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RÉSUMÉ   . 
 
 

Les atteinte , qui sont la 
fréquentes et constituent un problème 

majeur de santé publique. Les marqueurs biochimiques du remodelage osseux sont utilisés 
dans le diagnostic, le pronostic et le suivi thérapeutique de ces pathologies, en association avec 

 Cependant, la sensibilité des marqueurs existant est limitée 
notamment pour la détection précoce des métastases osseuses. La périostine (POSTN) est une 
Gla-protéine matricellulaire préférentiellement exprimée aux sites de contraintes mécaniques 
tels que le périoste, et dans de nombreux types de tumeu

périostine en tant que biomarqueur du métabolisme osseux et de 
la physiopathologie des métastases osseuses. 

Dans un premier temps, nous avons développé un dosage ELISA de la périostine 
circulante. La validation analytique (selon les recommandations de la FDA ) a 
montré de bonnes performances en termes de reproductibilité et de précision. Les taux de 
périostine périostine dans un 
modèle de souris déficiente pour ce gène. 

périostine dans 
périostine est 

n endochondrale et intramembranaire et que son expression 
diminue au cours de la croissance, conjointement aux marqueurs conventionnels du 
remodelage osseux. Toutefois un traitement antirésorptif (bisphosphonate) ne modifie pas les 
taux sériques de périostine, contrairement aux marqueurs du remodelage. Ces données 
suggèrent que la périostine 
remodelage. 

Dans un troisième temps, nous avons 
périostine dans les métastases osseuses 

périostine in vitro
surexpression de la périostine 
o périostine 

détectables du remodelage osseux. 
Enfin, nous avons souhaité identifier les protéines appartenant au même groupe 

fonctionnel (i.e. stromal) que la périostine par une étude bioinformatique exhaustive de 266 
études de criblage ARN (12 sortes de cancer, 19156 patients). Nous avons montré que 

périostine dans ces tissus est principalement associée à celle de protéines 
matricielles et matricellulaires, dont certaines sont caractéristiques du tissu osseux. Cette méta-
analyse a confirmé le caractère stromal de la périostine et nous a permis de proposer de 
nouveaux marqueurs potentiels de cette composante du cancer. 

En conclusion, nos résultats in vitro, in vivo et cliniques confirment l  de la 
périostine  sseuse et dans la progression tumorale. Cette 
protéine et ses homologues fonctionnels pourraient être utilisés comme marqueurs précoces 
des métastases osseuses mais pourraient aussi constituer de nouvelles cibles thérapeutiques. 
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la deuxième cause chez les femmes. 
des cancers mammaires et prostatiques (prédominant chez la femme  métastasent 

Ces métastases modifient 
plus souvent de nature ostéolytique (hyper-résorption), et parfois ostéocondensantes 

 La progres
La 

prévalence et la forte morbidité de cette pathologie en font un problème de Santé Publique. Il 
est donc nécessaire de mieux comprendre les mécanismes sous-jacents à la formation et la 
progression des métastases osseuses afin de mieux les prévenir, les détecter et les soigner. 

présente également une forte 
prévalence : environ un tiers des femmes ménopausées et 8 % des hommes âgés. 
L  caractérisée par un déséquilibre du remodelage osseux en faveur de la 
résorption. Sur le plan clinique, cela se traduit par une densité minérale et une 
microarchitecture osseuse altérées, et un risque accru de fractures à forte morbidité (i.e. col du 
fémur, vertèbres). Les traitements conventionnels visent à limiter la résorption ou à stimuler 

 
Dans la pratique clinique, le diagnostic de ces pathologies osseuses est réalisé par le 

 à rayons-X 
double énergie. Ces techniques comportent cependant certaines limites. La scintigraphie peut 
ne pas détecter des lésions osseuses trop précoces (faux négatifs), ou bien peut refléter une 
activité de formation liée au traitement et non à une métastase active (faux positifs). 

osseuse ait suffisamment diminué (T-score < - variations métaboliques au 
niveau de surfaces osseuses spécifiques telles que le périoste. 

