastique [13–16,18,19] (Figure 31). Plusieurs travaux relatifs aux inter-

relations entre les homéoprotéines DLX et ces facteurs de transcription ont été menés dans 

Figure 30 | Expression des différents Dlx au cours de l’ostéoblastogenèse 

D’après Li et al., 2008 [1]. 
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différents modèles de cultures ostéoblastiques, principalement la culture primaire de calvaria et 

les lignées de cellules ostéoblastiques en grande majorité issues d’ostéosarcomes 

[357,359,367,379–381]. Le promoteur de l’ostéocalcine a, dans la grande majorité des cas, été 

utilisé comme matrice pour l’analyse de ces interrelations. Au niveau fonctionnel, la surexpres-

sion de l’homéogène Dlx3 [379] et de l’homéogène Dlx5 [313] dans la cellule ostéoprogénitrice 

stimule l’apparition de l’ostéocalcine et de d’autres marqueurs ostéogéniques [382–386]. Inver-

sement, l’inhibition de l’expression des transcrits de Dlx5 diminue l’apparition de l’ensemble de 

ces marqueurs ostéogéniques. Parallèlement, il a été rapporté que, dans les os de membrane de 

souris transgéniques Dlx5-/-, la maturation des ostéoblastes était retardée [298,387]. 

 

Chez l’homme, la délétion de quatre paires de bases dans la séquence de Dlx3, respon-

sable du syndrome tricho-dento-osseux (TDO), induit un épaississement des os du crâne 

[306,348]. Cette délétion rendrait la protéine DLX3 incapable d’activer la transcription 

[355,356,388] et confirme que les homéoprotéines DLX sont nécessaires à la maturation des 

ostéoblastes. 

 

 

 

 

 

Figure 31 | Expressions relatives des homéogènes Dlx, de leurs partenaires Msx2, Runx2, 
Osx et des marqueurs phénotypiques au cours de la différenciation ostéoblastique 

Adapté d’après Nakashima et Crombrugghe, 2003 
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Comme précisé ci-dessus, la majorité des études ont utilisé le gène de l’ostéocalcine 

comme marqueur de la maturation ostéoblastique. Le promoteur de ce gène contient plusieurs 

motifs de liaison (éléments de réponse) pour les protéines à homéodomaine. Des études me-

nées in vitro et in vivo ont suggéré que DLX5 réprimait le gène de l’ostéocalcine [21,313]. Cepen-

dant, d’autres études ont rapporté à l’inverse une activation transcriptionnelle de l’ostéocalcine 

par DLX5 en utilisant d’autres constructions de promoteurs [22,389]. Finalement il s’avère que 

selon le stade de différenciation cellulaire considéré, d’une part les homéoprotéines DLX (et 

leur partenaire MSX) se lient séquentiellement au promoteur de l’ostéocalcine, et d’autre part 

leur activité de stimulation ou d’inhibition soit différente. C’est ainsi que les études de Hassan 

[379] ont pu démontrer que MSX2 réprimait l’expression de l’ostéocalcine pendant les stades 

prolifératifs, puis que le promoteur de l’ostéocalcine était ensuite occupé par DLX3, DLX5 et 

RUNX2 dans les stades post-prolifératifs, l’occupation de DLX5 sur ce promoteur étant main-

tenue jusqu’aux stades de minéralisation contrairement à celle de DLX3 [379]. Cette étude a par 

ailleurs mis en évidence que la formation d’hétérodimères entre la protéine RUNX2 et les ho-

méoprotéines DLX3, DLX5 et MSX2 pouvait inhiber la transcription de l’ostéocalcine aux 

stades tardifs de différenciation. Récemment, l’existence d’interactions directes de type cofac-

teurs entre les homéoprotéines DLX et OSX a été mise en évidence et a été démontrée comme 

étant impliquée dans la spécification ostéoblastique [360]. 

 

Les homéoprotéines DLX semblent donc jouer des rôles importants dans la différen-

ciation des cellules osseuses en contrôlant l’expression des marqueurs phénotypiques en con-

jonction avec les facteurs de transcription clef de l’ostéoblastogenèse que sont RUNX2 et 

OSX.  

 

- Fonctions des Dlx dans les ostéoblastes d’os long (ossification endochondrale) 

 

L’ossification endochondrale passe par plusieurs étapes : la formation des blastèmes 

pré-cartilagineux et leur chondrification, l’ossification diaphysaire et l’ossification épiphysaire. 

L’expression des homéogènes Dlx5 et Dlx6 est retrouvée dans toutes les condensations chon-

drogéniques embryonnaires ainsi que dans les phases de chondrogenèse survenant lors de la 

mise en place du squelette [302,319,390,391]. 
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Dès que commence l’invasion vasculaire et la calcification de la matrice cartilagineuse, 

les cellules cartilagineuses entament un programme de maturation où s’expriment des homéo-

gènes Dlx et leurs partenaires Msx. 

 

D’un point de vue cytologique, l’ossification endochondrale s’accompagne d’une matu-

ration chondrocytaire passant d’un stade de chondrocyte prolifératif, à un stade de chondrocyte 

pré-hypertrophique, à un stade de chondrocyte hypertrophique (Figure 33). La minéralisation 

de la matrice cartilagineuse est alors suivie d’un remaniement osseux. Les principaux méca-

nismes de régulation impliqués dans la progression de cette maturation cellulaire font intervenir 

les voies de signalisation de IHH, des BMP, des FGF ou encore du PTHrP [392–396]. Des 

études ont suggéré que les homéogènes Dlx [369] et Msx [397] soient des cibles de la voie BMP 

lors de la régulation de la chondrogenèse. La surexpression de l’homéogène Msx1, par exemple, 

inhibe la chondrogenèse ou l’ostéogenèse que ce soit in vitro sur des modèles de culture cellu-

laire ou in vivo [398]. Msx1 est aussi capable d’induire la transdifférenciation des myotubes en 

culture vers la voie chondrogénique, ostéogénique ou encore adipocytaire [399]. Aussi, 

l’expression du collagène de type II dans les chondrocytes est stimulée par BMP2 via 

l’homéogène Dlx2 [369]. L’homéogène Dlx5 est exprimé dans les zones de cartilage hypertro-

phique et dans les chondrocytes prolifératifs [400]. Dlx5 est aussi exprimé avec Dlx6 au niveau 

Figure 32 | Facteurs de croissance, facteurs de transcription et molécules matricielles ex-
primés au cours du développement des os longs 

Adapté d’après Goldring et al., 2006 
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du périchondre et du périoste du squelette axial ainsi que dans les ostéoblastes de la métaphyse 

[21].  

 

Chez les souris invalidées pour Ihh, il n’y a ni ostéoblastes différenciés dans les forma-

tions endochondrales ni expression de RUNX2 au niveau du périchondre ou du périoste. Chez 

les souris invalidées pour Runx2, il y a inhibition de la différenciation des chondrocytes hyper-

trophiques [18,401]. Ainsi, il a été suggéré qu’Ihh agirait par trois mécanismes : 

• il induirait la différenciation des ostéoblastes ; 

• il serait responsable de l’expression de Runx2 ; 

• et il régulerait enfin l’expression de PTHrP (parathyroid-hormone-related peptide) 

contrôlant ainsi le taux de chondrocytes prolifératifs devenant hypertrophiques 

[402].  

 

L’homéoprotéine DLX5 est un régulateur positif de la différenciation chondrocytaire 

[373,386,400,403] et osseuse [347,373,386,389]. Une analyse plus fine des os longs chez les 

souris doublement mutées Dlx5-/- et Dlx6-/- montre un retard dans le programme de différen-

ciation des chondrocytes puisque les auteurs décrivent une prédominance des chondrocytes 

préhypertrophiques. Un retard temporel dans l’expression de Ihh est aussi noté alors que 

l’expression de PTH/PTHrP ne semble pas être affectée dans ces souris doublement mutées 

[298]. Une forme humaine d’ectrodactylie (Split-hand/split-foot SHSF malformation), patholo-

gie autosomique dominante caractérisée par l’absence ou la fusion des doigts avec la présence 

de fentes palmaires médianes, a été reliée à la région du locus Dlx5/6 [404], comme présenté 

plus loin ( §4.5). 

 

L’homéoprotéine MSX2 a par contre été impliquée dans la répression de la différencia-

tion ostéoblastique et chondroblastique [405–407]. Les souris invalidées pour Msx2 présentent 

ainsi des anomalies de développement des os longs subissant normalement une ossification 

endochondrale avec une diminution de l’expression de IHH. Ces os longs au niveau du sque-

lette axial et appendiculaire montrent une diminution de la signalisation PTH/PTHrP ainsi que 

des marqueurs de différenciation ostéogénique (Runx2, phosphatase alcaline, sialoprotéine 

osseuse, ostéocalcine)[408]. Cependant, une autre étude plus poussée a démontré que 

l’homéoprotéine MSX2 inhibait bien la différenciation précoce des chondrocytes au stade pri-

maire, mais favorisait au contraire la maturation des chondrocytes hypertrophiques, ainsi que la 
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calcification en contrôlant l’expression de IHH [409]. Ces données suggèrent un rôle complexe 

de Msx2 dans la différenciation chondrocytaires. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 Pour conclure, l’expression des homéogènes Dlx est clairement associée à la chondro-

genèse et à la différenciation des ostéoblastes ainsi qu’à la maturation des chondrocytes. 

L’expression de leurs partenaires les homéogènes Msx semble davantage liée à l’inhibition de la 

différenciation terminale des cellules. 

 

4.4.2.2. Dlx et résorption osseuse 
 

Au cours de la croissance du squelette, l’expression de certains gènes Dlx (Dlx1, 2, 5 et 

6) a aussi pu être établie dans les cellules d’origine hématopoïétique résorbant l’os que sont les 

ostéoclastes [344]. In vivo, une spécificité de site et/ou de stade (croissance exclusivement) a pu 

être observée concernant l’expression ostéoclastique de ces gènes et de leurs partenaires Msx 

[344,375,410,411]. In vitro, une expression croissante de Dlx1 et de Dlx2 au cours de 

l’ostéoclastogenèse induite par RANKL a été montrée dépendante de l’environnement osseux 

Figure 33 | Régulation de la maturation des cellules cartilagineuses lors de l'ossification 
endochondrale 

Adapté d’après Goldring et al., 2006 
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et en relation directe avec la vitesse d’obtention d’ostéoclastes matures [344]. Ces observations 

in vitro suggèrent l’existence d’une connexion entre homéoprotéines DLX et voies de signalisa-

tion RANK au cours de l’ostéoclastogenèse et potentiellement dans les cellules ostéoblastiques 

tumorales connues pour avoir une expression anormale de RANK. 

 

 Il est intéressant de noter que l’expression des homéogènes Dlx dans les cellules ostéo-

blastiques impacte l’ostéoclastogenèse en particulier en modulant le ratio d’expression de 

RANKL et OPG [347]. 

 

4.5. Homéogènes Dlx et pathologies 

4.5.1. Pathologies non-cancéreuses 
 

 Concernant le locus Dlx1/Dlx2, une association entre des polymorphismes d’un nu-

cléotide (SNPs) dans ou à proximité des gènes et la susceptibilité à l’autisme (AUTS5, OMIM 

#606053) a été rapportée [412]. Ainsi dans un échantillon de 138 familles (multi-membres) 

avec cas d’autisme, l’allèle T du SNP rs4519482 à proximité de Dlx2 a pu être significativement 

(p=0.0046) associé à l’autisme. Cette association a été confirmée dans un second échantillon de 

169 familles (p =0.0005). Dans la combinaison de ces deux échantillons, les SNPs rs788172, 

rs788173 et rs813720 dans ou à proximité du gène Dlx1 sont aussi ressortis associés à l’autisme 

(valeurs de p comprises entre 0.0005 et 0.016). 

 

 Concernant le locus Dlx3/Dlx4, deux délétions dans le gène Dlx3, une de 4 paires de 

bases (g3198delGGGG ; [306]) et une de 2 paires de bases dans l’homéoboîte (560delCT ; 

[413,414]) sont responsables du syndrome Tricho-Dento-Osseux (TDO, OMIM #190320) 

alors qu’une délétion d’une paire de base (546delG ; [415]) dans le gène Dlx4 a été associée à 

une fente labiale et palatine bilatérale (OFC15, OMIM #616788). 

 

 Concernant le locus Dlx5/Dlx6, une mutation autosomique dominante dans le gène 

Dlx5 (Q178P ;[349]) est responsable de la malformation Split-Hand/Foot avec perte de 

l’audition (SHFM1D, OMIM #220600) et deux mutations distinctes (Q186H et E39X ; 

[350,351]) sont responsables de la malformation Split-Hand/Foot de type 1 (SHFM1, OMIM 

#186300). 
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4.5.2. Pathologies cancéreuses 
 

4.5.2.1. Expression des Dlx dans les cancers non-osseux 
 

 Une analyse détaillée de la littérature révèle une expression anormale d’un ou plusieurs 

gènes Dlx dans les cancers du sang (leucémies, lymphomes et myélomes : Dlx2-3-4-5-6)[416–

424], du sein (Dlx2-4-5-6)[419,425–431], du poumon (Dlx1-4-5)[423,432–434], de la prostate 

(Dlx1-2-4)[435,436], du colon (Dlx4)[437], dentaires (Dlx2-3-4)[438,439], neurologiques (glio-

blastome : Dlx2)[440], testiculaires (Dlx6)[441], chorioniques (Dlx4)[442–444] et ovariens 

(Dlx4)[445,446]. L’origine de cette expression anormale demeure inconnue dans la plupart des 

cas. 

 

 De plus, des méthylations aberrantes des homéogènes Dlx ont été mises en évidence 

dans les cancers du sang (Dlx3)[420], du sein (Dlx4)[447], du poumon (Dlx1)[448] et des testi-

cules (Dlx6)[441], de même que dans les cancers du sang la présence de réarrangements chro-

mosomiques à proximité des loci des clusters Dlx (lymphomes : locus Dlx5-Dlx6 ; leucémies : 

loci Dlx1-Dlx2 et Dlx3-Dlx4)[418,449]. 

 

 Concernant l’implication des gènes Dlx, avec leur partenaires Msx, dans la croissance 

tumorale, les résultats publiés sont très disparates néanmoins ils peuvent être divisés en deux 

catégories. Premièrement ces homéoprotéines via leurs interactions avec certains oncogènes 

(AKT2[423]; IRS-2[446]; P53 [450]; P63 [451]; V-Ki-ras [452]; v-raf [452]; GATA-1 [416]; c-

myc [416,421]; Bcl-2 [421,453]; TWIST[431]; DLXIN[454–457]), et leur capacité à moduler des 

voies de signalisation (BMP[458]; FGF[445]; Hh[459]; Wnt [460,461]; TNF [462]; vegf [445]; 

cyclin D1[463]) peuvent agir sur les processus de prolifération, différenciation et apoptose dans 

la cellule tumorale. D’autre part, ces homéoprotéines peuvent être impliquées dans la transition 

épithélio-mésenchymateuse (TEM) caractéristique de certains cancers : sein [431,464], estomac 

[461] et pancreas [465]. La TEM est considérée comme une étape cruciale pour le processus de 

migration métastatique vers l’os [466,467]. La question de l’implication des homéogènes Dlx 

dans les processus de métastases osseuses est ainsi posée. 

 

4.5.2.2. Expression des Dlx dans les cancers osseux 
 

a. Métastases osseuses : tumeurs osseuses secondaires 
 

 L’expression des gènes à homéoboîte Dlx dans les métastases osseuses a été unique-

ment rapportée pour les tumeurs du sein [430,431]. Une expression élevée de Dlx4 dans les 
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tumeurs primaires a été établie comme un facteur augmentant la migration, l’invasion et la dis-

sémination métastatique en augmentant l’expression de TWIST qui est connue pour stimuler la 

TEM [431]. De manière intéressante, la surexpression de la Beta-Protein 1 (BP1), la protéine 

codée par le second transcrit de l’homéogène Dlx4, dans les tumeurs primaires des patients 

n’est pas associée à une augmentation du risque métastatique mais elle est clairement associée 

avec le grade histologique [419]. Ainsi ces deux protéines pourraient avoir des implications 

différentes dans la tumorigenèse malgré qu’elles contiennent toutes les deux la séquence com-

plète de l’homéodomaine. Des études complémentaires seront nécessaires pour comprendre 

une telle implication différentielle de ces deux protéines. 

 

 Une autre étude portant sur l’implication des homéogènes Dlx a mis en évidence le fait 

qu’une expression mutuellement exclusive des homéoprotéines DLX2 et DLX5-6 était associée 

au potentiel métastatique des cellules du cancer du sein [430]. Ainsi, l’expression de DLX2 est 

présente au site de la tumeur primaire et s’éteint dans la métastase alors que DLX5 et DLX6 

sont fortement exprimés dans la métastase. De plus une corrélation significative entre 

l’expression de Dlx2, le temps de survie sans maladie et l’incidence des rechutes a été rapportée 

[430]. Cependant, un tel effet bénéfique de l’expression de DLX2 dans la cellule tumorale doit 

être pris avec précaution puisqu’il a été suggéré que DLX2 puisse être impliqué dans la progres-

sion tumorale via la régulation du processus de nécrose induite par le stress métabolique [468]. 

Des études complémentaires seront nécessaires pour décrypter les bons et les mauvais aspects 

de l’expression des homéoprotéines DLX lorsque l’on considère les capacités métastatiques des 

cellules tumorales. 

 

b. Tumeurs osseuses primitives 
 

 De manière surprenante, alors que les schémas d’expression et les fonctions des ho-

méogènes Dlx ont été largement étudiés au cours de l’ostéoblastogenèse et dans l’ostéoblaste 

mature, une seule étude a considéré l’expression/fonction de ces gènes dans les tumeurs os-

seuses primitives. Cette étude dédiée à la régulation de la sclérostine par les BMPs (Bone Mor-

phogenic Proteins) rapporte l’expression des Dlx2-3-4-5-6 dans la lignée d’ostéosarcome hu-

main Saos-2. Les homéoprotéines codées, à l’exception de DLX4, ont été montrées modulées 

par les BMPs, et réguler l’expression de la sclérostine. Aucun commentaire ne fut fait concer-

nant l’expression inattendue des transcrits de Dlx4 dans ces cellules ostéoblastiques tumorales. 

En effet, comme mentionné précédemment, Dlx1 et Dlx4 ne sont pas normalement exprimés 

au cours de l’ostéoblastogenèse [469]. 
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 La prise en charge thérapeutique des ostéosarcomes repose actuellement sur une poly-

chimiothérapie pré et postopératoire associée à une exérèse chirurgicale plus ou moins large de 

la tumeur. Bien que ce traitement ait largement contribué à l’amélioration de la survie des pa-

tients à 5 ans, ce dernier reste relativement toxique et mal supporté. De plus, lorsque des mé-

tastases sont détectées au moment du diagnostic ou que le patient développe une résistance au 

traitement, le taux de survie à 5 ans n’est seulement que de 30%. 

  

 Depuis les années 1970, peu de progrès ont été menés dans la prise en charge de cette 

pathologie qui touche principalement l’enfant. C’est pourquoi, au vu de ces arguments, 

l’amélioration des connaissances sur les mécanismes moléculaires impliqués dans l’apparition et 

le développement des ostéosarcomes est nécessaire afin de développer de nouvelles approches 

thérapeutiques. Ces thérapies pourront être développées soit pour cibler directement la cellule 

tumorale, soit pour cibler le micro-environnement tumoral et bloquer le « cercle vicieux ». 

 

 Ainsi, l’ostéosarcome étant une tumeur survenant principalement chez l’enfant et 

l’adolescent, il est concevable d’établir un lien entre cette pathologie et la croissance squelet-

tique. De plus l’ostéosarcome est une tumeur d’origine ostéoblastique, associée à la formation 

d’os ectopique et à une importante ostéolyse péri-tumorale. Cela suggère que le (ou les) fac-

teur(s) en cause dans cette pathologie puisse(nt) être impliqué(s) dans l’ostéoblastogenèse ou la 

régulation de la triade RANK/RANKL/OPG, en partie liée à l’ostéoblaste. C’est pourquoi il a 

été émis l’hypothèse que les homéogènes de la famille Dlx, exprimés au cours du développe-

ment précoce et de l’ostéoblastogenèse, pourraient contribuer à la physiopathologie de 

l’ostéosarcome.  

 

 De par ces hypothèses, les objectifs de cette thèse sont multiples et visent à approfon-

dir les connaissances :  

 Sur le (les) rôle(s) que pourrait (ent) tenir les membres de la triade 

RANK/RANKL/OPG dans la physiopathologie des ostéosarcomes, notamment en ce 

qui concerne la formation d’os ectopique et l’ostéolyse tumorale, 

 Sur le (les) rôles des homéogènes Dlx dans la physiopathologie des ostéosarcomes et 

dans l’ostéoblastogenèse, 

 L’existence d’un lien entre la résorption osseuse contrôlée par la signalisation 

RANK/RANKL et les homéogènes de la famille Dlx. 
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Tableau 10| Lignées d’ostéosarcomes utilisées au cours de ces études 

I- Modèles cellulaires  

 

1. Lignées cellulaires 

 

 Les travaux de cette thèse ont été réalisés à l’aide de plusieurs modèles cellulaires com-

prenant d’une part des lignées d’ostéosarcomes murines (MOS-J [470], K7M2 [471] et POS-1 

(Kanagawa Cancer Center)) et humaine (K-HOS [472]) et d’autre part des lignées « auxiliaires » 

ayant servi à la production de virus, protéines ou à la validation d’outils (Tableau 10). Toutes 

les cellules ont été cultivées dans un milieu RPMI-1640 ou DMEM (Lonza, Basel, Suisse) addi-

tionné de 5% ou 10% de sérum de veau fœtal (SVF) (Hyclone, Logan, États-Unis) et de 1% 

d’une solution d’antibiotique de pénicilline-streptomycine à 10 000 U/mL (Lonza). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Entretien et passage des cultures 

 

 Les cellules sont incubées sous atmosphère humide à 37°C et à 5% de CO2. Le milieu 

est renouvelé 2 à 3 fois par semaine. Lorsque les cellules arrivent à 90 % de confluence, elles 

sont repiquées en réalisant un passage au tiers (1/3). Pour cela le milieu est retiré, puis les cel-

lules sont lavées à l’aide d’une solution de Phosphate Buffer Saline 1X (PBS 1X) (Lonza). 

Après quoi, 40 µL de trypsine-EDTA à 10 000U/mL (Lonza) sont ajoutés par cm² de culture, 

afin de décrocher les cellules. La réaction est stoppée après 2 min en ajoutant 4 volumes de 

milieu par volume de trypsine. La suspension cellulaire est alors centrifugée à 1 000 rcf (relative 

centrifugal force), pendant 5 min à 20°C. Ensuite le surnageant est éliminé avant de reprendre 

les cellules dans un volume de milieu approprié. 
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II- Expérimentation in vivo 

 

 Toutes les expérimentations employant des animaux ont été menées en accord avec la 

réglementation française suivant des protocoles validés par le Comité d'Ethique en Expérimen-

tation Animale des Pays de la Loire (CEEA-PdL 06) et autorisés par le Ministère de 

l’Agriculture. Les animaux utilisés ont été hébergés dans des conditions exemptes de patho-

gènes, au sein de l’Unité de Thérapeutique Expérimentale de la faculté de Médecine de Nantes, 

avec un cycle jour/nuit de 12h et un accès libre à l’eau et à la nourriture.  

 

1. Modèles murins 

 

 Les expériences in vivo ont été menées à l’aide de plusieurs lignées de souris différentes 

afin de répondre aux différents besoins des études réalisées sur les gènes Dlx et la triade 

RANK/RANKL/OPG. 

 

1.1. Modèles conventionnels 

 Pour les expériences nécessitant un système immunitaire intact, des souris de fond gé-

nétique C57BL/6JRj âgées de 4 semaines (Janvier Laboratoires, Saint-Berthevin, FR) ont été 

utilisées pour l’obtention d’ostéosarcomes par injection de la lignée cellulaire murine MOS-J.  

 

 Pour les expériences visant à étudier le rôle des lymphocytes T dans le développement 

des ostéosarcomes, ou bien utilisant la lignée humaine HOS, des souris NMRI-nudes (Janvier), 

souris immunodéprimées (déficientes en lymphocytes T), âgées de 4 semaines ont été utilisées. 

 

1.2. Modèles spécifiques pour l’étude de la triade RANK/RANKL/OPG 

 Dans le cadre de l’étude de l’implication de la signalisation RANK/RANKL/OPG 

plusieurs lignées de souris invalidées, transgéniques ou conditionnelles, toutes de fond géné-

tique C57BL/6JR, ont été utilisées :  

 Souris RANKTg (Christopher Mueller, Strasbourg, France) présentant une surexpres-

sion de RANK dans la lignée myéloïde. 



 

-89- 
 

Tableau 11| Amorces de génotypage des souris RANKTg, RANKLF /F et iCre 
 

 Souris RANKLFlox/Flox Lck-Cre obtenues après croisement de souris RANKLFlox/Flox 

(Charles A O’Brien, Little Rock, Arkansas, États-Unis) et de souris B6.Cg.Tg (Lck-cre) 

548Jxm/J (Charles River France, l’Arbresle, France) afin de déléter spécifiquement 

RANKL dans les lymphocytes T. 

 

2. Génotypage des animaux 

 

Les souris génétiquement modifiées ont été génotypées par réaction de Polymerase 

Chain Reaction (PCR) à l’aide du kit Phire Animal Tissue Direct (ThermoFisher Scientific, 

Waltham, MA, États-Unis) en accord avec les instructions du fabricant. Brièvement, après 

l’extraction de l’ADN génomique de la queue de l’animal, la PCR est réalisée sur 1 microLitre 

(µL) d’extrait en utilisant les couples d’amorces (primers) ci-dessous (Tableau 11). 

 

 

 

Par ailleurs, la bonne recombinaison des lymphocytes T dans les souris RANKLFlox/Flox 

Lck-Cre a été vérifiée après purification des lymphocytes T de la rate. Pour ce faire, au moment 

du sacrifice des souris, la rate a été prélevée et conservée à 4 °C dans un tampon d’isolation 

(PBS avec 2 % SVF et 2 mM EDTA). Après quoi, les échantillons de rates sont perfusés avec 

une seringue contenant du tampon d’isolation afin d’en récupérer les cellules. L’extraction est 

jugée satisfaisante lorsque la rate s’éclaircit.  

