
1 

 

Thèse de doctorat de 
 

 

 

 

L'UNIVERSITE DE NANTES  
 

ECOLE DOCTORALE N° 605  
Biologie Santé  
Spécialité : Cancérologie   
 

Par Vincent CRENN 
Impact du microenvironnement et de la vascularisation tumorale dans la 
réponse de l’ostéosarcome à la chimiothérapie 
 
 
Thèse présentée et soutenue à Nantes, le 29 mars 2021  

Unité de recherche : Laboratoire PhyOs, INSERM UMR1238, Sarcomes osseux et remodelage des tissus calcifiés 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 Rapporteurs avant soutenance : 
 
Natacha Entz-Werlé  Professeur des Universités – Praticien Hospitalier, CHU Strasbourg 
Marie-Hélène Lafage-Proust Professeur des Universités – Praticien Hospitalier, CHU Saint Etienne 
 

 

 
Composition du Jury :  
 
 

Présidente :  Anne Brouchet  Professeur des Universités – Praticien Hospitalier, CHU Toulouse 
 
Examinateurs :  Anne Brouchet  Professeur des Universités – Praticien Hospitalier, CHU Toulouse  

Rosset Philippe  Professeur des Universités – Praticien Hospitalier, CHU Tours  
Corre Isabelle  Chercheur laboratoire PhyOs, INSERM UMR 1238 
Potiron Vincent  Ingénieur de recherche, laboratoire CRCINA, INSERM UMR 1232 

 
Dir. de thèse : Françoise Redini Directrice de recherche, laboratoire PhyOs INSERM UMR 1238 
Co-encadrant François Gouin  Professeur des Universités – Praticien Hospitalier, Centre Léon Bérard Lyon 
 

 
 

  



2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ce travail a été réalisé au sein du Laboratoire 

PHY-OS, INSERM UMR 1238, 

Sarcomes osseux et remodelage des tissus calcifiés, 

Faculté de Médecine de Nantes. 

 

 

 

 

 

 

 



4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5 

 

Remerciements 

 
 
A Madame Françoise Redini. Merci de m’avoir encadré pour ce travail et accueilli dans le 

laboratoire. Merci pour vos conseils, votre patience, et votre confiance. Merci de m'avoir accordé 

la possibilité de mener à bien ce projet malgré mon activité clinique. Que ce travail soit le 

témoignage de ma reconnaissance. 

 

A Monsieur le Professeur François Gouin. Merci de m’avoir co-encadré pour cette thèse et de 

m'avoir encouragé à la débuter. Merci de votre soutien, vous m’avez  transmis votre passion pour 

la prise en charge des tumeurs musculo-squelettiques. Merci aussi de m'accueillir à Lyon pour y 

parfaire mes connaissances. Que ce travail soit le témoignage de ma profonde reconnaissance. 

 

A Madame Isabelle Corre. Merci pour ta gentillesse, et le partage de tes connaissances. Ce travail 

n'aurait pas été possible sans ton aide. Merci de m'avoir guidé, de m'avoir conseillé. Que ce travail 

soit le témoignage de ma reconnaissance. 

 

A Madame le Professeur Anne Brouchet. Merci de votre encouragement et de vos conseils 

depuis le début de ce travail, et merci pour les collaborations à venir. Merci de me faire l’honneur 

de juger ce travail. 

 

A Monsieur Vincent Potiron. Merci d'accompagner ce travail depuis son commencement, merci 

de tes conseils. Merci de me faire l’honneur de juger ce travail. 

 

A Monsieur le Professeur Philippe Rosset. Merci de votre présence éclairante au sein du grand 

Ouest. Merci de me faire l’honneur de juger ce travail. 

 

A Madame le Professeur Marie-Hélène Lafage-Proust. Merci d’avoir accepté de juger ce travail. 

 

A Madame le Professeur Natacha Entz-Werlé. Merci également d’avoir accepté de juger ce 

travail. 

 

A Monsieur Jérôme Amiaud. Ce travail n'aurait pas vu le jour sans ton aide précieuse. Merci de 

tes lumières pour les analyses histologiques. Merci. Que cette thèse soit le témoignage de ma 

reconnaissance et de mon amitié. 

 

A Monsieur Kevin Biteau. Merci pour ton aide précieuse concernant l’élaboration des modèles, et 

la culture cellulaire. 

 

A Madame le Docteur Anne Moreau. Merci pour les analyses histologiques sur tissu humain. 

Merci pour vos explications et votre aide. 

 

 



6 

 

 
A Régis Brion, Céline Charrier, Séverine Battaglia, Luciano Vidal… et tous les tous les membres 

du laboratoire qui m’ont toujours bien accueilli. 

 

A Denis Waast, et Sophie Touchais, pour m’avoir permis de moduler mon activité ces derniers 

mois. Votre soutien m’a permis de mener à bien ce travail. Je vous en suis très reconnaissant. 

 

A mes jeunes collègues orthopédistes : Yoann, François, Yonis. Merci de votre aide et de votre 

soutien.  

 

A mes collègues et orthopédistes, Guy, Marc, Guillaume, merci de vos enseignements.  

 

A Christophe Nich, pour avoir repris l’activité universitaire à Nantes, et pour son soutien dans 

mon parcours. 

 

A Sylvain Briand, pour ses enseignements, et des blocs inoubliables.  

 

A Louis-Romée et Jean-Camille pour leur présence au sein des Jeunes Boulistes Francophones. 

 

A Pierre Kubicek, Chloé Dumars pour leur implication sur a thématique du  

microenvironnement qui a permis ce travail. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



7 

 

Aux malades et à leurs proches, 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A Jean-Claude particulièrement,  
 

 
 

A Maëlle, 
 

A mon père et mon grand-père, pour m’avoir transmis le virus de la médecine. 
 

A Monique, 
 

A ma mère, 
 

A Sabrina pour sa patience et son amour, 
  

A Hector, 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



8 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



9 

 

Sommaire 

LISTE DES ABREVIATIONS 13 

TABLE DES ILLUSTRATIONS 17 

INTRODUCTION 23 

L’OSTEOSARCOME 23 

GENERALITES ET EPIDEMIOLOGIE: 23 

Epidémiologie 23 

Présentation clinique 24 

Aspect à l’imagerie 25 

Diagnostic 26 

Caractéristiques tumorales générales 27 

PATHOGENESE : 29 

Rôle de la croissance 30 

Facteur environnementaux 32 

Facteurs génétiques 32 

FACTEURS PRONOSTICS ET ANALYSE ANATOMOPATHOLOGIQUE : 35 

Facteurs cliniques et biologiques 36 

Facteurs histologiques 37 

Limites des facteurs pronostics 42 

TRAITEMENT : 44 

Chirurgie 45 

Généralités 46 

Thérapeutiques innovantes et études en cours : 48 

HETEROGENEITE TUMORALE : 50 

LE  MICROENVIRONNEMENT 53 

GENERALITES 53 

LA VASCULARISATION OSSEUSE ET SON MICROENVIRONNEMENT EN CONDITION 

PHYSIOLOGIQUE 54 

Généralités, architecture et fonction de la vascularisation de l’os 55 

Vaisseaux H et L dans l’os normal et en croissance 59 



10 

 

MICROENVIRONNEMENT TUMORAL ET SPECIFICITES DANS L’OSTEOSARCOME 61 

Les cellules osseuses et le remodelage osseux 63 

Les cellules immunitaires 67 

Les cellules souches mésenchymateuses (CSM) 70 

Les cellules du microenvironnement vasculaire 71 

Perspectives dans la compréhension et le ciblage du microenvironnement de 

l’ostéosarcome 81 

OBJECTIFS DE LA THESE 83 

ARTICLE ORIGINAL : INFLUENCE DU MICROENVIRONNEMENT DANS LA 

REPONSE HISTOLOGIQUE DE L’OSTEOSARCOME A LA CHIMIOTHERAPIE : 

APPROCHE PRECLINIQUE ET ANALYSE RETROSPECTIVE 84 

PRESENTATION DE L’ARTICLE 85 

INTRODUCTION : 85 

PRINCIPES ET OBJECTIFS : 86 

CHOIX METHODOLOGIQUES : 86 

Modèle préclinique in vitro et in vivo 86 

Analyse rétrospective pilote 88 

PUBLICATION 89 

DISCUSSION 107 

MODELE DE BON ET MAUVAIS REPONDEURS 107 

Validation de l’expérience 108 

CRITIQUES ET LIMITES DE L’ETUDE : 109 

Modèle murin 109 

Analyse rétrospective 109 

TRAVAUX COMPLEMENTAIRES ET PERSPECTIVES 110 

L’axe de la résorption osseuse 110 

Modèles complémentaires 112 

Analyse de l’environnement vasculaire 113 

ARTICLE ORIGINAL : SIGNATURE DU MICROENVIRONNEMENT TUMORAL 

VASCULAIRE EN TANT QUE MARQUEUR DE LA REPONSE THERAPEUTIQUE 



11 

 

A LA DOXORUBICINE DANS UN MODELE PRECLINIQUE D'OSTEOSARCOME

 115 

PRESENTATION DE L’ARTICLE 116 

INTRODUCTION : 116 

PRINCIPES ET OBJECTIFS : 117 

CHOIX METHODOLOGIQUES : 117 

PUBLICATION 119 

DISCUSSION 147 

CRITIQUES ET LIMITES 148 

Limite de l’effectif 149 

Choix des marqueurs 150 

Stade d’analyse des marqueurs 150 

Analyse quantitative 151 

PERSPECTIVES : 151 

Modèle préclinique 152 

Analyse sur biopsies humaines 152 

CONCLUSION 155 

REFERENCES : 157 

ANNEXE 1 177 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



12 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



13 

 

Liste des abréviations 

 

ADN 

aFGF 

ALP 

ARNm 

ATRX  

BET 

bFGF 

BRCA1 

BRCA2 

BSP 

CD146 

CD163 

CD68 

CD8 

CI50  

c-KIT 

c-MET 

CSM 

DLG2 

EC 

FDA 

FGF23 

FOXP3 

HAS 

Acide Désoxyribonucléique 

Fibroblast Growth Factor A 

Alkaline Phosphatase 

Acide Ribonucléique Messager 

Alpha-Thalassemia/Mental Retardation, X-Linked 

Bromo- And Extra-Terminal 

Fibroblast Growth Factor B 

Breast Cancer 1 

Breast Cancer 2 

Bone Sialoprotein 

Cluster Of Differentiation 148 

Cluster Of Differentiation 163 

Cluster Of Differentiation 68 

Cluster Of Differentiation 8 

Concentration Inhibitrice Médiane 

Tyrosine-Protein Kinase Kit 

Tyrosine-Protéine Kinase Met 

Cellule Souche Mésenchymateuse 

Disks Large Homolog 2 

Endothelial Cell 

Food And Drug Administration 

Fibroblast Growth Factor 23 

Forkhead Box P3 

Haute Autorité De Santé 



14 

 

HIF1 

IGF1 

IHC 

IL-1  

IL-6  

IL-8  

IRM 

LCN2 

lncARN 

M-CSF 

MDM2 

MDP 

MEC 

MiARN 

MKI 

MTP-PE 

NCT 

NG2  

OC 

OPG 

PD-ECGF 

PDGFR-β  

RANK 

RANKL 

RB 

Hypoxia-Inducible Factor 1 

Insulin-Like Growth Factor-1 

Immunohistochimie 

Interleukine-1 

Interleukine-6 

Interleukine-8 

Imagerie Par Résonnance Magnétique 

Lipocaline 2 

Longs ARN Non Codants 

Macrophage Colony-Stimulating Factor 

 Murine Double Minute 2 

Muramyl Dipeptide  

Matrice Extra-Cellulaire 

Micro ARN 

Multi Kinase Inhibiteur 

Muramyl Tripeptide Phosphatidyl Ethanolamine 

National Clinical Trial 

Neural/Glial Antigen 2 

Osteocalcine 

Ostéoprotégérine  

Platelet-Derived Endothelial Cell Growth Factor 

Platelet-Derived Growth Factor Receptor, Beta Polypeptide 

Receptor Activator Of NF-Kb 

Receptor Activator Of NF-Kb Ligand 

Rétinoblastome  



15 

 

RunX2 

Sox9 

SSG 

Stir 

TK 

TKI 

TMA 

TNF  

TP53 

VE 

VEGF 

α-SMA  

 

Runt-Related Transcription Factor 2 

Sry-Box Transcription Factor 9 

Scandinavian Sarcoma Group 

Short Tau Inversion-Recuperation 

Tyrosine Kinase  

Tyrosine Kinase Inhibitor 

Tissue Micro-Array 

Tumor Necrosis Factor 

Tumor Protein 53 

Vesicule Extracellulaire 

Vascular Endothelial Growth Factor 

Alpha Smooth Muscle Actin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



16 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



17 

 

Table des illustrations 

Figure 1 : Epidémiologie de l’Ostéosarcome. Incidence de l'ostéosarcome selon l'âge et le sexe. 

SEER (Surveillance, Epidemiology, and End Results) 18 data (1973–2013) (Gianferante et al., 

2017). ............................................................................................................................................................ 23 

Figure 2 : Aspect clinique d'un adolescent présentant un ostéosarcome de l'humérus proximal 

droit. Œdème de la région deltoïdienne, et atrophie de la musculature pectorale. ........................... 24 

Figure 3 : Ostéosarcome du fémur gauche d'un garçon de 11 ans. (A) La radiographie 

antéropostérieure objective une lésion extensive agressive mixte, lytique et sclérotique de la 

diaphyse, avec une réaction périostée. (B) L'image sagittale de l’IRM en T1 montre l'étendue de la 

lésion de la moelle osseuse en hyposignal. (C) L'image coronale en séquence STIR (Short Tau 

Inversion Recovery) visualise mieux la masse extra-osseuse associée et de l'œdème péri-lésionnel.

 ....................................................................................................................................................................... 26 

Figure 4 : Ostéosarcome conventionnel de haut grade, microscopie optique avec coloration HES 

: prolifération dense, faite de cellules atypiques. Élaboration focale d’une matrice ostéoïde par les 

cellules tumorales (flèches). ....................................................................................................................... 27 

Figure 5: Classification des différents types d’ostéosarcomes. Présentation primitive, secondaire à 

une pathologie sous-jacente ou à une exposition, localisation aux parties molles, et métastatique 

(Themes, 2016). .......................................................................................................................................... 28 

Figure 6 : Aspect macroscopique de différents sous-types histologiques d’ostéosarcome de fémur 

distal produisant différents types de matrice (ostéoblastique, fibroblastique, chondroblastique). . 29 

Figure 7 : Origine des sarcomes osseux. Facteur de transcription Sox9 (High-Mobility Group 

Box) lié à la différenciation chondrogénique, facteur de transcription Runx2 lié à 

l'ostéoblastogenèse, ALP : phosphatase alcaline, OC : ostéocalcine, BSP : Bone sialoprotein 

(sialoprotéïne osseuse) (Brown et al., 2018). .......................................................................................... 30 

Figure 8 : Connexions entre l'étiologie, la biologie et le traitement de l'ostéosarcome. (Gianferante 

et al. 2017) ................................................................................................................................................... 31 

Figure 9 : Identification des altérations moléculaires avec potentiel métastatique des cellules 

d'ostéosarcome. Cette image représente les processus génétiques, épigénétiques et biologiques 

moléculaires dont les défauts ont été associés à des traits métastatiques des cellules 



18 

 

d'ostéosarcome. lncRNA = lncARN: ARN long non codant; mRNA = mARN : ARN messager; 

miRNA = miARN : microARN (Morrow and Khanna, 2015). .......................................................... 33 

Figure 10 : dégénérescence ostéosarcomateuse d'une maladie de Paget. Atteinte ostéolytique 

étendue du fémur distal (Sharma and Jane, 2005). ................................................................................ 35 

Figure 11 : Classement histologique de l'effet de la chimiothérapie par la nécrose induite dans 

l'ostéosarcome. (Mintz et al., 2005) ......................................................................................................... 37 

Figure 12 : Evaluation de la nécrose tumorale sur pièce d’exérèse d’Ostéosarcome, tibia proximal 

en coupe sagittale........................................................................................................................................ 38 

Figure 13 : Cartographie identifiant les zones de persistance de cellules tumorales viables avec 

leur zones préférentielles (Picci et al., 1985). .......................................................................................... 39 

Figure 14 : Système de classification de Birmingham associant les marges de résection et les 

nécroses induites par la chimiothérapie associée aux taux de survie sans récidive locale (Jeys et al., 

2017). ............................................................................................................................................................ 39 

Figure 15 : (A) Coupe transversale d’une pièce de résection d’un ostéosarcome ostéoblastique de 

haut grade du fémur distal, qui montre une tumeur s'étendant à travers la corticale et envahissant 

les tissus mous. (B) En microscopie (hématoxyline et éosine; grossissement d'origine, × 1,25), la 

distance de la tumeur viable à la marge de résection des tissus mous périphériques la plus fine 

mesure 2 mm (Jeys et al., 2017). ............................................................................................................... 40 

Figure 16 : Envahissement micro-vasculaire de cellules tumorales viables en endo-vasculaire. Le 

côté droit de l'image montre le périoste (contre la tumeur). Les cellules tumorales viables ont 

envahi la lumière du vaisseau au niveau du périoste. Le côté gauche de la photo montre la tumeur 

(hématoxyline et coloration à l'éosine, grossissement x 200) (Tsuda et al., 2020) ............................ 41 

Figure 17 :Traitement classique de l’Ostéosarome tel que décrit par le Scandinavian Sarcoma 

Group (SSG) en 2009 (Bruland et al., 2010). ......................................................................................... 44 

Figure 18 : Situation peropératoire d’un patient atteint d’un sarcome osseux. (a) Le PSI est conçu 

à l'aide d'un logiciel de conception assistée par ordinateur. (b) Les PSI sont stérilisables pour être 

manipulés par le chirurgien dans la salle d'opération. Le PSI est positionné sur l'os et fixé 

temporairement à l'aide de broches de Kirschner. (c) Les coupes sont initiées avec la scie 



19 

 

oscillante guidée par les surfaces planes du PSI. PSI : Patient-specific instruments (Gouin et al., 

2014). ............................................................................................................................................................ 45 

Figure 19 : Résection de tumeur primitive osseuse supra-acétabulaire iliaque gauche sous 

navigation OARM. A : positionnement des broches guide à l’aide d’un outil navigué. B : 

Visualisation de la navigation per-opératoire sur Scanner en coupe axiale, sagittale et frontale. ... 46 