Les marqueurs biochimiques du métabolisme osseux sont fréquemment utilisés dans les 
études cliniques pour le diagnostic, le pronostic et le suivi thérapeutique de ces pathologies, le 
plus souvent s outils sont avantageux car non 
invasifs, on aisée et relativement peu coûteux. Ils peuvent également indiquer des 
variations du remodelage avant que celles-ci soient détectables par imagerie médicale. 

rise 
 

Pour ces pathologies, on pourrait définir les besoins suivants : 
 en oncologie, des biomarqueurs reflétant la réaction stromale, un mécanisme précoce de la 

tumorigenèse au site primaire et au site métastatique 
 , des biomarqueurs capables de refléter spécifiquement les variations 

 
La périostine est une Gla-protéine matricellulaire préférentiellement exprimée aux sites 

de contraintes mécaniques tels que le périoste, et dans le stroma de diverses tumeurs. Ainsi, 

ériostine en tant que biomarqueur du métabolisme osseux et 
de la physiopathologie des métastases osseuses. 
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-âge. Au cours de la croissance, un 
 typique ». Le tissu 

l soit un tissu conjonctif minéralisé, est en fait un tissu vivant qui assure de 
nombreuses fonctions spécifiques. 

 
 les os assurent le soutien du corps et la protection des 

organes internes  vue dynamique, ils représentent les éléments de transmission 
des forces musculaires au cours du mouvement. es os 
sont un réservoir de sels minéraux (phosphore, calcium, magnésium) que 
mobiliser par résorption selon ses besoins 
retenant les métaux lourds (plomb, arsenic) ; ils renferment la moelle qui produit les cellules 
sanguines. 

 
1.1 Organisation macroscopique du tissu osseux 

 
Les os peuvent être classés en fonction de leur forme, qui dépend de leur fonction et de 

leur situation dans le corps (Cabrol 1995).  : 
 les os longs (radius, tibia, fémur

(Figure 1), 
 les os courts, tels que les os du carpe, les os du tarse, les phalanges de la main et du pied et le 

calcanéum, plus petits et comportant de nombreuses surfaces articulaires, 
 te, le sternum et les os du crâne, de faible épaisseur, 
 les os intermédiaires présentent des particularités qui les excluent des groupes précédents. 

On trouve ici des os allongés (métacarpiens, métatarsiens), rayonnées (vertèbres), arqués 
(côtes, mandibule), pneumatiques (sinus), et les os sésamoïdes (petits os situés dans 
des ligaments). 

 
Figure 1  

 
Globalement, les os présentent deux architectures distinctes 

deux processus ontogéniques différents. Les os plats sont créés par une ossification 
ébauche cartilagineuse préalable. Les 

, qui 

cartilagineuse en tissu osseux, les os continuent toutefois de subir une croissance longitudinale 
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pr  : les 
métaphyses, délimitées au niveau distal par la plaque de croissance. La croissance radiale quant 

 
 

1.1.1  cortical 
 

os cortical 
niveau de la métaphyse et de la diaphyse (Figure 2  90% du poids du 
squelette. Sa structure est presque  

structurales sont faites de couches concentriques dans lesquelles les fibres de collagène 
ativement dans des sens opposés. Cela lui confère une résistance optimale 

face aux contraintes mécaniques. Chaque ostéon est  de 
Havers », de 50 μm de diamètre. Les canaux de Havers sont reliés entre eux par des canaux 
transversaux, dits « de Volkmann ». Ces canaux permettent la jonction nerveuse et vasculaire 

 

 
Figure 2  

 
Le périoste joue un rôle fondamental dans la croissance circonférentielle et les 

propriétés biomécaniques des os (Orwoll 2003). Chez l'enfant il est constitué de deux couches. 
Une couche superficielle fibreuse et d'une couche profonde contenant des cellules souches et 
des préostéoblastes. Dans cette couche profonde ou couche cambiale on note d'épais faisceaux 
de fibres de collagène arciformes qui pénètrent profondément dans le tissu osseux (fibres de 
Sharpey). Au contact de l'os on trouve des ostéoblastes matures cuboïdes et de rares 
ostéoclastes et préostéoclastes. L'ensemble du périoste est richement vascularisé. Chez l'adulte 
il est considéré comme quiescent à l'état physiologique. La couche fibreuse est peu 
différenciable de la couche profonde (Figure 3). Néanmoins, quelques cellules allongées 
ressemblant à des fibroblastes constituent des cellules souches susceptibles de se différencier 
sous l'influence de différents stimuli (stress mécanique, parathormone, fracture). 
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Figure 3. Comparaison du 

droite). 
OC : os cortical. CPO : 
couche profonde 
ostéogène. CF : couche 
fibreuse. TA : tissu adipeux. 