 

Le surnageant cellulaire est ensuite centrifugé pendant 5 min à 600 rcf afin de culotter 

les cellules. Après une étape de rinçage avec du tampon d’isolation, une lyse des globules 

rouges est réalisée à l’aide d’une solution hypotonique de pH égal à 7,4 (155mM NH4Cl, 10 

mM KHCO3, 100µM Na2EDTA) pendant 3 min. La réaction de lyse est ensuite stoppée par 

l’ajout de 4 volumes de tampon d’isolation. Le culot cellulaire est alors repris et l’isolation des 
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lymphocytes T est réalisée à l’aide du kit Dynabeads ® FlowComp ™ Mouse Pan T (CD90.2) 

(ThermoFisher Scientific) suivant le protocole du kit. À la fin de l’isolation des lymphocytes T, 

une partie du culot cellulaire est fixée à l’aide d’une solution de paraformaldehyde à 4 % (PFA 4 

%) afin de vérifier la pureté de l’extrait par cytométrie en flux à l’aide d’un anticorps anti-CD3 

(clone 17A2, ref 555247, BD Biosciences, San José, CA, États-Unis) (voir en Annexe 1). 

L’autre partie du culot est conservée à sec et à -20°C ou traitée immédiatement à l’aide du kit 

PureLink® Genomic DNA Mini Kit (ThermoFisher Scientific). Une réaction de PCR est réali-

sée à l’aide du kit Phire Hot Start II DNA Polymerase en utilisant les amorces suivantes : 5’ 

GTAACAGTCGGCAGGAGTATTTATC 3’ pour l’amorce sens, et 5’ GGACA-

GAGCCTCCCTGGTTATGAA 3’ pour l’amorce antisens. La taille attendue des amplicons est 

d’environ 1600 paires de bases (pb) si la recombinaison est correcte et d’environ 1800 pb dans 

le cas contraire.  

 

3. Induction des tumeurs in vivo 

 

 Les tumeurs sont induites par l’injection intramusculaire de 1 à 3 millions de cellules 

reprises dans 50 µL de PBS. Expérimentalement, les animaux sont anesthésiés à l’aide d’une 

combinaison air-isoflurane (1,5% ; 1L/min), puis rasés au niveau du site d’injection. 

L’inoculation des cellules tumorales est ensuite réalisée en piquant l’animal au niveau du muscle 

de la patte arrière gauche tout en cherchant le contact du tibia. 

 

4. Suivi expérimental 

 

 Le poids et le volume tumoral sont mesurés tous les deux à trois jours. La mesure de la 

tumeur est réalisée à l’aide d’un pied à coulisse, et le volume de la tumeur calculé à l’aide de la 

formule suivante : ((E x P x H)/2) où E correspond à l’épaisseur ; P à la profondeur et H à la 

hauteur de la tumeur. Les souris sont sacrifiées lorsque le volume de la tumeur atteint le vo-

lume maximum éthiquement acceptable : 2500 mm3 soit 10 % du poids de l’animal.  
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5. Injections de molécules 

 

 Dans le cadre de l’étude de l’implication de la triade RANK/RANKL dans la physiopa-

thologie de l’ostéosarcome, un anticorps bloquant RANKL, IKK22.5 (Hideo Yagita, Juntendo 

University, Tokyo), a été utilisé. Ce dernier, repris dans une solution de PBS-stérile, a été injecté 

par voie intrapéritonéale trois fois par semaine à raison de 50 microgrammes par injection.  

 

6. Nécropsie 

 

 La nécropsie des souris a été réalisée en sacrifiant les animaux par dislocation cervicale. 

La peau est ensuite retirée entièrement en réalisant une incision au niveau de l’abdomen. Les 

pattes arrières (tumeur et patte contrôle contra-latérale) sont alors découpées et placées dans 

une solution de paraformaldéhyde (PFA) à 4% (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, États-Unis). 

La cavité thoracique est incisée afin d’examiner les poumons pour mettre en évidence la pré-

sence de métastase. Les lobes pulmonaires sont séparés et un comptage visuel des métastases 

est réalisé. Après quoi, ces derniers sont conservés dans une solution de PFA à 4%. 

 

7. Histologie 

 

7.1. Préparation des échantillons 

 Après le sacrifice des animaux, les pièces histologiques non calcifiées sont fixées pen-

dant 24 à 48h dans une solution de PFA 4% à 4°C. Après quoi, les échantillons sont déshydra-

tés par des bains successifs au degré d’alcool croissant (70, 80, 95 et 100%), puis clarifiés par un 

solvant intermédiaire (butanol ou toluène) et imprégnés par de la paraffine à l’aide d’un auto-

mate de déshydratation (STP120, Microm, Brignais, France). Les échantillons sont ensuite in-

clus en paraffine puis coupés à l’aide d’un microtome rotatif afin d’obtenir de fines coupes de 

3µm. Les coupes sont « défroissées » dans un bain-marie à 40°C puis étalées sur lame.  

 

 Concernant les pièces histologiques calcifiées (tibia), ces dernières après l’étape de fixa-

tion sont décalcifiées dans une solution de PBS contenant 0,2% de PFA et 4,13% d’EDTA à 

l’aide d’un automate micro-ondes KOS (Milestone SRL, Sorisole, Italie) pendant plusieurs 

jours. La décalcification complète des échantillons est vérifiée par radiographie à l’aide d’un 
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Tableau 12| Protocole du Trichrome de Masson 

système d’imagerie faxitron MX-20 (Faxitron, Tucson, AZ, États-Unis). Après quoi, les échan-

tillons sont traités de la même façon que les échantillons non calcifiés. 

 

7.2. Coloration histologique 

 Les colorations histologiques (Trichrome de Masson, et coloration Hématoxy-

line/Eosine) sont réalisées à l’aide d’un automate de coloration HMS 740 (Microm) dans lequel 

les échantillons sont déparaffinés et réhydratés par des bains successifs de toluène et d’éthanol 

de concentration décroissante (100, 95, 80 et 70%).  

 

 La coloration au Trichrome de Masson, réalisée à l’aide de l’automate, permet de colo-

rer les fibres de collagène en vert, les noyaux cellulaires en noir/violet et les hématies en 

orange. Le protocole de coloration est le suivant (Tableau 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Après coloration, les coupes sont montées entre lames et lamelles à l’aide d’un milieu 

de montage non aqueux (Pertex). Les lames sont ensuite numérisées grâce à un imageur de 

lame Nanozommer 2.0 R-S (Hamamatsu, Hamamatsu City, Japon). 
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 Tableau 13| Liste des anticorps primaires utilisés en immunohistologie 

7.3. Immunohistologie 

 Les immunomarquages sont tous réalisés de la même façon à l’exception de certains 

qui requièrent un démasquage antigénique préalable ( Tableau 13). Dans un premier temps, les 

coupes déparaffinées sont incubées en présence de l’anticorps primaire spécifique de la pro-

téine à mettre en évidence ( Tableau 13), puis détectées à l’aide d’un anticorps secondaire de 

chèvre biotinylé dirigé contre l’espèce de l’anticorps primaire. Après un blocage préalable des 

peroxydases endogènes à l’aide d’une solution d’eau oxygénée à 3% (H2O2) pendant 10 min, le 

signal de l’anticorps est amplifié par la liaison d’une streptavidine couplée à une peroxydase 

(HRP). Enfin le signal est mis en évidence par l’ajout du substrat de la peroxydase, le diamino-

benzidine (DAB), permettant d’obtenir une coloration marron. Entre chacune de ces étapes, 

trois lavages de 5 min sont réalisés à l’aide d’une solution tampon de PBS-Tween 0,1%. Pour 

finir, une contre-coloration à l’hématoxyline et à l’éosine (HE) est réalisée et le montage de 

l’échantillon entre lame et lamelles est réalisé grâce à un milieu de montage non aqueux (Per-

tex). 
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8. Remise en culture à partir de la pièce tumorale 

 

 Dans certains cas, afin de vérifier la stabilité des lignées injectées ou pour remettre en 

culture des métastases, des prélèvements de pièces anatomiques ont été réalisés sur quelques 

individus. Brièvement, à la nécropsie, un morceau de la pièce tumorale ou d’un lobe pulmo-

naire est placé dans une solution de PBS et conservé à 4°C. L’échantillon est ensuite lacéré afin 

d’obtenir de petits morceaux qui seront incubés dans le fond d’une plaque 6 puits en présence 

du milieu de culture correspondant à la lignée initialement injectée. Il est important d’adapter la 

quantité de milieu de culture afin que l’échantillon soit immergé sans pour autant être en sus-

pension. Après 24 à 48h, le milieu est renouvelé et une amplification est réalisée afin d’évaluer 

les niveaux d’expression.  

 

9. Analyse par microtomographie 3D (µCT) 

 
 Les pattes des souris ont été numérisées à l’aide du microtomographe SKYSCAN 1076 

(Bruker MicroCT, Kontich, Belgique). Cet appareil permet l’acquisition, la quantification et la 

visualisation 3D des échantillons de façon non invasive. L’acquisition des images a été réalisée à 

l’aide du logiciel du constructeur. Les images sont acquises avec les paramètres suivants :  

 résolution 18 µm ; 

 source de rayon X 50 kV avec filtre Al 0.5 mm ; 

 champ optique : 180 ° avec l’acquisition tous les 0.6° de deux images. 
 

 Après acquisition, les images sont reconstruites (moyenne des deux images), seuillées 

(seuil : 0.004 -0.08) et converties (format BMP) à l’aide du logiciel NRecon (Bruker). L’analyse 

des coupes et la reconstruction 3D des images sont ensuite réalisées à l’aide des logiciels Da-

taviewer et CTvox (Bruker). L’analyse des paramètres osseux est, elle, réalisée à l’aide du logi-

ciel CTan (Bruker) sur 450 coupes et permet d’obtenir les paramètres suivants : volume (TV, 

mm3) et surface (TS, mm2) du tissu, volume (BV, mm3) et surface de l’os (BS, mm2), le pour-

centage de volume osseux (BV/TV,%), le ratio surface/volume de l’os (BS/BV, mm3), et la 

densité de la surface osseuse (BS/TV, mm3). 
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III- Techniques  

 

1. Génie génétique : modulation de l’expression des gènes 

 

 Afin de modifier l’expression génique de Dlx4 (des Dlx) (inhibition et surexpression) 

ou de RANK, différentes méthodes ont été employées. Ainsi les surexpressions de Dlx4 (des 

Dlx) ont été réalisées par transfection chimique au JetPEI (Polyplus, Illkirch, France) alors que 

l’inhibition de Dlx4 et la surexpression de RANK ont été induites par transduction avec des 

particules lentivirales.  

 

1.1. Induction de gènes par méthode chimique 

 Afin d’induire l’expression de Dlx4 (des Dlx) dans différentes lignées d’ostéosarcomes, 

le clonage des différents transcrits a été entrepris afin d’obtenir des vecteurs d’expression euca-

ryote. Après quoi, les plasmides ont pu être transfectés par une molécule chimique : le JetPEI 

(Polyplus).  

 

1.1.1. Clonage du gène Dlx4 murin 
 

 Afin d’obtenir un vecteur d’expression permettant la surexpression stable de Dlx4 (des 

Dlx), nous avons cloné la majeure partie de l’ADNc de Dlx4 amplifiée par PCR dans un vec-

teur pcDNA3.3 (ThermoFisher Scientific) suivant les étapes décrites ci-dessous. 

 

1.1.1.1. Amplification de l’ADNc de Dlx4 par PCR 
 

 Un fragment de l’ADNc contenant toute la séquence codante pour la protéine DLX4 

murine a été obtenu en réalisant une PCR sur un échantillon d’ADNc d’embryon de souris 

(E12.5). Pour ce faire, la réaction a été réalisée dans un volume final de 20 µL contenant 300 ng 

d’ADNc, 50 mM de MgCl2, 10 mM de dNTP, 5% de DMSO, 2 µL de tampon 10X, 2U de Taq 

Polymérase DNA Platinium HIFI (Invitrogren, Carlsbad, CA, États-Unis), et 10 µM de cha-

cune des amorces sens et antisens (Tableau 14). Le protocole de PCR suivant a été appliqué : 

dénaturation initiale de 3 min à 95°C, suivie de 45 cycles d’amplification comportant chacun 

une étape de dénaturation de 30 secondes à 95°C, une étape d’hybridation de 35 secondes à 

52°C et une phase d’élongation de 1,5 min à 72°C. La réaction a été finalisée en réalisant une 

étape d’élongation de 10 min à 72°C. Le produit PCR a ensuite été conservé à -20°C. 
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Tableau 14| Amorces de clonage pour Dlx4  

 

1.1.1.2. Clonage par « TA Cloning » 
 

 Les produits de PCR obtenus ont été clonés dans les plasmides pcDNA3.3 ou pCR2.1 

en aval d’un promoteur CMV grâce au kit pcDNA™3.3-TOPO® TA Cloning Kit (Invitrogen) 

ou au kit TA cloning® kit with pCR2.1 Vector (Invitrogen). Ces kits utilisent un vecteur linéa-

risé possédant à ses extrémités 5’, un résidu thymidine non apparié. Le produit de PCR va être 

ligaturé au vecteur, à l’aide de la topoisomérase I ou de la T4 DNA ligase (en fonction du kit), 

en exploitant l’activité terminale transférase de la Taq Polymérase qui a la spécificité d’ajouter 

un résidu désoxyadénosine (A) en 3’ de son produit. Les réactions sont réalisées suivant les 

recommandations des différents kits.  

 

1.1.1.3. Transformation et sélection des bactéries 
 

 Les transformations ont été effectuées avec une souche d’Escherichia coli DH5 ou Stbl3 

déjà compétente (Invitrogen). Celle-ci est réalisée en plaçant 50 µL de bactéries sur glace pen-

dant 10 min. Puis, 5 µL du produit de « ligation » sont ajoutés. Le mélange est replacé sur glace 

pendant 30 secondes (sec). Un choc thermique est alors produit en plaçant les bactéries dans 

un bain thermostaté à 42°C pendant 45 sec puis sur glace pendant 2 min ; 0,9 mL de milieu 

« Luria-Bertani (LB) » liquide sont ensuite ajoutés. Le mélange est incubé 1h à 37°C sous agita-

tion. Pour terminer, 200 µL des bactéries sont étalés sur un milieu LB additionné d’ampicilline 

(100 µg/mL), afin de sélectionner les bactéries ayant incorporé le plasmide. 

 

1.1.1.4. Mini-préparation d’ADN plasmidique 
 

 10 à 15 colonies isolées sont récoltées sur la gélose et remises chacune en culture dans 

5 mL de milieu LB + ampicilline (100 µg/mL). Après une nuit d’incubation à 37°C, sous agita-

tion, l’ADN plasmidique est extrait et purifié à l’aide du kit Nucleospin plasmid (Macherey-

Nagel, Duren, Allemagne) selon les indications données par le fournisseur. L’insertion du pro-

duit de PCR dans le plasmide est vérifiée en réalisant une digestion par l’enzyme ApaLI (New 

EnglandBiolabs, Beverly, MA, États-Unis). La réaction est réalisée dans un volume de 20 µL 
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sur 5 µg d’ADN en suivant les recommandations du fournisseur. La migration du produit de 

digestion est ensuite réalisée sur un gel d’agarose à 1,5% (+Bromure d’Ethidium) et en utilisant 

comme tampon de migration une solution de Tris Acétate EDTA à 1X (TAE 1X).  

 

1.1.1.5. Maxi-préparation d’ADN plasmidique 
 

 Les clones validés sont amplifiés en ensemençant 300 mL de milieu LB + ampicilline 

(100 µg/mL). Puis, l’ADN plasmidique est extrait et purifié en utilisant le kit NucleoBondXtra 

Maxi Plus (Macherey-Nagel). L’extraction est réalisée en suivant les recommandations du four-

nisseur. 

 

1.1.1.6. Vérification des séquences 
 

 Les séquences des inserts clonés dans les différents plasmides ont toutes été validées 

par séquençage à l’aide des différentes amorces « universelles » disponibles, ainsi que des 

amorces de qPCR des gènes cibles. Les réactions de séquençages ont été confiées à la société 

Eurofins Genomics (Ebersberg, Allemagne), qui en retour fournit les fichiers traces au format 

ABI. À partir de ces fichiers, la séquence est reconstruite en assemblant les contigs à l’aide du 

logiciel DNA Dragon (SequentiX, Klein Raden, Allemagne). 

 

1.1.2. Transfection chimique au jetPEI 
 

 Les plasmides utilisés pour induire la surexpression des gènes d’intérêt ont été transfec-

tés dans les cellules à l’aide d’une solution de jetPEI (Polyplus). La formation des complexes a 

été réalisée en suivant les recommandations du fournisseur. En pratique, la transfection est 

opérée en plaque 6 puits, préalablement ensemencée (24h avant) à hauteur de 100 000 cellules 

par puit (~50 à 60% de confluence au bout de 24h). Les complexes sont préparés en ajoutant 2 

µg de jetPEI, contenus dans 100 µL de NaCl à 150 mM, à 1 µg d’ADN plasmidique dilué de la 

même façon dans 100 µL de NaCl à 150 mM. 200 µL de complexes sont ensuite déposés sur 

les cellules. Après 24h, les cellules sont sélectionnées à l’aide de l’antibiotique approprié (G418 : 

500 µg/mL pour les plasmides pCDNA3 ou pCR2.1). 
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1.2. Induction ou inhibition de gène par méthode lentivirale 

1.2.1. Etapes de préparation communes à la préparation des lentivirus 
 

1.2.1.1. Production des particules lentivirales 
 

 Les particules virales ont été produites à l’aide de la lignée cellulaire HEK 293FT (op-

timisée pour la production de particules virales) et en utilisant le kit ViraPower™ Lentiviral 

Expression Systems (Invitrogen). Ce kit fournit des plasmides auxiliaires permettant la synthèse 

des différents constituants des virus dans lesquels sera empaqueté le transgène d’intérêt (short-

hairpin-ARN (shARN) anti-Dlx4 ou transcrit de RANK). 

 

 Brièvement, ces manipulations sont réalisées en laboratoire de type L3 en se basant sur 

le protocole de Dull et coll. [473]. Pour ce faire, 6 x 106 de cellules HEK 293FT sont ensemen-

cées en milieu DMEM sans rouge phénol, et transfectées 24h après avec 3 µg de chaque plas-

mide auxiliaire (kit ViraPower™ Lentiviral Expression Systems) et 9 µg du plasmide contenant 

le transgène d’intérêt (RANK ou shARN-antiDlx4). De plus, afin de permettre la titration des 

particules lentivirales, 0,9 µg d’un plasmide contrôle contenant la GFP sont ajoutés. La trans-

fection est réalisée à l’aide d’une solution de Lipofectamine 2000 (Invitrogen) en suivant les 

instructions du fabricant.  

 

 Après 48h d’incubation, le surnageant cellulaire qui contient les particules virales est 

récupéré et filtré à travers un filtre 0,45 µm en acétate de cellulose (Merck Millipore, 

Darmstadt, Allemagne) afin d’éliminer les débris cellulaires. Pour finir, les particules sont con-

centrées par ultrafiltration avec des tubes AMICON-Ultra 15 KD (Merck Millipore), puis con-

servées à – 80 °C. 

 

1.2.1.2. Titration des particules lentivirales 
 

 Les productions de lentivirus sont titrées en infectant des cellules HEK 293FT afin de 

connaitre le nombre de particules par µL de surnageant. Pour ce faire, 20 000 cellules ensemen-

cées le jour précédent sont infectées avec plusieurs doses de virus : 0.5, 1, 5 et 10 µL. Après 

72h, les cellules sont récupérées et le pourcentage de cellules transduites est évalué en analysant 

le pourcentage de cellules GFP (Green Fluorescence Protein) par cytométrie en flux à l’aide 

d’un cytomètre FC500 (Beckman Coulter, Pasadena, CA, États-Unis). La concentration en 

particules lentivirales est calculée en considérant que chaque particule infecte une cellule.  
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1.2.1.3. Transduction des lignées cellulaires d’ostéosarcomes 
 

 Pour ce faire, 20 000 cellules sont ensemencées en plaque 24 puits, dans un volume de 

400 µL de milieu complet. Le lendemain, les cellules sont transduites par les particules avec un 

ratio de 30 à 100 particules par cellule. Après 72h d’incubation, les cellules sont rincées 3 fois 

avec une solution de PBS et passées en plaque 6 puits pour être sorties de la structure L3. En-

suite, les cellules sont amplifiées en flasques de 25 cm2 afin d’être sélectionnées soit par un 

antibiotique, puromycine 5µg/ml (Gibco, Grand Island, États-Unis) (lenti-RANK) soit par tri 

cellulaire (shARN) sur la base de l’expression de la GFP afin d’obtenir des lignées stables. Le tri 

cellulaire est réalisé au sein du plateau technique de cytométrie en flux et de tri cellulaire de la 

SFR Santé François Bonamy (Nantes), par un cytomètre en flux FACSAria III (BD bios-

ciences). 

 

1.2.2. Surexpression de RANK 
 

 La surexpression de RANK dans les cellules d’ostéosarcomes a été obtenue par la pro-

duction de lentivirus suivant les protocoles décrits précédemment, et en utilisant des plasmides 

commerciaux comme vecteurs d’expression (source de transgène) : référence EX-O0007-

Lv105 et EX-Mm24198-Lv105 OmicsLink™ Expression vectors (GeneCopoeia, Rockville, 

MD, États-Unis) contenant respectivement le transcrit de RANK humain ou murin.  

 

1.2.3. Inhibition de l’expression de Dlx4 (des Dlx) par shARN 
 

 Pour cette étude, l’utilisation de shARN a été envisagée afin de diminuer spécifique-

ment la quantité d’acide ribonucléique messager (ARNm) (de transcrit donc de protéine) de 

Dlx4. Pour ce faire, la production de particules lentivirales a été retenue puisqu’elle permet 

l’intégration d’ADN exogène dans le génome, avec une grande efficacité, et dans des régions 

stables. Les lentivirus ont été générés à l’aide du plasmide pFG12 [474]. Ce plasmide contient 

les séquences rétrovirales 5’ et 3’ LTR permettant l’intégration dans le génome de la cassette 

transgène située entre ces deux éléments. La préparation de la cassette d’expression des 

shARNs et des particules lentivirales est décrite ci-dessous. Après quoi, la production des lenti-

virus a été réalisée comme décrite précédemment. 
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Tableau 15| Séquences des shARNs ciblant spécifiquement Dlx4 
 

1.2.3.1. Design des séquences shRNAs 
 

 Les séquences des shRNAs dirigées contre Dlx4 ont été dessinées en respectant plu-

sieurs critères décrits par Reynolds et coll. [475]. Ces séquences doivent être spécifiques du gène 

d’intérêt et ne pas interagir avec un autre gène. Afin de conduire à la dégradation de l’ARNm 

du gène cible, la séquence du shARN doit contenir une région parfaitement complémentaire 

avec celui-ci, sinon il n’en résulterait qu’une inhibition partielle. Concernant la séquence 

d’ADN servant à la synthèse des shARNs, il s’agit de deux oligonucléotides parfaitement com-

plémentaires à l’exception de leur extrémité 5’. D’autre part, la séquence choisie doit contenir 

entre 40 et 50 % de GC pour assurer une structure stable, et ne pas présenter plus de 4 fois à la 

suite la répétition d’une même base. Trois séquences de shARN ont été dessinées, mais deux 

ont été retenues après la première étape de clonage, la troisième s’avérant difficile à cloner. Les 

séquences des shARNs retenues sont présentées ci-dessous (Tableau 15). 

 

 

 

1.2.3.2. Préparation de la cassette d’expression 
 

 Les oligonucléotides servant à la synthèse des shARNs sont dans un premier temps 

clonés dans le plasmide pSUPER (Oligoengine, Seattle, WA, US), à la suite du promoteur H1. 

Ce promoteur, reconnu par l’ARN polymérase III, permet une production endogène des 

shARNs. C’est l’ensemble « promoteur H1 + duplex shARN » qui sera ensuite inséré entre les 

séquences LTR du plasmide pFG12. Pour la réalisation du clonage, des techniques précédem-

ment citées pour la création des plasmides de surexpression sont employées. 

 

a. Formation des duplex shARNs : appariement des brins sens et antisens 

 Les oligonucléotides sens et antisens sont repris dans de l’eau à une concentration de 

10 µM, puis après dénaturation 10 min à 90°C, 40 picomoles de chaque oligonucléotide sont 

repris dans un volume final de 40 µL contenant 4 µL de tampon 10X. Le mélange est alors 
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incubé 10 min à 67°C puis 30 min à température ambiante (TA) afin de permettre 

l’appariement des brins.  

 

b. Ligation des duplex shARNs dans le plasmide pSUPER 

 Les oligonucléotides appariés sont clonés dans le plasmide pSUPER préalablement 

linéarisé (Figure 34). Cette linéarisation est réalisée en digérant 2µg de plasmide, pendant 1h à 

37°C, par les enzymes de restriction BglII et HindIII (NEB). Ainsi, la ligation est réalisée en 

plaçant 80 ng de plasmide linéarisé et 4 µg de duplex shARN dans un volume final de 20 µl en 

présence d’1µL d’enzyme T4 DNA ligase (Roche, Rotkreuz, Suisse). Ce mélange est alors incu-

bé une nuit à 4°C. Après quoi, l’enzyme est dénaturée en incubant le mélange 20 min à 65°C. 

Le produit de ligation est ensuite digéré par l’enzyme de restriction BglII, afin d’éliminer les 

plasmides qui se sont refermés sans incorporer de duplex shARN. En effet, la ligation des 

shARNs induit une perte du site BglII. Ensuite, la transformation de bactéries ultracompé-

tentes Stbl3 (Invitrogen), et la sélection des clones sont réalisées selon les protocoles précé-

demment cités. Des mini-préparations sont ensuite réalisées et l’insertion de la cassette vérifiée 

par digestion enzymatique à l’aide des enzymes EcoRI et HindIII. 

 

 

 

 

Figure 34 | Stratégie de clonage dans le plasmide pSUPER permettant la récupération du 
promoteur H1 

Les oligonucléotides appariés (shARN) sont insérés en aval du promoteur H1 à l’aide des sites BglII et Hin-
dIII. Le promoteur UbiC permet l’expression de la GFP (gène rapporteur). 
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1.2.3.3. Insertion de la cassette H1-shARN dans le plasmide pFG12 
 

 Comme indiqué précédemment, le plasmide pFG12 contient les séquences 5’ et 3’ LTR 

permettant la production de particules lentivirales. Il contient également le gène codant la GFP 

qui permettra la sélection des cellules transduites par tri cellulaire. 