Figure 20 : Essais cliniques récents en cours dans l'ostéosarcome. De nombreuses approches 

thérapeutiques sont en cours de développement et reposent sur un ciblage spécifique et direct des 

cellules cancéreuses (par exemple, réparation de l'ADN, cycle cellulaire ou ciblage des 

glycoprotéines), ou sur un ciblage indirect des cellules cancéreuses par modulation de leur 

microenvironnement (par exemple immunothérapies). Après intégration dans la matrice osseuse 

tumorale extracellulaire, les agents radiothérapeutiques alpha peuvent indirectement tuer les 

cellules cancéreuses. NCT: Number Clinical Trial, Numéro de registre de l'essai clinique national 

NuClinicalTrials.gov (Brown et al., 2018) ............................................................................................... 48 

Figure 21 : Protocole de traitement dans l’essai Sarcoma13/OS2016, en fonction de l’âge chez 

des patients avec Ostéosarcomes à haut-risque (metastatiques ou mauvais répondeurs à la 

chimiothérapie). Association du Mifamurtide au traitement conventionnel (Brard et al., 2019) ... 70 

Figure 22: Courbes de survie de l’étude OS2006 avec randomisation en deux bras zolédronate et 

contrôle. A : Survie sans récidive, B : survie globale. ............................................................................ 66 

Figure 23 : Caractéristiques structurelles générales et mécanisme d'activation d'un RTK. Les RTK 

sont des glycoprotéines transmembranaires qui sont composées d’un domaine de liaison au ligand 

extracellulaire, d’un domaine transmembranaire et d’un domaine kinase intracellulaire. Ils sont 

activés par liaison au ligand puis transduisent le signal extracellulaire vers le cytoplasme en 

phosphorylant les résidus tyrosine sur les récepteurs eux-mêmes (autophosphorylation) et sur les 

protéines de signalisation en aval (Tian et al., 2020). ............................................................................ 49 

Figure 24 : Cibles et résultats cliniques des TKI qui ont donné des résultats dans des essais 

cliniques contre l’ostéosarcome (Tian et al., 2020). ............................................................................... 50 

Figure 25 Contributions multifactorielles des cellules stromales aux caractéristiques de la tumeur 

(Hanahan and Coussen, 2012). ................................................................................................................. 53 

Figure 26 : Anatomie micro-vasculaire. La microcirculation fait partie du système vasculaire et se 

compose de petits vaisseaux : artérioles, capillaires et veinules. Les capillaires lymphatiques 



20 

 

transportent le liquide extravasculaire dans le système veineux. Les artérioles sont entourées de 

cellules musculaires lisses vasculaires responsables de la régulation du tonus des artérioles, une 

couverture péricytaire est présente au niveau capillaire (Guven et al., 2019). ................................... 55 

Figure 27 : (A) Présentation schématique de la vascularisation des os longs. (B) Gros plan de la 

région encadrée en (A) (Lafage‐Proust and Roche, 2018). .................................................................. 56 

Figure 28 : La connexion vasculaire entre la moelle osseuse, l’os cortical et le périoste. D'après la 

figure 9.37 de Brooks et Revell (1998)(Cowin and Cardoso, 2015). ................................................... 57 

Figure 29 : Diagramme schématique résumant les principaux effets de l'oxygène sur la fonction 

des cellules osseuses (Marenzana and Arnett, 2013). ............................................................................ 58 

Figure 30 : Représentation des vaisseaux H et L sur modèle murin d’un souris en croissance. 

Image de microscopie à balayage de la vascularisation tibiale en immunofluorescence pour Emcn 

(Endomucine) (rouge) et α-SMA (smooth actin muscle actin) (vert). Les artères couvertes par les 

cellules α-SMA + se connectent (flèches) aux vaisseaux métaphysaires (mp) de type H près de la 

plaque de croissance (lignes pointillées, growth plate : gp). Les vaisseaux sinusoïdaux de type L se 

connectent à la grosse veine centrale (pointe de flèche jaune). (Kusumbe et al., 2014). ................. 60 

Figure 31 : Représentation schématique de la prolifération des cellules tumorales et du cercle 

vicieux ostéolytique. Les cellules tumorales libèrent des médiateurs solubles tels que des 

hormones, des cytokines, des facteurs de croissance qui agissent sur les cellules stromales 

ostéoblastiques. Les cellules stromales produisent RANKL, qui se lie à son récepteur RANK 

exprimé sur les précurseurs d'ostéoclastes, améliorant la formation d'actifs ostéoclastes qui 

effectuent la résorption osseuse. Parfois, des cellules tumorales sont stimulées pour libérer 

directement une forme soluble de RANKL. Les ostéoclastes actifs libèrent alors des facteurs de 

croissance, cytokines ou composants de la matrice osseuse stockés qui à leur tour activent la 

prolifération tumorale. Le cercle vicieux induit ainsi à la fois la prolifération des cellules tumorales 

et la résorption osseuse.  (Wittrant et al., 2004). .................................................................................... 64 

Figure 32: Proposition d’algorithme de traitement pour différencier les patients en fonction de 

leur stratification immunologique déterminée lors du diagnostic, et proposition de traitements 

correspondants (Gomez-Brouchet et al., 2017). .................................................................................... 68 

Figure 33 : Analyse de l’évolution locale d'un ostéosarcome de fémur distal en angiographie. A : 

Angiographie de l'artère fémorale superficielle avant mise en place de la chimiothérapie. On note 



21 

 

une volumineuse lésion avec extension dans les parties molles et une forte vascularisation. 

Localisations nodulaires associées. B : Après deux cycles de chimiothérapie, diminution globale 

de volume de la lésion mais progression des lésions nodulaires des parties molles. Flèches : 

nodules loco-régionaux associés (Chuang et al., 1982). ........................................................................ 72 

Figure 34 : Différents modes de formation de vaisseaux sanguins en condition physiologique (a-c) 

et tumorale(a-f) (Takano, 2012)................................................................................................................ 74 

Figure 35 : Critères de normalisation vasculaire induite par les anti angiogéniques (Jain, 2005). ... 78 

Figure 36 : Inhibiteurs multi-kinases (multikinase inhibitors (MKI)) dans l'ostéosarcome : cibles 

moléculaires et cellulaires et essais cliniques en cours (Corre et al., 2020). ....................................... 80 

Figure 37 : Modèles de petits animaux disponibles dans la littérature pour l'étude des tumeurs 

osseuses primitives. Lignées cellulaires: origine humaine (en bleu), souris (en rouge), rat (en vert). 

PDX: xénogreffe dérivée du patient (Jacques et al., 2018). .................................................................. 87 

Figure 38 : A : Evolution des cinétiques tumorales en pourcentage du volume contrôle, issue de 

l’expérience précédente, * : p <0,05 ; B : Modèles d’injection paratibial et intra-osseux.. ............ 107 

Figure 39 : Cinétique d’évolution des volumes tumoraux moyens en fonction du traitement par 

Doxorubicine, selon le modèle syngénique MOS-J murin C57BL/6. A : Modèle d’injection intra-

osseux ; B : Modèle d’injection para-tibial, * : [ 0,05 ; 0,01[ ; ns : non significatif, (Kubicek, 2018).

 ..................................................................................................................................................................... 108 

Figure 40 : IHC de RANKL. Spot d’un TMA issu de biopsie à Zoom x6,68. La coloration 

marron correspond à un marquage positif pour l’anticorps RANKL, (Kubicek, 2018)................ 111 

Figure 41 : Evaluation de l'expression de RANKL. A : IHC de RANKL sur modèle murin. Pas 

de différence significative entre les 3 modèles avec respectivement une moyenne de 4 cellules 

marquées dans le modèle intra-osseux, 5,3 dans le modèle intra-musculaire et 4,4 dans le modèle 

intra-osseux. B : Score d’immunomarquage Immuno-reactive score (IRS) de RANKL sur cohorte 

rétrospective (27 patients). BR : Bon Répondeurs, MR : Mauvais Répondeurs, ns : non 

significatif, (Kubicek, 2018). ................................................................................................................... 111 

Figure 42 : Cinétique d’évolution des volumes tumoraux moyens dans le modèle d’injection en 

site intra-musculaire en fonction du traitement par Doxorubicine, selon le modèle syngénique 

MOS-J murin C57BL/6. *** < 0,001 ; (Kubicek, 2018). ................................................................... 112 



22 

 

Figure 43 : Analyse en IHC de l’angiogenèse selon le modèle d’injection en condition contrôle : 

nombre d’éléments positifs pour un marquage avec l’anticorps anti-CD146 par unité de surface.  

IO : intra-osseux ; IM : intra-musculaire ; PT : paratibial, ; CT : Contrôle ;  *  [ 0,05 ; 0,01[, 

(Kubicek, 2018). ....................................................................................................................................... 113 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



23 

 

Introduction 
 

L’ostéosarcome 

  

Généralités et épidémiologie: 

Epidémiologie 

L’ostéosarcome est la tumeur osseuse primitive maligne la plus fréquente. Elle touche 

essentiellement les enfants, adolescents et adultes jeunes, mais aussi les patients plus âgés avec 

une distribution bimodale de la pathologie selon l’âge (Figure 1).  

 

 

Figure 1 : Epidémiologie de l’Ostéosarcome. Incidence de l'ostéosarcome selon l'âge et le sexe. SEER 

(Surveillance, Epidemiology, and End Results) 18 data (1973–2013) (Gianferante et al., 2017). 

 

L’incidence annuelle en France de l'ostéosarcome dans la population générale est de 5 cas 

par million de personnes (Ottaviani and Jaffe, 2009), avec une distribution géographique variable. 

Dans la population mondiale d’autres auteurs évaluent son incidence de 1 à 3 cas par million de 
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personnes (Kansara et al., 2014). Cette tumeur est plus fréquemment retrouvée chez l’homme, 

avec un sex-ratio global homme-femme chez les 0 à 24 ans de 1,43: 1 (Mirabello et al., 2009a).  

 

Présentation clinique  

La présentation clinique est peu spécifique, avec le plus souvent des phénomènes 

douloureux au premier plan, d’allure inflammatoire. L’apparition d’une tuméfaction, ou d’une 

masse parfois indolore est aussi fréquemment décrite (Figure 2).  

 

 

Figure 2 : Aspect clinique d'un adolescent avec un ostéosarcome de l'humérus proximal droit. Œdème de la 

région deltoïdienne, et atrophie de la musculature pectorale. 
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Enfin, il arrive qu’une fracture pathologique soit à l’origine de la découverte de cette 

tumeur primitive,  particulièrement dans les formes telangiectasiques (Widhe and Widhe, 2000). 

La symptomatologie assez pauvre est fréquemment à l’origine de retards diagnostiques de 

plusieurs semaines, à plusieurs mois.  

L’atteinte squelettique touche en premier lieu les os longs à proximité des cartilages de 

conjugaison. Par ordre de fréquence on retrouve : le fémur (42% dont 75% au niveau du fémur 

distal), le tibia (19% dont 80% dans le tibia proximal), l’humérus (10% dont 90% dans l'humérus 

proximal), le crâne et la mâchoire (8%) et enfin le bassin (8%). Cette tumeur agressive présente 

un risque de métastases élevé, en premier lieu au niveau des poumons et des os, mais aussi plus 

rarement au niveau du cerveau, des ganglions et du foie. Les présentations d'emblée 

métastatiques concernent 15 à 20% des patients (Salah et al., 2014), dont le pronostic est alors 

plus réservé. Ces métastases sont localisées au poumon dans 85 à 90% (Brown et al., 2018). 

 

Aspect à l’imagerie 

Les examens radiographiques standards révèlent le plus souvent des images d’ostéolyse 

diffuse, mais un aspect mixte, voire ostéoconsendant est aussi possible. Les limites de la lésion 

sont floues, signe d’une agressivité locale forte. On observe typiquement des réactions périostées 

(images en feu d’herbe, appositions en bulbe d’oignon…) (Casali et al., 2018; Yarmish et al., 

2010).  

Le scanner, mais surtout l’IRM sont des éléments indispensables à l’évaluation de la lésion 

(Figure 3). Ils permettent de préciser les limites de la tumeur en vue de la résection 

carcinologique, ou d’analyser la réponse au traitement néo-adjuvant. 
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Figure 3 : Ostéosarcome du fémur gauche d'un garçon de 11 ans. (A) La radiographie antéropostérieure 

objective une lésion extensive agressive mixte, lytique et sclérotique de la diaphyse, avec une réaction périostée. (B) 

L'image sagittale de l’IRM en T1 montre l'étendue de la lésion de la moelle osseuse en hyposignal. (C) L'image 

coronale en séquence STIR (Short Tau Inversion Recovery) permet de mieux visualiser la masse extra-osseuse 

associée et l'œdème péri-lésionnel. 

 

Diagnostic 

Le diagnostic de l’ostéosarcome se fait systématiquement à l’aide d’une biopsie osseuse. 

Celle-ci peut être chirurgicale à ciel ouvert ou réalisée sous contrôle radiologique en percutané. 

L’analyse anatomopathologique, confrontée à la clinique et à l’imagerie sont essentielles pour 

obtenir un diagnostic de certitude (Klein and Siegal, 2006; Wadhwa, 2014). Histologiquement le 

diagnostic repose sur l’identification d’une prolifération cellulaire tumorale maligne (ostéoblastes 

atypiques) élaborant, au moins focalement, une matrice ostéoïde (Figure 4). Cependant cet aspect 

peut être aspécifique, avec une grande variété de situations mimant l’ostéosarcome. Les 

diagnostics différentiels sont nombreux : les tumeurs bénignes et malignes, les infections et les 

processus inflammatoires, ou même la consolidation osseuse. La réalisation et l’interprétation de 
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la biopsie doivent donc être réalisées dans un centre expert, par des praticiens spécialisés et 

rompus à ces spécificités, étant donné l’impact d’un retard ou d’un diagnostic erroné (Raymond 

and Jaffe, 2010). 

 

 

Figure 4 : Ostéosarcome conventionnel de haut grade, microscopie optique avec coloration HES : prolifération 

dense, faite de cellules atypiques. Élaboration focale d’une matrice ostéoïde par les cellules tumorales (têtes de 

flèches). 

 

Caractéristiques tumorales générales 

L’ostéosarcome dérive de cellules mésenchymateuses ostéoformatrices (Gaebler et al., 

2017; Mutsaers and Walkley, 2014), sarcomateuses, produisant une matrice ostéoïde et de l’os 

immature (Fletcher et al., 2005). Cette tumeur qui touche particulièrement les os longs du 

membre inférieur (Mirabello et al., 2009b) présente de nombreux sous-types histologiques 

(Figures 5 et 6) (ostéoblastique, chondroblastique, télangiectasique…) (Klein and Siegal, 2006). 
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Figure 5: Classification des différents types d’ostéosarcomes. Présentation primitive, secondaire à une 

pathologie sous-jacente ou à une exposition, localisation aux parties molles, et métastatique (Themes, 2016).  
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La tumeur peut se localiser à différents niveaux de l’architecture osseuse : en 

centromédullaire, développées aux dépends du tissu cortical, ou encore en juxta-périosté. Des 

formes squelettiques sont également décrites (Choi et al., 2014). Il est à noter qu’il existe aussi des 

formes particulières d’ostéosarcome mandibulaire (Bertin et al., 2020), avec des modèles 

précliniques murins développés dans le laboratoire PhyOs (Bertin et al., 2019). Ces lésions sont 

de diagnostic plus difficile, mais avec un risque métastatique plus faible. En plus d’une variabilité 

étendue dans ses formes histologiques, l’ostéosarcome a une forte hétérogénéité intra-tumorale 

(Botter et al., 2014; Gibbs et al., 2011) ; rendant difficile l’identification d’une cible thérapeutique, 

et  pouvant être à l’origine de mécanismes de résistance (Billaud, 2012). On observe en effet 

fréquemment des territoires de morphologie, de densité, et de remodelage osseux très 

hétérogènes au sein d’une même tumeur. 

 

 

Figure 6 : Aspect macroscopique de différents sous-types histologiques d’ostéosarcome de fémur distal 

produisant différents types de matrice (ostéoblastique, fibroblastique, chondroblastique). 

 

Pathogenèse : 

 
Complexe et encore méconnue, l’origine de l’ostéosarcome est multifactorielle et fait 

probablement intervenir des anomalies de croissance déclenchées par des mécanismes à la fois 

génétiques et épigénétiques. Il est admis que les CSM sont impliquées dans la physiopathologie de 

l’ostéosarcome (CSM). Sur la base des connaissances actuelles, l'ostéosarcome, le sarcome 
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d'Ewing et le chondrosarcome partageraient ainsi une origine mésenchymateuse commune. Selon 

le  niveau de différenciation et en association avec des événements oncogènes et un 

microenvironnement adapté, leur précurseur commun, une CSM, pourrait être transformée en 

ostéosarcome, chondrosarcome ou sarcome d'Ewing (Figure 7) (Brown et al., 2018; Mutsaers and 

Walkley, 2014). Des anomalies lors de la différenciation ostéoblastique sous l’effet de RUNX2 

(facteur de transcription impliqué dans l’ostéoblastogénèse), seraient donc impliquées dans la 

physiopathogénèse de l’ostéosarcome. Cependant la découverte récente de cellules souches 

mésenchymateuses squelettiques pourrait remettre en cause ce mécanisme (Chan et al., 2018).  

 

 

 

Figure 7 : Origine des sarcomes osseux. Facteur de transcription Sox9 (High-Mobility Group Box) lié à la 

différenciation chondrogénique, facteur de transcription Runx2 lié à l'ostéoblastogenèse, ALP : phosphatase alcaline, 

OC : ostéocalcine, BSP : Bone sialoprotein (sialoprotéïne osseuse) (Brown et al., 2018). 

 

Rôle de la croissance 

Même si la pathogenèse de l'ostéosarcome reste en grande part méconnue; l’association 

entre l'os, la croissance pendant l'enfance (ou la puberté), et le diagnostic de tumeur suggèrent 
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fortement l’implication de facteurs de croissance dans l'apparition de la maladie (Sadykova et al., 

2020). Les voies complexes liées à la croissance, au développement osseux et à la tumorigenèse 

sont également importantes en biologie de l'ostéosarcome (Figure 8).  

 

 

Figure 8 : Connexions entre l'étiologie, la biologie et le traitement de l'ostéosarcome. (Gianferante et al. 

2017) 

 

La propension à atteindre une taille élevée à l’âge adulte a pu être identifiée comme un 

facteur de risque indépendant dans plusieurs études, et suggère le rôle probablement 

prépondérant de l’activité du cartilage de croissance dans l’apparition de l’ostéosarcome (Longhi 

et al., 2005; Zhang et al., 2018). Le poids de naissance élevé semble aussi en lien avec des atteintes 

tumorales plus sévères, métastatiques et des localisations atypiques, plus volontiers axiales 

(Diessner and Spector, 2017; Endicott et al., 2017). La forte incidence chez les chiens de grande 

race (Dogue Allemand, Saint-Bernard, berger allemand…) et la localisation typique de 
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l'ostéosarcome dans la région métaphysaire adjacente à la plaque de croissance des os longs sont 

d’autres témoins de l’association directe entre la croissance et l’ostéosarcome.  