 
1.1.2  

 
On retrouve l les métaphyses des os longs ainsi 

  (Figure 4). Il ne représente que 10% du poids du 
squelette. 
organisation alvéolaire est en fait un agencement de travées osseuses (« trabécules ») 
anastomosées, et laisse une large place (80%) à la moelle osseuse hématogène. Malgré une 

en forme de plaque et fortement anastomosées. Avec le vieillissement, leur nombre diminue, 
elles prennent une forme cylindrique et voient leur connectivité diminuer. Ces différents 

compromise chez les personnes âgées. 
 

 
Figure 4  
(A et B) 
représentation des lignes de forc C  F) Image de microscopie 
électronique à balayage os trabéculaire chez une femme de 30 ans (C et D) et de 89 ans (E et F). Au cours du 
vieillissement, les trabécules prennent une forme cylindrique, s
érosion. Source : site internet de la Bone Research Society (http://www.brsoc.org.uk). 
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1.2 Organisation microscopique et cellulaire du tissu osseux 
 

1.2.1 La matrice extracellulaire osseuse 
 
L

assemblage de protéines collagéniques minéralisées. On y trouve aussi des protéines non 
collagéniques, peu représentées, mais qui ont un rôle important dans la physiologie du tissu 
osseux. Alors que les protéines collagéniques sont produites localement, certaines des 

osseux grâce à leur affinité pour la phase m
matrice constitue environ 25% de la masse osseuse sèche, la phase minérale constituant le 
reste. 

 
1.2.1.1 Matrice organique 

 
1.2.1.1.1 Le collagène 

 
embler en 28 

-X-Y dans leur 
réquemment observées aux 

emplacements X et Y respectivement, conférant à cette macromolécule une structure en hélice 
avec un pas à droite. Le collagène de type I 
procollagène, une triple hélice composée de deux chaînes 1 codées par le gène COL1A1 et 

2 codée par le gène COL1A2, mais de structure identique à la chaîne 1 (Figure 
5). Ces chaînes subissent plusieurs modifications post-traductionnelles 
de la hydroxylation de certaines prolines et lysines, et la glycosylation de 
quelques hydroxylysines. Le procollagène est stabilisé par la protéine chaperonne Hsp47 (Heat 
shock protein 47) où des peptidases clivent les 
propeptides N- et C-terminaux générant ainsi le tropocollagène. Le tropocollagène a un poids 
moléculaire de 95 kDa et mesure 294 nm de long pour un diamètre de 5 nm. La triple hélice 
commence et se termine par des régions linéaires appelés télopeptides. La polymérisation 
spontanée des unités de tropocollagène forme des microfibrilles de collagène, qui se 
regrouperont elles-mêmes en fibres de collagène. La structure des microfibrilles est stabilisée 
par des pontages covalents intra- ou intermoléculaires appelés crosslinks, et impliquant des 
résidus de pyridinoline (PYD) ou de déoxypyridinoline (DPD) des télopeptides. Chaque fibrille 
est constituée d e cinq tropocollagènes alignés et séparés entre 
eux par un espa  un quart de leur longueur (67 nm) par 
rapport à leurs voisins latéraux. Cette alternance de chevauchements et le long 
des fibrilles explique la striation observée en microscopie électronique. Sur le plan 
ultrastructural, ces fibres de collagènes peuvent être agencées de deux façons différentes. Dans 

tissage peu organisé. Cet os est appelé os réticulé. Grâce à un phénomène de remodelage, cet 
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certaines conditions physiologiques (cal osseux lors de la guérison de fractures) et 
pathologiques (maladie de Paget). 