 

a. Préparation du vecteur pFG12 et de la cassette H1-shARN 

 Les vecteurs pFG12 et pSUPER-duplex-shARN sont linéarisés, séparément, par les 

enzymes XhoI et XbaI (NEB). La digestion est réalisée durant 1h à 37°C, sur 2µg de plasmide 

contenu dans un volume final de 50µL. Cette digestion permet d’une part de libérer la cassette 

H1-duplex shARN du plasmide pSUPER et d’autre part de créer des extrémités compatibles 

dans le plasmide pFG12 (Figure 35). Après quoi, le plasmide pSUPER est éliminé, en le cou-

pant à l’aide de l’enzyme DraI (NEB) qui ne coupe pas dans la cassette d’intérêt. Enfin, les 

mélanges sont incubés 20 min à 65°C pour inactiver les enzymes. Les digestions sont vérifiées 

sur gel d’agarose à 1,5%. 

 

b. Ligation de la cassette H1-duplex shARN dans le pFG12 

 Les protocoles de ligation, transformation, sélection des clones et de mini-préparations 

sont similaires à ceux vus précédemment. Les enzymes utilisées diffèrent néanmoins. L’enzyme 

HpaI (NEB) a été utilisée pour éliminer les plasmides pFG12 religués sur eux-mêmes, et les 

enzymes XbaI et XhoI pour vérifier les mini-préparations. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 35 | Séquence d’expression lentivirale du plasmide pFG12  
La séquence contient entre autres, le promoteur des shARNs, les éléments d’encapsidation et de réplications 
lentivirales ainsi que le gène de la GFP sous contrôle du promoteur UbiC. 
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2. Identification de nouveaux transcrits 

 

 Dans le cadre de l’étude des gènes Dlx, des techniques d’identification des transcrits 

ARN ont du être utilisées afin de confirmer la présence ou l’absence de transcrit alternatif. 

Pour ce faire, plusieurs techniques ont été employées. 

 

2.1. RACE-PCR 

 La Rapid Amplification of cDNA Ends-PCR (RACE-PCR) est une technique de PCR 

permettant de déterminer les sites d’initiation (5’) et de terminaison (3’) des transcrits ARN en 

connaissant une séquence partielle de ces derniers. 

 

 Pour ce faire, la séquence en 5’ est déterminée en réalisant la ligation d’un oligonucléo-

tide de séquence connue, après l’élimination préalable de la coiffe qui laisse apparaître un 5’ 

phosphate nécessaire à la réaction de ligation. Après quoi, une réaction de reverse transcription 

(avec un oligo polyT) suivie d’une étape de PCR (avec un primer spécifique au gène et à 

l’adaptateur) permettent d’obtenir la séquence de l’extrémité 5’ (Figure 36). La séquence en 3’ 

est déterminée de la même façon, mais en utilisant un oligonucléotide reconnaissant la queue 

polyA des ARNm (Figure 36). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 36 | Principe général de la réaction de RACE-PCR  

La ligation d’un adaptateur en 5’ après avoir préalablement décoiffé les ARNm permet de synthétiser 
l’extrémité 5’ de l’ARNm à l’aide d’un primer fourni dans le kit (invitrogen) et d’un primer du gène cible. 
L’utilisation d’un primer dans la région polyA ainsi que d’un primer spécifique permet également la détermi-
nation de l’extrémité 3’. 
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 Dans le cadre de notre étude, les réactions de RACE-PCR ont été réalisées à l’aide du 

kit « GeneRACER kit with SuperScript and TOPO TA cloning for sequencing (Invitrogen) » 

en suivant les instructions du fabricant. Brièvement les réactions de RACE-PCR sont réalisées 

sur un échantillon d’ARN totaux dans des conditions exemptes de RNAse et de contaminants. 

Après quoi, l’échantillon de PCR est directement ligué par « TA cloning » dans un plasmide afin 

de permettre le séquençage des fragments. Les étapes de clonage, d’amplification plasmidique 

et de séquençage sont les mêmes que celles précédemment décrites. 

 
2.2. Northern-blot 

 La détection des transcrits de Dlx4 (ou des gènes Dlx) a également été entreprise. Pour 

ce faire, 12 µg d’ARN totaux ont été fractionnés sur un gel d’agarose dénaturant (1,2% agarose, 

MOPS 1X, formaldéhyde 1,2 M) et transférés sur une membrane Amersham Hybond™ - N+ 

(Ge Healthcare). Après quoi la membrane est hybridée avec une sonde ARN marquée à la di-

goxygénine (DIG) synthétisée à partir d’un plasmide pBS-KS+, contenant le transcrit d’intérêt, 

et à l’aide du kit DIG Northern Starter Kit (Roche Applied Science, Penzberg, Allemagne). La 

synthèse de la sonde et les étapes d’hybridation sont réalisées comme préconisé par le fabricant 

du kit. Enfin, la révélation est réalisée en ajoutant 1 ml de CDP-star (Roche Applied Science) 

dilué au 1/10ème, et le signal est acquis à l’aide d’un imageur à chemiluminescence G-Box (Syn-

gene, Cambridge, Royaume-Uni). 

 
2.3. PCR « glissante » 

 L’analyse par PCR glissante consiste à utiliser une amorce située dans une région con-

nue et à utiliser plusieurs amorces en sens inverse qui s’éloignent au fur et à mesure de la pre-

mière amorce (Figure 37). Ainsi, l’éloignement croissant des amorçes par rapport au point de 

référence permet d’obtenir des cDNA de tailles croissantes jusqu’à l’arrêt de la synthèse. La 

présence d’un intron pouvant être déduite par l’absence d’une bande entre deux échantillons. 

Dans ces expériences, les PCR sont réalisées de façon standard à l’aide du kit Platinum® Taq 

DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen). Les échantillons sont ensuite séparés sur un gel 

d’agarose à 2%. 
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3.  Production de protéine taguée  

 

 Afin de valider la présence et la taille des protéines obtenues après transcription in vitro 

des nouveaux transcrits identifiés, ces derniers ont été clonés dans un vecteur permettant de 

produire des protéines chimériques possédant un tag c-myc/6xHistidine (His) en C-terminal.  

 

3.1. Clonage dans le plasmide pcDNA3.1 c-myc/6xHis 

 Les transcrits précédemment clonés dans des vecteurs d’expression pcDNA3.1 ou 

pcDNA3.3 ont été sous-clonés dans le plasmide pcDNA3.1 c-myc/6xHis en respectant la 

phase de lecture, et en éliminant le codon-stop (Figure 38). Pour ce faire, une réaction de 

PCR, utilisant les mêmes conditions que décrites précédemment, a été réalisée sur 100 ng de 

plasmide linéarisé par l’enzyme PvuI afin de produire l’insert en grande quantité. Les amorces 

utilisées sont les suivantes : CMV_snabI_fw (TGGGACTTTCCTACTTGGCAGTA) et 

Dlx4_His_rev (TCTAGACTCGAGCGGCATCATCTGAGGCAGTGC) et contiennent des 

Figure 37 | Principe général de la réaction de PCR « glissante »  

Dans un premier temps, des réactions de PCR sont réalisées avec de multiples amorçes dessinées en fonction 
des séquences génomiques présentes dans les banques (A). Après quoi, les échantillons sont séparés sur un 
gel d’agarose (B). 
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sites de coupures enzymatiques (SnabI et XhoI). Ces dernières reconnaissent une partie du 

CMV commune aux différents vecteurs, pour l’amorce sens, et la fin du transcrit de Dlx4 qui 

est commune aux trois isoformes pour l’amorce antisens. À noter que le codon-stop est sup-

primé lors de la PCR grâce au remplacement des bases par l’amorce.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 38 | Stratégie de clonage des inserts dans le plasmide permettant l’ajout d’un tag c-
myc/6xHis  

L’insert est amplifié par PCR à l’aide d’une amorce sens reconnaissant la partie CMV et à l’aide d’une amorce 
antisens reconnaissant la terminaison commune de Dlx4. Grâce aux sites de restrictions présents dans les 
séquences des amorces, l’insert est ensuite inséré dans le plasmide pcDNA3.1c-myc/6xHis en conservant la 
phase ouverte de lecture. 
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3.2. Production et purification de la protéine taguée 

 Après amplification des plasmides selon les protocoles précédemment décrits, ces der-

niers sont transfectés transitoirement dans des cellules HEK 293FT. Pour ce faire, la transfec-

tion est réalisée dans une flasque de 75 cm², contenant 6 millions de cellules, à l’aide d’une solu-

tion de JetPEI (PolyPlus), et en suivant les instructions du fournisseur. Après 48h de culture, 

les cellules sont rincées et une extraction des protéines est réalisée à l’aide de 10 mL de tampon 

de lyse (50 mM NaH2PO4; 300 mM NaCl; 10 mM imidazole; 1% Igepal® CA-630, pH 8.0) 

contenant 40U de benzonase (Sigma-Aldrich). L’extrait est alors conservé à – 80 °C ou immé-

diatement purifié à l’aide du kit Ni-NTA Spin Kit (Qiagen, Valencia, CA, États-Unis) en se 

basant sur le protocole fourni pour l’extraction des protéines taguées à partir de lysats 

d’insectes (p.25 ; Ni-NTA Spin Kit Handbook 01/2008). À la fin de la purification, les pro-

téines sont reprises dans un volume 300 µL. 

 

3.3. Analyse des protéines par western-blot 

 La détection et l’analyse des protéines taguées sont réalisées après migration en gel de 

polyacrylamide 15% suivant la technique décrite plus loin dans ce chapitre (voir §8 de ce cha-

pitre). La révélation des membranes est réalisée à l’aide d’un anticorps anti-6xHis tag (#2365, 

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, États-Unis) ou d’un anti-c-myc (référence 13-2500, 

Invitrogen) diluée au 1/1000ème tout en utilisant l’anticorps secondaire adéquat. 

 

4.  Activité des protéases MMP2 et MMP9 : zymographie 

 

 Après deux jours de culture en milieu complet, les cellules à confluence, sont incubées 

24h dans un milieu sans sérum en présence ou en absence de traitement (par ex. : RANKL). 

Après cette période de culture, l’activité de MMP2 et MMP9 est analysée dans le surnageant par 

zymographie en gel SDS-PAGE contenant 1mg/ml de gélatine (Sigma-Aldrich). Suite à 

l’électrophorèse, les gels sont rincés, sous agitation, à l’aide d’une solution de 2,5% de Triton 

X-100 pendant 30 min. Cette opération est renouvelée une deuxième fois afin de renaturer les 

protéines en éliminant le SDS. Après quoi, le gel est incubé pendant 24h à 37°C dans une solu-

tion de 50 mM Tris-HCl, 2mM CaCl2. Enfin, les gels sont colorés à l’aide d’une solution à 0.05 

% de bleu de Coomassie G250 (20% isopropanol, 10 % acide acétique). L’activité des protéi-

nases apparaît comme une zone incolore. Les images sont alors capturées à l’aide d’un imageur 

G-box (Syngene). 
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5.  Migration cellulaire 

 

 Les cellules sont ensemencées à une densité de 1 x 105 cellules/ml dans la partie haute 

d’une chambre de Boyden (taille des pores : 8µm) (BD Biosciences) contenant 0,7 ml de milieu 

(1% SVF et 100 ng/ml de RANKL soluble ou non). La chambre de Boyden est alors immergée 

dans une plaque 24 puits contenant 0,7 ml de milieu complet. Après 24h d’incubation à 37°C, 

les cellules à la surface du filtre, qui n’ont pas migré à travers le filtre, sont retirées à l’aide d’un 

coton-tige. Les cellules restantes sont fixées à l’aide d’une solution à 1% de glutaraldehyde pen-

dant 10 min à température ambiante. Après quoi, deux rinçages à l’aide d’une solution de PBS 

(pH 7,2) sont réalisés avant d’incuber les cellules durant 20 min avec une solution de cristal 

violet à 20% afin de les colorer. Enfin, après séchage, les cellules sont visualisées à l’objectif 

x10 et comptées dans 5 champs en utilisant une caméra AxioVision (Carl Zeiss, Oberkochen, 

Allemagne). Le nombre de cellules ayant migré est compté à l’aide du logiciel ImageJ (National 

Institutes of Health, Rockville Pike, MA, États-Unis) et est évalué dans trois expériences indé-

pendantes (n=6). 

 

6. Etude de la prolifération cellulaire in vitro 

 

 Deux mille cellules sont ensemencées dans des plaques de culture 96 puits, contenant le 

milieu de culture approprié (avec ou sans traitement). Après 48h d’incubation à 37°C, la viabili-

té cellulaire est déterminée par un test colorimétrique grâce à l’ajout du réactif WST-1 (sel de 

tetrazolium) - PreMix WST-1 Cell Proliferation Assay System (Takara, Madison, WI, États-

Unis) – sur une période de 6h. L’absorbance est lue à 490 nm sur un lecteur de plaque Wallac 

1420 Victor 2 (PerkinElmer, Waltham, MA, États-Unis). 

 

7. Analyse transcriptionnelle 

7.1. Extraction des ARN totaux  

 L’extraction des ARN a été réalisée sur des cultures de cellules confluentes en plaques 6 

puits (9.6 cm²). Toutes les étapes sont réalisées à 4°C. Le milieu de culture est d’abord retiré et 

un lavage avec 1 mL de PBS est opéré pour éliminer toute trace de milieu. Les cellules sont 

ensuite lysées directement dans le puits à l’aide d’1 mL de TRI Reagent (MolecularResearch 

Center Inc, Cincinnati, OH, États-Unis). Les cellules sont grattées pour faciliter la lyse puis le 

lysat est récupéré dans un microtube. 200 µL de chloroforme sont alors ajoutés et le tube est 
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retourné 4 à 6 fois afin d’homogénéiser. Après une incubation de 10 min à 4°C, puis une cen-

trifugation à 16 000 g durant 30 min à 4°C, la phase aqueuse (phase supérieure) contenant les 

ARN est récupérée dans un nouveau tube, en évitant de prendre de l’ADN (galette blanche). 

Un volume de 500 µL d’isopropanol est ensuite additionné afin de précipiter l’ARN. 

L’ensemble est mélangé par retournement et incubé 1h à -80°C. Après centrifugation à 16 000 

g durant 15 min à 4°C, le surnageant est éliminé en prenant soin de ne pas toucher au culot, 

puis 1 mL d’éthanol à 75% est ajouté pour un lavage du culot. Une nouvelle centrifugation à 

16 000 g durant 15 min à 4°C est réalisée puis l’éthanol est retiré. Les culots sont mis à sécher 

sur glace afin d’éliminer toute trace d’éthanol. Les culots d’ARN sont alors repris délicatement 

dans 30 µL d’eau exempte de RNAse. 

 

 Après extraction, la quantité et la qualité des ARN sont déterminées à l’aide d’un spec-

trophotomètre Nanodrop ND1000 (ThermoFisher Scientific). La qualité des ARN est jugée 

satisfaisante lorsque le ratio 260/280 est compris entre 1,8 et 2,2 et le ratio 260/230 est com-

pris entre 2 et 2,2. 

 

7.2. Reverse transcription (RT) 

 La réaction de réverse transcription a pour but de synthétiser les ADN complémen-

taires (ADNc) à partir des ARN messagers (ARNm).  

 

 La réverse transcription est réalisée à l’aide du kit « Maxima H Minus First Strand 

cDNASynthesis Kit » (ThermoFisher Scientific). La réaction est opérée dans un volume final 

de 20 µL contenant 3 µg d’ARN, 100 picomol d’amorces hexamériques aléatoires « random 

hexamer » (transcription des ARN totaux) et 10 nmol de dNTP. Après une étape préalable de 

dénaturation, 5 min à 65°C, une pause de 5 min à 4°C est effectuée afin de permettre l’ajout de 

4µL de RT buffer 5X et 1µL de Maxima H Minus Enzyme Mix. Puis le mélange réactionnel est 

placé dans un thermocycleur et le cycle suivant est appliqué : 10 min à 25°C, 30 min à 50°C, 5 

min à 85°C. Les ADNc sont ensuite conservés à -20 °C. 

 

7.3. PCR quantitative en temps réel – technologie SYBR green (qPCR) 

 La PCR quantitative est une technique de PCR qui repose sur la possibilité de suivre la 

réaction d’amplification au cours du temps à l’aide de la fluorescence émise par un fluoro-

chrome s’intercalant dans les doubles brins d’ADN néoformés. La fluorescence émise est me-
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surée à la fin de chaque cycle. Pour déterminer la quantité d’ADN présente initialement, on 

détermine le nombre de cycles de PCR nécessaires pour obtenir une fluorescence supérieure au 

bruit de fond et dans le début de la phase exponentielle de la réaction d’amplification. Ce point 

particulier est appelé le Ct pour cycle seuil. Plus le cycle seuil sera faible, plus la quantité 

d’ADN présente au départ sera élevée. 

 

7.3.1. Approche expérimentale 
 

 Les PCR sont effectuées dans un volume total de 10 µL en utilisant 2 µL d’ADNc dilué 

au 1/6ème, 5 pmol/µL de chaque amorce ainsi que 7,5 µL de iQ SYBR Green Supermix (Bio-

rad, Richmont, CA, États-Unis). Les amorces utilisées pour les réactions de qPCR sont four-

nies en annexe (Annexe 2 ; Annexe 3). Un échantillon standard (embryon, lignée de réfé-

rence), de concentration connue, ayant subi la même réaction de RT, que les échantillons 

d’intérêts, est dilué au demi (1/2) puis en une série de 5 tubes avec une raison au 1/2.5 afin 

d’obtenir une droite de référence (étalon) pour la quantification tenant compte de l’efficacité de 

la PCR.  

 

 La qPCR débute par une étape de dénaturation pendant 10 minutes à 98°C. Ensuite 40 

cycles d’amplification comportant une étape de dénaturation de 15 secondes à 95°C, une étape 

d’hybridation de 15 secondes à 59°C et une phase d’élongation de 20 secondes à 72°C sont 

réalisés. Une mesure de la fluorescence est effectuée après chaque étape d’élongation. Enfin, 

pour vérifier la spécificité de la PCR, une courbe de fusion est réalisée. Celle-ci correspond à 

une montée progressive de la température de 50°C à 95°C avec lecture de la fluorescence tous 

les 0,5°C. Dans cette approche les gènes de la -actine (ACTB) et de la glyceraldehyde-3-

phosphate déhydrogénase (GAPDH) ont été utilisés comme contrôles endogènes. En effet, 

leur expression est considérée constante dans les différents échantillons.  

 

7.3.2. Exploitation des résultats 
 

 L’exploitation des résultats a été réalisée par la méthode de quantification relative par 

courbe étalon. Pour chaque point de gamme, la valeur de Ct est déterminée dans la phase ex-

ponentielle. Les valeurs obtenues permettent de tracer la droite Log (quantité) en fonction de la 

valeur du Ct. Les valeurs des Ct de chaque échantillon sont alors converties en quantité grâce à 

la droite étalon. 
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8. Etude de l’expression protéique 

 

8.1. Extraction des protéines 

 Les cellules sont ensemencées en plaques 6 puits afin d’obtenir une confluence au bout 

de 48h. En cas de traitements, ces derniers sont ajoutés au milieu de culture après 24h. Après 

un lavage au PBS, les cellules sont lysées à l’aide du tampon MPER (ThermoFisher Scientific) 

additionné extemporanément du cocktail d’inhibiteurs Halt Protease Inhibitor Cocktail, 

EDTA-Free (ThermoFisher Scientific), selon les procédures décrites par le fournisseur. Les 

extraits protéiques sont ensuite dosés à l’aide du kit BCA (Sigma-Aldrich). Pour ce faire, dans 

une plaque 96 puits, 10 µl de lysat protéique dilué au 1/10ème sont mélangés à 200µL de réactif 

BCA (sulfate de cuivre dilué au 1/50ème dans une solution d’acide bicinchoninique). 

 

8.2. Western-blot 

 L’analyse des échantillons protéiques est réalisée par western-blot sur 40µg de lysat 

protéique total (ou bien 60 µL de protéine histidine purifiée). Les échantillons sont dilués dans 

un tampon Laemmeli 4x, portés à ébullition 5 min à 95°C, puis chargés sur un gel de polyacry-

lamide dont le pourcentage varie en fonction de la protéine d’intérêt (8% pour RANK, 12 à 15 

% pour les isoformes de DLX4). 

 

 Après quoi, une électrophorèse d’environ 2h à 20 milliA/gel est effectuée afin de sépa-

rer les protéines en fonction de leur poids moléculaire. Une fois, la migration des protéines 

terminées (tampon de migration : 25 mM Tris-base, 192 mM glycine, 0,1% Sodium Dodécyl 

Sulfate), ces dernières sont transférées sur une membrane de PVDF (PolyVinyliDeneFluoride ; 

Millipore) en utilisant un système de transfert liquide. Pour ce faire, le montage est placé dans 

une cuve contenant le tampon de transfert (25 mM Tris-base, 192 mM glycine, 20% méthanol) 

et un courant de 100 milliA/cuve est appliqué pendant deux heures à 4°C (rq : pour les petites 

protéines, le transfert est réalisé sur la nuit à 40 milliAmpère/cuve). 

 

 Une fois le transfert terminé, les membranes sont rincées plusieurs fois en PBS-Tween 

0,05%, puis saturées à l’aide d’une solution de blocage (Odyssey Blocking Buffer ; Li-cor, Lin-

coln, NE, États-Unis) pendant 30 min sous agitation. Les membranes sont ensuite incubées sur 

la nuit (à 4°C) avec l’anticorps primaire (Tableau 16) dilué dans la solution de blocage. Après 

plusieurs lavages au PBS-Tween 0,05%, les membranes sont incubées durant 1 heure avec les 

anticorps secondaires couplés à un fluorochrome (Li-cor) ou à la HRP (Santa Cruz Biotechno-
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Tableau 16| Listes des anticorps primaires utilisés en Western-blotting 

logy Inc, Dallas, TX, États-Unis), dilués dans le tampon de blocage, et dirigés contre l’espèce 

de l’anticorps primaire. Les membranes sont ensuite lues et analysées à l’aide de l’imageur 

Odyssey® Fc (Li-cor). Cet appareil est capable d’acquérir la fluorescence, comme la chimilumi-

nescence.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

9. Cytométrie en flux 

 

 Différents marquages ont été analysés par cytométrie en flux (RANK, CD3). Les 

étapes nécessaires à ces marquages sont décrites ci-dessous et sont toutes réalisées à 4°C et 

suivies d’une centrifugation de 2 min à 1500g. 100 000 cellules, préalablement récoltées ou pu-

rifiées, sont culotées dans une plaque 96 puits à fond conique. Après plusieurs lavages avec une 

solution de PBS, les cellules sont incubées pendant 15 min avec une solution de blocage (PBS 

supplémenté avec 10 % de SVF ou Human BD Fc-Block (BD Biosciences)). S’ensuivent plu-

sieurs lavages à l’aide d’une solution de PBS supplémentée en SVF (10%) avant d’incuber les 

cellules pendant 30 min avec l’anticorps primaire directement couplé à un fluorochrome. Pour 

finir, après de nouveaux lavages, les cellules sont resuspendues dans une solution de PBS afin 

d’être analysées à l’aide du cytomètre FC500 (Beckman Coulter), suivant les recommandations 

du fournisseur. 
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10. Etude du métabolisme énergétique 

 

 Une première étude du métabolisme énergétique a été initiée en collaboration avec le 

Dr. Claire PECQUEUR, de l’unité INSERM U892 de Nantes (les détails techniques ne seront 

pas abordés). Les tests de cette étude reposent sur l’utilisation des kits « XF cell mito » et « XF 

glycolysis stress » (Agilent, Santa Clara, CA, États-Unis). Les mesures sont acquises et analysées 

à l’aide d’un analyseur XFe24 Analyser (Agilent). Le principe de ces tests repose sur la mesure 

de la vitesse de consommation d’oxygène (OCR : oxygen consumption rate) et sur la vitesse 

d’acidification du milieu extracellulaire (ECAR : Extracellular Acidification rate) en fonction de 

l’ajout de différents inhibiteurs des voies étudiées (Figure 39). Ainsi, ces kits permettent 

l’étude de la phosphorylation et de la glycolyse. 

 

 

 

10.1. Etude de la phosphorylation 

 Les cellules sont placées dans un milieu spécifique contenant du glucose, du pyruvate et 

de la glutamine. Puis, les inhibiteurs suivants sont ajoutés de façon progressive :  

 l’oligomycine inhibe l’ATP synthétase (complexe V) en bloquant le flux de protons, 

 le FCCP (Carbonyl cyanide-p-trifluoromethoxyphenylhydrazone) est un agent décou-

plant conduisant à la perméabilisation de la membrane mitochondriale, 

 l’antimycine et la roténone sont des inhibiteurs des complexes I et III respectivement. 

 

Figure 39 | Exemple de résultats pour l’étude de la phosphorylation oxydative (A) et de la 
glycolyse (B) 

L’ajout progressif d’inhibiteur permet d’étudier les paramètres clefs de ces deux voies. 



 

-114- 
 

10.2. Etude de la glycolyse 

 Les cellules sont conditionnées dans un milieu spécifique contenant comme unique 

source d’énergie de la glutamine (absence de glucose et de pyruvate). Du glucose est ajouté 

après le début de l’expérience, puis les inhibiteurs suivants sont ajoutés de façon progressive :  

 l’oligomycine, 

 le 2-DG (2-Deoxy-D-glucose) qui est un analogue du glucose permettant d’inhiber la 

glycolyse. 
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IV- Statistiques 

 

 Les analyses statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel GraphPadPrism version 6 

(GraphPad Software, San Diego, CA, États-Unis). Pour les expériences in vivo, les résultats ont 

été analysés par un test de Kruskal-Wallis. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne 

± standard error of mean (SEM). Pour les expériences in vitro, un test de Student non apparié a 

été réalisé. Les résultats sont présentés sous forme moyenne ± strandard deviation (SD). Les 

résultats sont considérés comme significatifs pour p<0,05. (***p<0,0001; **p<0,01; *p<0,05). 