 

Facteur environnementaux 

Le seul facteur de risque environnemental connu est l'exposition aux rayonnements. 

L'ostéosarcome radio-induit est une forme d'ostéosarcome secondaire classique (Kristenson et al., 

2019). 

 

Facteurs génétiques 

Lors de l’ostéogenèse, les ostéoblastes sont formés à partir de cellules mésenchymateuses 

pluripotentes, avec un potentiel d'auto-renouvellement, de prolifération et de différenciation en 

différents types cellulaires. Ceci implique des voies de signalisation complexes, et une 

perturbation de ce processus peut provoquer une dérégulation de la différenciation et de la 

prolifération de ces cellules, conduisant à la malignité (Figure 9). Dans ce contexte, l'origine 

génétique de l’ostéosarcome semble être multifactorielle, impliquant la dérégulation de la 

différenciation des cellules mésenchymateuses et des gènes suppresseurs de tumeurs, l'activation 

de pro-oncogènes, mais ferait aussi entrer en jeu des événements épigénétiques et la sécrétion de 

cytokines (de Azevedo et al., 2020). 

On identifie en règle générale une désorganisation du génome associant une aneuploïdie et des 

altérations chromosomiques variables. Il existe une dérégulation des gènes suppresseurs de 

tumeurs et du cycle cellulaire, avec un défaut des systèmes de réparation de l'ADN (de Azevedo 

et al., 2020). 



33 

 

 

Figure 9 : Identification des altérations moléculaires avec potentiel métastatique des cellules 

d'ostéosarcome. Cette schéma représente les processus génétiques, épigénétiques et biologiques moléculaires dont 

les défauts ont été associés à des traits métastatiques des cellules d'ostéosarcome. lncRNA = lncARN: ARN long non 

codant; mRNA = mARN : ARN messager; miRNA = miARN : microARN (Morrow and Khanna, 2015). 

 

Les échecs des mécanismes de surveillance et de réparation, ou de contrôle de l'apoptose lors de 

l'ostéogenèse sont en cause, et permettent la survie de cellules ayant subi des altérations lors de 

leur différenciation.   

L’éventail de mutations décrites est très large pour cette tumeur, Bousquet et al. ont ainsi identifié 

plus de 80 mutations ponctuelles et certaines délétions liées à plus de 80 gènes (Bousquet et al., 

2016). Un groupe de gènes mutés de manière récurrente et plus spécifique dans l’ostéosarcome a 

aussi été identifié (TP53, RB, MDM2, ATRX et DLG2) par l’équipe de Chen et al. (Chen et al, 

2014). En 2015, un sous-ensemble d'ostéosarcomes a été décrit, avec des altérations génomiques 

dans les gènes des voies de réparation de l'ADN, rappelant les tumeurs déficientes en BRCA1/2 

(Kovac et al., 2015).  
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Rôle de l’épigénétique 

Des événements épigénétiques comme la méthylation de l’ADN, les modifications des 

histones, le remodelage des nucléosomes et l’expression des ARN non codants sont aussi 

classiquement décrits comme initiateurs tumoraux. Il a été rapporté que les gènes cibles de p53 

ou les gènes dont l'activité est modulée par p53, en plus d'autres gènes suppresseurs de tumeur, 

sont réduits au silence dans les lignées cellulaires dérivées de l’ostéosarcome par hyperméthylation 

de leurs promoteurs (Asano et al., 2019; Morrow and Khanna, 2015). Le rôle de l’épigénétique est 

à l’origine de stratégies thérapeutiques développées dans le laboratoire PhyOs, centrées sur 

l’inhibition de protéines  à bromodomaines de la famille BET (bromodomain and extra terminal 

domain)(Lamoureux et al., 2014), ou encore sur les circuits de micro-ARN favorisant le maintien 

de l'intégrité génomique, l'arrêt du cycle cellulaire, la sénescence cellulaire et l'apoptose (Jacques et 

al., 2020). 

 

Prédispositions génétiques 

Les dysplasies osseuses, y compris la maladie de Paget (Figure 10), la dysplasie fibreuse, 

l'enchondromatose sont des facteurs de risques. Il est à noter que des prédispositions génétiques 

sont classiquement rapportées comme étant à l’origine de l’ostéosarcome : le rétinoblastome 

héréditaire (Moll et al., 1997), le syndrome de Rothmund – Thomson (Hicks et al., 2007) et le 

syndrome de Li Fraumeni (Porter et al., 1992).  
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Figure 10 : dégénérescence ostéosarcomateuse d'une maladie de Paget. Atteinte ostéolytique étendue du 

fémur distal (Sharma and Jane, 2005). 

 
 

Cependant, dans la grande majorité des cas (95%), les ostéosarcomes apparaissent comme des 

événements sporadiques, dont les mécanismes pro-oncogènes sont encore mal définis. Associés à 

une hétérogénéité cellulaire élevée, le développement de thérapies moléculaires axée sur une cible 

en particulier est d’autant plus difficile (Corre et al., 2020)(Annexe 1).  

 

Facteurs pronostics et analyse anatomopathologique : 

L’évaluation pronostique reste un des enjeux principaux de la prise en charge de 

l’ostéosarcome. Ce terrain reste à défricher et peu d’avancées significatives ont été faites dans ce 

domaine à ce jour. Or, l’identification précoce des patients à risque de mauvaise réponse à la 

chimiothérapie est primordiale au vu de l’enjeu. En effet, du point de vue de l’enjeu pronostique, 

ce sont ces patients à risque qui devraient bénéficier en priorité de nouvelles stratégies 

thérapeutiques (Tsuda et al., 2020). 
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Facteurs cliniques et biologiques 

Classiquement, les facteurs pronostics de survie à long terme décrits dans la littérature 

pour l’ostéosarcome sont : la localisation et la taille de la tumeur, la présence de métastases, la 

qualité de la réponse à la chimiothérapie, ainsi que le caractère complet de la résection tumorale 

(Bielack et al., 2002; Davis et al., 1994). Des travaux cliniques récents se sont attelés à modéliser 

les facteurs de risques cliniques et biologiques préopératoires par des analyses statistiques 

multivariées : la perturbation de la concentration plasmatique en phosphatases alcalines est 

fréquemment rapportée. Mais les résultats sont pour le reste assez variables suivant les cohortes ; 

ils sont souvent fonction du taux de survie et des modalités de traitement mais aussi du niveau 

socio-économique, et des critères méthodologiques (critères cliniques stricts, association à des 

dosages biologiques, analyse histologique) (Hu et al., 2019; Hung et al., 2015; Min et al., 2013; 

Nataraj et al., 2015). La très forte hétérogénéité histologique de l’ostéosarcome, ainsi que le rôle 

prépondérant du microenvironnement tumoral rendent complexes l’appréhension de la 

dynamique tumorale et de l’effet des traitements dans cette pathologie. La fracture pathologique a 

pu être évoquée également comme facteur de mauvais pronostic par une méta-analyse de 2015 

(Sun et al., 2015), mais cela n’est pas sujet à consensus, et des facteurs confondants (taille de la 

tumeur, caractère axial et réponse à la chimiothérapie) n’avaient pas été pris en compte par une 

analyse multivariée (Cates, 2016).  

Des méta-analyses ont été menées à partir de ces nombreuses études de cohorte, notamment 

l’étude de Friebele en 2015, ou celle de Xin et Wei en 2020 (Friebele et al., 2015; Xin and Wei, 

2020). Leurs résultats étaient globalement superposables, identifiant finalement le sexe masculin, 

l'âge avancé, la taille de la tumeur, le caractère axial de la lésion, l'absence de traitement chirurgical 

ou la chirurgie d'amputation comme responsables de mauvais pronostic chez les patients atteints 

d'ostéosarcome. Ce sont ces patients, à haut risque pronostique de mauvaise évolution, qui 

pourraient bénéficier le plus de l’administration de nouveaux traitements. 
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Facteurs histologiques 

Malgré ces travaux, le principal facteur pronostic, et le plus universel, reste à l’heure 

actuelle l’évaluation de la réponse à la chimiothérapie. Histologiquement, c’est donc toujours le 

score de Huvos et Rosen qui demeure le critère principal dans l’évaluation pronostique de 

l’ostéosarcome (Huvos, 1987; Rosen et al., 1979). Il se fonde sur le compte du pourcentage de 

cellules tumorales viables restantes en post-chimiothérapie sur la pièce d’exérèse (Figure 11).  

 

 

Figure 11 : Classement histologique de l'effet de la chimiothérapie par la nécrose induite dans 

l'ostéosarcome. (Mintz et al., 2005) 

 

Un patient était initialement considéré comme bon répondeur s’il persistait, à l’analyse 

anatomopathologie de la pièce de résection tumorale, moins de 5% de cellules viables (grade III 

et IV), ce seuil a été augmenté à 10% sur les blocs tumoraux issus de lames après coupe 

orthogonale de la pièce tumorale (Figure 12). Une modification du protocole de chimiothérapie a 
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pu être proposée chez les mauvais répondeurs (grade I et II) (Huvos, 1987), même si cette 

attitude n’est pas sujette à consensus. Ce score pronostic a assez peu évolué depuis sa description 

initiale dans les années 80.  

 

 

 

Figure 12 : Evaluation de la nécrose tumorale sur pièce d’exérèse d’ostéosarcome, tibia proximal en coupe 

sagittale. 

 

Des modifications des seuils du pourcentage de nécrose ont été proposées (Tsuda et al., 

2020), mais le caractère focal, ou diffus, ou la localisation spécifique des colonies tumorales 

vivantes n’ont jamais véritablement été pris en compte hormis par Picci et al il y a plus de 30 ans 

(Figure 13) (Picci et al., 1985).  
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Figure 13 : Cartographie identifiant les zones de persistance de cellules tumorales viables avec leur zones 

préférentielles (Picci et al., 1985). 

 

Des ajouts ont pu être proposés au sein des scores pronostics. Ainsi l’intégration de la 

qualité des marges est également suggérée par certaines équipes, comme celle de Birmingham 

avec un score composite d’évaluation pronostique, associant la nécrose tumorale induite par la 

chimiothérapie à la qualité des marges de résection (Figure 14) (Jeys et al., 2017).  

 

 

Figure 14 : Système de classification de Birmingham associant les marges de résection et les nécroses induites par 

la chimiothérapie associée aux taux de survie sans récidive locale (Jeys et al., 2017). 
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Le score de Birmingham a été établi sur une cohorte de 389 patients, et le cumul de 

marges < 2mm, associé à un taux de cellules viables résiduelles > 10% était l’association de plus 

mauvais pronostic en termes de  rechute locale (Figure 15) (Jeys et al., 2017).  

 

 

Figure 15 : (A) Coupe transversale d’une pièce de résection d’un ostéosarcome ostéoblastique de haut 

grade du fémur distal, qui montre une tumeur s'étendant à travers la corticale et envahissant les tissus mous. (B) 

En microscopie (hématoxyline et éosine; grossissement d'origine, × 1,25), la distance de la tumeur viable à la 

marge de résection des tissus mous périphériques la plus fine mesure 2 mm (Jeys et al., 2017). 

 
 

En termes d’analyse pronostique, des compléments au score de Huvos existent donc, et 

l’analyse des marges de résection doit logiquement être prise en compte, car elle a un impact 

majeur dans la récidive et la survie du patient. Mais l’importance de la nécrose induite, bien que 

de description ancienne, semble utilisée de façon consensuelle comme outil pronostic majeur, 

mais également comme outil de décision thérapeutique. Dans la pratique et une majorité d’essais 

cliniques, elle reste l’outil de choix.  
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Cependant ce score laisse de côté certaines informations. Par sa nature, il peut lisser l’existence de 

colonies focales très actives non nécrotiques, et ne prend pas en compte la répartition 

géographique des cellules tumorales aux dépends d’un territoire particulier (épiphyse, corticale, 

tissus mous…).  

Des compléments d’analyse sont donc nécessaires. L’invasion vasculaire microscopique et les 

emboles vasculaires identifiés lors de l’analyse sont de manière générale un critère de mauvais 

pronostic décrit récemment (Figure 16). Ils sont les témoins de l’envahissement et du 

franchissement tumoral des tissus adjacents (Yedururi et al., 2018).  

 

 

Figure 16 : Envahissement micro-vasculaire de cellules tumorales viables en endo-vasculaire. Le côté droit 

de l'image montre le périoste (contre la tumeur). Les cellules tumorales viables ont envahi la lumière du vaisseau au 

niveau du périoste. Le côté gauche de la photo montre la tumeur (hématoxyline et coloration à l'éosine, 

grossissement x 200) (Tsuda et al., 2020) 
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Ces emboles sont associés à une survie globale plus faible et à une incidence cumulative 

plus élevée de récidives locales ou de métastases, en particulier chez les patients ayant une 

mauvaise réponse histologique à la chimiothérapie préopératoire (Benezech et al., 2016; Tsuda et 

al., 2020).  

D’après Tsuda et al., les patients mauvais répondeurs à la chimiothérapie et présentant des 

emboles vasculaires seraient particulièrement à risque de rechute métastatique, locale, voire même 

de décès. Une stratification sur ce sur-risque pourrait être évaluée, avec des propositions de 

thérapeutiques plus agressives. De même, la présence d’emboles vasculaires chez un patient bon 

répondeur devrait attirer l’attention : ce sujet pourrait faire l’objet de travaux complémentaires 

dans les années à venir (Tsuda et al., 2020).  

 

Limites des facteurs pronostics 

Cependant la limite majeure de ces outils pronostics histologiques est qu’ils ne sont 

disponibles que sur l’analyse de la pièce d’exérèse. Dans cette situation, la chimiothérapie néo-

adjuvante est terminée et le geste chirurgical déjà réalisé (avec d’ailleurs un risque de marges 

contaminées supérieur dans les sous-populations de patients avec emboles vasculaires tumoraux, 

en lien avec des limites tumorales plus floues). Les modulations thérapeutiques sont de fait plus 

limitées après le geste de résection et la chimiothérapie néo-adjuvante. 

Les limites précitées mettent en avant le besoin de l’établissement d’un score pronostique précis 

dès l’initiation du traitement, qui permettrait alors de préférer un traitement à un autre. Un score 

pronostique pré-thérapeutique histologique sur la biopsie initiale est donc nécessaire. Mais une 

fois de plus l’hétérogénéité intra et inter-tumorale rend cette démarche délicate dans 

l’ostéosarcome. 
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Des pistes existent néanmoins dans ce domaine. Pour exemple, certaines méthodes innovantes 

sont à l’essai : Klangjorhor et al. ont décrit dans un travail récent une méthode d’évaluation 

pronostique originale sur des cellules d’ostéosarcome issues de biopsie humaine. Ils identifiaient 

ainsi in-vitro les IC50 de cellules d’ostéosarcome par des tests de cytotoxicité pour les molécules 

de chimiothérapie d’usage dans le traitement conventionnel. Plus  la sensibilité in vitro au 

médicament était basse et plus l’IC50 était élevé, et plus le pronostic de survie globale à 5 ans était 

mauvais (Klangjorhor et al., 2020).  On peut imaginer utiliser cette technique en pratique 

courante. La méthode semble rapide et fiable pour prédire les résultats cliniques. Ceci permettrait 

d’identifier les patients pour lesquels la chimiothérapie conventionnelle est la plus appropriée et, à 

l'avenir, contribuer à faire progresser la thérapie personnalisée. D’autres analyses ont été réalisées 

sur biopsies humaines, en cherchant à identifier si l’expression de VEGF ou de HER-2 pouvait 

être liée au pronostic global de l’ostéosarcome (Becker et al., 2013), mais aucune association 

significative n’a pu être établie dans cette étude. Brouchet et al, ont en revanche identifié des 

facteurs pronostics d’intérêt sur des données de biopsies issues de la cohorte OS2006. La 

présence de niveaux de positivité élevés de CD163 mais aussi de CD8 analysés en 

Immunohistochimie (IHC) sur Tissue-MicroArray (TMA) était associée à un meilleur pronostic 

en terme de survie avec une forte significativité. Mais la bonne réponse à la chimiothérapie n’était 

pas corrélée à ces hauts niveaux d’expression sur la biopsie, illustrant bien la complexité du 

problème (Gomez-Brouchet et al., 2017). 

Les scores pronostics conventionnels semblent donc encore insuffisants, et leur association avec 

des immuno-marquages complémentaires comme le CD163 parait nécessaire. La nécrose induite 

par la chimiothérapie seule est encore trop souvent prise en défaut, et une proportion importante 

de patients jugés bons répondeurs vont finalement rechuter dans les 5 ans, avec une évolution 

métastatique pour 25% d’entre eux (O’Kane et al., 2015). Notre analyse pronostique reste donc à 

perfectionner, notamment par la prise en compte de l’hétérogénéité tumorale ou encore de celle 

du microenvironnement (Botter et al., 2014). 
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Traitement : 

Le traitement de l’ostéosarcome est codifié dans le cadre d’une prise en charge 

multidisciplinaire, et n’a pas véritablement évolué depuis une trentaine d’années : il associe une 

polychimiothérapie néo-adjuvante à une chirurgie d’exérèse carcinologique puis une 

chimiothérapie adjuvante. Les molécules de chimiothérapie les plus utilisées sont le Methotrexate 

à haute dose, le Cisplatine, l’Ifosfamide ou encore la Doxorubicine… (Figure 17) (Brard et al., 

2019; Bruland et al., 2010; Luetke et al., 2014; Piperno-Neumann et al., 2016; Smeland et al., 

2019).  

 

 

Figure 17 : Traitement classique de l’Ostéosarome tel que décrit par le Scandinavian Sarcoma Group (SSG) 
en 2009 (Bruland et al., 2010). 

 

La prise en charge des sarcomes osseux devrait être systématiquement initiée en réunion de 

concertation pluridisciplinaire (RCP) spécialisée. En effet le respect des recommandations de 
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pratique clinique et la survie sans rechute des patients atteints de sarcome sont nettement 

meilleurs lorsque le traitement initial est guidé par une RCP spécialisée pré-thérapeutique (Blay et 

al., 2017). 