 

 
Figure 5. Maturation et agencement des molécules de collagène de type I. 
Le procollagène de type I est un assemblage de deux  associées en triple hélice. 
Après sécrétion par la cellule, les propeptides N et C-terminaux sont clivées par des enzymes spécifiques qui 
génèrent ainsi le tropocollagène de type I. Un assemblage répété de cinq tropocollagènes forme une microfibrille. 
Celles-ci se regroupent finalement afin de former la fibre de collagène.  chevauchements et 

-être visualisé en microscopie électronique sous la forme 
e de bandes sombres et claires. Schéma modifié à partir de Garnero et coll. 2000. 

 
1.2.1.1.2 Les protéines non collagéniques 

 
Environ 75% des protéines non collagéniques sont synthétisées localement, par les 

ostéoblastes. On peut les répartir en 3 groupes distincts : les glycoprotéines, les protéoglycanes 
et les Gla-protéines (Robey et Boskey 2008) (Tableau 1). 

 
Les glycoprotéines du tissu osseux 

Secreted Protein Acidic and Rich in Cystein), est associée à la 
croissance et à la prolifération des ostéoblastes. Son rôle dans le remodelage et la 

 est déterminant pour le maintien de la masse osseuse. En effet, la 
délétion de ce gène chez la souris entraîne un phénotype ostéopénique (Delany et coll. 2000). 
Certaines glycoprotéines contiennent une séquence 
« arginine-glycine-acide aspartique » (RGD). Cette séquence est reconnue par les récepteurs de 
la famille des intégrines (Ruoslahti 1996). Ces récepteurs sont présents à la surface 
membranaire des ostéoclastes et des ostéoblastes et ont un rôle déterminant dans la 

. Parmi les 
glycoprotéines contenant une séquence RGD, les molécules classées comme « SIBLINGs » 
(Small Integrin-Binding Ligands) ont un impact particulièrement important sur le métabolisme 
des cellules osseuses. En effet, l (OPN) et la sialoprotéine osseuse (Bone 
Sialoprotein ; BSP) ostéoclastes à la matrice osseuse. Ces protéines 
auraient par ailleurs un rôle potentiel dans la maturation des ostéoblastes. Lorsque ces gènes 
sont supprimés, la minéralisation de la matrice diminue (Robey et Boskey 2008). 
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Tableau 1  

Fonctions dans le tissu osseux Références

GLYCOPROTEINES SANS RGD

        Ostéonectine (SPARC) - peut réguler le dépôt d'hydroxyapatite
- se lie aux facteurs de croissance, au calcium
- peut influencer le cycle cellulaire des OBLs
- régulateur positif de la formation osseuse

Gokhale et coll. 2001
Brekken et coll. 2001
Delany et coll. 2000

        Phosphatase Alcaline - transporteur de calcium potentiel
- hydrolyse les inhibiteurs de minéralisation ( i.e.  pyrophosphates)

Hentorn et coll. 1996

        Tétranectine - se lie au plasminogène
- peut réguler la minéralisation de la  matrice 

Robey et Boskey, 2008

        Ostéopontine (OPN) - se lie aux cellules de l'os (OBL et OCL) et au calcium
- peut réguler négativement la minéralisation
- pourrait réguler la prolifération des cellules de l'os (OBL et OCL)
- inhibe la production d'oxyde nitrique par les macrophages

Noda et Denhardt, 2002

        Sialoprotéine osseuse (BSP) - se lie aux cellules de l'os (OBL et OCL) et au calcium
- peut initier la minéralisation

Hunter et Goldberg, 1993

   Autres glycoprotéines RGD

        Thrombospondines - se lient aux OCLs
- se lient à l'héparine, aux collagènes de type I et V, à la décorine,

   plasminogène et aux glycoprotéines riches en histidine

Lawler, 2000

        Fibronectine - se lie aux cellules
- se lie aux héparines, gélatines, collagènes

Romberger, 1997

        Vitronectine - se lie aux cellules
- se lie au collagène, plasminogène, aux activateurs et inhibiteurs
   du plasminogène et à l'héparine

Schvartz et coll. 1999

PROTEOGLYCANES

        Biglycane
- constituant de l'environnement péricellulaire
- peut être impliqué dans la différenciation cellulaire