 

 
 

Partie I : 

Etude de l’implication des Dlx dans 

la physiopathologie de 

l’ostéosarcome
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 Une étude préliminaire du laboratoire portant sur l’expression des gènes de la famille 

Dlx dans différentes lignées d’ostéosarcomes a permis d’affiner l’hypothèse selon laquelle les 

gènes Dlx pourraient être impliqués dans la physiopathologie de l’ostéosarcome. En effet, les 

résultats obtenus ont montré que les six gènes Dlx étaient exprimés dans les lignées humaines 

(Figure 40) et que Dlx1, Dlx3 et Dlx4 l’étaient dans les lignées murines (Figure 40). 

L’expression de Dlx1 et Dlx4 dans l’ensemble des lignées testées est « anormale » puisque ces 

gènes ne sont pas exprimés au cours de l’ostéoblastogenèse physiologique (Figure 30), et très 

peu exprimée dans les différents tissus adultes.  

 

 

 

Figure 40 | Expression des gènes de la famille Dlx dans les différentes lignées 
d’ostéosarcomes du laboratoire  

Les résultats sont normalisés par rapport à la -actine et ils sont rapportés à l’expression dans les cellules 
SaOS2 pour les cellules humaines et à celle des cellules MOS-J pour les cellules murines. 
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 Au-delà de ces résultats, une analyse plus précise (lignées SaOS2 et MOS-J) a permis de 

mettre en évidence une expression plus importante du transcrit de Dlx4 comparativement aux 

autres gènes Dlx (Figure 38).  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 Ces observations ont conduit à formuler l’hypothèse selon laquelle Dlx4 pourrait être 

impliqué dans les processus de prolifération tumorale, de néoapposition ostéoïde et/ou 

d’ostéolyse péritumorale. Consécutivement notre étude s’est principalement focalisée sur le 

gène Dlx4. 

 

 Afin de déterminer son implication dans la prolifération tumorale, une première ap-

proche consistant à utiliser des sous-clones (PG1, PG2 et A3N) dérivés de la lignée MOS-J 

avec différents niveaux d’expression de Dlx4 a été concluante (Figure 42). En effet, dans cette 

expérience, une corrélation entre le niveau d’expression de Dlx4 et la vitesse de prolifération a 

pu être observée in vivo comme in vitro. 

 

 

Figure 41 | Expression relative des gènes de la famille Dlx dans deux lignées de références 
d’ostéosarcomes du laboratoire  

L’expression relative des différents Dlx a été analysée dans la lignée humaine SaOS2 (A) et dans la lignée 
murine MOS-J (B) par qPCR. 

A            B                                 
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 L’objectif des travaux présentés dans cette partie était dans un premier temps de valider 

l’implication de Dlx4 dans la prolifération tumorale puis dans un second temps d’analyser 

l’éventuelle implication de Dlx4 dans la néoformation osseuse tumorale et le « contrôle » de 

l’ostéolyse péritumorale. La comparaison de sous-clones MOS-J avec des taux d’expression de 

Dlx4 différents n’étant pas suffisante à la démonstration, la stratégie expérimentale a consisté à 

surexprimer Dlx4 dans le sous-clone ayant la plus faible expression, et à invalider l’expression 

de Dlx4 dans le sous-clone ayant la plus forte expression, puis à analyser in vitro et in vivo les 

effets obtenus comparativement aux cellules non modifiées.  

 

 Pour ce faire, il était nécessaire dans un premier temps de créer les outils permettant de 

surexprimer ou d’inhiber Dlx4 dans les lignées tumorales, mais également de caractériser de 

façon plus précise l’organisation génomique du gène Dlx4 chez la souris. En effet, le gène Dlx4 

code pour deux isoformes chez l’homme : Dlx4 et BP1 [476].  

 

 

 

 

 

Figure 42 | Données préliminaires concernant l’implication de Dlx4 dans la prolifération 
tumorale  

Expression de Dlx4 (A) et suivi tumoral in vivo (B) des différents clones dérivés des cellules MOS-J.  
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I- Caractérisation du système Dlx4 chez la souris 

 

 L’organisation génomique du système Dlx4 est encore mal connue. En effet, bien que 

chez l’homme, la présence de deux transcrits codant pour les protéines DLX4 et BP1 soit bien 

définie, il semblerait qu’il existe d’autres transcrits (variants) hypothétiques comme le montrent 

les annotations (expérimentales ou prédictives) présentes dans la base de données du National 

Center for Biotechnology information (NCBI) (Figure 43), et dans les différents navigateurs 

de génome comme Ensembl ou Vega. 

 

 Chez la souris (Figure 43), les données actuelles décrivent seulement un seul transcrit 

codant pour la protéine DLX4. Aucune donnée sur la présence de BP1 n’existe. Cependant, 

plusieurs annotations et données expérimentales suggèrent l’existence d’un transcript antisens 

de Dlx4. 

 

 

 Un screening des transcrits Dlx4 et BP1 dans plusieurs lignées (ou cultures primaires) 

d’ostéosarcomes et de glioblastomes révèle que Dlx4 et BP1 sont exprimés de façon importante 

dans l’ensemble des échantillons analysés comparativement aux cellules souches mésenchyma-

teuses différenciées ou non (Figure 44). Ainsi, l’étude de l’implication de Dlx4 dans la physio-

pathologie de l’ostéosarcome à l’aide de modèles de cellules murines nécessitait dans un pre-

Figure 43 | Annotations des gènes Dlx4 humain et murin présentes dans la base de don-
nées du NCBI 

Chez l’homme, la présence de deux transcrits codant pour Dlx4 et BP1 est mise en évidence 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1748). Chez la souris, un seul transcrit codant pour DLX4 est présent 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/13394). Informations consultées en août 2016. 
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mier temps de valider l’existence de la protéine BP1 chez la souris. Pour cela, la recherche de 

transcrit a été entreprise par des techniques de RACE-PCR, de PCR « glissante » et 

d’hybridation (Northern-Blot). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 44 | Expression de Dlx4 et de BP1 dans des lignées et cultures primaires 
d’ostéosarcomes et de glioblastomes 

Les expressions de Dlx4 (A) et BP1 (B) sont normalisées par rapport à la 2-microglobine et rapportées à 
l’expression dans les cellules souches mésenchymateuses non différenciées. Le ratio de l’expression de Dlx4 
sur celle de BP1 est également représenté (C). 



 

-122- 
 

1. Identification de nouveaux transcrits de Dlx4 chez la souris 

 

1.1. Race-PCR 

 Plusieurs expériences de RACE-PCR ont été réalisées afin d’identifier de nouveaux 

transcrits pour le gène Dlx4 murin. Pour ce faire, des échantillons d’ARN d’embryon de souris 

C57BL/6JRj et de cellules MOS-J ont été utilisés. 

 

 L’expérience de 5’ RACE visant à mettre en évidence de nouveaux transcrits de par 

leur site d’initiation en 5’ de l’exon 2 a été réalisée à l’aide de deux amorces antisens différentes. 

Une amorce située dans l’exon 3, (mDlx4_qr2 ; 5’ CTTGGGTAGACCCCAGATGA 3’) afin 

de reconnaître toutes les formes potentielles de Dlx4, et une amorce chevauchant la jonction 

Intron 1 – Exon 2, (GSP_cpl1_qr1 ; 5’ CTGGGAGGCAGAAGAACACTAAGC 3’) afin de 

favoriser la découverte de BP1 dans le cas où cette isoforme présenterait la même structure que 

chez l’homme. Après clonages, plusieurs clones ont été obtenus (Figure 45) et purifiés afin 

d’être séquencés. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 45 | Clones obtenus à l’issue de l’expérience de 5’ RACE 
Après l’étape de 5’RACE, des PCRs sont réalisées sur l’échantillon d’ADNc-RACE avec différentes amorces 
de séquences connues. Le produit de PCR est alors cloné par TA cloning et les différents clones obtenus sont 
purifiés et envoyés à séquencer. 
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 Parmi les séquences reçues, plusieurs clones contenaient une partie seulement de la 

séquence de l’ornithine décarboxylase, dûe au chevauchement en 3’ de quelques nucléotides de 

l’amorce antisens GSP_cpl1_qr1. Néanmoins, les autres clones obtenus notamment avec 

l’amorce antisens mDlx4_qr2 ont fourni des résultats plus concrets en identifiant plusieurs 

transcrits de Dlx4 avec des 5’UTR (untranslated region) plus ou moins longs. Cependant, les 

clones analysés n’ont pas permis de mettre en évidence une forme BP1. 

 

 Concernant l’expérience de 3’ RACE, permettant de déduire l’extrémité 3’ des trans-

crits, celle-ci a été réalisée sur les mêmes ARN (avec en plus des ARN de cellules PG1) en utili-

sant deux amorces sens différentes. La première amorce est située au sein de l’exon 3 de Dlx4 

(mDlx4_qf2 ; 5’AGCTCCAACACCTGAACCAG 3’) et la deuxième chevauche l’intron 1 et 

l’exon 2 (GSP_cpl1_qf1 ; 5’GCTTAGTGTTCTTCTGCCTCCCAG 3’).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figure 46 | Clones obtenus à l’issue de l’expérience de 3’ RACE 
Après l’étape de 3’RACE, des PCRs sont réalisées sur l’échantillon d’ADNc-RACE avec différentes amorces 
de séquences connues. Le produit de PCR est alors cloné par TA cloning et les différents clones obtenus sont 
purifiés et envoyés à séquencer. 
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Tableau 17| Listes des amorces utilisées pour la PCR glissante en 5’ 

 Parmi tous les clones obtenus par cette expérience, aucun résultat probant n’est ressorti 

mise à part la séquence du gène Dlx4, confirmant ainsi que les différentes isoformes de Dlx4 

possèdent la même terminaison (Figure 46).  

 

1.2. PCR glissante 

 Dans un objectif similaire, l’identification de nouveaux transcrits a été abordée en réali-

sant des expériences de PCR glissantes. Pour ce faire, afin d’identifier de nouvelles extrémités 

5’, les PCRs ont été réalisées en prenant une amorce antisens commune (l’amorce mDlx4_qr2) 

à toutes les réactions de PCR et une série d’amorces sens (Tableau 17). Cette série a été dessi-

née, en se basant sur la séquence génomique de Dlx4, dans la région en amont de l’exon 2 de 

Dlx4, sur une zone de 1200 pb en essayant d’espacer les amorces d’environ 200 pb à chaque 

fois. Après migration des différents produits de PCR réalisées sur des cDNA d’embryon, la 

courbe Log(nbr de base) en fonction de la distance de migration a été tracée afin de permettre 

de déterminer précisément la taille des différents fragments observés.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Ainsi, dans les puits 11 à 14 (Figure 47), un fragment correspondant à la taille attendue 

pour l’ADN génomique est bien observé à des tailles respectives d’environ 751, 791, 987 et 

1441 pb (pour des tailles prédictives de 824, 883, 1040 et 1390 pb). En supposant que l’intron 2 

de Dlx4 murin, d’une taille de 319 pb, soit « splicer » comme pour la forme humaine de BP1, le 

transcrit murin devrait se trouver dans ces mêmes puits à une taille de 505, 564, 721 et 1071 pb. 

C’est bien ce qui est observé, puisqu’une bande est retrouvée constamment sous la bande 

d’ADNg dans les puits 11 à 14 avec une différence de taille constante d’environ 319 pb. De 

plus, la détermination de la taille de ces bandes (428, 476, 634 et 1040 pb) est proche des va-

leurs théoriques. À partir de la position -733 en amont de l’exon 2, aucune trace de BP1 n’est 
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détectée, ce qui signifie que le début de la transcription de cet ARN se situerait entre -1044 et -

733 pb avant l’exon 2. 

 

 De façon intéressante, une autre bande est observée dans ces puits avec une taille infé-

rieure à celle de l’ADNg et du transcrit de BP1. Cette bande est présente de façon constante et 

possèderait une centaine de paire de bases de moins que BP1. Ce nouveau transcrit sera nom-

mé BP2. 

 

 
 Afin d’aller plus loin dans cette analyse, la recherche de la terminaison de ces transcrits 

a été entreprise en réalisant la même expérience en 3’. Pour ce faire, sur la base des informa-

tions obtenues, deux amorces sens situées dans la fin de l’intron 1 ont été utilisées (-733_qf et 

mBP1_dect_fw), ainsi que de multiples amorces antisens prises dans la fin de l’exon 3 et de la 

région 3’UTR de Dlx4 (Tableau 18). La position relative de ces amorces est donnée par rap-

port à la position du codon-stop de Dlx4. Ainsi l’amorce +200_rev est prise à 200 pb de base 

en aval du codon-stop, les amorces -113, -440 et -796 sont prises en amont du codon-stop. 

Enfin, une amorce est prise à la fin de la région 3’UTR de Dlx4. 

 

 

 

 

Figure 47 | Produits obtenus à l’issue de la PCR glissante en 5’ 
Chaque réaction de PCR a été réalisée avec une amorce antisens commune et une amorce sens prise dans 
l’intron1. Après migration, une estimation de la taille des fragments est réalisée et les données mesurées sont 
fournies dans la table ci-dessus. 



 

-126- 
 

Tableau 18| Listes des amorces utilisées pour la PCR glissante en 3’ 

 

 

 

 

 

 Les résultats obtenus avec l’amorce -700_qf (Figure 48) montrent que les différents 

transcrits identifiés préalablement ont tous la même terminaison. En effet, la migration des 

différents produits de PCR met en évidence trois bandes, dont la plus haute est celle corres-

pondant à l’ADN génomique, qui sont toutes retrouvées aux alentours des tailles prédites, et ce 

avec un espacement constant. Il est a noté que les amorces situées en aval de la terminaison de 

Dlx4 n’ont reconnu aucune séquence, cela signifie donc que les transcrits BP1 et BP2 ont la 

même terminaison que Dlx4.  

 

 

Figure 48 | Produits obtenus à l’issue de la PCR glissante en 3’ 
Les réactions ont été réalisées à chaque fois avec une amorce sens commune, soit l’amorce -700_qf (A) ou 
Bp1_dect_fw (B), et plusieurs amorces antisens prises dans la fin de l’exon 3 et dans la région 3’UTR de 

Dlx4. 
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 Concernant les résultats obtenus avec la seconde amorce sens (mBP1_dect), il s’avère 

que seul BP1 est détecté. Ceci suggère que cette amorce se situe dans un exon de BP1, mais 

potentiellement dans un splicing de BP2. 

 

 Les produits de PCR obtenus avec les amorces -700_qf et -113_rev ont été clonés par 

TA cloning, et ce afin d’être isolés et amplifiés pour permettre le séquençage des transcrits BP1 

et BP2. Les résultats obtenus (Figure 49) confirment les prédictions, c’est-à-dire que BP1 cor-

respond à un transcrit qui conserve au moins les 700 dernières bases de l’intron 1 de Dlx4 et la 

terminaison exon2-exon3 de Dlx4 (c’est-à-dire avec un splicing de l’intron 2 de Dlx4). Pour 

BP2, la séquence obtenue montre que la forme BP2 est identique à la forme BP1 à l’exception 

d’un splicing de 129 pb juste avant le début de l’exon 2 de Dlx4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 49 | Séquences nucléotidiques des transcrits BP1 et BP2 

La séquence présentée, ci-dessus, dans son intégralité correspond à la séquence du transcrit BP1. La séquence 
de BP2, elle, correspond à la même séquence délétée des 129 pb soulignées et en italique. Ces deux transcrits 
conservent l’intégralité des exons 2 et 3 de Dlx4. 

 



 

-128- 
 

1.3. Northern Blot 

 Un northern-blot a été réalisé sur différents échantillons d’ARN d’embryon (E12.5 ; 

E14.5) et de cellule MOS-J. Après migration et transfert, les blots ont été révélés à l’aide d’une 

sonde reconnaissant l’ensemble de la forme longue de Dlx4 ou d’une sonde reconnaissant seu-

lement la partie Ex2/Ex3. Les résultats obtenus semblent mettre en évidence plusieurs trans-

crits (Figure 50). D’une part, la détection d’une bande à environ 2,5 kb confirme la présence 

de Dlx4 dans les cellules MOS-J. En effet, la taille théorique du transcrit est de 2,3 kb. D’autres 

parts, plusieurs bandes sont observées aux alentours de 1,4/1,6 kb suggérant la présence 

d’autres transcrits. Il pourrait s’agir de BP1 pour la première forme, puisque le transcrit BP1 

humain à une taille théorique de 1,4 kb. La deuxième forme pourrait être BP2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 50 | Northern Blot révélé avec des sondes reconnaissant toutes les formes de Dlx4 
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Tableau 19| Séquences protéiques de BP1 et BP2 

1.4. Prédictions bioinformatiques de l’organisation des transcrits 

 Sur la base des données de séquençages obtenues après la technique de PCR « glis-

sante », des prédictions de phases ouvertes de lecture ont été réalisées à l’aide de l’outil ORF 

finder (NCBI). Ces prédictions ont permis de déterminer une organisation des transcrits BP1 et 

BP2 (Figure 51).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 Ces prédictions semblent indiquer que le transcrit BP2 a la capacité de coder pour une 

protéine de 162 acides aminés qui conserve l’homéodomaine de DLX4. D’après ces mêmes 

prédictions, il s’avère que la forme BP1 ne coderait à priori pour aucune protéine, puisque son 

initiation (à l’aide du même codon que BP2), est stoppée par plusieurs codon-stop. Ces codons 

étant présents dans le splicing de 129 pb, cela permet d’obtenir BP2, suggérant l’idée que BP1 

puisse être une forme de prémessager de BP2. Les séquences des protéines BP1 et BP2 sont 

fournies ci-dessous (Tableau 19). 

 

Figure 51 | Structures des transcrits BP1 et BP2 et des protéines codées 
Prédiction des phases ouvertes de lecture à partir des transcrits de Dlx4 
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2. Screening de tissus et de lignées cellulaires pour l’expression de 

BP1 et BP2 

 

 L’analyse de plusieurs échantillons d’extraits d’embryons, de tissus ou de cellules a 

permis de mettre en évidence que BP1 est principalement exprimé de façon stade spécifique à 

E10.5 ; E11.5 et E12.5 (Figure 52). En ce qui concerne BP2, il est retrouvé seulement à E12.5. 

Par ailleurs, BP1 serait également exprimé dans les cellules MOS-J PG1, K7M2 et POS-J (résul-

tats non montrés). Aucune autre détection de BP2 n’a été faite dans ces différents échantillons. 

Un screening plus large, notamment par PCR quantitative, d’une multitude de tissus et de li-

gnées serait nécessaire afin d’avoir un aperçu de l’expression de ces transcrits. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 Les échantillons étudiés par PCR standard ont ensuite été analysés par PCR quantita-

tive. Les données recueillies montrent que Dlx4 est exprimé de façon très faible dans la majori-

té des tissus analysés et de façon plus importante dans l’os (moelle osseuse incluse) et dans 

l’embryon avec un pic d’incidence à E12.5 (Figure 53). Confirmant les analyses préliminaires, 

la présence de Dlx4 est relevée dans les trois lignées murines d’ostéosarcomes (K7M2, POS-1, 

MOS-J). 

A 

 

B 

 

Figure 52 | Analyse de la présence des transcrits de BP1 et BP2 dans divers tissus et cel-
lules par PCR standard 

Des PCR ont été réalisées à l’aide de l’amorce sens -700_fw et de l’amorce antisens mDlx4_qr2 utilisées pour 
l’expérience de PCR glissante.  
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 En ce qui concerne BP1, ce transcrit est surtout retrouvé dans l’embryon à E12.5 et 

dans l’os, alors que l’expression de BP2 est plus variée. En effet, l’expression de BP2 est détec-

tée dans le rein, l’os et l’embryon au stade compris entre 10.5 et 12.5 et au stade 14.5. De façon 

intéressante, l’expression de BP2 semble diminuer progressivement entre les stades embryon-

naires 10.5 et 12.5. Ainsi il semblerait intéressant d’analyser l’expression de BP2 à des stades 

embryonnaires plus précoces. 

 

 Enfin, parmi les lignées murines d’ostéosarcomes, seule la lignée K7M2 semble expri-

mer BP2, quant à BP1 il n’est pas exprimé dans ces lignées.  

 

3. Confirmation de l’existence d’une protéine pour BP2 

 

 Afin de valider l’existence d’une protéine pour BP2, et de confirmer sa séquence en 

particulier son site d’initiation, il a été décidé de surexprimer le transcrit à l’aide d’un plasmide 

permettant d’ajouter un tag c-myc/6xHistidine à l’extrémité C-terminale de la protéine. Dans le 

même temps, le transcrit de Dlx4 a été traité de la même façon afin d’avoir un contrôle du 

fonctionnement du système. Après production de la protéine BP2 dans des cellules HEK 

293FT, cette dernière a été purifiée et analysée par Western-blot à l’aide d’un anticorps anti 

6xHistidine. 

 

Figure 53 | Analyse transcriptionnelle des transcrits Dlx4, BP1 et BP2 dans divers tissus et 
cellules 

Des PCR ont été réalisées à l’aide de l’amorce sens -700_fw et de l’amorce antisens mDlx4_qr2 utilisées pour 
l’expérience de PCR glissante.  
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 Le résultat obtenu permet de valider le fonctionnement du système puisque la protéine 

Dlx4 est retrouvée à sa taille habituelle (Figure 54). En ce qui concerne le transcrit BP2, celui-

ci a produit une protéine dont la taille est d’environ 18 kDa (Figure 54). Ce résultat est proche 

de celui attendu puisque la taille prédictive de cette protéine est d’environ 16 à 17 kDa, suggé-

rant ainsi que l’initiation de la protéine se fait bien à l’endroit prédit. Néanmoins, une purifica-

tion de plus haute qualité est nécessaire afin de permettre de séquencer la protéine. Ce séquen-

çage permettra ainsi de confirmer la séquence de la protéine afin de produire un anticorps spé-

cifique dirigé contre cette dernière (sur les 10 premiers AA) pour réaliser un screening de tissu 

par immunohistologie.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 54 | Détection de la protéine BP2 marquée à l’aide d’une séquence c-myc/6xHIS 
Après purification et migration, les extraits protéiques des cellules contrôles (natives (NT), ou vecteur vide 
(CAT)), des cellules surexprimant les formes non taguées (Dlx4 ou BP2) ou taguées (Dlx4 6xHis et BP2 
6xHis) de Dlx4 et de BP2 sont révelés à l’aide d’un anticorps reconnaissant le tag 6xHis.  
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II- Modulation du système Dlx4 dans des ostéosarcomes 

murins 

 
 L’objectif principal de ces travaux était de valider l’implication de Dlx4 ou de ses autres 

transcrits dans la prolifération tumorale. En effet, une première approche basée sur l’utilisation 

de sous-clones de la lignée cellulaire MOS-J exprimant de façon différente Dlx4 s’est avérée 

concluante. Pour valider ces observations, la surexpression de Dlx4 dans le sous-clone A3N, 

ayant la plus faible expression de Dlx4, a été réalisée à l’aide d’un plasmide dans lequel a été 

inséré l’ADNc de Dlx4. Si l’hypothèse de départ est valable, l’augmentation de la prolifération 

des cellules A3N devrait être visible. Dans le même temps, l’invalidation de l’expression de 

Dlx4 dans le sous-clone PG1, ayant la plus forte expression, a été réalisée par une approche 

d’ARN interférence ciblant spécifiquement Dlx4. Par ailleurs, afin de comprendre le rôle du 

transcrit BP2, celui-ci a été transfecté dans les cellules A3N et PG1 dans le but d’observer si le 

transcrit à un rôle dans la prolifération tumorale de façon dépendante ou non de l’expression 

de Dlx4 (ratio). 

 

1. Etude de l’implication de Dlx4 dans la prolifération tumorale 

 

1.1. Surexpression de Dlx4  

 Le vecteur d’expression de Dlx4, obtenu en clonant la majeure partie de l’ADNc de 

Dlx4, a été transfecté dans le clone A3N. Après une sélection des cellules ayant intégré le plas-

mide de façon stable, le niveau d’expression de Dlx4 a été évalué par RT-qPCR dans les diffé-

rentes cultures. Les résultats obtenus (Figure 55) pour les cultures utilisées lors de 

l’expérimentation in vivo sont présentés ci-dessous. Les deux cultures retenues, A3ND1 et 

A3ND4, surexpriment bien Dlx4 par rapport au clone natif A3N. L’A3ND1 surexprime 6 fois 

plus Dlx4 que la cellule A3N native et l’A3ND4 le surexprime 40 fois plus. Au final, ceci per-

met d’avoir une culture exprimant Dlx4 de façon équivalente au PG1, et une culture 

l’exprimant beaucoup plus.  
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 Préalablement à l’expérience in vivo, des tests de viabilité cellulaire in vitro (WST-1) ont 

été réalisés. Les résultats de ces tests ne montrent aucune différence significative des capacités 

prolifératives des cellules A3ND1 et A3ND4, surexprimant Dlx4, par rapport aux cellules na-

tives A3N (Figure 56). Cependant, ces tests de viabilité confirment la différence de proliféra-

tion entre les cellules A3N et PG1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 55 | Analyse de l’expression transcriptionnelle de Dlx4 dans les cellules A3N le su-
rexprimant 

L’expression des transcrits de Dlx4 a été mesurée pour les cultures A3N et PG1 natives ainsi que pour les 
cultures surexprimant Dlx4 (A3ND1 et A3ND4). Les niveaux d’expression ont été normalisés par rapport au 
transcrit de l’ACTB et exprimés comme la moyenne des échantillons ± écart-type. Test de Student : **p< 
0.01 ; * p< 0.05 ; ns : non significatif. 

Figure 56 | Viabilité cellulaire des clones A3N surexprimant Dlx4 
Les valeurs sont exprimées comme la moyenne ± SD rapportée à la cellule A3N.  
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 Par la suite, les cultures surexprimant Dlx4 ont été injectées à des souris C57BL/6JRj 

afin d’établir un suivi de la vitesse de progression tumorale. Les résultats obtenus montrent 

clairement qu’il n’y a pas de différence significative de prolifération in vivo entre les tumeurs 

induites par l’injection de cellules natives (A3N) ou surexprimant Dlx4 (Figure 57). Un départ 

rapide de la croissance tumorale avec les cellules surexprimant Dlx4 n’a pas été observé comme 

cela aurait pu être attendu (similaire au PG1). Toutefois, une légère hétérogénéité est observée 

dans la vitesse de prolifération au sein des groupes de souris injectés avec les cellules modifiées 

pour surexprimer Dlx4. L’ensemble de ces résultats est cohérent avec les données obtenues in 

vitro à l’aide du test de viabilité cellulaire. 