 

Chirurgie  

La chirurgie de résection carcinologique doit être la règle, et les progrès en la matière ont 

permis à la fin du siècle dernier de limiter fortement le risque d’amputation. Ce geste est donc 

précédé d’une chimiothérapie néo-adjuvante. Les chirurgies conservatives sont de plus en 

fréquentes grâce aux progrès techniques en terme de reconstruction prothétique mais aussi de 

résection. Des outils chirurgicaux innovants sont développés pour guider et fiabiliser la résection 

en termes de marge et d’épargne du stock osseux. Ainsi, les guides de coupe sur mesure, ou 

Patient-specific instruments (PSI) (Figure 18), permettent de fiabiliser les marges dans les 

complexes tumeurs de bassin (Gouin et al., 2014). 

 

 

Figure 18 : Situation peropératoire d’un patient atteint d’un sarcome osseux. (a) Le PSI est conçu à l'aide d'un 

logiciel de conception assistée par ordinateur. (b) Les PSI sont stérilisables pour être manipulés par le chirurgien dans 

la salle d'opération. Le PSI est positionné sur l'os et fixé temporairement à l'aide de broches de Kirschner. (c) Les 

coupes sont initiées avec la scie oscillante guidée par les surfaces planes du PSI. PSI : Patient-specific instruments 

(Gouin et al., 2014). 
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La  navigation per-opératoire scanno-guidée est également un outil prometteur dans les 

résections de tumeurs du bassin (Fujiwara et al., 2018; Ould-Slimane et al., 2016), une fois de plus 

pour améliorer la qualité des marges de résection en lien direct avec la survie du patient (Figure 

19).  

 

 

Figure 19 : Résection de tumeur primitive osseuse supra-acétabulaire iliaque gauche sous navigation O-

ARM. A : positionnement des broches guide à l’aide d’un outil navigué. B : Visualisation de la navigation per-

opératoire sur scanner en coupe axiale, sagittale et frontale (CHU de Nantes). 

 

Généralités 

On rapporte une survie d’environ 75% à 5 ans pour les patients atteints de formes isolées, 

et de 20 à 30% dans les maladies métastatiques ou chez des patients résistants à la chimiothérapie 

initiale (Allison et al., 2012; Luetke et al., 2014; Smeland et al., 2019). Le pronostic demeure 

étroitement lié à la réponse des cellules tumorales à la chimiothérapie du point de vue 

histologique. Ainsi la modulation du protocole de chimiothérapie adjuvante est décidée en 

fonction de l’évaluation de la qualité de la réponse histologique à la chimiothérapie néo-adjuvante 

sur la pièce d’exérèse.  
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La quantification de la nécrose tumorale permet de classer les patients en bons ou mauvais 

répondeurs (Score de Huvos et Rosen) (Rosen et al., 1979). Ce score s’appuie sur un comptage 

des cellules tumorales viables résiduelles au sein de la tumeur, les bons répondeurs ayant un taux 

inférieur à 10% (Luetke et al., 2014; Piperno-Neumann et al., 2016). Ce critère est essentiel et va 

guider le choix du protocole de chimiothérapie en post-opératoire. On sait cependant que 25% 

des patients jugés bons répondeurs vont rechuter (O’Kane et al., 2015; Rosen et al., 1979), cet 

outil pronostic reste donc probablement à l’heure actuelle insuffisant.  

Depuis 30 ans, la survie des patients atteints d’ostéosarcome n’a pas connu de sensibles progrès 

(Allison et al., 2012; Luetke et al., 2014). L'amélioration des traitements reste ainsi un objectif 

majeur pour de nombreux chercheurs et praticiens : l’identification de nouvelles cibles 

thérapeutiques, mais aussi l’amélioration de critères prédictifs de réponse aux traitements sont des 

sujets critiques. Ceci est particulièrement vrai chez les patients identifiés à risque selon nos 

critères pronostics actuels (caractère métastatique, grade 1 et 2 de Huvos et Rosen…). 

Malgré un dynamisme de recherche certain sur cette thématique, le développement de nouvelles 

thérapies se heurte à la forte hétérogénéité au niveau inter, mais également intra-tumoral de 

l’ostéosarcome, ainsi qu’à l’absence d’anomalie oncogénique unique. L'ostéosarcome a en effet un 

nombre de mutations beaucoup plus élevé que le sarcome Sarcome d'Ewing, et c'est pourquoi il 

n'a pas encore bénéficié d'un profilage moléculaire complet (Lim et al., 2015; Subbiah et al., 

2015). Des pistes de traitement en dehors des chimiothérapies conventionnelles sont à l’étude, 

avec notamment des thérapies ciblées dirigées contre les cellules tumorales mais aussi des cibles 

indirectes contre le microenvironnement et la vascularisation tumorale (Corre et al., 2020; Jin and 

Jin, 2020). Ces tumeurs sont en effet intimement liées au microenvironnement au niveau osseux, 

stromal, vasculaire et immunitaire. La dissémination et la croissance tumorale sont directement en 

lien avec ce microenvironnement. Des propositions de traitements ciblant cet écosystème sont 

donc à l’étude. 
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Thérapeutiques innovantes et études en cours : 

 

Plusieurs pistes de traitements innovants sont explorées. On compte actuellement dans le 

monde près de 150 études en cours d’inclusion sur la thématique de l’ostéosarcome déclarées sur 

ClinicalTrail.gov (Figure 20). Ces thérapeutiques innovantes sont le plus souvent proposées en 

association aux chimiothérapies conventionnelles chez les patients à haut risque ou en récidive. 

 
 
 

 

Figure 20 : Essais cliniques récents en cours dans l'ostéosarcome. De nombreuses approches thérapeutiques 

sont en cours de développement et reposent sur un ciblage spécifique et direct des cellules cancéreuses (par exemple, 

réparation de l'ADN, cycle cellulaire ou ciblage des glycoprotéines), ou sur un ciblage indirect des cellules 

cancéreuses par modulation de leur microenvironnement (par exemple immunothérapies). Après intégration dans la 

matrice osseuse tumorale extracellulaire, les agents radiothérapeutiques alpha peuvent indirectement tuer les cellules 

cancéreuses. NCT: Number Clinical Trial, Numéro de registre de l'essai clinique national NuClinicalTrials.gov 

(Brown et al., 2018) 

 
 
 
 Nous ne traiterons pas dans ce paragraphe des thérapies qui visent spécifiquement le 

microenvironnement tumoral, tels que le Mifamurtide ou les bisphosphonates. Ces molécules 
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seront décrites plus loin dans notre deuxième partie d’introduction centrée sur le 

microenvironnement. 

 

Une des thérapeutiques les plus prometteuses à l’heure actuelles semble être l’inhibiteur de 

tyrosine kinase (TKI),  ces thérapies ciblées peuvent spécifiquement inhiber les récepteurs à 

tyrosine kinases (RTK). Ces molécules de signalisation ont donc un rôle crucial dans l’activité de 

régulation des voies de signalisation qui contrôlent la différenciation et la prolifération cellulaires 

(Figure 21) (Jiao et al., 2018). Il existe 90 RTK codés par le génome humain, ce qui fait autant de 

cibles thérapeutiques potentielles (Manning et al., 2002; Tian et al., 2020).  

 

 

 

Figure 21 : Caractéristiques structurelles générales et mécanisme d'activation d'un RTK. Les RTK sont des 
glycoprotéines transmembranaires qui sont composées d’un domaine de liaison au ligand extracellulaire, d’un 
domaine transmembranaire et d’un domaine kinase intracellulaire. Ils sont activés par liaison au ligand puis 
transduisent le signal extracellulaire vers le cytoplasme en phosphorylant les résidus tyrosine sur les récepteurs eux-
mêmes (autophosphorylation) et sur les protéines de signalisation d’aval (Tian et al., 2020). 
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Les TKI ayant un effet thérapeutique intéressant dans l'ostéosarcome sont entre autres 

l'apatinib, le cabozantinib, le lenvatinib, le régorafénib ou le sorafénib avec différents TK ciblées 

de façon variable (Figure 22). Nous développerons plus loin le rôle conjoint de ces molécules sur 

le microenvironnement tumoral. 

 

 

Figure 22 : Cibles et résultats cliniques des TKI qui ont donné des résultats dans des essais cliniques contre 
l’ostéosarcome (Tian et al., 2020). 

 
 

L'inhibition d'un type unique de TK dans le traitement de l'ostéosarcome ne semble pas 

efficace, il parait nécessaire d'inhiber simultanément plusieurs TK pertinents pour obtenir un 

effet thérapeutique majeur (Tian et al., 2020). Cette nécessité de cibles multiples est à mettre en 

lien avec l’hétérogénéité de cette tumeur.  

 
 
 
 

Hétérogénéité tumorale : 

L’ostéosarcome présente une très forte hétérogénéité, au niveau intra-tumoral d’abord, 

mais également entre les individus : l’analyse génomique de ces tumeurs est de fait complexe avec 
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de nombreux sous-types histologiques. Cette spécificité l’éloigne du Sarcome d’Ewing dont elle 

partage par ailleurs de nombreuses similitudes cliniques. Un ciblage spécifique, ou un facteur 

pronostic unique paraissent difficile à déterminer du fait de ces caractéristiques. L’appréciation de 

cette hétérogénéité tumorale est critique dans la compréhension de cette tumeur et le 

développement de nouvelles thérapies efficaces (Brown et al., 2018; Gibbs et al., 2011).  

 

L'hétérogénéité des tumeurs est directement liée à la fois à l'histoire naturelle des cellules 

cancéreuses, mais aussi à leur dialogue avec les protagonistes du microenvironnement local 

(Schiavone et al., 2019). 
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Le  microenvironnement  

Généralités 

En 2000 puis en 2011, Hanahan et Weinberg posaient et actualisaient les caractéristiques 

fondamentales des cellules tumorales dans leurs articles « The Hallmarks of Cancer » (Hanahan 

and Weinberg, 2000, 2011). L’émergence du concept de microenvironnement considérant la 

tumeur non plus comme un simple amas de cellules autonomes, mais comme un organe en 

perpétuelle interaction avec les cellules de son environnement a permis de considérer que sur les 

8 caractéristiques des cellules cancéreuses, 7 impliquent l’action du microenvironnement tumoral  

(Figure 23) (Hanahan and Coussens, 2012).  

 

 

Figure 23 Contributions multifactorielles des cellules stromales aux caractéristiques de la tumeur (Hanahan 

and Coussen, 2012). 
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L’exploration du microenvironnement est donc devenue d’un intérêt crucial, tant dans la 

compréhension des mécanismes qu’en termes d’implications cliniques en cancérologie. Nous 

allons ici exposer les particularités de la vascularisation et du microenvironnement osseux normal, 

puis nous développerons les spécificités du microenvironnement tumoral osseux en nous 

intéressant une fois de plus aux intrications spécifiques de l’environnement vasculaire dans ce 

contexte. Enfin nous détaillerons pour chaque point les pistes thérapeutiques qui y sont 

spécifiquement liées. 

 

La vascularisation osseuse et son microenvironnement en condition physiologique 

Le microenvironnement est par nature complexe et dynamique. L’environnement osseux 

est particulier, du fait de ses différents rôles physiologiques : outre l’aspect structurel qui fait 

intervenir des mécanismes de remodelage spécifique, il est aussi responsable de l’hématopoïèse 

avec la création des lignées sanguines. Cet environnement remarquable fait donc entrer en scène 

de nombreux éléments cellulaires : les ostéocytes avec les ostéoblastes et ostéoclastes dans leur 

matrice extracellulaire (organique et minérale) ; les chondrocytes, les cellules stromales (cellules 

souches mésenchymateuses, dendritiques et fibroblastes), les cellules vasculaires (endothéliales et 

péricytes), et les cellules de l’immunité (monocytes/macrophages et lymphocytes). Le 

fonctionnement du tissu osseux et son homéostasie sont intimement liés à son mode de 

vascularisation, il apparait donc important d’exposer la vascularisation osseuse physiologique afin 

de pouvoir développer ensuite ses intrications avec le microenvironnement tumoral. 
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Généralités, architecture et fonction de la vascularisation de l’os 

Les vaisseaux sanguins sont essentiels pour le transport de fluides, de macromolécules et 

de cellules au sein de l’organisme. Ces structures vasculaires sont constituées de cellules 

endothéliales qui s'intègrent dans différents organes et se spécialisent suivant les tissus 

environnants. Le transport de nutriments et d’oxygène, mais également la diffusion de 

traitements se produisent au niveau de la microcirculation. Elle est le lieu d’échange entre le 

système circulatoire et les organes qu’elle vascularise au niveau des capillaires. L’organisation de 

ces zones de transit, très actives biologiquement, présente des spécificités tissulaires propres. 

Cependant il existe une architecture globale commune classiquement décrite (Figure 24) (Guven 

et al., 2019). 

 

 

Figure 24 : Anatomie micro-vasculaire. La microcirculation fait partie du système vasculaire et se compose de 

petits vaisseaux : artérioles, capillaires et veinules. Les capillaires lymphatiques transportent le liquide extravasculaire 

dans le système veineux. Les artérioles sont entourées de cellules musculaires lisses vasculaires responsables de la 

régulation du tonus des artérioles, une couverture péricytaire est présente au niveau capillaire (Guven et al., 2019). 

 

Bien qu’elle ait retenu l’attention des anatomistes depuis plusieurs centaines d’années, la 

vascularisation osseuse ne révèle ses secrets que depuis peu. Les difficultés techniques liées à la 
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visualisation des vaisseaux au sein de l’os, ainsi que le caractère supposé inerte de ce dernier ont 

pu expliquer ce retard. En effet, l’examen microscopique se confronte à des difficultés techniques 

propres à l’os (dureté et opacité) et nécessite des outils et des techniques qui n’ont été accessibles 

qu’à la fin du XXème siècle. De plus, le caractère solide et immuable de l’os en a longtemps fait 

un sujet d’étude principalement mécanique, l’étude biologique et vasculaire étant plus récente 

(Brookes and Revell, 2012). Une description complète de l’anatomie de la vascularisation osseuse 

est désormais à disposition, et les trajets vasculaires sont mieux connus (Figure 25).  

 

 

Figure 25 : (A) Présentation schématique de la vascularisation des os longs. (B) Gros plan de la région 

encadrée en (A) (Lafage‐Proust and Roche, 2018). 
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Les interfaces entre la vascularisation périostée et la vascularisation centromédullaire, avec 

ses zones de transit (canaux de Havers, canaux de Volkman…), au niveau cortical mais également 

au niveau épiphysaire ou métaphysaire ont fait l’objet de descriptions précises (Lafage‐Proust and 

Roche, 2018). La distribution complexe de la vascularisation osseuse permet à l’os de recevoir 

jusqu'à environ 10% du débit cardiaque, cet apport sanguin considérable sous-tendant un haut 

degré de cellularité, de remodelage et de réparation. La vascularisation osseuse est donc une 

interface entre ces grandes fonctions (Carulli et al., 2013). Du point de vue architectural, chaque 

unité de remodelage osseux est associée à un capillaire dans les enveloppes corticales et 

trabéculaires (Lafage-Proust et al., 2015). Les vaisseaux sous-périostés et ceux de la moelle 

osseuse sont connectés via le réseau vasculaire cortical. Les vaisseaux médullaires sont assez 

hétérogènes, ils sont constitués de petits capillaires « classiques » (<10-15μm) et d’une majorité de 

capillaires sinusoïdes (20–30μm), qui appartiennent au système capillaire veineux (Edwards et al., 

2008). Ces réseaux capillaires et sinusoïdes sont reliés par des vaisseaux dits de transition (Figure 

26).  

 

 

Figure 26 : La connexion vasculaire entre la moelle osseuse, l’os cortical et le périoste. D'après la figure 9.37 

de Brooks et Revell (1998)(Cowin and Cardoso, 2015). 



58 

 

 

La membrane basale des vaisseaux sinusoïdes de la moelle osseuse est absente ou discontinue afin 

de faciliter les échanges. Leur paroi est perforée par des pores inter- et intra-endothéliaux à 

travers lesquels les cellules hématopoïétiques matures se dirigent vers la circulation sanguine, 

tandis que les molécules solubles intravasculaires et relativement grosses peuvent être rapidement 

extravasées (Wang et al., 2004). 

Ces zones d’échange vont permettre le développement et la croissance, le remodelage osseux et 

les processus de consolidation, mais aussi l’hématopoïèse et l’homéostasie du métabolisme 

minéral (Su et al., 2019). L'os est en effet un organe composite qui remplit plusieurs fonctions 

interconnectées, avec un besoin d’échanges majeur : pour la production et la distribution dans la 

circulation générale des lignées sanguines, mais également pour son apport de nutriments et 

d’oxygène. Les liens entre l’oxygénation tissulaire et la fonction ostéoblastique (prolifération, 

différenciation et production de collagène) sont désormais établis (Figure 27).  

 

 

Figure 27 : Diagramme schématique résumant les principaux effets de l'oxygène sur la fonction des 

cellules osseuses (Marenzana and Arnett, 2013). 
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L’ostéoblastogenèse est donc inhibée dans un milieu hypoxique, les ostéoblastes entrant 

dans un état de repos. De plus l'hypoxie stimule la formation d'ostéoclastes à partir de 

précurseurs mononucléés (en présence de RANKL et de M-CSF), entraînant une augmentation 

de la résorption osseuse. L'impact négatif de l'hypoxie est exacerbé par l'acidose qui 

l'accompagne, bloquant la minéralisation de la matrice et stimulant la résorption des ostéoclastes 

matures (Marenzana and Arnett, 2013). 

Mais d’autres mécanismes de régulation impliquent aussi le tissu osseux : des fonctions 

endocrines complexes sont par exemple régulées par des hormones dérivées des ostéoblastes 

(FGF23, LCN2 et OC) (Oury and Oury, 2018). L’os est donc un organe aux interactions 

nombreuses nécessitant un réseau vasculaire complexe. 

 

Vaisseaux H et L dans l’os normal et en croissance 

Des travaux récents ont permis de compléter la description de la vascularisation osseuse, 

et de préciser le rôle et la répartition de sous-types de vaisseaux spécifiques. Des avancées 

notables ont été faites dans ce domaine. L’équipe d’Adams et al. a ainsi décrit les vaisseaux de 

type H (qui expriment fortement le CD31 et l’endomucine : CD31+/Endomucine+), et les 

vaisseaux de type L (qui expriment faiblement ces marqueurs (Figure 28) (Kusumbe et al., 2014; 

Sivaraj and Adams, 2016) sur un modèle murin de souris en croissance.  