Beresford et coll. 1987
Bianco et coll. 1990

        Décorine - se lie au collagène et peut réguler le diamètre des fibres

- inhibe l'attachement des cellules à la fibronectine
- se lie à la thrombospondine

Vogel et coll. 1984
Schmidt et coll. 1987
Yamaguchi et coll. 1990
Merle et coll. 1997

GLA-PROTEINES

        Ostéocalcine - peut réguler l'activité des OCLs et de leurs précurseurs
- pourrait servir de signal pour l'initiation de la résorption osseuse
- régule le remodelage osseux

Mundy et Poser, 1983
Ducy et coll. 1996
Lee et coll. 2007

        Gla-protéine matricielle - régulateur négatif de la minéralisation Luo et coll. 1997

        Périostine - permet l'adhésion et le recrutement des OBLs
- détermine les propriétés structurales et biomécaniques du collagène
- se lie à plusieurs hétérodimères d'intégrines

Litvin et coll. 2004
Kudo et coll. 2006
Rios et coll. 2005

OBL : ostéoblaste ; OCL : ostéoclaste

   Siblings (small-integrin-binding ligand)

GLYCOPROTEINES AVEC RGD

 
 

Les protéoglycanes du tissu osseux 
Ils sont également appelés « Small Leucine-Rich Proteoglycans » (SLRPs) car riches en leucines 
et portant une ou plusieurs chaînes de glycosaminoglycanes (GAGs). Les GAGs sont des 

s ou moins sulfatés. Les SLRPs interagissent avec les 
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facteurs de croissance TGF-  (Transforming Growth Factor- ) ce qui module leur disponibilité et 
leur activité. Outre cette similarité, la décorine est distribuée uniformément dans la matrice 
osseuse et serait impliquée dans la formation des fibres de collagènes, alors que le biglycane a 
une localisation péricellulaire et régulerait positivement la formation osseuse. En effet, la 
délétion de ce gène chez la souris provoque un phénotype ostéoporotique (Robey et Boskey 
2008). 

 
Les Gla-protéines 
A ce jour, on ne connait que 16 protéines carboxylable ou « Gla-protéines ». Celles-ci 
contiennent une séquence reco -glutamyl carboxylase qui transforme le glutamate 
(Glu) en -carboxyglutamate (Gla). La plupart de ces macromolécules sont des facteurs de 
coagulation mais quelques unes sont plus spécifiques du tissu osseux -
protéine matricielle (Matrix Gla-Protein ; MGP) et plus récemment la périostine. Leur rôle 

clairement défini mais les modèles transgéniques générés ont 
mis en évidence leur importance dans le métabolisme osseux. Elles auraient ainsi un rôle 
régulateur dans la formation et la calcification de la matrice osseuse. 
Par exemple, la Gla-protéine matricielle et de l
provoque respectivement s ectopiques (i.e. aorte) et une 
augmentation de la densité minérale osseuse (Ducy et coll. 1996; Luo et coll. 1997). 

entraînant donc un phénotype diabétique (Lee et coll. 2007). Ces récentes observations ont 
permis de mettre en avant une étroite relation entre les métabolismes énergétique et osseux : 
la leptine, une hormone du tissu adipeux, peut en contrepartie réguler la masse osseuse via 

stème nerveux sympathique (diminue la masse osseuse) ou le « Cocaine 
and Amphetamine Related Transcript » (augmente la masse osseuse) (Lieben et coll. 2009). 
Enfin, la délétion de la périostine chez la souris provoque entre autre un phénotype 

 
Il est à noter que dans le tissu osseux le contenu total de Gla est très supérieur à celui constitué 
par les « Gla-protéines » décrites à ce jour, indiquant que de nombreuses autres protéines de 
cette famille restent à être identifiées. 

 
De nombreuses autres protéines sont également synthétisées localement et coexistent 

avec celles citées ci-dessus, notamment des facteurs de croissance et des cytokines (IGFs, TGF-
, IL-1, IL-6) ainsi que des enzymes (MMPs) et leurs inhibiteurs (TIMPs ; Tissue Inhibitors of 

Metalloproteinases) (Robey et Boskey 2008). 
SLRP, sont encore peu étudiées mais laissent entrevoir un rôle fondamental dans la biologie du 
tissu osseux (Kalamajski et coll. 2009). 