 

 

 

 

Figure 57 | Effet de la surexpression de Dlx4 sur la vitesse de prolifération des clones A3N 
in vivo 

Chaque groupe de souris a été injecté avec 3 millions de cellules A3N (A), A3ND4 (B) ou A3ND1 (C). Le 
nombre d’individus pour chaque groupe est respectivement de (n=4), (n=5) et (n=6). La valeur moyenne des 
volumes tumoraux pour chaque groupe d’individus ± SEM a été représentée (D) et la différence de proliféra-
tion testée avec un Test de Kruskal-Wallis.  
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1.2. Inhibition de Dlx4 par shRNA 

 La lignée MOS-J PG1 a été transduite à l’aide de différentes particules lentivirales con-

tenant la séquence de shARN dirigée contre Dlx4. Après une première amplification, les cel-

lules ont été triées par rapport à l’expression de la GFP, permettant d’obtenir des populations 

oligoclonales exprimant les shARNs. Les cellules ont ensuite été étudiées pour l’expression de 

Dlx4. Les résultats obtenus montrent que le shARN 207 diminue de 30% l’expression de Dlx4, 

même si ce résultat ne ressort pas signicatif (Figure 58). Concernant le shARN 1128, celui-ci 

permet de diminuer de 70 % l’expression de Dlx4 (Figure 58). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Après validation des niveaux d’expression du gène Dlx4, le clone PG1 et ses formes 

transduites par les shARNs (sh207 et sh1128) ont été injectés à des souris C57BL/6JRj. Les 

résultats concernant le suivi de la progression tumorale de ces animaux sont fournis ci-dessous 

(Figure 59). Le suivi individuel des animaux pour le sh207 (Figure 59-A) et le sh1128 

(Figure 59-C) permet d’observer que la progression des tumeurs induites n’est pas homogène 

au sein des différents groupes d’animaux, contrairement à ce qui est habituellement observé 

avec les cellules PG1. De plus, alors que les cellules PG1 induisent une tumeur dans 100 % des 

cas, cela ne semble pas être le cas pour le sh1128. 

Figure 58 | Analyse de l’expression transcriptionnelle de Dlx4 dans les cellules PG1 trans-
duites par les shARN anti-Dlx4 

L’expression des transcrits de Dlx4 a été mesurée pour les cultures A3N et PG1 natives ainsi que pour les 
cultures transduites par les sh207 et sh1128. Les niveaux d’expression ont été normalisés par rapport au 
transcrit de l’ACTB et exprimés comme la moyenne des échantillons ± écart-type. Test de Student : * p< 
0.05 ; ns : non significatif. 
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 L’étude des résultats obtenus avec le sh207 (Figure 59-A) met en évidence l’existence 

de deux groupes distincts (Figure 59-B) : un groupe de deux individus ayant une croissance 

tumorale identique à celle de la cellule PG1, et un autre groupe de trois individus, dont les tu-

meurs sont parties avec environ 10 jours de retard. Ces résultats suggèrent que le sh207 a bien 

un effet inhibiteur sur Dlx4, malgré les observations non significatives faites sur l’expression de 

ce transcrit. 

 

Figure 59 | Etude de l’effet de l’inhibition de Dlx4 sur la vitesse de prolifération du clone 
PG1 in vivo 

Chaque groupe de souris a été injecté avec 3 millions de cellules PG1-sh207 (A) ou PG1-sh1128 (C) et com-
paré à un autre groupe de souris ayant reçu les cellules natives PG1 (B et D). Au sein des différents groupes 
(A) et (C), les individus présentant un développement tumoral similaire ont été regroupés afin de comparer 
leurs tendances par rapport aux individus ayant reçu les cellules PG1. La valeur moyenne des volumes tumo-
raux pour chaque groupe d’individus ± SEM a été représentée et la différence de prolifération testée avec un 
Test de Kruskal-Wallis. 
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 En ce qui concerne le sh1128, l’analyse des courbes de progression tumorale (Figure 

59-C) permet également d’observer deux groupes d’individus distincts (Figure 59-D) : trois 

individus dont la progression est similaire aux cellules natives PG1, et deux individus dont la 

tumeur est partie très tard voire pas du tout. De la même façon, ce shARN qui induit une 

baisse de l’expression du transcrit de Dlx4 de 70% semble retarder ou inhiber la croissance 

tumorale chez certains individus uniquement.  

 

 L’ensemble des résultats obtenus semble être en accord avec l’hypothèse selon laquelle 

Dlx4 jouerait un rôle dans la prolifération tumorale. En effet, malgré la présence d’individus 

chez lesquels les shARNs ne semblent pas avoir d’effet (3 individus pour le sh1128 et 2 indivi-

dus pour le sh207), les observations faites montrent un retard dans la croissance des tumeurs, 

voire même une absence de cette progression. Ces résultats reliés à ceux de l’analyse transcrip-

tionnelle semblent cohérents, dans le sens où l’effet anti-prolifératif le plus marquant est asso-

cié au sh1128. Toutefois, les résultats de cette expérimentation in vivo sont en contradiction 

avec des tests de viabilité cellulaire in vitro, réalisés en parallèle, qui n’ont pas permis de mettre 

en évidence de différence significative de prolifération entre les cellules natives ou transduites 

par les shARN anti-Dlx4 (Figure 60). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figure 60 | Viabilité cellulaire des clones issues des cellules PG1 transduites par les shARN 
anti-Dlx4 

Les valeurs sont exprimées comme la moyenne ± SD rapportée à la cellule PG1.  
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 Pour aller plus loin dans la compréhension des différents résultats obtenus, certaines 

pièces tumorales et métastases ont été remises en culture au fur et à mesure de l’avancée de 

l’expérience précédente. Les différents clones obtenus ont donné naissance à plusieurs lignées 

cellulaires qui ont été analysées pour l’expression de Dlx4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Les données obtenues sont très contrastées, puisque les différents clones issus de 

l’injection du sh207 ont un taux d’expression de Dlx4 plus faible qu’auparavant (Figure 61). 

Pour le sh1128, le résultat est inverse, les différents clones ont tous un taux d’expression de 

Dlx4 plus élevé (Figure 61). De façon intéressante, à l’exception des éléments de la souris 

3688, la plupart des métastases remises en culture ont un taux d’expression de Dlx4 proche des 

cellules récupérées au niveau de la pièce tumorale. Globalement, ces résultats semblent indiquer 

que l’expression de Dlx4, dans ces nouvelles cultures, converge vers une valeur stable représen-

tant 40 à 50 % de l’expression de Dlx4 par les cellules PG1. Ainsi, il semblerait que la perturba-

tion de Dlx4 dans les cellules PG1 conduise à une sélection de cellules tumorales « résistantes » 

(ou plus stable) possédant une expression de Dlx4 intermédiaire. 

Figure 61 | Analyse de l’expression transcriptionnelle de Dlx4 dans les cellules issues des 
pièces tumorales remises en culture 

L’expression des transcrits de Dlx4 a été mesurée dans les différentes lignées obtenues après remise en culture 
de pièce tumorale (T) et de métastases (meta). Les niveaux d’expression ont été normalisés par rapport au 
transcrit ACTB et exprimés comme la moyenne des échantillons ± écart-type.  
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 Toujours dans un objectif de compréhension les clones 3693T et 3684M, caractérisés 

respectivement par une faible et une forte expression de Dlx4 (issues du sh1128), ont été injec-

tés, de façon similaire aux premières cellules modifiées par des shARN, à des souris 

C57BL/6JRj (Figure 62). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Les résultats obtenus sont très hétérogènes pour la culture 3693T (Figure 62-A), alors 

qu’ils le sont beaucoup moins pour la culture 3684M (Figure 62-B). Ainsi, la moyenne des 

individus injectés avec ces clones tend à se rapprocher de celle des individus ayant reçu les cel-

lules natives PG1, signifiant qu’il n’y a « plus d’effet » dû à l’inhibition de Dlx4 comme observé 

dans 50 % des cas sur l’expérience précédente (Figure 59 et Figure 62). Le fait que la progres-

sion des tumeurs des souris induites à l’aide de la culture 3693T soit très hétérogène signifie 

Figure 62 | Courbe de croissance des tumeurs induites à l’aide des cultures issues de la 
première expérience d’inhibiton de Dlx4 par shARN 

Les volumes tumoraux pour chaque individu injecté avec les cellules 3693 possèdant un faible taux de Dlx4 
(A), les cellules 3684 possèdant un fort taux de Dlx4 (B) et les cellules natives PG1 (C) sont représentés. La 
moyenne des volumes tumoraux pour chaque groupe d’individus +/- SEM a été calculée et représentée (D) 
pour faciliter la comparaison des différents groupes. Un test de Kruskal-Wallis a été réalisé pour tester la 
significativité des valeurs ; ns : non significatif. 
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Figure 63 | Analyse de l’expression transcriptionnelle de BP2 dans les cellules transfectées 
pour surexprimer BP2 

L’expression des transcrits de BP2 a été mesurée pour les cultures A3N et PG1 natives ainsi que pour les 
cultures transfectées à l’aide du plasmide pcDNA3.1+ BP2. Les niveaux d’expression ont été normalisés par 
rapport au transcrit ACTB et exprimés comme la moyenne des échantillons ± écart-type.  

 

sans doute que des processus d’échappement se mettent en place au cours du développement 

des tumeurs. 

 

 Afin de s’affranchir des problèmes de stabilité de l’inhibition de Dlx4, il a été décidé de 

sous-cloner les shARNs dans des plasmides permettant de contrôler l’expression des transcrits 

par un système de réponse à la tétracycline Tet-On. L’objectif principal de cette nouvelle expé-

rience étant d’induire normalement les tumeurs et de stopper la progression tumorale après 

quelques jours en activant la cassette d’expression du shARN. Si Dlx4 est réellement impliqué 

dans la prolifération des tumeurs, un arrêt ou une diminution de la vitesse de croissance des 

tumeurs devrait être observé. Pour l’heure, le clonage des différents éléments a été réalisé et les 

particules lentivirales restent à produire afin de valider la fonctionnalité du système. 

 

1.3. Etude de l’implication de BP2 dans la prolifération cellulaire 

 Suite à la découverte d’un nouveau transcrit codant pour Dlx4, et ne connaissant pas 

ses effets notamment sur la prolifération cellulaire, il a été décidé d’induire une surexpression 

de BP2 dans les cellules A3N et PG1. Plusieurs clones ont été obtenus, parmi ces derniers les 

clones dont l’expression de BP2 est présentée ci-dessous (Figure 63) ont été retenus pour 

réaliser des tests de viabilité cellulaire in vitro. Ces clones ont été choisis en raison de leurs taux 

faible et fort d’expression.  
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 Les résultats des tests de viabilité cellulaire réalisés pour les différents clones surexpri-

mant BP2 sont très disparates. En effet, pour les clones issus de la lignée A3N, aucune diffé-

rence significative n’est mise en évidence, contrairement aux cellules PG1 où un clone 

(PG1BP2-C1) semble avoir une prolifération plus lente (p = 0.067). Ainsi, ces tests ne permet-

tent pas de conclure sur le caractère anti- ou pro-prolifératif de BP2. 

 

 Après quoi, les clones présentant la plus forte expression de BP2 ont été injectés à des 

souris C57BL/6JRj, comme cela est décrit dans le « Matériel et méthodes ». Les résultats obte-

nus sont présentés ci-dessous pour le suivi tumoral et le nombre de métastases des différents 

individus (Figure 65). 

 

 Parmi les individus injectés avec la lignée A3N modifiée pour surexprimer BP2 

(A3NBP2-C1), il s’avère qu’une seule souris à développé une tumeur de façon lente sans at-

teindre le point éthique (Figure 65). Le sacrifice de cet animal a permis d’observer la présence 

d’une unique métastase pulmonaire alors que les individus ayant reçu les cellules natives A3N 

ont développé des tumeurs de façon habituelle et de nombreuses métastases (Figure 65).  

 

 Concernant les individus ayant reçu les cellules PG1 modifiées pour surexprimer BP2, 

les données recueillies indiquent qu’il n’y a pas de différence significative dans la progression 

tumorale des cellules modifiées (PG1BP2-C1), contrôles (PG1 pcDNA3.1), et natives (PG1) 

(Figure 65). De même, au niveau du nombre de métastases aucune différence n’est observée 

(Figure 65).  

 

Figure 64 | Viabilité cellulaire des clones surexprimant BP2 
Les valeurs sont exprimées comme la moyenne ± SD rapportée à la cellule native.  
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 Les résultats obtenus lors de cette expérimentation sont contradictoires dans le sens où 

dans la lignée A3N, la surexpression de BP2 empêche la prise des tumeurs alors que dans la 

lignée PG1, la même modification n’a aucun effet sur le développement des tumeurs et des 

métastases associées. Le renouvellement de cette expérience, avec l’ajout de clones supplémen-

taires, est nécessaire afin de valider le résultat observé avec les cellules A3N. En effet, si le ré-

sultat se confirme, une analyse plus approfondie des effets de BP2 devra être réalisée au sein 

des cellules A3N notamment par rapport au ratio BP2/Dlx4.  

 

 

 

Figure 65 | Effet de la surexpression de BP2 sur la vitesse de prolifération des clones A3N 
et PG1 in vivo 

Les individus ayant reçu les cellules A3N natives ou modifiées ont été injectés avec 3 millions de cellules alors 
que ceux injectés avec les cellules PG1 ont reçu 1 million de cellules. La croissance tumorale (A) pour chaque 
individu et le nombre de métastases (B) ont été représentés pour les cellules A3N et A3NBP2C1. La 
moyenne des volumes tumoraux ± SEM (C) et le nombre de métastases (D) ont été représentés pour les 
cellules PG1, PG1-pcdna3 et PG1BP2C1. Un test de Kruskal-Wallis a été réalisé pour tester la significativité 
des valeurs ; ns : non significatif. 
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2. Etude du métabolisme énergétique dans la cellule ostéosarcoma-

teuse en liaison avec l’expression de Dlx4 

 

 Au vu de la différence de prolifération entre les cellules A3N et PG1 et des résultats 

présentés précédemment suggérant que Dlx4 ne puisse pas être seul responsable de cette diffé-

rence, il semblait intéressant d’analyser les capacités glycolytiques et oxydatives de ces deux 

types de cellules, souvent affectées dans les cellules tumorales et connues pour impacter la pro-

lifération cellulaire [477]. De plus, suite à la transduction des cellules PG1 par les shARNs ci-

blant Dlx4, une très forte acidification du milieu a été observée suggérant un rôle potentiel de 

Dlx4 dans le métabolisme énergétique.  

 

 Une collaboration avec Mme Claire PECQUEUR du centre de recherche en cancéro-

logie Nantes – Angers (UMR 892), qui possède une expertise dans ce domaine, a été entreprise. 

Son équipe possède un analyseur de flux extracellulaire (XF24 Analyzer, Seahorse) permettant 

d’étudier le métabolisme cellulaire à l’aide des kits XF cell mito stress et XF glycolysis stress kit 

(Seahorse).  

 

 Ainsi, les cellules A3N, PG1 et PG1-sh207 ont été utilisées pour réaliser cette étude. 

Les résultats obtenus concernant l’analyse de la glycolyse sont présentés ci-dessous (Figure 

66). Le suivi de l’acidification extracellulaire et de la consommation d’oxygène ont permis 

d’évaluer la glycolyse basale, la capacité glycolytique maximale et les réserves en glucose d’une 

part et de mesurer le couplage de la glycolyse avec la chaîne respiratoire d’autre part. De façon 

remarquable, l’analyse de l’acidification extracellulaire induite par l’ajout de glucose (Figure 66-

A) semble mettre en évidence une efficacité de glycolyse plus importante chez les cellules PG1 

et sh207 comparativement aux cellules A3N. Ces résultats sont cohérents avec les différences 

de proliférations observées précédemment chez ces cellules. Par la suite, l’ajout d’oligomycine 

(inhibiteur de l’ATP synthétase) permettant de bloquer la synthèse d’ATP mitochondriale n’a 

aucun effet sur les trois lignées étudiées, alors qu’une augmentation du pH extracellulaire aurait 

dû être observée. En effet l’oligomycine en bloquant la synthèse d’ATP mitochondriale a pour 

conséquence de forcer la glycolyse pour compenser le manque d’ATP mitochondrial (Cf. Maté-

riel et méthodes), permettant ainsi d’évaluer la capacité maximale de la glycolyse. Pour terminer, 

les réserves en glucose des cellules ont été évaluées en ajoutant un analogue du glucose, le 

2DG, qui va bloquer la glycolyse. Les résultats obtenus semblent indiquer que les trois cellules 

possèdent un stock de glucose similaire. 
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 Dans le même temps, le suivi du taux d’utilisation de l’oxygène en absence de glucose 

et de pyruvate (Figure 66-B) semble montrer une consommation basale de l’oxygène plus 

élevée chez les cellules PG1 que chez les cellules A3N. Concernant les cellules sh207, le niveau 

d’oxygène consommé se rapproche de celui des cellules A3N. Par ailleurs, après ajout de glu-

cose, l’utilisation de l’oxygène pour les cellules PG1, et de façon moins marquée pour les cel-

lules A3N, diminue. Ces observations sont cohérentes, en effet la glycolyse générant de 

l’énergie, la synthèse d’ATP mitochondriale est alors moins sollicitée ce qui conduit à une di-

minution de l’utilisation d’oxygène.  

 

 Par la suite, les capacités respiratoires de la mitochondrie ont été mesurées (Figure 67). 

Les données obtenues après ajout d’oligomycine permettent de constater que les trois cellules 

ont la même efficacité de couplage entre la phosphorylation et la consommation d’oxygène. 

Après quoi, l’ajout de FCCP à plusieurs reprises permet d’évaluer les réserves de la mitochon-

drie en cofacteurs (NADH et FADH) (Cf. Matériel et méthodes). Ainsi, l’évaluation du stock 

de ces derniers est mesurée en retirant la consommation en oxygène de base à la consomma-

tion d’oxygène la plus haute obtenue par ajout de FCCP.  

Figure 66 | Etude de la glycolyse chez les cellules A3N, PG1 et sh207 
L’acidification extracellulaire induite par la glycolyse (A) et la consommation d’oxygène en absence ou en 
présence de glucose (B) ont été évaluées pour les clones A3N, PG1 et sh207 (sur 30 000 cellules pour chaque 
réplicat). Les valeurs présentées sont exprimées comme la moyenne des échantillons ± écart-type avec n=3.  
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 Les résultats obtenus (Figure 67) permettent de constater que le sh207 ne répond pas 

à l’ajout de FCCP et reste à un niveau de consommation d’oxygène basal contrairement aux 

cellules A3N et PG1 pour qui une augmentation de la respiration est observée. De façon plus 

précise, l’évaluation des réserves mitochondriales en cofacteurs permet de mettre en évidence 

un niveau très faible de ces derniers chez les cellules sh207 comparativement aux cellules A3N 

et PG1 pour lesquelles les stocks sont similaires. Ces résultats suggèrent que les cellules trans-

duites par le sh207 ont une anomalie de renouvellement ou de biosynthèse des cofacteurs en-

zymatiques (NADH ou FADH). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 67 | Etude de la chaîne respiratoire chez les cellules A3N, PG1 et sh207 
La consommation en oxygène de la mitochondrie (A) et les réserves en cofacteurs respiratoires (B) ont été 
évaluées pour les clones A3N, PG1 et sh207. Les valeurs présentées sont exprimées comme la moyenne des 
échantillons + écart-type avec n=3. Test deStudent : **p< 0.01 ; ns : non significatif. 
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III- Régulation génique médiée par les transcrits de Dlx4 

 

 Des analyses par qPCR quantitative ont été réalisées sur les différentes lignées modi-

fiées au cours de cette étude, et utilisées in vivo, afin d’identifier de potentielles cibles transcrip-

tionnelles des isoformes de Dlx4. 

 

1. Impact de la surexpression de Dlx4 et de BP2 

 

 Les effets de la surexpression de Dlx4 ont été analysés dans les clones A3ND1 et 

A3ND4, alors que les effets de la surexpression de BP2 ont été étudiés dans le clone A3NBP2-

C1. 

 

 En premier lieu, l’analyse de l’ensemble des transcrits de Dlx4 (Dlx4 total) et de ses 

isoformes (Dlx4 « full lenght », BP1 et BP2) permet de confirmer qu’une induction de Dlx4 a 

bien été réalisée dans les clones A3ND1 et A3ND4, avec un taux beaucoup plus important 

pour le clone A3ND4 (Figure 68). En ce qui concerne le clone surexprimant BP2, A3NBP2-

C1, l’expression de ce transcrit est convenablement détectée par les amorces reconnaissant les 

trois isoformes de Dlx4 mais ne l’est pas avec les amorces spécifiques de la forme longue, 

comme attendu (Figure 68). De même, les amorces spécifiques de BP2 ne reconnaissent pas la 

forme longue. Toutes ces données confirment la spécificité de nos systèmes d’expression et de 

détection.  

 

 Ainsi, la recherche de cible transcriptionnelle pour Dlx4 et BP2 s’est tout d’abord inté-

ressée à mettre en évidence les modulations des autres gènes de la famille Dlx (Figure 68). En 

effet, les gènes Dlx sont connus pour se réguler entre eux. Les résultats obtenus confirment 

cette hypothèse puisqu’il s’avère que Dlx4 module à la hausse le gène Dlx3 dans des propor-

tions plus ou moins variables (Figure 68). L’isoforme BP2 régule Dlx3, mais dans une moindre 

mesure par rapport à Dlx4 (Figure 68). Cependant BP2 régule fortement à la baisse le niveau 

d’expression de Dlx1 alors que la surexpression de Dlx4 n’a aucun effet sur Dlx1 (Figure 68).  

 

 Concernant l’expression de Dlx2, aucun effet significatif n’est observé que ce soit chez 

les clones surexprimant Dlx4 ou BP2 (Figure 68). Enfin, Dlx5, Dlx6 et BP1 n’ont pas été dé-

tectés dans ces cellules quelles que soient les conditions. 
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 Dans un deuxième temps, plusieurs gènes connus pour être impliqués dans le contrôle 

de l’apoptose ou du cycle cellulaire ont été étudiés en rapport avec les modulations induites 

pour Dlx4 et BP2 (Figure 69). Les résultats obtenus indiquent que la surexpression de Dlx4 

dans les cellules A3N n’a aucun effet sur l’expression de Bcl-2 et de p53 (Figure 69). Par contre, 

Dlx4 diminue de façon significativement importante l’expression des gènes c-myc et p21 (Figure 

69).  

  

 En ce qui concerne l’effet de BP2 sur ces mêmes gènes, il s’avère que BP2 tout comme 

Dlx4 régule à la baisse les gènes c-myc et p21, mais n’a aucun effet sur p53. Cependant, contrai-

rement à Dlx4, BP2 semblent induire le gène Bcl-2 (Figure 69). 

Figure 68 | Effet des surexpressions de Dlx4 et de BP2 sur l’expression des gènes Dlx 
L’expression des différents gènes Dlx a été évaluée par qPCR dans les cellules A3N natives, les cellules A3N 
surexprimant Dlx4 (A3ND1 et A3ND4) et les cellules A3N surexprimant BP2. Les résultats fournis sont 
exprimés comme l’expression relative moyenne ± SD par rapport aux gènes de référence et rapportés par 
rapport à l’expression de ces gènes dans les cellules contrôles A3N. Le nombre de réplicats pour chaque 
échantillon est de n=6. Les résultats pour les gènes Dlx5, Dlx6 et BP1 ne sont pas représentés car non-
exprimés.  
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Figure 69 | Effet des surexpressions de Dlx4 et de BP2 sur l’expression de Bcl-2, c-myc, 
p21 et p53 

L’expression des gènes Bcl-2, c-myc, p21 et p53 a été évaluée par qPCR au sein des cellules A3N natives, des 
cellules A3N surexprimant Dlx4 (A3ND1 et A3ND4) et des cellules A3N surexprimant BP2.Les résultats 
fournis sont exprimés comme l’expression relative moyenne ± SD par rapport aux gènes de référence et 
rapportés par rapport à l’expression de ces gènes dans les cellules contrôles A3N. Le nombre de réplicats 
pour chaque échantillon est de n=6.  
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2. Impact de l’inhibition de Dlx4 par shARN 

 

 De la même façon que pour les clones surexprimant Dlx4 et BP2, une analyse par 

qPCR a été réalisée sur les cellules PG1 ayant été transduites par le sh207 et le sh1128. 

 

 Tout d’abord l’analyse de l’ensemble des transcrits de Dlx4 et de ses isoformes permet 

de valider l’inhibition de la forme longue de Dlx4, comme observé précédemment lors de la 

création des clones pour les expériences in vivo (Figure 70). À noter, qu’aucune détection des 

transcrits BP1 et BP2 n’est observée que ce soit dans les cellules natives PG1, comme dans les 

cellules modifiées (données non montrées). 

  

 Au niveau de l’expression des différents gènes Dlx, le gène Dlx1 ne semble pas impacté 

par l’inhibition de Dlx4 (Figure 70). Par contre, l’inhibition de Dlx4 diminue l’expression de 

Dlx2 et Dlx3, et ce de façon plus importante avec le sh1128 (Figure 70). De la même façon, et 

pour la même raison que citée précédemment, les gènes Dlx5 et Dlx6 ne sont pas détectés.  

Figure 70 | Effet de l’inhibition de Dlx4 par les shARN 207 et 1128 sur les gènes Dlx 
L’expression des différents gènes Dlx a été évaluée par qPCR au sein des cellules PG1 natives, des cellules 
PG1 transduites par le sh207 et par le sh1128. Les résultats fournis sont exprimés comme l’expression relative 
moyenne ± SD par rapport aux gènes de référence et rapportés par rapport à l’expression de ces gènes dans 
les cellules contrôles A3N. Le nombre de réplicats pour chaque échantillon est de n=6. Les résultats pour les 
gènes Dlx5, Dlx6, BP1et BP2 ne sont pas représentés car non-exprimés. 
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 En ce qui concerne les effets de l’inhibition de Dlx4 sur certains gènes impliqués dans 

le contrôle de l’apoptose ou du cycle cellulaire, les résultats obtenus montrent que l’inhibition 

de Dlx4 induit une diminution importante (x33) de l’expression de Bcl-2 (Figure 71). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 Dans une moindre mesure, l’inhibition de Dlx4 conduit également à la diminution de 

l’expression de c-myc et de p53 (Figure 71). Enfin, l’inhibition de Dlx4 aurait tendance à dimi-

nuer l’expression de p21, en particulier dans les cellules transduites par le sh1128. En effet, la 

diminution observée avec le sh207 n’est pas significative (Figure 71).  