Ils ont identifié les spécificités de marquage en IHC de ces vaisseaux et décrit leur répartition. Les 

vaisseaux sanguins L proviennent des vaisseaux centromédullaires, et cheminent vers les 

vaisseaux H qui s’organisent et fusionnent en réseau anastomotique au contact de la plaque de 

croissance avec un aspect bourgeonnant (Kusumbe et al., 2014).  
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Figure 28 : Représentation des va isseaux H et L sur modèle murin d’une souris en croissance. Image de 

microscopie à balayage de la vascularisation tibiale en immunofluorescence pour Emcn (Endomucine) (rouge) et α-

SMA (smooth actin muscle actin) (vert). Les artères couvertes par les cellules α-SMA + se connectent (flèches) aux 

vaisseaux métaphysaires (mp) de type H près de la plaque de croissance (lignes pointillées, growth plate : gp). Les 

vaisseaux sinusoïdaux de type L se connectent à la grosse veine centrale (pointe de flèche jaune). (Kusumbe et al., 

2014).  

 

Des modifications de flux vasculaire ont pu être identifiées dans les travaux de Kusumbe 

et al. en imagerie intra-vitale entre les vaisseaux H et L. Les auteurs ont ainsi observé des 

différences de vitesse majeures qui impacteraient directement les mécanismes d’angiogenèse et 

d’ostéogenèse (Kusumbe et al., 2014; Ramasamy et al., 2014; Vanderbeck and Maillard, 2019). 
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Plus le flux vasculaire est important dans les vaisseaux H, plus la voie Notch est stimulée, 

entrainant en conséquence une augmentation de l’ostéoblastogenèse et de l’angiogenèse. La 

maturité des souris modifierait directement la proportion des vaisseaux H et les conséquences sur 

l’ostéogenèse, ce phénomène pourrait être un des mécanismes impliqués dans la physiopathologie 

de l’ostéoporose :, les souris les plus âgées présentent en effet une proportion beaucoup plus 

faible vaisseaux H (Kusumbe et al., 2014; Sivaraj and Adams, 2016). Le lien privilégié des 

vaisseaux H avec les missions d’angiogenèse et de d’ostéoblastogenèse pourrait en faire un point 

d’intérêt majeur dans le cadre de l’ostéosarcome. 

 

Microenvironnement tumoral et spécificités dans l’ostéosarcome 

On admet classiquement que les mutations oncogènes des cellules tumorales provoquent 

l'initiation du cancer (Balkwill et al., 2012). D’autres études font cependant mention du rôle 

initiateur potentiel d’un microenvironnement altéré dans la tumorigenèse, ainsi une inflammation 

chronique ou un processus de cicatrisation pourraient aussi devenir l’élément déclencheur avec 

un effet promoteur de tumeur (Khosravi et al., 2018; Mantovani et al., 2008; Todoric and Karin, 

2019). Une fois cette initiation enclenchée, les cellules tumorales se multiplient et vont interagir 

avec les cellules environnantes, elles vont recruter ces dernières et détourner à leur profit les 

moyens de communications intercellulaires tels que des facteurs de croissances, des chimiokines 

ou des vésicules extracellulaires (Jin and Jin, 2020). Ce piratage des voie de communication a pour 

objectif le développement tumoral, par l’angiogenèse notamment, et conduit invariablement à 

une augmentation du potentiel de prolifération (Cheng et al., 2020; Puisieux et al., 2013). 

L’assujettissement de ce milieu par la tumeur, forme ainsi le microenvironnement tumoral, qui 

permet à la tumeur de croitre, de disséminer, et de résister aux traitements.  

En 1863, Virchow a le premier évoqué le fait que l'inflammation et le cancer étaient liés et 

interagissaient dans ce qu’il qualifiait « l’infiltration lympho-réticulaire ». Puis Paget en 1889 a 
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élaboré la théorie du « seed and soil » dite de la graine et du terreau, identifiant que les métastases 

ne se répartissaient pas au hasard dans l'organisme et ne pouvaient croître que dans un 

environnement approprié. Il fut plus tard complété par Ewing, avec la « circulation theory » en 

1928, décrivant plus en détail la migration de cellules tumorales du cancer de prostate (diaspora 

tumorale) en utilisant la réseau vasculaire (Ewing, 1928; Paget, 1889). Depuis ces premières 

descriptions du concept de microenvironnement, l’exploration de ce dernier n’a eu de cesse de 

progresser. Sa compréhension en conditions physiologique et tumorale est devenue un sujet de 

recherche central. Il est classiquement décrit plusieurs sous-types de microenvironnements, 

faisant interagir plusieurs éléments avec les cellules tumorales (Jin and Jin, 2020). Différentes 

catégories cellulaires interagissent en particulier au niveau osseux avec la tumeur : les cellules du 

remodelage osseux, les cellules souches mésenchymateuses, les cellules immunitaires, ainsi que les 

cellules du microenvironnement vasculaire que nous avons pu décrire en condition 

physiologique. Nous allons maintenant décrire les interactions et échanges entre tumeur et tissu 

osseux dans le cadre de l’ostéosarcome. 

L’os est composé de nombreux types cellulaires distincts et spécifiques (ostéoblastes, 

ostéoclastes, chondrocytes, cellules souches mésenchymateuses, cellules hématopoïétiques, 

cellules endothéliales, immunitaires). Il est le lieu d’interactions majeures équilibrées par la 

formation et le remodelage osseux (Alfranca et al., 2015; Lamora et al., 2016). Le 

microenvironnement tumoral est également impacté par toutes les modifications physiques (pH, 

pression interstitielle), ou chimiques (oxygénation tissulaire, gradients de nutriments…) (Avnet et 

al., 2016; Nagelkerke et al., 2015). Les échanges entre l’ostéosarcome et le microenvironnement 

osseux font donc intervenir de nombreux signaux environnementaux, induits par de multiples 

cytokines, chimiokines et facteurs de croissance (Alfranca et al., 2015), mais également par des 

vésicules extracellulaires. Ces dernières sont considérées aujourd'hui comme des vecteurs 
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efficaces de communication entre les cellules, et de nouvelles cibles pour des thérapeutiques 

innovantes (Corre et al., 2020; Khalife et al., 2020; Mathieu et al., 2019; Perut et al., 2019).  

L’équilibre physiologique et la complexe homéostasie du milieu osseux en font une niche de 

choix pour les cellules tumorales issues de tumeurs primitives (ostéosarcome, sarcome d’Ewing, 

chondrosarcome) mais également de métastases (cancers ostéophiles : sein, poumon…), qui 

parviennent à prendre à leur compte et à se nourrir des interactions chimiques et cellulaires de 

l’environnement afin de proliférer ou d’engager un processus métastatique. 

Nous allons à présent décrire les sous-populations cellulaires les plus importantes décrites dans le 

microenvironnement de l’ostéosarcome, ainsi que les axes thérapeutiques qu’elles laissent 

entrevoir. 

 

Les cellules osseuses et le remodelage osseux 

Description et facteurs pronostiques 

Le développement de l’ostéosarcome est généralement associé à une ostéolyse, souvent 

douloureuse, pouvant aller jusqu’à la fracture. L'agressivité de l’ostéosarcome a déjà été corrélée à 

des marqueurs de l’ostéolyse dans quelques études où elle a été identifiée comme un facteur de 

mauvais pronostic (Figure 29) (Avnet et al., 2008; Toledo et al., 2010).  

Au stade précoce de la maladie, la prolifération tumorale dans l'environnement osseux conduit à 

un dérèglement de l'équilibre entre ostéoblastes et ostéoclastes, au profit d'une différenciation 

ostéoclastique exacerbée et d'une résorption osseuse locale (Brown et al., 2018).  À leur tour, les 

ostéoclastes permettent la libération des facteurs pro-tumoraux (cytokines, des composants de la 

matrice extracellulaire comme l’insulin-like growth factor 1 (IGF1) ou le transforming growth 

factor-β (TGF-β)…) initialement piégés dans la matrice organique du tissu osseux (Lamora et al., 
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2016; Wittrant et al., 2004). Ces molécules vont alors stimuler la prolifération tumorale, et 

engendrer le cercle vicieux ostéoclastique désormais bien reconnu.  

 

 

Figure 29 : Représentation schématique de la prolifération des cellules tumorales et du cercle vicieux 

ostéolytique. Les cellules tumorales libèrent des médiateurs solubles tels que des hormones, des cytokines, des 

facteurs de croissance qui agissent sur les cellules stromales ostéoblastiques. Les cellules stromales produisent 

RANKL, qui se lie à son récepteur RANK exprimé sur les précurseurs d'ostéoclastes, améliorant la formation d'actifs 

ostéoclastes qui effectuent la résorption osseuse. Parfois, des cellules tumorales sont stimulées pour libérer 

directement une forme soluble de RANKL. Les ostéoclastes actifs libèrent alors des facteurs de croissance, cytokines 

ou composants de la matrice osseuse stockés qui à leur tour activent la prolifération tumorale. Le cercle vicieux 

induit ainsi à la fois la prolifération des cellules tumorales et la résorption osseuse.  (Wittrant et al., 2004). 
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Pistes de traitement 

L’arrêt de cette cascade est un enjeu de choix dans le traitement de l’ostéosarcome. 

Plusieurs acteurs de cette voie ont été identifiés. Des tentatives de traitement inhibant le 

récepteur à l’IGF-1 ont été développées, puis arrêtées faute de résultats cliniques tangibles 

(Asmane et al., 2012). D’autres sont à l’étude pour endiguer ce cercle vicieux pro-tumoral 

ostéoclastique, comme l’utilisation de compétiteurs à la fixation de RANKL à son récepteur 

RANK (Chen et al., 2015; Lamoureux et al., 2007; Rousseau et al., 2011). Le Denosumab, un 

anticorps dirigé contre RANKL est aussi en essai. Il inhibe efficacement l'activité des 

ostéoclastes, et est surtout utilisé pour le traitement des métastases osseuses, du myélome 

multiple ou des tumeurs à cellules géantes. Actuellement, aucun résultat clinique n'a été rapporté, 

sauf en association avec le Multi-Kinase Inhibiteur (MKI) Sorafénib, mais une étude clinique est 

en cours chez des patients en situation de récidive (NCT02470091) (Cathomas et al., 2015; 

Savvidou et al., 2017). Cependant il faut rester prudent en termes d’association, car le récent 

travail de Punzo et al. identifie une action inhibitrice de l’effet thérapeutique de la Doxorubicine 

par le Dénosumab sur des lignées humaines d’ostéosarcome (MG63 and U-2 OS) (Punzo et al., 

2020). 

La mise en évidence du cercle vicieux ostéoclastique dans l’ostéosarcome est donc à l’origine de 

nombreuses investigations précliniques et cliniques. La plus prometteuse pourrait porter sur 

l’inhibition de l’action des ostéoclastes par des agents chimiques anti-résorptifs comme les 

bisphosphonates (Zolédronate) (Brown et al., 2018; Moriceau et al., 2010; Odri et al., 2014; Ory 

et al., 2005). Ce traitement été analysé avec des résultats précliniques identifiant une augmentation 

de la survie chez la souris ainsi qu’une diminution du taux de métastases. L’efficacité sur modèle 

murin n’a malheureusement pas été suivie de résultats favorables chez l’homme. L’essai clinique 

de phase III OS2006, n’a pas permis de retrouver d’effet bénéfique sur la survie à l’ajout du 

Zoledronate à la chimiothérapie conventionnelle, illustrant la limite d’un modèle préclinique 

(Figue 30) (Piperno-Neumann et al., 2016).  
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Figure 30: Courbes de survie de l’étude OS2006 avec randomisation en deux bras zolédronate et contrôle. 

A : Survie sans récidive, B : survie globale. 

 

Par ailleurs, on note que les bisphosphonates agiraient également sur le 

microenvironnement immunitaire avec un rôle inhibiteur non seulement sur la différenciation, 

mais aussi sur l’apoptose des macrophages. Ces cellules jouent ainsi un rôle majeur dans le 

microenvironnement tumoral de l’ostéosarcome (Brown et al., 2018; Junankar et al., 2015; 

Piperno-Neumann et al., 2016). 
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Les cellules immunitaires 

Description et facteurs pronostiques 

La relation entre l’ostéosarcome et l’environnement immunitaire pourrait être une des clés 

du traitement de l’ostéosarcome comme l’avancent Hong et al. (Hong et al, 2020). A ce titre, les 

macrophages pourraient être un des composants cellulaires les plus étudiés à l’heure actuelle dans 

l'ostéosarcome. En effet, les macrophages associés aux tumeurs ou tumor-associated-macrophage 

(TAM) initialement décrits (Gordon and Taylor, 2005), ont été subdivisés en deux sous-

populations : les macrophages polarisés M1 considérés comme ayant une activité pro-

inflammatoire anti-tumorale et les macrophages polarisés M2, qui sont définis comme des 

modulateurs pro-tumoraux en raison de leur impact sur le processus néo-angiogénique et 

métastatique (Dumars et al., 2016; Qian and Pollard, 2010).  

Cette dichotomie s’est finalement révélée discutable, mais le rôle des macrophages apparait 

malgré tout primordial dans l’initiation et la progression des ostéosarcomes. L’étude de Gomez-

Brouchet et al. a clairement mis en évidence une corrélation positive entre l’infiltrat 

macrophagique (éléments marqués CD68+ et CD163+) et la survie globale, et moins de 

phénomènes métastatiques. Cette analyse a été réalisée à partir de biopsies issues de la cohorte 

OS2006 (Gomez-Brouchet et al., 2017; Piperno-Neumann et al., 2016).  

L’infiltrat lymphocytaire s’avère également important pour le pronostic de la maladie, puisque la 

présence de nombreux éléments CD8+ était corrélée à une meilleure survie. Ces conclusions 

rejoignent celle de l’étude de Fritzsching et al. qui observe qu’un ratio CD8+/FOXP3+ élevé 

peut être considéré comme un facteur de bon pronostic (Fritzsching et al., 2015; Gomez-

Brouchet et al., 2017). Les résultats de ces études plaident pour un rôle majeur de 

l’environnement immunitaire dans le degré d’agressivité de la tumeur.  
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Pistes de traitement 

Un screening systématique de ces marqueurs sur biopsies humaines permettrait de 

stratifier les patients en fonction de leur environnement immunitaire et ainsi de leur proposer des 

thérapeutiques spécifiques, un algorithme a d’ailleurs été proposé dans ce sens (Figure 31) 

(Gomez-Brouchet et al., 2017). 

 

 

Figure 31: Proposition d’algorithme de traitement pour différencier les patients en fonction de leur stratification 

immunologique déterminée lors du diagnostic, et proposition de traitements correspondants (Gomez-Brouchet et 

al., 2017). 

 

Le Mifamurtide (MEPACT) (muramyl tripeptide phosphatidyl ethanolamine, MTP-PE) 

est un dérivé synthétique du muramyl dipeptide (MDP), encapsulé dans des liposomes. Cet 
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immuno-stimulateur naturel des parois cellulaires de Mycobacterium sp. a une action immuno-

stimulatrice similaire à celle du MDP naturel avec une demi-vie plasmatique plus longue.  

Cet agent activateur macrophagique est actuellement utilisé pour stimuler ces cellules dans 

l’ostéosarcome, avec des résultats prometteurs (Brard et al., 2019; Chou et al., 2009; Meyers, 

2009). Son rôle d’activateur des monocytes et des macrophages, favoriserait ainsi l'activité 

antitumorale par la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (TNF, IL-6, IL-8, IL-1…). L’étude 

de l’équipe de Meyers en 2009 observait que la survie sans récidive et la survie globale étaient 

améliorées pour les patients qui recevaient le Mifamurtide en plus de leur protocole de 

chimiothérapie conventionnelle (Chou et al., 2009). Ces résultats cependant ne permettaient pas 

de trancher définitivement pour son utilisation en pratique courante en situation de haut risque 

de récidive, du fait d’interactions possible avec l’Ifosfamide, de biais d’attrition,  et d’analyse 

intermédiaires trop nombreuses. Il n’y a pas eu de validation de la FDA (Food and Drug 

Administration) ni de l’HAS (Haute Autorité de Santé) pour cette molécule dans ce contexte. 

L’étude Sarcome13/OS2016 qui propose le traitement par Mifarmutide actuellement en cours au 

niveau national, pourra peut-être valider rigoureusement l’effet de cette molécule dans les 

situations d’ostéosarcome à haut risque de récidive (Figure 32) (Brard et al., 2019). 
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Figure 32 : Protocole de traitement dans l’essai Sarcoma13/OS2016, en fonction de l’âge chez des patients avec 

Ostéosarcomes à haut-risque (metastatiques ou mauvais répondeurs à la chimiothérapie). Association du 

Mifamurtide au traitement conventionnel (Brard et al., 2019) 

 

Les cellules souches mésenchymateuses (CSM) 

Description et facteurs pronostics 

Les interactions entre la tumeur et le stroma osseux non tumoral, et notamment les CSM 

sont nécessaires pour le développement tumoral et la progression métastatique (Le Nail et al., 

2018; Pietrovito et al., 2018). Les CSM ont dans cette configuration un rôle central, de chef 

d’orchestre, car elles captent et modulent les variations de l’environnement osseux (MEC, 

facteurs de croissance, cytokines, chimiokines, métalloprotéases…)(Corre et al., 2020). Par leur 

capacité autocrine et paracrine, les CSM sont une source de sécrétion de facteurs de croissance 

qui peuvent stimuler la différenciation et la prolifération cellulaire des ostéoblastes, des CSM 

elles-mêmes ou des cellules endothéliales (Humbert et al., 2019). La sécrétion de VEGF par 
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exemple est à l’origine de mécanismes d’angiogenèse, de prolifération et de dissémination 

métastatique (Zheng et al., 2018).  

Le sécrétome des CSM contient également des vésicules extracellulaires (VE) bioactives (Chu et 

al., 2019; Humbert et al., 2019), qui vont être utilisées par les cellules tumorales comme messagers 

à leur profit, en transportant des protéines, métabolites, micro-ARN tumoraux (Vallabhaneni et 

al., 2015). Enfin les lactates produits par les CSM stimulent également les capacités de migration 

des cellules tumorales dans l’ostéosarcome (Bonuccelli et al., 2014).  

 

Pistes de traitement 

Des molécules capables de bloquer l’activité paracrine des CSM pro-oncogènes (aussi 

appelées CSM-éduquées par la tumeur) ont été développées, et pourraient avoir un effet de 

blocage de la progression tumorale (Baglio et al., 2017). Des traitements centrés sur les VE issues 

de CSM sont aussi évoqués comme un nouveau mode d’action sur ces cellules liées à la tumeur 

(Park et al., 2019). 