 

 

Figure 71 | Effet de l’inhibition de Dlx4 par les shARN 207 et 1128 sur les gènes Bcl-2, c-
myc, p21 et p53 

L’expression des gènes Bcl-2, c-myc, p21 et p53 a été évaluée par qPCR au sein des cellules PG1 natives et des 
cellules PG1 transduites par le sh207 et par le sh1128. Les résultats fournis sont exprimés comme l’expression 
relative moyenne ± SD par rapport aux gènes de référence et rapportés par rapport à l’expression de ces 
gènes dans les cellules contrôles A3N. Le nombre de réplicats pour chaque échantillon est de n=6.  

 



 

 
 

Partie II : Implication de la signalisa-

tion RANK/RANKL dans la physio-

pathologie des ostéosarcomes 
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 L’objectif de cette étude était de déterminer si l’expression du gène Rank constitue un 

marqueur d’agressivité permettant de prédire le comportement des cellules tumorales vis-à-vis 

de la prolifération, de la migration (métastases) et de l’ostéolyse péritumorale induite. Certaines 

cellules ostéosarcomateuses expriment ce récepteur, mieux connu pour son rôle primordial 

dans le processus de résorption osseuse. Ce processus est détourné dans l’ostéosarcome con-

duisant à une importante ostéolyse péritumorale. Ainsi, l’impact de la présence du récepteur 

RANK dans les cellules tumorales a été étudié en injectant in vivo des cellules modifiées pour 

surexprimer ce dernier.  

 

I- Expression transcriptionnelle des éléments de la 

triade RANK/RANKL/OPG 

 

 Une analyse de l’expression des différents éléments de la triade RANK/RANKL/OPG 

a été réalisée par PCR quantitative dans les différentes lignées d’ostéosarcomes humains 

(Figure 72) et murins (Figure 73) disponibles au laboratoire. Les résultats obtenus sur les 

lignées humaines démontrent que RANK est exprimé à des taux plus ou moins variables dans 

la quasi-totalité des lignées étudiées, à l’exception de la lignée U2OS (Figure 72). Pour ce qui 

est de RANKL et d’OPG, il s’avère que toutes les lignées les expriment avec une proportion 

d’OPG plus importante que celle de RANKL (10-3 vs 10-4) (Figure 72). 

 

 

 

Figure 72 | Expression relative des transcrits RANK, RANKL et OPG dans les lignées hu-
maines d’ostéosarcomes 

L’expression des différents transcrits a été normalisée par rapport à un gène de référence, la GAPDH.  
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 Concernant les lignées murines d’ostéosarcomes, ces dernières expriment toutes l’OPG 

de façon importante (Figure 73). Cependant contrairement aux cellules humaines, la lignée 

K7M2 semble être la seule à exprimer de façon détectable le récepteur RANK (Figure 73). 

Enfin, les cellules K7M2 et MOS-J expriment RANKL contrairement aux cellules POS-1 

(Figure 73). 

 

 

 

 

 

 

 

 

II- Création de lignées modifiées pour exprimer RANK 

   

 Afin d’étudier l’impact de l’expression de RANK par les cellules d’ostéosarcomes, il a 

été décidé de modifier son expression dans deux modèles différents. Un modèle murin qui 

utilisera les sous clones PG1 et A3N issus de la lignée murine d’ostéosarcome MOS-J, et un 

modèle humain qui utilisera la lignée K-HOS. La surexpression de RANK dans ces cellules a 

été réalisée par transduction à l’aide de particules lentivirales contenant le gène RANK comme 

décrite dans la partie « Matériels et méthodes ». Les clones obtenus ont été analysés par qPCR, 

western-blot et cytométrie en flux pour les cellules transduites avec RANK humain. Ces ana-

lyses démontrent bien l’expression de RANK au niveau transcriptionnel et protéique (Figure 

74).  

 

 Par ailleurs, les cellules HOS modifiées pour surexprimer RANK ont été injectées in 

vivo pour vérifier la prise des tumeurs et l’expression de RANK par immunohistologie. Les 

données obtenues (Figure 75) permettent de confirmer l’expression de RANK notamment au 

niveau de la membrane cellulaire. 

Figure 73 | Expression relative des transcrits RANK, RANKL et OPG dans les lignées mu-
rines d’ostéosarcomes 

L’expression des différents transcrits a été normalisée par rapport à un gène de référence, la GAPDH.  
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Figure 74 | Validation de la surexpression de hRANK dans la lignée HOS 
La surexpression de RANK dans les cellules HOS a été validée par qPCR quantitative (A), Western Blot (B) 
et cytométrie en flux (C). 

Figure 75 | Validation de la surexpression de hRANK dans les tumeurs induites par la li-
gnée HOSRK 

Immunomarquage réalisé avec un anticorps anti-RANK sur les tumeurs induites à l’aide des cellules HOS 
natives et à l’aide des cellules modifiées pour l’expression de RANK. 
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 Concernant les cellules A3N et PG1 transduites pour surexprimer RANK, ces der-

nières ont été analysées uniquement pour leur expression transcriptionnelle. En effet, de nom-

breuses difficultés ont été rencontrées en ce qui concerne la détection de RANK au stade pro-

téique, puisqu’aucun des anticorps testés n’a permis de détecter spécifiquement et proprement 

la forme protéique de RANK. Néanmoins, au vu des taux d’expression transcriptionnelle de 

RANK (Figure 76), et suite à la vérification par séquençage de la séquence codante, il est peu 

probablement que RANK ne soit pas exprimé au niveau protéique.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 76 | Validation de la surexpression de mRANK dans les cellules A3N et PG1 
La surexpression de RANK dans les cellules A3N et PG1 a été validée par qPCR quantitative. Les valeurs 
sont représentées comme la moyenne de l’expression relative ± SD rapportée au gène de référence et à 
l’échantillon contrôle. 
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III- Effet de l’expression de RANK sur la prolifération cel-

lulaire 

 

1. Analyse de la viabilité cellulaire 

 

 La viabilité cellulaire a été étudiée in vitro pour les cellules HOS et PG1 modifiées pour 

l’expression de RANK. Une partie des cellules a été traitée pendant 24 h avec du RANKL so-

luble. 

 

 

 

 

 Tout d’abord, les résultats montrent que l’addition de RANKL sur les cellules natives 

n’a aucun effet sur la viabilité cellulaire que ce soit pour les cellules HOS ou PG1 (Figure 77). 

De même, l’expression de RANK dans les cellules d’ostéosarcomes humaines et murines ne 

modifie pas la viabilité cellulaire de ces cellules (Figure 77). Cependant la stimulation des cel-

lules exprimant RANK a tendance à diminuer légèrement la viabilité cellulaire, et ce de façon 

faiblement significative uniquement pour les cellules humaines (Figure 77).  

 

 

 

 

Figure 77 | Viabilité cellulaire des cellules surexprimant ou non RANK 
Les cellules HOS et PG1 exprimant (HOSRK ou PG1RK) ou non RANK (HOS ou PG1) ont été étudiées 
pour leur viabilité cellulaire en présence ou en absence de RANKL soluble (100ng/ml) humain ou murin. 
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2. Etude de la croissance tumorale in vivo 

 

 La vitesse de prolifération des cellules modifiées pour exprimer RANK a également été 

étudiée en injectant ces cellules chez la souris afin d’induire et de suivre la vitesse de croissance 

des tumeurs induites. Cette étude a été réalisée à la fois au sein d’un environnement immuno-

compétent (C57BL/6JRj) et d’un environnement immunodéficient (NMRI-nudes) en utilisant 

les cellules PG1 et A3N. Ceci afin d’étudier l’importance de l’immunité sur le développement 

des tumeurs exprimant RANK. Par ailleurs, les cellules humaines (HOS) ont été utilisées dans 

un environnement immunodéficient (NMRI-nude). 

 

2.1. Croissance tumorale au sein d’individus immunocompétents 

 L’expression de RANK par les cellules PG1 ne semble pas impacter la vitesse de crois-

sance des tumeurs induites chez la souris immunocompétente comme le montrent les résultats 

ci-dessous (Figure 78).  

 

 

 

Figure 78 | Injection des cellules PG1 surexprimant RANK ou non chez des souris immu-
nocompétentes 

Croissance tumorale (A) et nombre visible de métastases pulmonaires (B) des tumeurs induites chez des sou-
ris immunocompétentes C57BL/6JRj injectées avec un million de cellules PG1 surexprimant RANK (n=5) 
ou non (n=5). Les courbes de croissance sont représentées comme la moyenne ± SEM. Toutes les données 
ont été analysées par un test de Kruskal Wallis : ns = non significatif. 
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 L’expérience réalisée avec les cellules A3N natives et modifiées pour exprimer RANK 

donne les mêmes résultats que celle réalisée avec les cellules PG1 (Figure 79). En effet, mis à 

part un délai plus long dans l’obtention des tumeurs comparativement au PG1, aucune diffé-

rence significative de croissance n’est observée entre les cellules natives et modifiées pour ex-

primer RANK (Figure 79). 

 

 

 

 En résumé, ces deux expériences permettent de conclure que l’expression de RANK 

par les cellules d’ostéosarcomes n’a aucun effet sur la croissance tumorale dans un environne-

ment immunocompétent. 

 

2.2. Croissance tumorale au sein d’individus immunodéficients 

 Les cellules murines ont ensuite été injectées chez des souris immunodéficientes 

NMRI-nudes afin d’évaluer l’importance du lymphocyte T dans le développement des tumeurs 

exprimant RANK. En effet les lymphocytes sont une source importante de RANKL. 

 

 Dans un premier temps, les résultats montrent que le développement des tumeurs est 

beaucoup plus rapide chez les individus immonudéficients que chez les individus immunocom-

Figure 79 | Injection des cellules A3N surexprimant RANK ou non chez des souris immu-
nocompétentes 

Croissance tumorale (A) et nombre visible de métastases pulmonaires (B) des tumeurs induites chez des sou-
ris immunocompétentes C57BL/6JRj injectées avec trois millions de cellules A3N surexprimant RANK 
(n=8) ou non (n=8). Les courbes de croissance sont représentées comme la moyenne ± SEM. Toutes les 
données ont été analysées par un test de Kruskal Wallis : ns = non significatif. 
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pétents. En effet, les tumeurs induites à l’aide des cellules PG1 se développent en 28 jours chez 

des individus immonudéficients (Figure 80) alors qu’elles se développent en 40 jours chez les 

individus immunocompétents (Figure 78). De la même façon, un délai de développement plus 

court (env 42 jours) est observé chez les souris immunodéficientes pour les tumeurs induites 

par les cellules A3N (Figure 80) comparativement aux souris immunocompétentes (env. 60 

jours) (Figure 79). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 80 | Injection des cellules murines d’ostéosarcomes surexprimant RANK ou non 

chez des souris immunodéficientes 
Croissance tumorale (A) et nombre visible de métastases pulmonaires (B) des tumeurs induites avec un mil-
lion de cellules PG1 surexprimant RANK (n=10) ou non (n=14). Croissance tumorale (C) et nombre visible 
de métastases (D) des tumeurs induites avec trois millions de cellules A3N surexprimant RANK (n=7) ou 
non (n=7). Pour chaque expérience, une partie des individus ayant reçu les cellules PG1RK (n=5) et A3NRK 
(n=4) ont été traités avec un anticorps bloquant RANK-Ligand (IKK22.5). Les courbes de croissance sont 
représentées comme la moyenne ± SEM. Toutes les données ont été analysées par un test de Kruskal Wallis : 
ns = non significatif ; * p <0.05 ; ** p< 0.01 ; **** p < 0.0001. 
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 Au-delà de ce résultat concernant le développement des tumeurs natives, les données 

obtenues indiquent que l’expression de RANK par les tumeurs, que ce soit pour les cellules 

PG1 ou A3N, ne modifie pas la vitesse de croissance des tumeurs exprimant RANK chez des 

souris immunodéficientes (Figure 80).  

  

 Ce résultat a par la suite été validé à l’aide du modèle d’ostéosarcome HOS, toujours 

chez les souris NMRI-nudes, en injectant les cellules HOS natives et modifiées pour exprimer 

RANK. Les résultats obtenus valident les observations faites précédemment avec les cellules 

murines PG1 et A3N (Figure 81). C’est-à-dire que l’expression de RANK par les cellules tu-

morales n’influence pas la prolifération tumorale.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Effet du blocage de RANKL sur la croissance tumorale 

  

 L’effet du blocage de RANKL dans l’environnement a été étudié en injectant un 

groupe de souris à l’aide d’un anticorps anti-RANKL (IKK22.5). Les résultats obtenus indi-

quent que le blocage de RANKL n’a aucun effet sur la croissance des tumeurs et ce quelles que 

soient les cellules prises en compte (exprimant RANK ou non) (Figure 80). 

 

Figure 81 | Injection des cellules HOS surexprimant RANK ou non chez des souris immu-
nodéficientes  

Croissance tumorale (A) et nombre visible de métastases pulmonaires (B) des tumeurs induites chez des sou-
ris immunodéficientes NMRI-nudes injectées avec deux millions de cellules HOS surexprimant RANK (n=8) 
ou non (n=5). Les courbes de croissance sont représentées comme la moyenne ± SEM. Toutes les données 
ont été analysées par un test de Kruskal Wallis : ns = non significatif ; ** p< 0.01. 
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IV- Effet de l’expression de RANK sur la migration cellu-

laire et la dissémination métastatique 

 

1. Analyse de la migration cellulaire in vitro 

 

 Afin de déterminer si l’expression de RANK constitue un élément favorisant la migra-

tion cellulaire, les cellules HOS et PG1 natives et modifiées pour l’expression de RANK ont été 

soumises à un test de migration en chambre de Boyden en présence comme en absence de 

RANKL soluble. Les résultats obtenus ne montrent pas de différence significative dans les 

capacités migratoires des cellules exprimant RANK ou non, et ce quel que soit le modèle utilisé 

(Figure 81). De plus, l’addition de RANKL sur ces cultures ne modifie en rien ces résultats 

(Figure 82).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 82 | Etude de la migration in vitro des cellules HOS et PG1 modifiées ou non pour 
l’expression de RANK  

La migration des cellules HOS (A) et PG1 (B), exprimant RANK ou non, a été étudiée en chambre de Boy-
den en présence comme en absence de RANKL soluble. Les données sont présentées comme la moyenne ± 
SE des 6 réplicats réalisés. Pour chaque échantillon, une vue représentative des champs observés est fournie. 
Toutes les données ont été analysées par un test de Kruskal Wallis : ns = non significatif. 



 

-163- 
 

2. Dissémination métastatique in vivo 

 

 À l’issue des expériences in vivo déjà décrites pour l’étude de la croissance tumorale, le 

nombre de métastases pulmonaires visibles pour chaque individu a été compté. Comme pour 

l’étude des effets de RANK sur la croissance tumorale, les résultats ont été analysés par rapport 

à l’environnement immunitaire. 

 

2.1. Effet de l’expression de RANK sur la dissémination métastatique chez 

des individus immunocompétents 

 Le nombre de métastases dénombré après sacrifice des souris C57BL/6JRj injectées 

avec les cellules PG1, exprimant RANK ou non, ne montre pas de différence significative dans 

les capacités migratoires des cellules entre les deux groupes d’individus (Figure 78). Ces résul-

tats ont été confirmés par la même expérience réalisée avec les cellules A3N, puisqu’aucune 

différence concernant le nombre de métastases n’est observée entre les individus ayant reçu les 

cellules RANK et ceux ayant reçu les cellules natives (Figure 79).  

 

2.2. Effet de l’expression de RANK sur la dissémination métastatique chez 

des individus immunodéficients 

 L’évaluation du nombre de métastases chez des individus immunodéficients ayant reçu 

les cellules PG1, surexprimant ou non RANK, montrent clairement et ce de façon significative 

une augmentation du nombre de métastases chez les individus ayant été injectés à l’aide des 

cellules PG1RK qui surexpriment RANK (Figure 80). Ce résultat est également confirmé dans 

l’expérience réalisée à l’aide des cellules A3N. En effet, une augmentation significative du 

nombre de métastases est observée entre les individus ayant reçu les cellules A3N natives et 

ceux ayant reçu les cellules A3N modifiées pour surexprimer RANK (Figure 80).  

  

 Enfin, les observations réalisées suite à l’injection des cellules murines chez la souris 

NMRI-nudes ont été confirmées avec le modèle xénogènique utilisant les cellules HOS. En 

effet, les résultats obtenus montrent une augmentation du nombre visible de métastases chez 

les individus ayant reçu les cellules HOS modifiées pour surexprimer RANK comparativement 

aux individus ayant reçu les cellules HOS natives (Figure 81). En conclusion, l’ensemble de ces 
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résultats semblent indiquer que l’expression de RANK favoriserait la dissémination métasta-

tique dans un contexte d’immunodéficience. 

 

3. Effet du blocage de RANKL sur la dissémination métastatique 

 

 Parmi les souris immunodéficientes injectées avec les cellules PG1 et A3N modifiées 

pour exprimer RANK, une partie a été traitée avec un anticorps bloquant RANKL (Figure 

80). Bien que le blocage de RANKL n’ait aucun effet sur la croissance tumorale, il s’avère que 

ce blocage agit de façon intéressante sur la dissémination métastatique. En effet, pour ces deux 

expériences (PG1 et A3N), une forte diminution du nombre de métastases est observée chez 

les individus traités avec l’anticorps anti-RANKL (IKK22.5) comparativement aux individus 

ayant reçu les cellules exprimant RANK seul (Figure 80). De plus, ce traitement semble ré-

duire le nombre de métastases au-delà du niveau basal observé pour les cellules natives, en tout 

cas pour les cellules PG1 (Figure 80).  
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V- Effet des modulations de la signalisation RANK 

/RANKL chez la souris hôte 

 
 Au-delà des modifications cellulaires de l’expression de RANK dans les lignées 

d’ostéosarcomes, l’implication de la signalisation RANK/RANKL a également été étudiée à 

l’aide de modèles génétiquement modifiés. Ainsi, les cellules natives ou surexprimant RANK 

ont été injectées à des souris invalidées pour RANKL spécifiquement dans les lymphocytes T, 

et à des souris transgéniques surexprimant RANK au sein de la lignée mono-

cytes/macrophages. 

 

1. Effet de l’invalidation de RANKL dans les lymphocytes T 

 

 Des souris RANKLflox/flox ont été croisées avec des souris LCK-Cre afin d’obtenir des 

individus invalidés spécifiquement pour RANKL dans les lymphocytes T (souris RANKLT). 

Le génotypage et l’efficacité de la recombinaison de ces individus ont été contrôlés selon le 

protocole décrit dans le « Matériel et méthodes », et un extrait des données est présenté ci-

dessous (Figure 83).  

 

 Dans un premier temps, avant les expériences, l’extraction de l’ADN génomique de la 

queue des souris permet de valider la présence de la Cre et la présence des allèles Flox pour 

RANKL (Figure 83). Par la suite, la recombinaison des souris est validée après sacrifice des 

animaux à partir de l’ADNg extrait des lymphocytes T issus de la rate. Ainsi, les PCRs réalisées 

permettent de confirmer la recombinaison de RANKL (Rec+) ou non (Rec-) (Figure 83). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 83 | Génotypage et validation de la recombinaison des souris RANKLT 
La sélection des individus a été réalisée par PCR en analysant la présence de la iCre et de l’allèle RANKL 
Flox. A la fin des expérimentations, les rates des individus ont été récupérées afin d’en purifier les lympho-
cytes T pour valider la recombinaison sur l’ADNg de ces derniers.  
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 En raison d’un faible nombre d’individus recombinés, une première expérience a été 

réalisée en injectant uniquement les cellules PG1 surexprimant RANK chez les individus re-

combinés ou non. Les résultats obtenus ne montrent pas de différence significative dans la 

croissance tumorale au sein des groupes de souris étudiés, comme cela pouvait être attendu 

(Figure 84). Concernant la dissémination métastatique, les souris présentant des lymphocytes 

T déficients en RANKL développent le même nombre de métastases que les souris ayant des 

lymphocytes T sains (Figure 84). Ainsi, le RANKL lymphocytaire ne semble pas impliqué 

dans le processus de migration des tumeurs exprimant RANK.  

 

 

2. Effet de la surexpression de RANK dans le linéage mono-

cytes/macrophages 

 

 L’effet de l’injection des cellules surexprimant RANK a également été analysé au sein 

d’un environnement immunitaire perturbé concernant la signalisation RANK grâce à des souris 

génétiquement modifiées pour surexprimer RANK dans le linéage monocytes/macrophages. 

Ces souris présentent une ostéoporose juvénile et une masse corporelle plus faible, ainsi qu’une 

hypertrophie des ganglions lymphatiques secondaires et de la rate [478,479]. 

 

Figure 84 | Injection des cellules PG1 surexprimant RANK chez des souris invalidées ou 
non pour RANKL dans les lymphocytes T 

Croissance tumorale (A) et nombre visible de métastases pulmonaires (B) des tumeurs induites chez des sou-
ris invalidées (n=4) ou non (n=5) injectées avec un million de cellules PG1 surexprimant RANK. Les courbes 
de croissance sont représentées comme la moyenne ± SEM. Toutes les données ont été analysées par un test 
de Kruskal Wallis : ns = non significatif. 
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 Après validation du phénotype des souris, les cellules PG1 modifiées ou non pour ex-

primer RANK ont été injectées à des souris sauvages (WT) ou à des souris RANK transgène 

(RANKTg). Les résultats obtenus ne montrent pas de différence significative dans la croissance 

tumorale des différentes tumeurs induites, et ce quel que soit le fond génétique des souris 

(Figure 85). Ce qui signifie que la surexpression de RANK par le linéage mono-

cytes/macrophages n’influence pas la vitesse de prolifération des cellules tumorales. 

 

 

 

 Concernant le nombre de métastases observées entre les différents groupes d’individus, 

aucune différence significative n’est observée lors de l’injection des cellules PG1 chez des indi-

vidus RANKTg comparativement à des individus sauvages (Figure 85). Pour ce qui est de 

l’injection de cellules surexprimant RANK chez des individus RANKTg, l’absence de métas-

tases est observée dans environ 50 % des cas comparativement aux individus (sauvages comme 

RANKTg) injectés avec des cellules PG1 (Figure 85). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 85 | Injection des cellules PG1 surexprimant RANK chez les souris RANK trans-
gène 

Croissance tumorale (A) et nombre visible de métastases pulmonaires (B) des tumeurs induites chez des sou-
ris sauvages ou RANKTg injectées avec deux millions de cellules PG1 surexprimant RANK. Les courbes de 
croissance sont représentées comme la moyenne ± SEM. Toutes les données ont été analysées par un test de 
Kruskal Wallis : ns = non significatif. 
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VI- Effet de l’expression de RANK sur l’ostéolyse et 

l’ostéoformation tumorale 

 

L’impact de l’injection des cellules surexprimant RANK sur l’ostéolyse induite par les 

tumeurs a été analysé dans les différents modèles in vivo utilisés précédemment par imagerie aux 

rayons X (microCT). Les données obtenues (Figure 86) semblent indiquer que l’expression de 

RANK par les tumeurs n’a aucun effet sur l’ostéolyse péritumorale. Seule l’utilisation de 

l’anticorps anti-RANKL protège l’os de l’ostéolyse et de l’ostéoformation (Figure 86). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 86 | Vues en 3 dimensions des tibias des souris injectées au cours de l’étude de 
l’expression de RANK par les ostéosarcomes 

Pour chaque expérience et groupe d’individus, une ou des vues réprésentatives ont été sélectionnées pour les 
pattes contrôle contralatérale (CT), pour les pattes ayant reçu les tumeurs et pour les pattes traitées avec 
l’anticorps anti- RANKL IKK22.5. 
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 Les observations réalisées sur les vues en 3 dimensions (3D) des tibias reconstruits ont 

été renforcées par une analyse des paramètres osseux réalisée comme expliqué dans la partie 

« Matériel et méthodes ». Les données obtenues confirment les observations faites. En effet 

pour les individus injectés avec les cellules HOS ou HOSRK aucune variation significative des 

paramètres osseux n’est observée (Figure 87). En ce qui concerne les individus injectés avec 

les cellules PG1 ou PG1RK, la seule différence significative est observée pour le BV/TV (%) 

entre les pattes contrôles contra-latérales et celles ayant reçu des cellules tumorales (Figure 

87). Ceci s’explique par le caractère très ostéolytique et ostéoformateur des cellules MOS-J 

PG1. 

   

 

 

 

Figure 87 | Analyse des paramètres osseux des tibias issus des expérimentations de l’étude 
sur RANK 

Pour chaque expérience et groupe d’individus, des analyses quantitatives à l’aide du logiciel Ctan ont été réal i-
sée sur 450 coupes des images acquises par µCT. Les données pour le BS/TV (mm-1), le BS/BV (mm-1) et le 
BV/TV (%) sont représentées comme la moyenne ± SD, et ont été analysées par un Test de Kruskal-Wallis : 
ns = non significatif ; * p <0.05 ; ** p< 0.01 ; ***p <0.001. 
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 Enfin, des effets significatifs sur les différents paramètres osseux sont observés lors du 

traitement des individus à l’aide de l’anticorps IKK22.5 (Figure 87). La réduction des para-

mètres BS/TV et BS/BV indique que l’os a conservé une structure normale, mais qu’en con-

trepartie ce dernier s’est légèrement « épaissi/condensé » à cause du blocage de la résorption 

osseuse (Figure 87). À noter que dans un environnement immunodéficient, aucune différence 

significative du paramètre BV/TV n’est observée entre les pattes contralatérales et celles ayant 

reçu des cellules PG1 contrairement à l’observation faite précédemment chez des individus 

immunocompétents (Figure 87). Cela suggère un potentiel rôle du système immunitaire dans 

les processus de résorption tumorale. 

 

 Par ailleurs, l’analyse de la structure et des paramètres osseux a également été réalisée 

chez les souris RANKLT comparativement aux individus sauvages (Figure 88). Les données 

obtenues ne montrent pas de différence significative dans l’ostéolyse et l’ostéoformation in-

duite entre ces deux populations (Figure 88). Seule, une augmentation du BV/TV est observée 

entre les pattes contrôles contralatérales et les pattes ayant reçu les cellules PG1RK, comme 

cela a été observé chez des individus immunocompétents (Figure 88). Ainsi, le RANKL lym-

phocytaire ne semble pas impliqué dans les processus d’ostéolyse et d’ostéoformation tumorale. 