 

Les cellules du microenvironnement vasculaire 

Prémisses à l’échelle macroscopique 

Au niveau macroscopique, des travaux dans les années 70 et 80 ont évalué la 

vascularisation tumorale par des analyses angiographiques. Ces travaux bien qu’anciens, offrent 

des images qui illustrent parfaitement le lien étroit entre le réseau vasculaire et l’ostéosarcome 

(Figure 33) (Albisinni et al., 1988; Chuang et al., 1982; Yaghmai, 1977).  
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Figure 33 : Analyse de l’évolution locale d'un ostéosarcome de fémur distal en angiographie. A : 

Angiographie de l'artère fémorale superficielle avant mise en place de la chimiothérapie. On note une volumineuse 

lésion avec extension dans les parties molles et une forte vascularisation. Localisations nodulaires associées. B : Après 

deux cycles de chimiothérapie, diminution globale de volume de la lésion mais progression des lésions nodulaires des 

parties molles. Flèches : nodules loco-régionaux associés (Chuang et al., 1982). 

 

Les conclusions de ces travaux sont intéressantes, car déjà en 1977, on percevait que 

d’une part les zones tumorales les plus dédifférenciées étaient les plus hyper-vascularisées, mais 

également, qu’à un stade avancé de l’évolution tumorale, la vascularisation de celle-ci se faisait en 

grande majorité via les vaisseaux des parties molles plutôt que par la vascularisation intra-osseuse 

(Yaghmai, 1977). 

 

Description et facteurs pronostics 

Le réseau vasculaire et l’angiogenèse permettent la croissance, la réparation des tissus mais 

peuvent toutefois être altérés dans les situations pathologiques.. La vascularisation joue en effet 

un rôle prépondérant dans les phénomènes de tumorigenèse, de dissémination métastatique, ou 

de réponse à la chimiothérapie. Cette vascularisation est un élément central, car elle interagit de 
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façon plus ou moins directe avec l’ensemble des sous-composants du microenvironnement global 

(Jin and Jin, 2020). 

La vascularisation est un des éléments essentiels au développement du cancer. L’apport de 

nutriments et d’oxygène permet la croissance et la dissémination tumorale. Les vaisseaux 

supportent également l’intravasation et l’extravasation de cellules cancéreuses. Hanahan et 

Weinberg rappellent par ailleurs que l’élaboration d’un environnement vasculaire dédié à la 

tumeur est une des marques de fabrique du cancer (Hanahan and Weinberg, 2011).  

J. Folkman en 1971 (Folkman, 1971) fut le premier à poser l’hypothèse que la croissance 

tumorale nécessitait un approvisionnement en oxygène et en nutriments par un réseau vasculaire 

néo-formé par le processus d’angiogenèse et que l’inhibition de ce processus pouvait être 

envisagé comme une arme thérapeutique . 

Initialement, les tumeurs débutent leur croissance de façon avasculaire, puis finissent par 

atteindre un état de dormance où persiste un équilibre entre prolifération et apoptose. C'est 

ensuite que survient le « switch angiogénique » qui permet la croissance tumorale par un apport 

de nutriments et d'oxygène (Bergers and Benjamin, 2003). Un déséquilibre des facteurs pro et 

anti-angiogéniques engendre cette cascade continue, qui est accentuée par la libération de facteurs 

inflammatoires et une hypoxie élevée, qui compromet l’hydroxylation inhibitrice des HIF (Butler 

et al., 2010).  

Les stress hypoxique et acide sont donc des initiateurs de la néo-angiogenèse, aboutissant à un 

déséquilibre stimulant la néo-angiogenèse. Il existe dans ce contexte plusieurs modes de 

formation de vaisseaux sanguins (Figure 34).  



74 

 

 

Figure 34 : Différents modes de formation de vaisseaux sanguins en condition physiologique (a-c) et 

tumorale(a-f) (Takano, 2012). 
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La néo-angiogenèse peut suivre des modes de formation physiologiques : tout d’abord par 

angiogenèse germinative avec une « tip cell » en tête de pont stimulée par un gradient de VEGF 

autocrine, mais aussi par recrutement de cellules progénitrices endothéliales qui se différencient 

en cellules endothéliales, ou enfin par un mécanisme de division des vaisseaux appelé 

intussusception. Les cellules tumorales ajoutent à ces moyens classiques d’autres mécanismes de 

formation des vaisseaux  : comme la cooptation de vaisseaux préexistants (avec un tapissage de 

cellules tumorales à la paroi des vaisseaux), le mimétisme vasculaire (les cellules tumorales jouent 

le rôle de cellules endothéliales) et enfin la différenciation des cellules souches tumorales en  

cellules « endothéliales-like » (Figure 26) (Takano, 2012). Le réseau vasculaire tumoral est bien le 

fruit d’une exploitation détournée des mécanismes fondamentaux de l’angiogenèse physiologique, 

avec cependant des mécanismes propres (Carmeliet and Jain, 2011). 

La pression angiogénique forte et l’absence de gradient de VEGF vont engendrer une 

vascularisation moins structurée qu’en condition physiologique, avec un réseau serpigineux et 

désorganisé. Ces vaisseaux présentent de nombreux shunts, des parois comblées par le 

mimétisme vasculaire, et une membrane basale anormale sécrétant elle aussi des facteurs pro-

angiogéniques (Baluk et al., 2005; Clement-Colmou, 2018). La couverture péricytaire est 

également défaillante, par défaut de recrutement et de fixation à l’endothélium, elle ne joue pas 

non plus son rôle de régulateur de l’angiogenèse (Raza et al., 2010).  

Ces vaisseaux non fonctionnels vont conduire à des zones d’hypoxie forte, et on comprend ainsi 

le cercle vicieux de l’angiogenèse tumorale qui s’applique à l’ostéosarcome, qui est une tumeur 

hyper-vacularisée dans un environnement acide et hypoxique. Comme nous l’avons vu 

précédemment, les modes de formation des vaisseaux sanguins dans le contexte tumoral sont 

multiples. L’implication de cellules endothéliales progénitrices est avancée dans plusieurs études 

pour l’ostéosarcome (An et al., 2018; Marçola and Rodrigues, 2015). Quant au phénomène de 

mimétisme vasculaire, il est retrouvé dans 22,7% des ostéosarcomes ostéoblastiques de haut 
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grade, et semble être un facteur de mauvais pronostic (Bao et al., 2018; Ren et al., 2014). L’origine 

précise de ce phénomène demeure encore en grande partie inexpliquée. Une sécrétion autocrine 

de VEGF dans une population de cellules d’ostéosarcome humain possédant des récepteurs au 

VEGF (VEGFR1) est également un facteur de progression tumorale décrit et pourrait expliquer 

ces phénomènes de mimétisme vasculaire (Ohba et al., 2014). Enfin l’expression de niveaux 

élevés de VEGF pourrait être corrélé à l’apparition de métastases comme cela est rapporté dans 

plusieurs études cliniques (Chen et al., 2013; Kaya et al., 2000; Lammli et al., 2012).  

 

Vaisseau H : un acteur du microenvironnement tumoral ? 

Les vaisseaux H pourraient aussi jouer un rôle dans le processus tumoral, primitif ou 

métastatique restant à déterminer (Peng et al., 2020). Le caractère sinusoïde et la lenteur du flux 

sanguin dans l'os pourraient être des facilitateurs d’interactions entre les cellules tumorales et les 

cellules endothéliales osseuses (Virk and Lieberman, 2007), mais ces caractéristiques 

correspondent d’avantage aux vaisseaux de type L qu’aux vaisseaux de type H. Toutefois, les 

vaisseaux de type H fournissent du sang riche en oxygène, en nutriments, en cytokines et en 

facteurs de croissance qui sont des éléments nécessaires à la prolifération tumorale (Peng et al., 

2020). Le couplage des rôles d’angiogenèse et d’ostéogénèse décrit comme la caractéristique 

principale des vaisseaux H pourrait en revanche trouver une place de choix dans l’environnement 

tumoral de l’ostéosarcome où ces deux fonctions sont intimement liées. On pourrait  aller jusqu’à 

l’hypothèse d’une stimulation accrue de l’angiogénèse via les cellules endothéliales de type H par 

des cellules d’ostéosarcome.   

Des recherches complémentaires sur ces marqueurs d’intérêt (CD31, Endomucine, α-SMA) 

semblent donc essentielles pour évaluer le rôle de ces vaisseaux dans le processus tumoral, et 

particulièrement dans l’ostéosarcome. Ils pourraient permettre de comprendre les mécanismes de 

prolifération, de dissémination tumorale, mais également de résistance aux traitements. Enfin des 
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cibles thérapeutiques potentielles sont envisageables dans ce nouveau paradigme vasculaire 

osseux. 

 

Pistes de traitement 

Dans ce contexte il semble opportun et logique d’agir sur la néo-angiogenèse, et les 

mécanismes qu’elle sous-tend. Plusieurs études cliniques de phase I et II ont été menées en ce 

sens, le plus souvent dans le cadre d’ostéosarcomes en poursuite évolutive, en deuxième ou 

troisième ligne de traitement (Xie et al., 2017). L’objectif actuel au regard des échecs des thérapies 

anti-angiogéniques n’est pas seulement de détruire le système vasculaire de la tumeur, la privant 

ainsi d'oxygène et de nutriments ; mais plutôt de «normaliser» de façon transitoire la structure et 

la fonction de sa vascularisation tumorale pour la rendre plus efficace afin de délivrer oxygène et 

drogues (Figure 35). La diminution de l’hypoxie tissulaire et la synergie de ces traitements anti-

angiogéniques avec les thérapies conventionnelles est visée (Jain, 2005). 
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Figure 35 : Critères de normalisation vasculaire induite par les anti angiogéniques (Jain, 2005). 

 

Le récepteur du VEGF est le plus souvent ciblé par ces molécules anti-angiogéniques 

dans l’ostéosarcome. Mais l’utilisation en pratique de l’anticorps anti-VEGF Bevacizumab a par 

exemple montré des résultats mitigés (Navid et al., 2017). De façon globale, les nombreux 

traitements anti-angiogéniques développés ont eu un effet décevant dans l’ostéosarcome. Des 

propositions de traitement existent en lien avec l’angiogenèse tumorale. L’association de ces 
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thérapeutiques anti-angiogéniques avec la chimiothérapie conventionnelle a été proposée et est 

l’une des voies pour améliorer la survie dans les ostéosarcomes. Des études cliniques ont été 

menées sur l’ostéosarcome de haut grade en situation à haut risque de récidive avec des résultats 

mitigés (Ebb et al., 2012; Schuetze et al., 2012).  

 

 Ces résultats décevants des anti-angiogéniques peuvent être expliqués par deux grands 

mécanismes de résistance: le premier dit de « résistance évasive », est le fruit d’un phénomène 

adaptatif avec un contournement secondaire du blocage angiogénique spécifique, on observe 

alors chez ces patients un effet transitoire du traitement qui s’épuise secondairement ; le second 

mécanisme de résistance est nommé « indifférence intrinsèque », ce qui signifie l’inefficacité 

d’emblée de la molécule sur la néo-angiogenèse (Bergers and Hanahan, 2008). La difficulté de ces 

traitements se focalisant sur la vascularisation réside dans l’impact de ces molécules sur la 

diffusion de la chimiothérapie. En effet en ciblant les vaisseaux, et donc en réduisant la 

vascularisation tumorale nourricière, la délivrance des molécules de chimiothérapie peut être 

altérée (Xie et al., 2017). 

 

Les TKI ont également un rôle connexe dans l’axe du microenvironnement vasculaire. Ces 

petites molécules, faisant partie de la catégorie des thérapies ciblées, diffusent à travers la 

membrane cellulaire et agissent sur le processus de transduction de signal au niveau de récepteurs 

des facteurs de croissance ou de protéines cytoplasmiques dotées d’une activité tyrosine kinase 

(TK). Initialement ces TKI visaient spécifiquement une kinase oncogénique et donc directement 

la cellule tumorale.  

Les dernières générations de ces inhibiteurs ciblent plusieurs TK, ce sont désormais des Multi 

Kinase Inhibitor (MKI), ayant un effet conjoint sur les cellules tumorales et vasculaires 
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(endothéliales ; pericytes). Les MKI ont en effet un champ d’action plus large, et sont de plus en 

plus fréquemment utilisés dans les sarcomes (Hosaka et al., 2012; Wilding et al., 2019), comme 

par exemple le Glivec (imatinib) dans les gastrointestinal stromal tumours (GISTs) (Figure 36) 

(Nilsson et al., 2009; Schnadig and Blanke, 2006).  

 

 

Figure 36 : Inhibiteurs multi-kinases (multikinase inhibitors (MKI)) dans l'ostéosarcome : cibles 

moléculaires et cellulaires et essais cliniques en cours (Corre et al., 2020). 

 

Les MKI sont en plein essor et ont une activité cliniquement importante quand la TK ciblée est 

activée par une mutation ou bien se comporte en « gène-maître » dans un mécanisme tumoral. 

Elles peuvent aussi être considérées comme ayant une action sur l’environnement vasculaire. Ces 

molécules vont probablement occuper une place importante dans le dispositif thérapeutique 
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contre le cancer, et en particulier contre l’ostéosarcome, et leur part d’activité anti-angiogénique 

doit être soulignée (Boutayeb et al., 2012).  

 

Perspectives dans la compréhension et le ciblage du microenvironnement de 
l’ostéosarcome 

La compréhension de l’ensemble de ces mécanismes identifie autant de cibles 

thérapeutiques potentielles en lien avec les différentes composantes du microenvironnement (Jin 

and Jin, 2020), dont tous les mécanismes ne sont pas encore clairement élucidés.  

Nous avons pu évoquer plus haut les études et essais cliniques en cours sur les thérapeutiques 

innovantes. Le microenvironnement pourrait en effet porter de nombreuses informations sur le 

plan pronostic d’une part, mais également thérapeutique. En plus d’un traitement directement 

actif sur le processus de réplication tumorale comme la chimiothérapie, il apparait nécessaire de 

prendre en compte et de cibler la mécanistique de son environnement, dans une approche 

globale. 

Le Mifamurtide, molécule d’immunothérapie prometteuse, induisant l’activation macrophagique 

illustre bien les possibilités thérapeutiques ciblant l’axe immunitaire, et les résultats de l’étude  de 

phase 2 randomisée SARCOME13/OS2016 devraient permettre de mieux positionner son usage 

dans l’arsenal thérapeutique conventionnel, en fonction du pronostic tumoral et d’éventuels 

marqueurs immunohistochimiques définis (Brard et al., 2019). 

Enfin, les MKI sont peut-être les plus à même de répondre à la problématique de ciblage multiple 

: s’attaquant à la tumeur d’une part en inhibant de multiples voies de facteurs de croissance avec 

une activité oncogénique potentielle (c-MET, c-KIT), mais également avec une action anti-

angiogénique complémentaire sur le microenvironnement tumoral  (Corre et al., 2020). Elles 

répondent à la double injonction d’agir sur la tumeur et son environnement. De nombreuses 
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MKI sont évaluées actuellement dans l’ostéosarcome, comme le Pazopanib, le Regorafenib, ou le 

Cabozantinib avec des résultats intéressants sur les critères de non progression tumorale ou de 

réponse objective (Italiano et al., 2020; Le et al., 2019; Longhi et al., 2019). 
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Objectifs de la thèse 
 

L’objectif de ce travail était donc d’évaluer l’impact du microenvironnement tumoral sur 

la réponse thérapeutique de l’ostéosarcome. Une analyse sur modèle murin a été proposée afin de 

modéliser des environnements, et donc des microenvironnements variables, et ceci afin d’évaluer 

les modifications de chimio-sensibilité dans ces différentes conditions.  

 

 Dans un premier temps l’objectif fût de valider sur modèles murins l’hypothèse d’un 

rôle du microenvironnement sur la réponse thérapeutique de l’ostéosarcome à la 

chimiothérapie, puis d’utiliser ces modèles comme outils d’analyse. 

 

 Cet outil permettra en effet d’évaluer des ostéosarcomes de chimio-sensibilité 

variables mimant les bons et mauvais répondeurs humains. L’étude de ces modèles 

permettrait d’individualiser de possibles facteurs environnementaux (mécanisme de 

remodelage osseux, micro-vascularisation…) spécifiques influant sur le différentiel de 

réponse à la chimiothérapie. 

 

 L’identification de facteurs critiques d’intérêt pourrait in fine permettre d’établir de 

nouveaux outils pronostics en immunohistochimie, et de potentielles cibles 

thérapeutiques issues du microenvironnement tumoral. 
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Article original : influence du microenvironnement dans la réponse 

histologique de l’ostéosarcome à la chimiothérapie : approche 

préclinique et analyse rétrospective 

 

 

BONE MICROENVIRONMENT HAS AN INFLUENCE ON 

THE HISTOLOGICAL RESPONSE OF OSTEOSARCOMA TO 

CHEMOTHERAPY: RETROSPECTIVE ANALYSIS AND 

PRECLINICAL MODELING 
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Présentation de l’article 

Introduction : 

 
L’hypothèse initiale de ce travail prend sa source dans une impression clinique vécue de 

façon fréquente en RCP sarcome. L’ostéosarcome est une pathologie particulièrement complexe, 

et pour laquelle les traitements ont peu évolué. Nous sommes parfois surpris par des évolutions 

cliniques surprenantes et défavorables chez des patients jugés bon répondeurs à la chimiothérapie 

selon Huvos et Rosen (Glasser et al., 1992; Kim et al., 2008; Rosen et al., 1979). Effectivement, 

malgré de bonnes marges chirurgicales, et une nécrose induite importante, certains patients vont 

rechuter localement, ou à distance. 

Notre hypothèse est que la grille de lecture actuelle du point de vue pronostic est incomplète, et 

ne permet pas d’identifier ces patients, nous prenant donc parfois en défaut. L’étude de Brouchet 

et al. identifiant le rôle pronostic des marquages CD163 et CD8, sans corrélation avec la réponse 

histologique illustre ce propos (Gomez-Brouchet et al., 2017). L’étude du microenvironnement 

tumoral est un domaine d’intérêt majeur et récent, qui devrait permettre de répondre à ces 

questions.  

Certains auteurs se sont posés la question de l’impact de l’envahissement tumoral aux 

parties molles adjacentes, et plus particulièrement à la persistance de colonies de cellules 

tumorales dans cet environnement spécifique extra-osseux associant périoste, tissu musculaire, 

tissus graisseux...  

 

Cette niche tumorale juxta-osseuse, de par un microenvironnement différent pourrait-elle être à 

l’origine de mécanismes de résistance ? 
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Principes et objectifs : 

Par une approche combinée - préclinique et rétrospective - nous avons cherché à 

identifier si un envahissement tumoral en milieu musculaire juxta-osseux répondait différemment 

à la chimiothérapie qu’un modèle tumoral intra-osseux pur en modèle murin. Une approche 

rétrospective pilote sur pièce d’anatomo-pathologie a aussi été menée. 

Notre modèle préclinique a donc cherché à modéliser différents environnements tumoraux dans 

un modèle murin d’Ostéosarcome MOS-J afin d’évaluer les différences de réponse à la 

chimiothérapie. Nous avons en ce sens estimé la cinétique de volume tumoral sous traitement, 

ainsi que la nécrose induite. 

 Un versant rétrospectif pilote a également été mené, avec une relecture systématique de lames 

issues de pièces d’exérèse d’ostéosarcome humains. Un mapping des cellules tumorales viables a 

été réalisé dans le cadre d’une étude pilote. Nous avons cherché à mettre en lien la survie des 

patients atteint d’ostéosarcome à la répartition tissulaire des cellules viables restantes. 

 

Choix méthodologiques : 

  

Modèle préclinique in vitro et in vivo 

 
L’analyse préclinique dans ce projet a nécessité la sélection de trois molécules de chimiothérapie 

utilisées dans le traitement de l’ostéosarcome de haut grade chez l’homme et compatible avec un 

modèle murin (Cisplatine, Doxorubicine, et Ifosfamide).  

Une analyse in vitro de la sensibilité de la lignée MOS-J à ces molécules a été réalisée par 

marquage de la prolifération au cristal violet. La tolérance et l’efficacité des traitements 

sélectionnés ont été testées sur notre modèle murin d’ostéosarcome. 
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Nous avons choisi pour un modèle murin syngénique d’ostéosarcome MOS-J classiquement 

utilisé dans le laboratoire PhyOs (Joliat et al., 2002) afin de prendre en compte l’environnement 

immunitaire (Figure 37). Les nombreuses mises au points méthodologiques dans l’élaboration des 

modèles d’injection tumoraux de notre étude, mais également dans l’évaluation des 

thérapeutiques nous ont également encouragé à utiliser des souris immunocompétentes plus 

économiques de type C57bl/6J (Jacques et al., 2018). 

 

 

Figure 37 : Modèles de petits animaux disponibles dans la littérature pour l'étude des tumeurs osseuses 

primitives. Lignées cellulaires: origine humaine (en bleu), souris (en rouge), rat (en vert). PDX: xénogreffe dérivée 

du patient (Jacques et al., 2018). 

 

L’injection de cellules tumorales MOS-J a initialement été prévue dans trois sites 

tissulaires représentant trois microenvironnements différents : un site para-tibial musculaire 

classiquement décrit dans la littérature. un autre intra-osseux pur, plus exigeant 

méthodologiquement, et enfin un dernier modèle sous-cutané (Jacques et al., 2018; Uluçkan et al., 

2015). 
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L’analyse s’est portée ensuite sur la cinétique de progression du volume tumoral, mais également 

sur la nécrose induite (Hematoxyline Eosine) par analogie à la méthode utilisée chez l’homme 

dans le score de Huvos et Rosen. Les index de prolifération, l’évaluation de l’apoptose et l’analyse 

de la vascularisation ont également été évalués en IHC. 

 

Analyse rétrospective pilote 

Il nous semblait important de combiner à cette approche préclinique un versant 

rétrospectif. Nous avons tenté d’évaluer si la localisation extra-osseuse de colonies focales viables 

d’ostéosarcome pouvait être mise en lien avec une diminution de la survie. 

Une relecture complète de lames issues de pièces d’exérèse de 10 patients a été réalisée avec l’aide 

du Dr Anne Moreau, et de Clothilde Dumars, du service d’anatomopathologie du CHU de 

Nantes. Ce faible échantillon a été sélectionné dans un premier temps, afin d’évaluer la faisabilité 

méthodologique et la rentabilité de cette analyse. 
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Discussion 

Modèle de bons et mauvais répondeurs 

Notre travail a permis de montrer que le site d’implantation tumoral dans le modèle 

murin d’étude influençait la réponse histologique à la chimiothérapie. En effet une bonne 

réponse thérapeutique à la Doxorubicine en site intra-osseux a été observée avec une faible 

dispersion des résultats. Par rapport au site d’injection para-tibial ces souris peuvent être 

considérées comme un modèle de bons répondeurs, avec une cinétique tumorale plus lente et une 

nécrose tumorale plus importante (Figure 38).  

 

 

Figure 38 : A : Evolution des cinétiques tumorales en pourcentage du volume contrôle, issue de l’expérience 
précédente, * : p <0,05 ; B : Modèles d’injection paratibial et intra-osseux.. 
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L’injection en site para-tibial, dans les masses musculaires après avivement périosté, objectivait 

une réponse thérapeutique significativement inférieure, témoin de possibles mécanismes de 

résistance. 

 

 

Validation de l’expérience 

Cette constatation de meilleure réponse a pu être confirmée au laboratoire PhyOs dans 

plusieurs expériences, notamment sur souris Nude, mais également dans le cadre du travail de 

Master 2 de Pierre Kubicek (Figure 39). Nous retrouvions donc une reproductibilité de ce 

différentiel de réponse à la Doxorubicine (Kubicek, 2018). 

 

 

Figure 39 : Cinétique d’évolution des volumes tumoraux moyens en fonction du traitement par 

Doxorubicine, selon le modèle syngénique MOS-J murin C57BL/6. A : Modèle d’injection intra-osseux ; B : 

Modèle d’injection para-tibial, * : [ 0,05 ; 0,01[ ; ns : non significatif, (Kubicek, 2018). 
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Critiques et limites de l’étude : 

Modèle murin 

Notre modèle préclinique est développé sur un modèle murin syngénique MOS-J, avec les 

limites inhérentes à l’utilisation d’un modèle animal. 

Son caractère microscopique le différencie aussi des ostéosarcomes humains, qui seraient plus 

hétérogènes. Enfin la nécrose tumorale induite dans notre modèle est beaucoup plus limitée que 

celle évaluée chez l’homme, qui est traité par polychimiothérapie. 

Les conclusions quant au transfert de nos résultats à l’homme doivent donc être formulées avec 

précaution.  

Nous avions initialement développé un modèle en site d’injection sous-cutané qui s’est révélé peu 

reproductible et que nous avons abandonné. En revanche des travaux complémentaires sur des 

injections intramusculaires pures, à distance de l’os ont montré des résultats intéressants avec une 

très forte chimiosensibilité à la Doxorubicine, permettant d’élargir le panel de modèles avec des 

réponses variables (Kubicek, 2018). 

 

Analyse rétrospective 

Concernant l’analyse rétrospective histologique sur biopsies de patients, nous n’avons pas 

identifié de lien significatif entre la localisation des cellules tumorales viables, ou le caractère focal 

ou diffus de celles-ci, et la survie des patients.  

Ce travail bien que techniquement réalisable, est particulièrement chronophage, et la relecture 

complète des lames implique une certaine part de subjectivité. Il était dans certains cas impossible 

de discerner des colonies bien identifiées de par l’étendue et la faible densité des cellules ostéo-

sarcomateuses chez certains patients. Dans ces cas-là nous avons opté pour la formulation d’un 

« caractère diffus » des cellules tumorales.  
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On peut imaginer que les mécanismes de résistance aux traitements et de tumorigenèse diffèrent 

entre ces colonies focales très circonscrites de haute cellularité, et ces configurations beaucoup 

plus éparses et diffuses. Des analyses complémentaires sur ce point précis seraient intéressantes à 

réaliser. La difficulté de la poursuite d’un travail d’envergure sur cet axe rétrospectif réside dans 

l’absence d’informations systématisées quant à la localisation précise de colonies tumorales 

viables dans un tissu spécifique sur le compte rendu d’anatomopathologie. Ceci sous-entend une 

relecture systématique des lames d’une cohorte, ce qui implique un travail d’analyse conséquent. 

L’intégration d’informations relatives à la localisation et la densité des cellules viables au compte 

rendu anatomopathologique systématisé pourrait permettre un recueil prospectif de ces données. 

Mais l’intérêt d’une telle proposition reste encore à démontrer. 

 

Travaux complémentaires et perspectives 

Une fois la validation de nos modèles avec des réponses variables à la chimiothérapie 

identifiées, nous avons cherché à identifier les facteurs mis en jeu au niveau du 

microenvironnement pouvant expliquer ce phénomène. Le premier aspect exploré fut étudié par 

Pierre Kubicek dans le cadre son Master 2 et a porté sur la résorption osseuse (Kubicek, 2018). 

 

L’axe de la résorption osseuse et l’ostéogénèse 

L’impact de l’expression de la triade RANK-RANK L-OPG a été étudié dans le 

laboratoire PhyOS, pour évaluer si l’expression de RANKL pouvait être un facteur prédictif de 

réponse à la chimiothérapie (Figure 40).  
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Figure 40 : IHC de RANKL. Spot d’un TMA issu de biopsie à Zoom x68. La coloration marron correspond à un 

marquage positif pour l’anticorps RANKL, (Kubicek, 2018). 

 

Une analyse préclinique et sur pièces anatomopathologiques a été réalisée, mais aucune 

différence d’expression significative n’a pu être mis en évidence, l’analyse de RANKL s’est donc 

révélée peu concluante (Figure 41).  

 

 

Figure 41 : Evaluation de l'expression de RANKL. A : IHC de RANKL sur modèle murin. Pas de différence 

significative entre les 3 modèles avec respectivement une moyenne de 4 cellules marquées dans le modèle intra-

osseux, 5,3 dans le modèle intra-musculaire et 4,4 dans le modèle intra-osseux. B : Score d’immunomarquage 

Immuno-reactive score (IRS) de RANKL sur cohorte rétrospective (27 patients). BR : Bon Répondeurs, MR : 

Mauvais Répondeurs, ns : non significatif, (Kubicek, 2018). 
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Selon notre hypothèse de départ et les données de la littérature, nous pouvions estimer 

qu’en tant que facteur prédictif de réponse à la chimiothérapie, le taux d’expression de RANKL 

serait plus élevé dans les modèles chimio-résistants. Ce résultat peut être expliqué par le faible 

effectif analysé (2 souris par modèle) mais également par la complexité de réalisation et 

d’évaluation de cette IHC (Kubicek 2018). 

 

Modèles complémentaires  

 
 
 Lors de l’étude de l’axe RANK-RANKL, un modèle d’injection intra-musculaire a été 

développé par Kubicek en 2018. Ce modèle ne se comporte pas comme le modèle paratibial avec 

avivement du périoste, et semble lui aussi présenter des particularités de bonne réponse à la 

Doxorubicine, sur le même modèle que l’injection en site intra-osseux (Figure 42). 

 

 

Figure 42 : Cinétique d’évolution des volumes tumoraux moyens dans le modèle d’injection en site intra-

musculaire en fonction du traitement par Doxorubicine, selon le modèle syngénique MOS-J murin 

C57BL/6. *** < 0,001 ; (Kubicek, 2018). 

 

 

Ce type de modèle d’injection au sein du tissu musculaire, devrait à l’avenir être étudié dans nos 

analyses d’IHC, afin d’évaluer ces spécificités à distance du tissu osseux. 
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Analyse de l’environnement vasculaire 

 

Nous ne retrouvions pas dans notre étude de différence significative d’expression de 

CD146 entre les différents environnements étudiés, la Doxorubicine ne semblait pas non plus 

modifier significativement l’expression de marqueur.  

Sur ce point, les travaux de P. Kubicek ont montré des résultats divergents sur des analyses 

exploratoires de petits effectifs, avec significativement d’avantage d’éléments CD146+ dans le 

modèle induit en site para-tibial « mauvais répondeur » (Figure 43). 

 

 

Figure 43 : Analyse en IHC de l’angiogenèse selon le modèle d’injection en condition contrôle : nombre 

d’éléments positifs pour un marquage avec l’anticorps anti-CD146 par unité de surface.  IO : intra-osseux ; IM : 

intra-musculaire ; PT : paratibial, ; CT : Contrôle ;  *  [ 0,05 ; 0,01[, (Kubicek, 2018). 

 

L’analyse de l’angiogenèse montrait dans ce travail une densité vasculaire plus importante 

dans le modèle PT que dans les 2 autres modèles. Ce résultat constitue une hypothèse selon 

laquelle le microenvironnement vasculaire pourrait influer sur l’effet de la chimiothérapie sur la 

cinétique de croissance tumorale dans le modèle para-tibial. 
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L’exploration vasculaire apparaissait donc dans ce contexte une voie d’intérêt à explorer. Une 

méthodologie plus robuste en termes de nombre d’anticorps d’intérêt, et de zones à étudier sera 

nécessaire pour confirmer ou infirmer cette hypothèse. 
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Article original : Signature du microenvironnement tumoral 

vasculaire en tant que marqueur de la réponse thérapeutique à la 

Doxorubicine dans un modèle préclinique d'ostéosarcome 

 

SIGNATURE OF THE VASCULAR TUMOR 

MICROENVIRONMENT AS A MARKER OF THERAPEUTIC 

RESPONSE TO DOXORUBICIN IN A PRECLINICAL 

MODEL OF OSTEOSARCOMA 
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Présentation de l’article 

Introduction : 

 
 Cette publication se place dans la continuité du travail publié en 2017 où nous avions 

identifié le rôle du microenvironnement dans la réponse histologique à l’ostéosarcome (Crenn et 

al., 2017).  

Après avoir évalué dans un premier temps le rôle potentiel de la triade RANK-RANKL-OPG sur 

les phénomènes de réponse au traitement dans notre modèle d’étude pré-clinique, nous avons 

cherché à comprendre et à caractériser l’environnement et le réseau vasculaire de l’ostéosarcome 

dans ce modèle.  

Cette voie nous semblait une des pistes de choix dans l’explication de potentiels facteurs de 

résistance à la chimiothérapie, d’une part grâce à des résultats préliminaires de l’étude de P. 

Kubicek lors de son Master, mais aussi par des avancées récentes dans la description de la 

vascularisation osseuse. Les spécificité des vaisseaux H et L identifiés par l’équipe d’Adams 

(Kusumbe et al., 2014) et leurs rôles combinés dans l’ostéogenèse et l’angiogenèse ont renforcé 

notre hypothèse.  

Une analyse préliminaire centrée sur la micro-vascularisation de l’ostéosarcome nous a donc paru 

un axe original d’intérêt dans l’étude de son environnement. Les vaisseaux H étant des lieux 

d’échange et de transit particulièrement actifs, ils correspondent au profil d’éléments qui 

pourraient être utilisés ou recrutés par les cellules d’ostéosarcome. 

En plus du choix de l’approche en IHC centrée sur les marqueurs décrits dans des travaux de 

référence (Sivaraj and Adams, 2016), nous avons souhaité appréhender au mieux l’hétérogénéité 

très forte de l’ostéosarcome, avec une méthodologie d’analyse régionale dédiée.  
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Principes et objectifs : 

 Nous avons donc cherché à analyser le réseau vasculaire de l’ostéosarcome par IHC dans 

notre modèle murin d’ostéosarcome MOS-J. Nous avons ainsi cherché à évaluer les spécificités 

d’expression de marqueurs endothéliaux ou péricytaires, en fonction de l’environnement 

tissulaire. A cette fin, des coupes histologiques multiples et étagées ont ainsi été réalisées à partir 

des tumeurs issues de modèles induits par la lignée MOS-J, ainsi qu’une analyse des différentes 

zones d’intérêt, pouvant présenter des spécificités environnementales. 

L’impact de la Doxorubicine sur ces marquages a été étudié et comparé à la condition contrôle. 

Enfin, des co-marquages d’intérêt ont été réalisés et quantifiés chez les souris traitées en fonction 

du modèle d’injection intra-osseux (bon répondeur), et para-tibial (mauvais répondeur). 

 

Choix méthodologiques : 

  
Nous avons ainsi sélectionné trois marqueurs d’intérêt : CD31, Endomucine et α-SMA 

dans le cadre de nos analyses en IHC. Celles-ci ont été réalisées sur les pattes de souris issues 

d’expériences précédentes. Une mise au point méthodologique des différents marquages a pu être 

menée au sein du laboratoire par Jérôme Amiaud, afin qu’ils puissent être validés et transposés 

sur du tissu décalcifié de façon reproductible.  

L’analyse différentielle de l’expression au sein de la tumeur de CD31, Endomucine et α-SMA a 

été comparée entre la portion tumorale centrale, le front d’invasion et le contact osseux direct. 

Nous avons analysé l’effet de la Doxorubicine sur l’expression de ces marqueurs vasculaires. 

Des analyses par multiplexing en Immunofluorescence ont été réalisées afin d’identifier les co-

marquages qui nous semblaient pertinents, notamment les éléments co-marqués par 

CD31+/Endomucine+, par analogie aux vaisseaux H, ou les éléments CD31+/α-SMA+. Une 

analyse qualitative complémentaire en imagerie confocale à la plate-forme MicroPicell a été 

réalisée avec l’aide de Stéphanie Blandin, Steven Nedellec, et Philippe Hulin (SFR François 
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Bonamy, Nantes). Enfin nous avons tenté d’identifier d’éventuelles différences de positivité de 

ces co-marquages chez les souris traitées par Doxorubicine en fonction du site d’injection para-

tibial ou intra-osseux, afin d’étudier si nous observions des modifications selon la 

chimiosensibilité du modèle. 

 

 



119 

 

Publication 

Soumission le 29/01/21, American Journal of Cancer Research 



120 

 

 



121 

 

 



122 

 

 



123 

 

 



124 

 

 



125 

 

 



126 

 

 



127 

 

 



128 

 

 



129 

 

 



130 

 

 



131 

 

 



132 

 

 



133 

 

 



134 

 

 



135 

 

 



136 

 

 



137 

 

 



138 

 

 



139 

 

 



140 

 

 



141 

 

 



142 

 

 



143 

 

 



144 

 

 



145 

 

 



146 

 

 



147 

 

Discussion 

 
 

Cette première approche de l’environnement vasculaire  dans ce travail est originale dans 

le cadre de l’ostéosarcome.  

Notre approche pilote s’est focalisée sur 3 marquages préférentiels : le CD31, l’α-SMA, et 

l’endomucine, choisis dans la mesure où ils offrent un panorama assez complet des composants 

vasculaires : ils ciblent l’endothélium (CD31) mais également l’enveloppe péricytaire par l’α-SMA; 

le marquage de l’endomucine a aussi été étudié pour sa présence dans les vaisseaux H et L, et 

pour son caractère original encore non exploré dans la vascularisation de l’ostéosarcome. Nous 

avons voulu illustrer et identifier les différences d’expression du réseau vasculaire de 

l’ostéosarcome à deux différents niveaux : 

- au niveau d’une même tumeur, en utilisant des niveaux de coupes espacées de plusieurs 

centaines de microns.  

- au niveau de différentes régions, aux environnements et activités variables. Ce dernier 

point nous semblait important pour tendre à une analyse la plus précise possible, tenant 

compte de l’hétérogénéité intra-tumorale.  