 

 
Figure 88 | Vue en 3D et analyse des paramètres osseux des tibias issus de 

l’expérimentation réalisée chez la souris RANKLT 
Vues en 3D représentatives (A) et analyses quantitatives (B) des tibias de chaque groupe de souris utilisées au 

cours de l’expérience sur les souris RANKLT. Les données pour le BS/TV (mm-1), le BS/BV (mm-1) et le 
BV/TV (%) sont représentées comme la moyenne ± SD, et ont été analysées par un Test de Kruskal-Wallis : 
ns = non significatif ; * p <0.05. 
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VII- Effets transcriptionnels liés à la surexpression de 

RANK dans la cellule ostéosarcomateuse et à la sti-

mulation par RANKL 

 

 Une analyse transcriptionnelle des effets induits par l’ajout de RANKL soluble sur les 

cellules HOS surexprimant RANK comparativement aux cellules natives a été réalisée. Cette 

étude s’est intéressée à rechercher les effets sur plusieurs oncogènes et sur les grandes fonctions 

cellulaires (prolifération et apoptose, différenciation et migration) à travers l’analyse de gènes 

connus pour être impliqués dans ces processus. Les résultats de ces analyses sont présentés 

dans le tableau ci-dessous (Tableau 20). 

 

1. Effet de l’addition de RANKL sur les transcrits de la triade 

RANK/RANKL/OPG 

 

 Les résultats des PCR quantitatives analysant l’impact de l’ajout de RANKL sur les 

cellules HOS et sur les cellules HOSRK montrent que l’addition de RANKL sur ces cellules 

induit une augmentation de l’expression transcriptionnelle de RANKL suggérant une « autoac-

tivation » de ces cellules (Tableau 20). L’augmentation de RANKL est beaucoup plus élevée 

dans les cellules surexprimant RANK que dans les cellules natives. Ceci est en corrélation avec 

le taux d’expression de RANK dans ces différentes cellules (Tableau 20). 

 

 De plus l’addition de RANKL n’a aucun effet sur les niveaux d’expression des trans-

crits d’OPG et de RANK aussi bien au sein des cellules HOS natives que des cellules surex-

primant RANK (Tableau 20). 

 

2. Effet de l’addition de RANKL sur l’apoptose et la prolifération 

cellulaire 

 

 Les effets de RANKL sur l’apoptose et la prolifération des cellules ostéosarcomateuses 

exprimant RANK ou non ont été évalués en analysant l’expression des gènes p53, p21, Bcl-2 et 

Bax (Bcl-2–associated X protein). Les résultats obtenus ne montrent pas de différence signifi-

cative pour l’expression des gènes Bax, Bcl-2 et p53 (Tableau 20). Cependant une augmenta-
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tion significative du niveau d’expression (x4) de p21 est observée chez les cellules HOSRK 

lorsque ces dernières sont stimulées par RANKL (Tableau 20). 

 

3. Effet de l’addition de RANKL sur la différenciation cellulaire 

 

 La différenciation cellulaire des cellules d’ostéosarcomes HOS a été abordée au travers 

de l’analyse de plusieurs marqueurs de l’ostéoblaste. Bien qu’aucune des cibles analysées ne 

bouge lors de l’addition de RANKL sur les cellules natives, le résultat est différent pour les 

cellules HOSRK (Tableau 20). En effet, l’addition de RANKL sur les cellules HOSRK induit 

une augmentation de l’expression de la BMP2, de l’ostéopontine (OP) et de la BSP (Tableau 

20). L’expression de la BSP étant plus largement augmentée que celle de BMP2 et de 

l’ostéopontine (OP) (Tableau 20). À l’inverse, l’addition de RANKL sur les cellules HOSRK 

diminue l’expression de Sox9 et du Coll1A. Ainsi, ces données suggèrent que l’addition de 

RANKL sur les cellules HOS surexprimant RANK pousse les cellules vers le stade 

d’ostéoblaste mature.  

 

4. Effet de l’addition de RANKL sur la migration cellulaire 

 

 Les effets suspectés de RANKL sur la migration cellulaire ont été étudiés en partie en 

analysant plusieurs gènes codant pour des métalloprotéases ou leurs inhibiteurs jouant un rôle 

dans la dégradation de la matrice osseuse.  

 

 Ainsi, parmi les gènes étudiés, il s’avère que l’addition de RANKL sur les cellules HO-

SRK induit l’expression de la MMP9, de la MMP13 et l’inhibition de TIMP2 (Tableau 20). Il 

faut noter que ces effets ne sont pas retrouvés pour la cellule native (Tableau 20).  

 

 Par ailleurs, aucune modification des expressions de MMP2 et de TIMP1 n’a été obser-

vée lors de l’addition de RANKL sur les cellules HOS comme sur les cellules HOSRK 

(Tableau 20). 
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5. Effet de l’addition de RANKL sur des gènes impliqués dans 

l’oncogenèse 

 

 L’analyse transcriptionnelle des gènes c-flip, c-met et c-myc au sein des cellules HOS 

stimulées ou non par RANKL ne montre pas de différence significative dans l’expression de 

ces gènes (Tableau 20). Par contre ces gènes, sauf c-met, sont augmentés lors de la stimulation 

des cellules HOSRK par RANKL (Tableau 20). 

 

6. Effet de l’addition de RANKL sur d’autres cibles transcription-

nelles 

 

 Au cours de ces études, d’autres gènes ont été étudiés comme des cibles de la signalisa-

tion RANK. Parmi ces cibles, les gènes NFB et Nfatc1 sont augmentés lors de l’addition de 

RANKL sur les cellules HOS surexprimant RANK alors qu’aucun effet n’est observé pour la 

cellule native (Tableau 20). 
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Tableau 20| Analyse transcriptionnelle des effets de l’addition de RANKL sur les cellules 

HOS et HOSRK 
L’analyse transcriptionnelle a été réalisée sur les cellules HOS et HOSRK stimulées ou non pendant 24h à 
l’aide de RANKL soluble (100ng/ml). Les données sont fournies comme l’expression relative ± SD rappor-
tées aux gènes de référence (ACTB et GAPDH) et aux contrôles non traités. 
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VIII- Analyse de l’activité des métalloprotéases MMP2 

et MMP9 

 

 Afin de confirmer les résultats observés par PCR quantitative, montrant une augmenta-

tion des niveaux de transcrits de MMP9, une analyse de l’activité de MMP9 et de MMP2 a été 

réalisée par zymographie en présence comme en absence de RANKL (Figure 89). 

 

 Les résultats obtenus montrent une augmentation du niveau basal d’activité de MMP9 

dans les cellules modifiées pour surexprimer RANK comparativement aux cellules natives 

(Figure 89). De plus, l’addition de RANKL sur les cellules modifiées induit une forte augmen-

tation de l’activité de MMP9, alors que RANKL n’a aucun effet sur les cellules HOS natives. 

Ces résultats valident les observations réalisées en PCR quantitative (Figure 89). 

 

 Concernant l’activité de MMP2, les résultats montrent que l’expression de RANK par 

les cellules HOS, comme leurs stimulations par du RANKL soluble, ne modifient pas l’activité 

de cette métalloprotéase (Figure 89). Ce résultat est cohérent avec les données issues de 

l’analyse transcriptionnelle. 

 

 

 

Figure 89 | Analyse de l’activité des métalloprotéases MMP2 et MMP9 
Les surnageants des cellules HOS et HOSRK traités ou non avec du RANKL soluble (100ng/ml) ont été 
analysés par zymographie sur gel de gélatine. 



 

 
 

Partie III : Relation entre la signalisa-

tion RANK/RANKL et les homéo-

gènes Dlx
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 Au cours des études précédentes visant à étudier l’implication des homéogènes Dlx 

et/ou de la signalisation RANK/RANKL dans la physiopathologie de l’ostéosarcome, la pré-

sence de liens entre les homéogènes Dlx et la signalisation RANK/RANKL a été recherchée.  

 

 Pour ce faire, une analyse de l’expression transcriptionnelle de RANK, RANKL et 

OPG a été réalisée dans des cellules transfectées transitoirement par des plasmides contenant la 

séquence complète de différents homéogènes Dlx (Dlx2, Dlx3 et Dlx4s), et dans les cellules 

utilisées dans l’étude du rôle de Dlx4 dans la physiopathologie de l’ostéosarcome (transfection 

stable de Dlx4 et de BP2, ainsi que les shARN anti Dlx4). 

 

 L’analyse inverse, c’est-à-dire des effets de l’expression de RANK sur les homéogènes 

Dlx n’a pas encore été abordée, mais elle le sera prochainement sur les cellules modifiées pour 

l’expression de RANK. 

 

I- Effet de la surexpression transitoire des gènes Dlx sur 

les gènes RANK/RANKL/OPG 

 

 Une transfection transitoire des gènes Dlx2, Dlx4 et Dlx5 a été réalisée au sein des 

cellules MOS-J A3N afin d’analyser après 24h, les effets de cette induction sur les gènes de la 

triade. 

 

 L’analyse des gènes Dlx confirme l’augmentation des transcrits concernée dans chaque 

modèle établi (Tableau 21), validant l’efficacité des transfections. De même, il est observé que 

le gène Dlx5 n’est pas exprimé constitutivement dans les cellules A3N, et que son induction 

dans ce modèle conduit à l’augmentation des niveaux d’expression des transcrits de Dlx4 et 

Dlx2 (Tableau 21). Par ailleurs, l’induction de Dlx2 semble inhiber l’expression de Dlx4 

(Tableau 21). 

 

 Concernant les effets des homéogènes Dlx sur les membres de la triade 

RANK/RANKL/OPG, il s’avère que l’expression de RANKL est inhibée par les gènes Dlx2 

et Dlx4, alors qu’elle est augmentée par la surexpression de Dlx5 (Tableau 21). Dans le même 

temps, Dlx2 et Dlx5 ne semblent pas avoir d’effet sur l’expression d’OPG alors que Dlx4 

l’augmente (Tableau 21). Concernant l’expression de RANK, aucun signal n’est détecté pour 

ce transcrit dans les cellules A3N modifiées ou non. 



 

-178- 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II- Effet de la surexpression stable de Dlx4 sur les gènes 

RANK/RANKL/OPG 

 

 Les effets de la surexpression des isoformes de Dlx4 (Dlx4 et BP2) sur les gènes de 

la triade RANK/RANKL/OPG, ainsi que sur LGR4, ont également été analysées dans les 

clones stables utilisés pour la réalisation des expériences in vivo précédemment décrites.  

 

 Les résultats obtenus confirment l’observation faite précédemment sur l’absence 

d’expression de RANK dans les cellules A3N. En effet, RANK n’est pas détecté dans les 

différentes cellules utilisées au cours de cette analyse (Figure 90).  

 

 Concernant les effets de la surexpression de la forme longue de Dlx4 sur RANKL, les 

résultats obtenus sont cohérents avec ceux de l’expérience précédente utilisant des transfec-

tions transitoires. En effet, la forme longue de Dlx4 inhibe très fortement l’expression de 

RANKL (Figure 90). De même, l’effet retrouvé sur le niveau d’expression du transcrit d’OPG 

est similaire dans le sens où l’expression de la forme longue de Dlx4 induit l’OPG. Toutefois, 

l’induction d’OPG est beaucoup plus forte avec les transfections stables (Figure 90).  

Tableau 21 | Analyse des effets de l’expression transitoire de Dlx2, Dlx4 et Dlx5 sur les 
membres de la triade RANK/RANKL/OPG 

Les données sont fournies comme la moyenne ± SD de l’expression relative des différents échantillons rap-
portée par rapport aux gènes de référence et aux contrôles transfectés à l’aide d’un vecteur vide. 
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 En ce qui concerne les effets du second transcrit de Dlx4, BP2, il s’avère que la surex-

pression de BP2 induit fortement l’expression de RANKL mais n’a aucun effet sur celle de 

l’OPG (Figure 90). Ces deux effets sont à l’opposé de ceux observés pour Dlx4.  

 

 Suite à la découverte récente d’une relation ligand-récepteur entre RANKL et LGR4, 

l’analyse de l’expression de ce récepteur a été menée dans les cellules A3N surexprimant les 

isoformes de Dlx4. Les résultats obtenus ne montrent aucune différence significative dans 

l’expression de LGR4 au sein des cellules A3N modifiées ou non pour l’expression d’une iso-

forme de Dlx4 (Figure 90). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 90 | Analyse de l’expression des transcrits de RANKL, OPG et LGR4 au sein des 
lignées A3N modifiées 

L’effet des surexpressions stables des isoformes de Dlx4 a été analysé par RT-qPCR. Les effets observés sont 
présentés en positif pour des stimulations et en négatif pour des inhibitions. 
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III- Effet de l’inhibition de Dlx4 sur l’expression des 

membres de la triade RANK/RANKL/OPG 

 

 Les effets de Dlx4 sur l’expression transcriptionnelle de RANK/RANKL/OPG, ainsi 

que celle de LGR4, ont également été analysés dans les cellules PG1 transduites à l’aide des 

shARN anti-Dlx4. 

 

 Les données obtenues sont surprenantes dans le sens où l’inhibition de Dlx4, dans les 

cellules PG1, induit les mêmes effets que la surexpression de Dlx4 dans les cellules A3N. En 

effet, l’inhibition de Dlx4 dans les cellules PG1 conduit à une forte inhibition de l’expression de 

RANKL et à une forte augmentation de celle d’OPG (Figure 91). 

 

 Les cellules PG1 exprimant RANK de façon naturelle, l’effet de Dlx4 sur l’expression 

de RANK a pu être analysé. Les résultats obtenus montrent que l’inhibition de Dlx4 conduit à 

une faible augmentation du niveau transcriptionnel de RANK, au moins dans les cellules trans-

duites à l’aide du sh1128 (Figure 91). Par ailleurs, tout comme pour la surexpression de Dlx4 

dans les cellules A3N, aucune modification de l’expression de LGR4 n’est observée (Figure 

91).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 91 | Analyse de l’expression des transcrits de RANKL, OPG et LGR4 au sein des 
lignées PG1 transduites par les shARN anti-Dlx4 

L’effet de l’inhibition de Dlx4 a été analysé par RT-qPCR. Les effets observés sont présentés en positif pour 
des stimulations et en négatif pour des inhibitions. 
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I- Implication des homéogènes Dlx, en particulier Dlx4, 

dans la physiopathologie de l’ostéosarcome 

 

 Sur la base de données préliminaires montrant une expression aberrante de certains 

gènes Dlx, en particulier Dlx1 et Dlx4, dans l’ensemble des lignées d’ostéosarcomes du labora-

toire, une première exploration de l’effet de l’expression de Dlx4 dans l’ostéosarcome avait été 

réalisée à l’aide de sous-clones de la lignée MOS-J exprimant différentiellement Dlx4. Ces résul-

tats avaient alors permis d’établir l’hypothèse selon laquelle Dlx4 pourrait être impliqué dans la 

physiopathologie de l’ostéosarcome sur le plan prolifératif, ostéolytique et ostéoformateur. 

 

 L’objectif des travaux présentés dans ce mémoire était ainsi de valider cette hypothèse 

en modifiant le niveau d’expression de Dlx4 dans les clones cellulaires issus de la lignée ostéo-

sarcomateuse MOS-J. Pour ce faire, deux stratégies ont été employées : l’une consistant à su-

rexprimer le gène Dlx4 dans les cellules A3N (exprimant faiblement Dlx4) à l’aide d’un vecteur 

d’expression, et l’autre consistant à l’inhiber dans les cellules PG1 (l’exprimant fortement) par 

une approche d’ARN interférence (shARN). Dans cette perspective, les outils nécessaires à la 

réalisation de ces travaux ont été obtenus avec succès (cellules A3N et PG1 modifiées), permet-

tant la réalisation d’une première approche in vivo, en parallèle d’études in vitro. L’analyse s’est 

principalement axée sur le rôle de Dlx4 dans la prolifération cellulaire.  

 

 Concernant la surexpression de Dlx4 dans les cellules A3N, les résultats des expé-

riences menées in vivo comme in vitro n’ont pas permis de mettre en évidence un rôle de Dlx4 

dans la prolifération cellulaire (et la croissance tumorale) comme cela était supposé. Par contre 

l’inhibition de Dlx4 dans les cellules PG1 a pour sa part fourni des résultats prometteurs. En 

effet, un retard, voire une absence de développement des tumeurs a pu être observée chez en-

viron 50 % des souris injectées. A l’évidence, l’observation d’un départ tardif de ces tumeurs 

constitue un premier pas vers la confirmation d’une implication de Dlx4 dans la croissance 

(l’agressivité) tumorale. 

 

 Néanmoins, les expériences réalisées avec les shARNs montrant une grande diversité 

de réponse inter-individus, la question de la stabilité de l’expression des shARNs au cours du 

temps en relation avec l’état prolifératif ou pseudo-différencié de la cellule s’est posée. Pour 

répondre à cette question, la remise en culture de pièces tumorales et de métastases a été réali-

sée. Les résultats qui en sont ressortis indiquent que l’expression de Dlx4 se stabilise sans pour 
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autant retrouver un niveau d’expression initiale. Au vu de ces résultats, il est possible que 

l’expression des shARNs et/ou de Dlx4 ne soit pas stable au cours du cycle cellulaire induisant 

un effet transitoire ou alternatif des shARNs sur l’expression de Dlx4. Afin de vérifier cette 

hypothèse, une analyse plus poussée de l’expression de Dlx4 au cours du temps et du cycle 

cellulaire devra être envisagée. De même, la réalisation de lignées exprimant les shARNs, voire 

même Dlx4, de façon conditionnelle en s’appuyant sur le système d’expression Tet-On® devrait 

permettre d’identifier ces variations de façon plus précise et de mieux les contrôler. Cette étude 

est en cours de réalisation, puisque les shARNs ont été récemment clonés dans des plasmides 

contenant le système de réponse à la tétracycline.  

 

  Les divergences de résultats observées entre les expériences de surexpression et 

d’inhibition de Dlx4 montrent que le rôle de Dlx4 dans la physiopathologie de l’ostéosarcome 

n’est pas si simple. Cela pose plusieurs questions sur le fonctionnement du système de régula-

tion de Dlx4 (isoformes, partenaires, épigenèse) et sur son niveau d’implication dans 

l’ostéosarcome (prolifération, ostéolyse…). 

 

 L’existence d’isoformes murines de Dlx4 a en premier lieu été recherchée étant donné 

la connaissance de leur présence chez l’homme. En effet, trois isoformes de Dlx4 sont connues 

chez l’homme nommées BP1, Dlx7 et Dlx4 [304,476,480]. La caractérisation et les fonctions du 

gène Dlx4 et de ses isoformes restent encore mal définies, et de nombreuses erreurs persistent 

dans les banques de données (NCBI, Ensembl, Uniprot…). Voici ce que nous pouvons en dire 

aujourd’hui. L’isoforme BP1 est surtout connue pour son rôle dans la répression de 

l’expression de la -globine alors que cette fonction est perdue pour l’isoforme Dlx7 [476,480]. 

Bien que peu de données soient disponibles sur leurs fonctions, de nombreuses études mettent 

en évidence une expression anormale de BP1 et de Dlx7 dans plusieurs cancers. L’expression 

de BP1 (Dlx4 forme longue), relativement élevée, dans le cancer du sein [425,429,453,481–484], 

les leucémies [421,485], le cancer du poumon [486], du foie [487], du placenta [444], de l’ovaire 

[445,488,489] et de la prostate [436] serait plutôt de mauvais pronostic concernant l’espérance 

de vie, la résistance aux traitements [421,490] ou encore l’apparition de métastases. Ainsi, dans 

ces différents cancers, le potentiel « cancérogène » de Dlx4 s’exprimerait par la perturbation de 

plusieurs fonctions comme l’apoptose [444,453,484,491], la prolifération [436,481,483,492,493], 

la vascularisation [445,489], l’adhésion et la migration cellulaire [431,481,483,488]. 

 

 Notre recherche des isoformes murines de Dlx4, nous a permis de mettre en évidence 

l’existence de deux transcrits supplémentaires chez la souris dont l’un code pour une protéine 
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(BP2). L’existence de ces transcrits avait déjà été suggérée par Nakamura et coll. [304], mais 

aucune donnée de séquence ni étude de fonction n’avaient alors été fournies. Pour ce qui est de 

la correspondance de ces transcrits avec les transcrits de la nomenclature humaine, il semble 

que l’isoforme que nous avons appelée Dlx4 au cours de notre étude corresponde à l’isoforme 

BP1 humaine, et que notre isoforme BP2 corresponde à Dlx7 (Tableau 22). En ce qui con-

cerne le transcrit BP1 murin que nous avons identifié, il pourrait s’agir d’un ARN prémessager 

codant pour BP2, cette possibilité reste à étudier. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 La recherche d’une fonction « oncogénique » pour BP2 a été cherchée par surexpres-

sion de cette dernière dans les cellules A3N et PG1. La surexpression n’a pas permis de mettre 

en évidence de différence de prolifération in vitro entre les clones surexprimant ou non BP2. 

Néanmoins, bien que la surexpression de BP2 dans les cellules PG1 n’ait aucun effet sur la 

croissance tumorale in vivo, comparativement au contrôle, la même expérience réalisée avec les 

cellules A3N a fourni des résultats intéressants dans la mesure où un unique individu injecté 

avec les cellules modifiées a développé une tumeur. Ce résultat s’il se confirme constituerait 

une avancée importante dans la démonstration de l’implication du système Dlx4 dans le déve-

loppement de l’ostéosarcome même si le(s) rôle(s) exact(s) des différentes isoformes reste(nt) à 

déterminer. 

 

 Au-delà de l’existence de plusieurs isoformes pour Dlx4, la possibilité d’une régulation 

de type épigénétique (méthylation, microARN, super-enhancers…) de l’expression de Dlx4 

n’est pas à exclure et pourrait grandement compliquer l’analyse des résultats de nos expérimen-

tations. Cette possibilité est soutenue par la richesse de la séquence de l’exon 1 en base guanine 

et cytosine (83,3 % sur les 120 premières bases et 63,3% sur l’ensemble de l’exon), mais égale-

Tableau 22 | Correspondance entre les formes murines et humaines de Dlx4 
La nomenclature des transcrits souris est celle donnée dans ce mémoire, alors que la nomenclature des trans-
crits humains est celle donnée par Patricie E Berg (Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and 
Haematology) et par la base de données du NCBI (septembre 2016). 
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ment par plusieurs données issues de la littérature qui montrent que le gène Dlx4 est sujet à la 

méthylation dans de nombreux cancers et que certaines de ces méthylations constituent un 

marqueur de mauvais pronostic [494–497]. De façon intéressante, l’hyperméthylation impacte-

rait de façon plus importante la forme courte de Dlx4 (Dlx7), dont l’implication sur le plan 

cancéreux est peu documentée, via une méthylation de son promoteur [494,495]. La forme 

longue de Dlx4 (BP1) serait, elle, moins impactée ce qui est cohérent avec les nombreuses don-

nées qui montrent que son expression est corrélée avec un mauvais devenir dans de nombreux 

cancers. Outre la régulation de l’expression du gène Dlx4 par des mécanismes de méthylation, 

une étude récente de Xie et coll., dans le cancer du foie, a montré que l’expression de Dlx4 pou-

vait être inhibée par le microARN-122 [492]. Cette inhibition de Dlx4 par ce microARN con-

duit à une diminution de la viabilité cellulaire et à une diminution des capacités de clonogénicité 

[492]. Enfin, l’existence d’une régulation plus complexe à l’aide d’un transcrit antisens ou via 

des structures de types super-enhancers devra être étudiée En effet, la prédiction de l’existence 

d’un transcrit antisens murin pour Dlx4 (refGenbank : AK080562)[498], ainsi que la grande 

similitude de structure des gènes Dlx avec certains gènes ayant déjà été décrits pour fonction-

ner à l’aide de structures de types enhancers suggèrent un fonctionnement similaire pour Dlx4. 

En effet, le second transcript de Dlx4 a un potentiel traductionnel faible, ce qui est cohérent 

avec les données générales sur le fonctionnement des super-enhancers décrites par Kowalczyk 

et coll. [499]. L’émergence du rôle de ces structures dans le cancer est très prometteur, et néces-

sitera d’être abordée dans la suite de cette étude [500]. 

 

 Par ailleurs, l’existence de régulations croisées entre les gènes Dlx, comme décrites dans 

l’introduction, pourrait également perturber notre analyse concernant l’implication de Dlx4 

dans la physiopathologie de l’ostéosarcome. En effet, au cours de notre étude, des modulations 

par Dlx4 ont été observées pour l’expression de plusieurs gènes Dlx (Tableau 23).  

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 23 | Résumé des effets de Dlx4 sur l’expression des autres gènes Dlx 
Les effets négatifs de Dlx4 sur l’expression des autres gènes sont représentés en rouge, alors que les effets 
positifs sont représentés en vert. La couleur grise indique une absence de modification significative de 
l’expression.  
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 Bien que des effets ponctuels soient uniquement observés sur l’expression de Dlx1 et 

Dlx2, il semble que le cluster Dlx1/Dlx2 puisse être une cible de BP2 (qui pour rappel n’est pas 

exprimé dans les cellules natives). 

 

 Des effets cohérents (inverses entre surexpression et invalidation) sont observés sur le 

gène Dlx3, qui fait partie du même cluster que Dlx4. En effet, la surexpression de Dlx4 stimule 

l’expression de Dlx3, alors que l’inhibition de Dlx4 la diminue. Cela indique que Dlx4 régule 

son propre cluster bigénique. 