 

Au sein de la tumeur nous avons ainsi identifié plus d’éléments positifs pour le marquage à 

l’endomucine au contact de l’os, en accord avec les données de la littérature (Figure 44) (Peng et 

al., 2020). Nous ne retrouvions en revanche pas de différence significative en terme de co-

marquage CD31+/Endomucine+ en immunofluorescence entre l’interface os/tumeur et les 

autres zones d’intérêt. 

L’effet de la Doxorubicine analysé sur la répartition d’éléments vasculaires a mis en évidence une 

modulation de marquage du CD31+, témoin de l’impact de la réponse thérapeutique sur la 

vascularisation tumorale, avec une diminution du nombre d’éléments positifs pour le CD31 chez 

les souris traitées. 
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L’analyse de l’environnement vasculaire a ainsi permis d’identifier deux types de co-marquages, 

pour deux types de vaisseaux, de morphologie, mais aussi de taille différente. Les vaisseaux 

positifs pour CD31 et α-SMA (CD31+/α-SMA+), d’allure matures, fonctionnels, et de grand 

diamètre sont présents en faible quantité comparativement aux vaisseaux co-marqués par 

l’endomucine et le CD31.  

Ces derniers sont de petite taille, serpigineux et désorganisés, et sont observés en densité 

importante. Ces vaisseaux pourraient correspondre à des médio-capillaires qui n’expriment pas 

habituellement α-SMA, ils pourraient aussi être associés à des mécanismes de néo-angiogenèse 

tumorale. D’autres analyses plus complètes, utilisant par exemple d’autres marqueurs sont 

nécessaires sur ce point (NG2, desmine…). Des techniques d’immunofluorescence sur tissus 

congelés permettraient également une analyse tridimensionnelle plus complète du réseau 

vasculaire et de ses intrications architecturales, avec une épaisseur de coupe supérieure. 

Nos résultats montrent que les vaisseaux CD31+/αSMA+ sont d’avantage présents dans les 

tumeurs traitées par Doxorubicine dans notre modèle intra-osseux de bonne réponse à la 

chimiothérapie que dans le modèle para-tibial mauvais répondeur. Nous ne retrouvions pas de 

différence dans les groupes contrôles avec ce co-marquage. Cette répartition pourrait être témoin 

d’un phénomène de normalisation vasculaire, avec une augmentation de la couverture pericytaire 

en lien avec la bonne réponse à la chimiothérapie. 

Pour le co-marquage CD31/Endomucine nous ne retrouvions pas de différence d’expression 

dans nos sous-groupes. 

 

Critiques et limites 

Malgré des résultats intéressants concernant l’exploration de l’environnement vasculaire 

de l’ostéosarcome, notre étude souffre de plusieurs limites.  
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Limite de l’effectif 

Le faible effectif issu de blocs paraffinés d’une expérience précédente est un compromis. 

Nous avons effectivement privilégié une approche sur une cohorte limitée dans le cadre de ces 

travaux préliminaires, ce qui nous a permis d’identifier des tendances, mais aussi de valider la 

méthodologie en IHC de notre analyse. Ces échantillons issus de travaux précédents ont autorisé 

une exploration rapide de ces marquages. 

Nous avons ainsi sélectionné 12 échantillons, issus de tumeurs de taille médiane, correspondant à 

des sous-groupes exposés à la Doxorubicine comparativement à des animaux contrôles non 

traités. Une seconde dichotomie existe au sein de cet effectif entre les modèles de « bons 

répondeurs » (intra-osseux) et de « mauvais répondeurs » (para-tibial). Ce point doit aussi être 

noté, car nous avons dans notre analyse initiale du réseau vasculaire, mélangé nos modèles (intra-

osseux et para-tibial), afin d’obtenir une photographie sans à priori de la micro-vascularisation 

osseuse tumorale. Ceci peut cependant biaiser nos résultats globaux du fait de spécificités 

vasculaires propres à chaque modèle.  

Nos analyses quantitatives en l’état sont donc sujettes à des fluctuations d’échantillonnage, mais 

aussi à des biais. Nous avons tenté de les limiter en intra-échantillon par la multiplication des 

niveaux de coupe espacés de plusieurs centaines de microns.  

Des analyses sur un effectif plus élevé seraient souhaitables. On pourrait également proposer 

d’ajouter à cette étude le modèle intramusculaire développé par P. Kubicek, qui lui aussi répond 

très bien à la chimiothérapie ; il faudra cependant veiller dans ce cas à développer des protocoles 

de préparation des échantillons de coupe similaire, notamment en décalcification (Kubicek, 

2018). 
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Choix des marqueurs 

Notre choix de marqueur est restrictif et peut limiter notre analyse ; nous avons 

également étudié le marquage CD146, dont les résultats étaient quasi-transposables à ceux du 

CD31. Nous avons choisi de ne pas présenter ces résultats dans notre article, afin de ne pas 

alourdir notre analyse par des données comparables. Nous avons ainsi préféré nous focaliser sur 

le marqueur CD31 très utilisé dans la littérature, et notamment dans les travaux d’Adams et al. 

(Kusumbe et al., 2014; Sivaraj and Adams, 2016). 

Il est souhaitable que des marqueurs complémentaires soient aussi inclus dans la suite de l’analyse 

afin de compléter et affiner cette cartographie de l’environnement vasculaire, son hétérogénéité et 

sa maturité dans l’ostéosarcome, comme le NG2 qui est un marqueur péricytaire, ou la desmine 

(présente sur les cellules musculaires lisses) qui peut être utilisée chez l’homme. 

 

Stade d’analyse des marqueurs 

L’analyse des tumeurs à un stade évolué nous a permis de valider les différences de 

cinétique tumorale et ainsi les différences de réponse à la chimiothérapie. Cependant cette analyse 

tardive de la tumeur à un volume de plusieurs centaines de mm3, efface probablement des 

spécificités tissulaires initiales du microenvironnement. Le processus de tumorigenèse, à un stade 

d’invasion avancé évolue dans des tissus moins nettement limités, très remaniés. 

Une analyse à un stade plus précoce du développement tumoral, lors de l’initiation de la tumeur, 

encore bien limitée, permettrait sans doute de mieux identifier et comprendre les mécanismes 

vasculaires spécifiques en jeu et les interactions aux environnements de nos modèles. L’analyse 

d’une tumeur encore localisée strictement dans la cavité osseuse, ou dans la loge musculaire au 

contact du périoste pourrait permettre une analyse plus contrastée de nos marquages. 
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Analyse quantitative 

Une des autres difficultés à laquelle nous avons été confrontés est la quantification en 

IHC, mais également pour le multiplexing en immunofluorescence. En effet, les techniques 

d’immunofluorescence posent le problème du décompte d’éléments. L’IHC permet de facilement 

mettre au point des algorithmes d’analyse de « macros », avec un comptage automatisé, nous 

avons utilisé ImageJ dans cette situation (Schneider et al., 2012). Des options de seuillage sont 

utilisées afin de définir le niveau d’intensité de marquage d’intérêt, ce qui implique néanmoins une 

certaine subjectivité. Concernant les analyses en multiplexing, nous n’avions pas d’outil 

automatisé mis au point, ainsi nous avons utilisé un comptage manuel d’éléments par champs, 

comparable à un comptage de mitoses à un grossissement donné. Cette méthode peut être 

critiquée, car une certaine part de subjectivité entre en jeu. Le développement d’un outil de 

comptage fiable est un point important afin d’obtenir des investigations quantitatives plus 

rigoureuses pour des analyses statistiques. 

 

Perspectives : 

 Malgré ces limites, notre travail ouvre des perspectives de travaux complémentaires sur 

l’environnement vasculaire de l’ostéosarcome. Cet axe est encore peu exploré spécifiquement 

dans l’ostéosarcome, alors qu’il parait être une des clés des mécanismes de distribution et de 

résistance aux traitements. Des outils pronostics semblent possibles dans ce contexte, ainsi que 

de potentielles cibles thérapeutiques.  

Des axes complémentaires sont déjà prévus dans le cadre du Master 2 de Guillaume Tran en 

2021-2022. 
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Modèle préclinique 

De façon à confronter ou conforter nos résultats, il est nécessaire de réitérer nos analyses 

en modifiant certains points, afin de garantir une meilleure compréhension de la micro-

vascularisation. 

Une cohorte plus conséquente, dédiée à cette étude est nécessaire, en condition contrôle et sous 

traitement par Doxorubicine, en utilisant toujours le modèle syngénique MOS-J qui est facile 

d’utilisation, économique et reproductible (Joliat et al., 2002). A ce titre, le modèle 

intramusculaire, qui est un très bon répondeur à la chimiothérapie pourrait être un ajout 

intéressant aux modèles intra-osseux et para-tibial, de façon à disposer d’un panel de trois 

modèles aux réponses thérapeutiques croissantes (Kubicek, 2018).  

Si nous souhaitons étudier l’impact prédictif d’éléments vasculaires, tels que les vaisseaux 

CD31+/α-SMA+ sur la réponse à la chimiothérapie, il est important d’estimer plus précocement 

leur positivité. A ce titre une analyse plus précoce à plus faible volume tumoral permettrait 

d’évaluer en condition contrôle la présence d’éléments vasculaires spécifiques en fonction du site 

d’initiation tumoral. Une analyse dynamique de ces marquages est à prévoir, avec des analyses 

fractionnées en fonction du temps, de façon à prendre en compte d’éventuelles évolutions du 

microenvironnement vasculaire. 

La fiabilité du comptage des éléments positifs pour les différents marquages doit également être 

améliorée, notamment par la mise au point d’une méthodologie de quantification reproductible. 

 

Analyse sur biopsies humaines 

Si les résultats précliniques se confirment, une analyse complémentaire sur échantillons 

humains est nécessaire. La recherche de la présence d’éléments positifs pour le marquage de 

l’endomucine, ou des co-marquages CD31+/α-SMA+, CD31+/Endomucine+ est envisageable. 
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L’examen d’une éventuelle corrélation entre la présence de ces marqueurs et la survie devra être 

réalisée. Le lien avec l’apparition de métastases, ou la réponse histologique à la chimiothérapie 

devra également être étudié. Des travaux de mise au point des marquages utilisés dans notre 

étude sont d’ailleurs en cours sur des biopsies de tumeurs d’ostéosarcome au laboratoire PhyOs 

par une approche de marquage multiplexing Tyramide Signal Amplification.  

Une analyse sur biopsie (TMAs) serait à privilégier du point de vue méthodologique dans un 

premier temps. Du fait des méthodes de fixation spécifiques et agressives des pièces d’exérèse 

tumorales opératoires, des difficultés sont à prévoir pour les analyses en IHC. Cependant il 

faudrait idéalement évaluer le réseau vasculaire et ses spécificités sur la biopsie, puis sur la pièce 

de résection tumorale avec des analyses différenciées en fonction des zones tissulaires sur les 

colonies cellulaires viables restantes.  

 

Ces travaux permettraient de dégager de potentiels marqueurs pronostics qui pourraient s’ajouter 

à la batterie de test d’IHC décrite par Brouchet et al. (Gomez-Brouchet et al., 2017), et ainsi nous 

guider vers des thérapeutiques personnalisées potentielles. 
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Conclusion 
 

L’absence de progrès majeur dans le traitement de l’ostéosarcome depuis de nombreuses 

années encourage à étendre l’horizon de recherche thérapeutique. L’exploration du 

microenvironnement tumoral dans ce contexte est devenu une nécessité. Il englobe l’ensemble 

des interactions entre la tumeur et son hôte, et ce, par de très nombreux aspects. Son analyse 

pourrait offrir les clés de la compréhension des mécanismes de résistance au traitement, mais 

également de la tumorigenèse ou du processus métastatique. Ainsi les interactions avec l’os mais 

aussi la vascularisation sont cruciales pour la progression de l’ostéosarcome, et c’est dans ce 

contexte que nous avons mené ce travail. 

 

L’approche préclinique a permis de confirmer le rôle majeur de l’environnement tissulaire sur la 

réponse à la chimiothérapie de l’ostéosarcome. De cette preuve de concept, nous tirons peu de 

certitudes, mais des outils pour des explorations à venir. En effet notre modèle de bon ou 

mauvais répondeur par initiation en site intra-osseux et para-tibial, pourrait nous permettre de 

comprendre et d’illustrer les mécanismes de réponse à la chimiothérapie mais aussi d’identifier 

des facteurs prédictifs à cette réponse. 

 

Sur ces bases, nous avons pu explorer l’impact de RANKL, mais surtout l’importance du réseau 

vasculaire de l’ostéosarcome. En effet la micro-vascularisation a été peu étudiée dans 

l’ostéosarcome jusqu’à présent. Les analyses en co-marquage de CD31+/α-SMA+, l’analyse de la 

présence d’éléments positifs au marquage pour l’endomucine, ou la méthodologie de recueil par 

zones tumorales sont à ce titre originales. Forts de nos expériences, des travaux complémentaires 

vont être réalisés afin de savoir si la forte expression d’éléments CD31+/α-SMA+ est un 

véritable facteur pronostic en lien avec une chimiosensibilité augmentée à la Doxorubicine, ou si 

elle est une conséquence indirecte d’une bonne réponse à la chimiothérapie et un témoin de la 

normalisation vasculaire. La présence d’éléments positifs pour CD31+/Endomucine+ analogues 
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aux vaisseaux H, pose également question, et doit être étudiée davantage pour son impact sur la 

réponse à la chimiothérapie.  

La caractérisation des mécanismes de résistance, mais aussi de diffusion du traitement, est un 

enjeu majeur dans la compréhension du comportement de cette tumeur redoutable.  

 

La finalité de ces modèles et de ces analyses reste bien sûr de nous orienter vers de nouvelles 

options cliniques. Les pistes évoquées semblent intéressantes, une analyse sur biopsie 

d’ostéosarcome humain devrait donc être menée. Des études sur TMA de l’expression de 

marqueurs vasculaires choisis, notamment en co-marquage, pourraient permettre d’affiner nos 

outils pronostics, et peut-être de modifier nos attitudes thérapeutiques chez des patients 

considérés à haut risque. Sur biopsie, les co-marquages CD31/Endomucine, ou CD31/α-SMA 

pourraient devenir en fonction de leur ratio, des éléments complémentaires d’aide à la décision 

thérapeutique.  

Les travaux à venir devraient permettre de poursuivre l’exploration de l’environnement vasculaire 

de l’ostéosarcome et permettre d’apporter de nouveaux outils pour comprendre et prédire 

l’évolution de l’ostéosarcome. 
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Titre : Impact du microenvironnement et de la vascularisation tumorale dans la réponse de l’ostéosarcome à la 
chimiothérapie 

Mots clés : Ostéosarcome, microenvironnement, vascularisation, immunohistochimie. 

Résumé : L'ostéosarcome, la tumeur osseuse primitive maligne la plus fréquente, est actuellement traité par 
chimiothérapie et chirurgie. Des travaux récents suggèrent que le microenvironnement tumoral pourrait être un élément 
clé dans la compréhension de la tumorigénèse et du traitement de l’ostéosarcome. Nous avons émis l'hypothèse que 
l'hétérogénéité du microenvironnement pourrait moduler la réponse à la chimiothérapie. Nous avons également évalué des 
marquages spécifiques de vascularisation en immunohistochimie liés à la zone et à la qualité de réponse au traitement. 
L’initiation tumorale de modèle MOS-J syngenique d’ostéosarcome murin a été réalisé dans les sites intra-osseux et 
paratibial. Nous observions une différence significative dans la réponse au traitement par doxorubicine entre ces deux 
conditions en termes de volume tumoral et de nécrose induite. Nous avons ensuite analysé le réseau vasculaire sur 
différentes régions par immunohistochimie en immunofluorescence par multiplexing. La doxorubicine semble réduire 
l'expression des éléments CD31+ dans le front d'invasion. Nous observions une distribution spécifique des deux types de 
vaisseaux évalués en microscopie confocale : les vaisseaux serpigineux, immatures CD31+/endomucine+ et les vaisseaux 
matures CD31+/α-SMA+. Ces derniers pourraient être liés à une bonne réponse au traitement dans notre modèle murin 
car ils étaient quatre fois plus présents dans notre modèle intra-osseux de bonne réponse à la doxorubicine. Ces travaux 
suggèrent un rôle décisif du microenvironnement dans la réponse de l'ostéosarcome à la chimiothérapie avec une cinétique 
de volume tumoral et une nécrose variable entre les deux sites de développement de notre modèle. L'analyse vasculaire 
innovante en immunofluorescence par multiplexing doit être évaluée de manière dynamique, avec une analyse précoce du 
développement tumoral, pour comprendre si les vaisseaux matures CD31+/α-SMA+ sont les marqueurs d’un facteur de 
bon pronostic ou ceux d’une normalisation vasculaire. Des tumeurs osseuses humaines devraient être évaluées sur ces 
marqueurs vasculaires spécifiques en tant que potentiels marqueurs de bonne réponse à la chimiothérapie. 

 

Title :  Impact of the microenvironment and tumor vasculature in the response of osteosarcoma to 
chemotherapy 

Keywords: Osteosarcoma, microenvironment, vascularization, immunohistochemistry. 

Abstract:  Osteosarcoma, the most common malignant primary bone tumor, is currently treated with chemotherapy and 
surgery. Recent works suggest that the tumor microenvironment may be a key element in tumor development and 
therapeutic understandings. We hypothesized that microenvironment heterogeneity may play a role in its response to 
chemotherapy. We also search for specific vascularization labelings in immunohistochemistry linked to the area and the 
quality of response to treatment. Tumor initiation site with osteosarcoma MOS-J syngeneic mouse model was performed 
in intra-osseous and paratibial sites. We observe a significant difference in the Doxorubicin treatment response between 
these two conditions in tumor volume and induced necrosis. We then focused our vascular network analysis on different 
areas with immunohistochemistry and immunofluorescent multiplexing in control and Doxorubicin conditions. 
Doxorubicin seems to lower CD31+ element expression in the invasion front. We observe a specific distribution of the 
two kinds of vessels assessed in confocal microscopy  CD31+/endomucin+ sprouting vessels and CD31+/α-SMA+ 
mature vessels. These last ones may be linked to a good response to chemotherapy in our mouse model as they were four 
times more present in our intra-osseous good response model to chemotherapy. This work suggests a decisive 
microenvironment role in osteosarcoma response to chemotherapy with differential tumor kinetic and necrosis between 
two development sites in our model. The innovative vascular analysis by immunohistochemistry multiplexing must be 
assessed dynamically, with an earlier tumor development analysis, to understand if the CD31+/α-SMA+mature vessels are 
a good prognosis marker or a vascular normalization. Human tumor bone material should be evaluated on these specific 
vascular markers as potential useful response markers to chemotherapy.  