 

 L’existence de telles régulations croisées des DLX, induit une multitude de possibilités 

de modulations d’expression de gènes cibles si l’on prend en compte les cibles propres de 

chaque DLX (DLX4 en particulier) et celles des autres DLX (Tableau 25 ; [501], article en 

Annexe 4). Enfin il ne faut pas oublier que les DLX ont non seulement des redondances fonc-

tionnelles mais sont aussi capables de s’inhiber les uns les autres et que par conséquent la com-

position en DLX est un élément à prendre en compte. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Au cours de notre étude, nous avons également étudié les effets de Dlx4 sur certaines 

cibles connues pour être fortement impliquées dans le développement des cancers. Les résul-

tats obtenus ont permis de mettre en évidence que le gène Bcl-2 était régulé positivement par 

BP2 et fortement diminué par l’inhibition de Dlx4 par une approche d’ARN interférence. Ces 

résultats sont pour partie en accord avec les observations de Stevenson et coll. qui ont constaté 

Tableau 24 | Liste non exhaustives des cibles transcriptionnelles connues pour les diffé-
rents gènes Dlx 

D’après Navet et al., 2014 [461].  
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que Bcl-2 était une cible directe de la forme longue de Dlx4 chez l’homme [453]. Toutefois, 

dans notre étude, l’absence d’effet avec la surexpression de la forme longue (murine) pose de 

nombreuses questions notamment sur la conservation des rôles associés aux divers transcrits 

entre les deux espèces. Concernant l’effet des modulations de Dlx4 sur p53, un effet négatif est 

uniquement observé lors de l’inhibition de Dlx4. Aucun effet n’est observé lors de la surexpres-

sion de Dlx4, suggérant que le niveau transcriptionnel de p53 puisse être déjà à un niveau 

maximal. Ainsi, l’inhibition de Dlx4 aurait un effet pro-tumoral via p53 en opposition avec 

l’effet pro-apoptotique de Bcl-2 dans le même temps. Les effets de ces deux gènes pourraient 

alors s’annuler expliquant l’absence d’effet sur la prolifération tumorale observée lors de 

l’inhibition de Dlx4. Néanmoins, l’établissement d’une balance entre ces deux cibles pourrait 

expliquer l’échappement observé au cours des expériences réalisées.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Par ailleurs, de façon surprenante, les modulations de l’expression de Dlx4 à la hausse 

comme à la baisse induisent des effets similaires (diminution) sur les gènes c-myc et p21 contrai-

rement à ce qui aurait pu être attendu (augmentation d’un côté, diminution de l’autre). Ces ré-

sultats pourraient s’expliquer par la nécessité de maintenir un point d’équilibre dans la cellule 

tumorale ou par les différences respectives entre les deux sous-clones (A3N et PG1). 

 

 Pour en venir aux explications plausibles, permettant de comprendre les divergences de 

résultats observées entre les expériences de surexpression et d’inhibition de Dlx4, l’existence de 

nombreux partenaires pour les homéoprotéines DLX, qui ont pour certaines des fonctions 

Tableau 25 | Résumé des effets de Dlx4 observés sur certains facteurs impliqués dans la 
tumorigenèse 

Les effets négatifs de Dlx4 sur l’expression des autres gènes sont représentés en rouge, alors que les effets 
positifs sont représentés en vert. Le gris indique une absence de modification significative.  
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oncogéniques reconnues, pourraient permettrent de mieux comprendre les résultats obtenus 

(Tableau 26).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 Par exemple, il est clairement établi que DLX4 interagit avec la protéine MAGE-D1 

(Dlxin) [454]. Or, cette protéine semble être largement impliquée dans les processus de prolifé-

ration et de migration inhérents au développement des cancers, où elle joue un rôle de suppres-

seur de tumeur [457,502–507]. Ainsi, en fonction des quantités de DLX4 présentes dans la 

cellule tumorale, la réponse de la cellule à la protéine partenaire (facteur de transcription princi-

palement) pourrait être différente.  

 

 En perspective de ces travaux, il sera nécessaire d’approfondir l’étude des mécanismes 

de régulation du gène Dlx4. Pour ce faire, des expériences de mutagenèse dirigées à l’aide du 

système Crispr/Cas9 visant à invalider l’ATG de l’une ou l’autre des isoformes pourraient per-

mettre de mieux appréhender le rôle de chaque isoforme. De même, des cotransfections des 

différentes isoformes avec les différents gènes Dlx ou des shARN inhibant l’une ou l’autre des 

isoformes pourraient également permettre de mieux comprendre le rôle des isoformes de Dlx4 

et d’identifier leurs partenaires.  

 

 Par ailleurs, les relations entre Dlx4 et le métabolisme énergétique devront être étudiées 

pour répondre aux observations réalisées lors de la transduction des shARN dans les cellules 

PG1. En effet, une analyse préliminaire du métabolisme énergétique a permis de mettre en 

évidence une différence importante dans les capacités glycolytiques des cellules A3N et PG1 

qui pourrait, en plus des variations d’expression de Dlx4, expliquer les différences de proliféra-

tion observées entre ces cellules. De plus aucune différence n’étant décelable entre les cellules 

Tableau 26 | Partenaires protéiques des DLX 
D’après Navet et al., 2014 [461]. 
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PG1 et PG1-sh207, il est raisonnable de penser qu’il n’existe pas de lien direct entre l’activité 

glycolytique et le niveau d’expression de Dlx4. Par contre, nous avons pu observer de façon 

inattendue une relation entre la phosphorylation oxydative et l’expression de Dlx4. En effet, 

l’inhibition de Dlx4 par le sh207 induit une baisse considérable des réserves en cofacteurs en-

zymatiques (NADH ou FADH). Bien que préliminaires, ces données posent la question d’une 

régulation par l’homéoprotéine DLX4 de la synthèse et/ou de la fonction d’un facteur clef du 

contrôle de la gestion des ressources mitochondriales. Cette question est d’autant plus perti-

nente qu’une étude [508] a déjà mis en évidence la présence de la protéine DLX4, en plus de sa 

localisation classique dans le noyau, au niveau cytoplasmique. Une telle localisation cellulaire 

n’a jamais été observée pour les autres membres de la famille DLX. Concernant le facteur cible 

de DLX4, plusieurs possibilités existent. En effet, il pourrait s’agir d’une enzyme nécessaire à la 

biosynthèse, d’une protéine impliquée dans le transport mitochondrial (navette malate - aspar-

tate ou glycérol phosphate), ou encore d’une protéine impliquée dans la régénération de ces 

cofacteurs comme les sous-unités des complexes I et II de la chaîne respiratoire. Pour la suite 

de l’étude, plusieurs expériences pourront être envisagées comme le dosage des complexes 

respiratoires, la mesure de l’activité de certaines réactions du cycle de Krebs (succinate déshy-

drogénase), l’utilisation d’inhibiteurs des transporteurs mitochondriaux (par exemple 

l’Etomoxir pour évaluer la part de consommation d’oxygène due à la Béta oxydation des acides 

gras). Aussi, la recherche d’un nouveau clone cellulaire présentant un même niveau 

d’expression de Dlx4 que la lignée A3N mais une capacité glycolytique plus importante sera 

entreprise pour nos futures recherches. Ces données sont importantes à prendre en compte, car 

d’autres études ont déjà mis en évidence des rôles des gènes Dlx, en particulier Dlx2, dans le 

métabolisme énergétique (switch glycolytique en particulier) [509].  

 

 Finalement de nombreuses études sont encore nécessaires afin d’établir le ou les rôle(s) 

de Dlx4 dans la physiopathologie de l’ostéosarcome. Nos travaux n’ont volontairement pas 

abordé les rôles potentiels de DLX4 dans les capacités métastatiques de la cellule tumorale 

d’une part et dans la résistance potentielle aux agents de chimiothérapie d’autre part. Ces sujets 

très intéressants et de haute importance clinique s’incrivent dans la poursuite de ce travail et 

seront menés avec l’ensemble des outils générés au cours de ce doctorat. 
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II- Implication de RANK dans la dissémination métasta-

tique en environnement immunodéficient 

 

La deuxième partie des travaux réalisés pendant cette thèse s’est intéressée aux consé-

quences de l’expression de RANK dans les cellules ostéosarcomateuses sur les processus cellu-

laires fondamentaux (prolifération, différenciation, apoptose et migration), donc sur 

l’agressivité tumorale. 

 

Le fait que RANK soit exprimé au sein de la tumeur dans les cellules ostéosarcoma-

teuses en plus de son expression dans les cellules du lignage monocyte/macrophage, en parti-

culier les ostéoclastes, a longtemps fait débat. Aujourd’hui la majorité des travaux publiés por-

tant sur ce sujet abonde dans le sens d’une expression de RANK dans un nombre significatif 

de cellules ostéosarcomateuses visualisées au niveau de biopsies de patients [219,220,247,510–

512] comme dans les lignées d’ostéosarcomes établies [213,236,248,512–517]. La cellule ostéo-

sarcomateuse étant une source importante de RANKL [214,247,510,511,516,518–525], mais 

aussi d’OPG [138,247,511,513,516,523,526–528], deux modes de fonctionnement de la signali-

sation RANKL/RANK dans l’ostéosarcome ont été proposés [235,529], un mode homoty-

pique (autocrine à la cellule tumorale) et un mode hétérotypique faisant intervenir les cellules 

du micro-environnement tumoral, en particulier les ostéoclastes (Figure 92). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 92 | Représentation schématique des deux modes de fonctionnement de la signali-
sation RANKL/RANK dans l’ostéosarcome 

Le mode homotypique pour lequel la cible de RANKL est la cellule ostéosarcomateuse exprimant RANK, 
quelle que soit l’origine de RANKL (cellule ostéosarcomateuse ou de l’environnement), et le mode hétéroty-
pique pour lequel la cible de RANKL est une cellule de l’environnement exprimant RANK, en premier lieu 
l’ostéoclaste, qui en réponse à RANKL stimule la croissance de la tumeur. 
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Concernant la voie hétérotypique, de nombreuses études ont établi que la cellule tumo-

rale de par son expression de RANKL, sans oublier de prendre en compte l’expression de son 

récepteur leurre l’OPG, amorçait le cercle vicieux établi entre cellules tumorales et ostéoclastes 

présenté dans la partie introduction de ce mémoire. Rompre ce cercle vicieux dans un but thé-

rapeutique a été le sujet de nombreux travaux avec des résultats prometteurs. Les injections 

d’une protéine RANK recombinante (RANK-FC ; [251,529,530]), d’OPG recombinant (OPG 

et OPG-FC ; [225,250,511]), d’inhibiteurs synthétiques de RANK [117] ou d’ARN interférent 

anti-RANKL [531] ont été réalisées sur différents modèles précliniques d’ostéosarcomes. Dans 

tous les cas, une forte inhibition de l’ostéolyse péritumorale a été observée avec des consé-

quences variables sur la croissance tumorale. Le blocage de la résorption osseuse dans le con-

texte de tumeurs ostéolytiques s’est alors confirmé comme un élément positif, néoadjuvant, 

dans la prise en charge des patients. 

 

Les bisphosphonates, inhibiteurs puissants de la résorption osseuse connus depuis de 

nombreuses années comparativement aux inhibiteurs de la signalisation RANKL/RANK, ont 

en premier été utilisés en clinique comme néoadjuvants dans la prise en charge des ostéosar-

comes (protocole OS 2006 par exemple). Au-delà de leur effet sur l’ostéoclaste, ils exercent 

aussi un effet direct sur la cellule tumorale [532,533] avec par exemple un impact sur 

l’expression de RANKL [534,535] et d’OPG [533]. Leur étude se poursuit actuellement, bien 

que les premiers résultats soient malheureusement en deçà des espérances. Concernant les in-

hibiteurs de la voie RANKL/RANK, les données se limitent à un unique patient traité pour un 

ostéosarcome avec l’anticorps bloquant RANKL nommé Denosumab® [268]. Une rémission 

totale a été rapportée chez ce patient [268] cependant il est trop tôt pour conclure en absence 

d’étude clinique sur un nombre de patients conséquent. 

 

Pour en revenir au(x) rôle(s) associé(s) à l’expression des éléments de la signalisation 

RANKL/RANK dans la cellule tumorale, les travaux de Chen et coll. [529] avec un modèle 

d’ostéosarcome obtenu génétiquement chez la souris (GEMM : « Genetically Engineered 

Mouse Model ») par délétions ciblées dans l’ostéoblaste de P53 et de Rb ont montré que 

l’invalidation totale de RANKL chez ces animaux induisait certes une ostéopétrose mais sur-

tout bloquait le développement tumoral, signant l’importance d’un RANKL actif pour 

l’initiation tumorale. Nos travaux ont montré que le blocage de RANKL avec un anticorps 

neutralisant utilisé après l’initiation tumorale n’inhibait pas totalement la croissance tumorale 

mais protégeait l’os de toute résorption. Des travaux non publiés d’injection de nos cellules 

PG1 standards (exprimant RANKL) chez la souris RANKL KO (Figure 93) montrent que le 
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développement tumoral est retardé mais n’est pas bloqué. Des résultats similaires ont été obte-

nus avec la lignée MOTO1.1 [529]. L’ensemble de ces résultats suggère que l’expression de 

RANKL dans la cellule tumorale est un élément clef de l’initiation tumorale indépendamment 

de la présence d’ostéoclastes dans l’environnement. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

La publication d’un cas d’ostéosarcome chez un patient atteint d’une ostéolyse familiale 

extensive (FEO ; [536]) et les observations rapportées par les cliniciens de la survenue 

d’ostéosarcomes dans des sites osseux ayant un historique traumatologique et/ou inflamma-

toire abondent dans le sens d’une implication de la triade dans l’initiation tumorale par un mé-

canisme qui reste à découvrir. En effet, ces deux conditions sont associées à une perturbation 

locale du remodelage osseux donc en lien avec l’expression des éléments de la triade 

RANK/RANKL/OPG. 

 

Figure 93 | Analyse comparative de l’injection des cellules PG1 chez les souris sauvages et 
RANKL KO (n=4) 

La croissance tumorale démarre plus tardivement mais est effective chez les souris invalidées pour RANKL. 
Au niveau osseux aucun signe de résorption n’est visible mais la formation d’un tissu ostéoïde tumoral est 
évidente.  
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Nos résultats avec la souris RANK-Tg, souris qui peut être assimilée à une souris pré-

sentant une FEO [537], montrent que la croissance tumorale n’est pas augmentée chez cette 

souris, indépendamment du statut RANK tumoral, supportant l’idée que l’environnement très 

ostéolytique ait un impact sur l’initiation tumorale et non sur la croissance tumorale. Néan-

moins nos résultats montrent un impact sur le nombre de métastases qui apparait globalement 

réduit chez la souris RANK-Tg. Des études plus poussées seront nécessaires pour décrypter les 

liens éventuels entre hyperactivité ostéolytique et initiation tumorale d’une part, et le potentiel 

métastatique de la cellule tumorale d’autre part. 

 

Concernant les rôles de RANK dans la cellule tumorale, voie homotypique, nos travaux 

ont mis en évidence que cette expression avait pour seule conséquence significative 

d’augmenter le potentiel métastatique de la cellule tumorale en stimulant l’expression par la 

cellule tumorale de facteurs pro-migratoires comme les métalloprotéases MMP9 et MMP13. 

Ces résultats sont en accord avec la grande majorité des travaux publiés qui n’observe aucun 

impact de l’expression de RANK dans la cellule tumorale sur les processus de prolifération, 

différenciation et apoptose [235,248,251,512,517,529,530]. Nous avons de plus observé qu’une 

baisse de l’immunité était nécessaire pour que ce potentiel métastatique soit converti en fait. 

Chez la souris Nude, utilisée dans nos travaux, l’absence de lymphocytes T actifs liée à la perte 

du gène FoxN1 conduit à une augmentation du nombre de métastases avec les cellules surex-

primant RANK. Cette augmentation est, de manière intéressante, réversible par blocage de 

RANKL dans l’ensemble de l’organisme avec un anticorps inhibiteur. Notre première interpré-

tation de ces résultats était que le fait que la cellule tumorale exprime RANK induisait deux 

processus en relation avec la survenue de métastases qui s’opposent chez la souris sauvage. 

Tout d’abord l’expression de RANK favoriserait le départ de la cellule de la tumeur primaire 

suite à la stimulation par RANKL comme explicité ci-dessus. A l’opposé l’expression de 

RANK favoriserait la reconnaissance de la cellule tumorale en migration par le système immu-

nitaire, plus particulièrement par les lymphocytes T connus pour exprimer fortement RANKL 

[520]. Chez la souris Nude, l’absence de lymphocytes T avait donc pour conséquences une 

augmentation du nombre de métastases, et le blocage de RANKL diminuant le nombre de 

cellules quittant le site primaire ramenait le nombre de métastases à un niveau proche de la 

souris sauvage. L’expérience d’invalidation de RANKL uniquement dans les lymphocytes T, 

donc chez une souris non-immunodéprimée, avait pour objectif de confirmer notre interpréta-

tion en observant une augmentation du nombre de métastases. Cependant cette invalidation 

ciblée n’affecte en rien le nombre de métastases obtenu avec les cellules sur-exprimant RANK 

démontrant que notre interprétation était en partie erronée. En effet, il est clair que les lym-
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phocytes T ne sont pas les cellules bloquant les cellules tumorales en migration via la liaison 

RANKL/RANK. Nous n’avons pas d’explication quant au rôle de l’absence de lymphocytes T 

sur l’augmentation du nombre de métastases et pensons que cela pourrait plutôt être secondaire 

à la perturbation de l’ensemble du système immunitaire chez les souris Nude en particulier des 

cellules du lignage monocyte/macrophage. Concernant la mise en migration des cellules tumo-

rales par fixation de RANKL sur RANK, nous ignorons quelle peut être la cellule source de 

RANKL même s’il est clair que cela n’est pas le lymphocyte T. Plusieurs cellules peuvent en 

être la source comme la cellule tumorale elle-même, l’ostéoblaste quiescent, les lymphocytes B 

[538–553] même s’ils sont peu présents au sein de la tumeur (données du laboratoire), ou les 

cellules endothéliales [109,176,554–558] qui sont en grande nombre dans la tumeur. Des tra-

vaux plus poussés d’invalidations spécifiques de RANKL dans les divers lignages cellulaires 

seront nécessaires pour établir sans ambigüité la source de RANKL. 

 

Une nouvelle hypothèse est venue s’ajouter aux précédentes qui est que l’expression de 

RANK par la cellule tumorale en migration pourrait faciliter son adressage au site métastatique, 

le poumon dans le cas présent connu pour son expression de RANKL [108]. Plusieurs autres 

couples cytokines-récepteurs ont déjà été impliqués dans l’adressage de cellules tumorales os-

seuses migrantes dont CXCL12/SDF1α pour le récepteur CXCR4/CXCR7 [559–574], 

CCL21/6Ckine pour le récepteur CCR7 [575,576], et Fas-L pour le récepteur Fas [577–582]. Le 

couple RANKL/RANK pourrait donc s’ajouter à cette liste. Par ailleurs l’expression conjointe 

de RANK et de ces récepteurs, précédemment évoqués, pourrait favoriser la métastase comme 

suggéré par les travaux de Xie et coll. [583] montrant que l’activation de CXCR4 contrôle 

l’expression de RANKL par la cellule tumorale. Des études complémentaires seront nécessaires 

pour caractériser la potentielle fonction du couple RANKL/RANK dans le « seeding » de la 

cellule tumorale en migration.  

 

L’existence d’un troisième récepteur de RANKL nommé LGR4 a récemment été dé-

montrée [61] avec des effets cellulaires induits différents, voir antagonistes, de ceux observés 

via RANK au moins dans la cellule ostéoclastique. La présence ou l’absence de ce récepteur au 

niveau de la cellule tumorale dépendamment de l’expression de RANK devra être analysée et 

les conséquences de la co-expression des deux récepteurs ou de l’expression de l’un ou l’autre 

de ces récepteurs sur l’ensemble des processus cellulaires devront être établies. Nous avons déjà 

mis en évidence l’expression de LGR4 dans la cellule ostéosarcomateuse et la modulation de 

cette expression est l’objet de futurs travaux dans les cellules exprimant ou non RANK. Un 
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intérêt particulier sera porté au rôle de LGR4 potentiellement antagoniste de RANK en ré-

ponse à RANKL dans le processus métastatique. 

  

Pour finir, dans la première partie de nos travaux nous avons montré que les homéo-

protéines de la famille DLX pouvaient contrôler l’expression des éléments de la triade 

RANK/RANKL/OPG (+LGR4) ce qui peut avoir des conséquences sur son fonctionnement 

donc sur la ou les capacités métastatiques de ces cellules ostéosarcomateuses. Les travaux de 

Morini et coll. [430] ont démontré que la composition en DLX présente dans la cellule tumorale 

(cancer du sein) avait un impact sur son potentiel métastatique. Par analogie nous pouvons 

émettre l’hypothèse que la composition en DLX dans la cellule ostéosarcomateuse puisse avoir 

un impact sur le potentiel métastatique de celle-ci en jouant, entre autre, sur la signalisation 

RANKL/RANK/OPG/LGR4. 

 

La validation de cette hypothèse est l’objectif de nos futurs travaux dans la continuité 

de ces travaux de thèse. 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

Conclusion générale et perspectives 
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 La recherche de nouveaux traitements pour améliorer la survie des patients atteints 

d’ostéosarcome passe par une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires mis en 

jeu dans cette pathologie. Les travaux présentés dans cette thèse se sont intéressés à élucider le 

rôle, au sein de la cellule tumorale, des homéogènes Dlx et de la signalisation 

RANK/RANKL/OPG à la fois dans la cellule tumorale mais également dans son environne-

ment où cette signalisation est perturbée.  

 

 Les résultats obtenus concernant le gène Dlx4 n’ont pas permis d’établir clairement un 

lien entre l’expression de Dlx4 et la vitesse de prolifération tumorale. Cependant plusieurs axes 

sont encore à explorer concernant le rôle de Dlx4 dans l’agressivité tumorale notamment vis-à-

vis de la dissémination métastatique et de l’ostéolyse tumorale. Par ailleurs, l’éventuel impact de 

l’expression de Dlx4 (et des autres Dlx) sur la résistance aux traitements de chimiothérapies 

devra être exploré.  

 

 Concernant la signalisation RANK/RANKL, en particulier le rôle de l’expression de 

RANK dans la cellule tumorale, le principal résultat obtenu est la mise en évidence d’un poten-

tiel migratoire de la cellule tumorale exprimant RANK dans un contexte immunodéficient. Une 

analyse plus poussée du rôle de la signalisation RANK/RANKL dans le processus métastatique 

sera menée en explorant les interactions possibles de cette signalisation et celles déjà connues 

pour leur participation dans ce processus. 

 

 Ces travaux ont validé l’importance de ces deux signalisations dans l’ostéosarcome. 

Une interaction entre ces deux voies est possible et sera étudiée plus en détails lors de la pour-

suite des travaux amorcés dans cette thèse. 
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Annexe 1 | Evaluation de la pureté des lymphocytes T extrait de la rate 
à l’aide du kit Dynabeads ® FlowComp 
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Annexe 2 | Liste des amorces de qPCR utilisées pour les analyses chez 
la souris 
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Annexe 3 | Liste des amorces de qPCR utilisées pour les analyses chez 
l’Homme 
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Abstract 
 

Osteosarcoma (OS), the most common malignant 
primary bone tumor, is characterized by an osteoid 
formation occasionally associated with osteolysis. De-
spite therapeutic advances, the 5-years survival rate 
remains low (30% in case of metastasis or drug-
resistance). New therapeutic approaches targeting the 
tumor cell and its environment are needed. 

 
Presented studies focused on potential pro-tumor 

factors namely Dlx genes and a key signaling pathway 
of the bone environment (RANKL / RANK) that may 
influence tumor aggressiveness. The OS is an osteo-
blastic tumor and Dlx family was chosen due to its in-
volvement in osteoblastogenesis. RANKL / RANK path-
way was selected as it constitutes a main element in the 
coupling between osteoblasts and osteoclasts. A link 
between Dlx genes and RANK signaling was suspected. 

 
Dlx1, Dlx4 and Rank genes are not normally ex-

pressed in osteoblasts but are present in the OS cell 
lines. Dlx and Rank expression modulations were real-
ized to assess the impact on tumor cells. RANK / 
RANKL signaling involvement in the tumor microenvi-
ronment was analyzed. Disruption of remodeling is in 
favor of the tumor taking part in the establishment of a 
vicious circle between tumor and environment. 

 
This work established the involvement of Dlx, espe-

cially DLX4 to which a new coding transcript has been 
characterized. However, additional studies are needed. 
Regarding the RANK / RANKL signaling, it turns out that 
beyond the vicious circle, leading to tumor initiation 
stage, the RANK expression by the tumor proves to be 
pro-metastatic elements. 

 
 
 

Ostéosarcoma, Dlx homebox genes, 

RANK/RANKL signaling, metastatic spread 

Résumé 
 

L’ostéosarcome (OS), plus fréquente des tumeurs 
osseuses primitives malignes, se caractérise par une 
croissance ostéoïde parfois associée à une ostéolyse. 
Malgré les avancées thérapeutiques, le taux de survie 
reste faible (30 % à 5 ans si métastases ou chimiorésis-
tances). De nouvelles approches thérapeutiques ciblant 
la cellule tumorale et son environnement sont néces-
saires. 

 
Les travaux présentés se sont intéressés aux poten-

tiels facteurs pro-tumoraux que sont les gènes Dlx et à 
une signalisation clé de l’environnement osseux 
(RANKL/RANK) susceptible d’influer l’agressivité tumo-
rale. L’OS étant une tumeur ostéoblastique, la famille 
Dlx a été choisie, car impliquée dans l’ostéoblasto-
genèse, et la signalisation RANKL/RANK, car voie car-
dinale du couplage entre ostéoblastes et ostéoclastes. 
De plus un lien entre Dlx et signalisation RANK était 
suspecté. 

 
Les gènes Dlx1, Dlx4 et Rank non-exprimés dans 

l’ostéoblaste sain le sont dans les lignées d’OS. Des 
modulations d’expression des Dlx et de Rank ont été 
réalisées afin d’en évaluer l’impact sur les cellules tumo-
rales. L’implication de la signalisation RANK/RANKL 
dans le microenvironnement tumoral a été analysée. La 
perturbation du remodelage est en faveur de la tumeur 
en participant à l’établissement d’un cercle vicieux entre 
la tumeur et l’environnement. 

 
Les travaux ont établi l’implication des Dlx, surtout 

Dlx4 pour lequel un nouveau transcrit codant a été ca-
ractérisé. Cependant des études supplémentaires sont 
nécessaires. Concernant la signalisation RANK/RANKL, 
il s’avère qu’au-delà du cercle vicieux, important au 
stade d’initiation tumorale, l’expression de RANK par la 
tumeur s’avère être un facteur pro-métastatique. 

 
Ostéosarcomes, homéogènes Dlx, signalisation 

RANK/RANKL, dissémination métastatique 

 