 
Aux côtés de ces protéines endogènes, une part mineure (25%) des protéines non 

 des organes distants, acheminées 

protéines à caractère acide. Elles agissent sur le taux de minéralisation de la matrice. La 
(Robey et Boskey 2008). 

 
1.2.1.2 Matrice inorganique 

 

cium ou 
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« hydroxyapatite », de formule [Ca10(PO4)6(OH)2] (Figure 6). Le phénomène 
formation de ces cristaux est appelée nucléation, et prend place dans le réseau de fibres de 
collagène, plus exactement au niveau des espaces qui séparent les molécules de tropocollagène 
(Robey et Boskey 2008). Dans son ensemble, ce réseau hautement organisé de collagène 
minéralisé fournit à la fois solidité, é . 

 
 
Figure 6  
En plus de son rôle structural, chaque cristal 

fonctionnelle pour les échanges ioniques. Ces 
échanges se produisent en surface du cristal et 
sont très rapides. De plus, la surface totale des 

représente 500 000 m². Ces propriétés font de 

mobilisables. 
 

Ainsi, le tissu osseux détient respectivement 99% et 90% de réserves calciques et 
 

magnésium et de strontium. Une partie du phosphate de calcium existe cependant sous forme 

chez le sujet âgé et joue un rôle important dans la physiologie osseuse. 
 

1.2.2 Les cellules osseuses 
 

hématopoïétique monocytaire génère les ostéoclastes, dont la fonction est de dégrader la 
matrice osseuse. Le lignage mésenchymateux quant à lui génère des ostéoblastes, responsables 
de la formation de la matrice osseuse et qui ont la possibilité de se transformer en cellules dites 
bordantes ou en ostéocytes. Ces der  

 
1.2.2.1 Les ostéoclastes 

 
Ces cellules volumineuses (20 à 100 m) et multinucléées (2 à 50 noyaux) ont pour 

fonction de dégrader la matrice osseuse. Elles sont polarisées : le pôle basal, en contact avec 
« ruffled border ») et les noyaux sont ségrégés dans la partie 

apicale de la c
échanges 

métaboliques avec la matrice sous-jacente (Ross 2008). 
 

1.2.2.1.1  
 
Les ostéoclastes sont issus de la lignée monocytaire. Leur différenciation, qui commence 

dès le stade CFU-GM (Colony Forming Unit - Granulocyte Macrophage) (Roodman 2006), est 
initiée et contrôlée par les ostéoblastes et les cellules stromales grâce à des facteurs sécrétés et 

 M-CSF (Macrophage Colony Stimulating Factor), du RANKL (RANK 
Ligand), et de otégérine) (Ross 2008) (Figure 7). 
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Figure 7. Illustration . 
Les ostéoclastes sont issus de précurseurs monocytaires dont la différenciation est contrôlée par le M-CSF, le 
R Plusieurs cytokines ILs, interféron-  jouent 
également un rôle dans ce processus. 
intégrines/c-Src forme une zon
dans la lacune permet la dégradation de la matrice et les produits sont évacués au pôle apical par transcytose. La 
fin de la résorption est déclenchée par la calcitonine a s. Les ostéoblastes sont issus de 
précurseurs mésenchymateux dont la différenciation est contrôlée par la BMP-

L osseuse et du collagène 
de type I (COL1) . 
 
Le M-CSF 
Ce facteur, de forme soluble ou membranaire, se lie au récepteur c-Fms. Il stimule la 
prolifération et la survie des précurseurs ostéoclastiques exprimant les facteurs de transcription 
PU-1 et MiTF. Il induit par ailleurs la synthèse du récepteur RANK (Receptor Activator of NF ). 
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Expérimentalement, la fonction du M-CSF peut être également assurée par le VEGF (Vascular 
Endothelial Growth Factor) (Niida et coll. 1999). 

 
Le  
Le RANKL est un membre de la famille des TNF (Tumor Necrosis Factor). Comme le M-CSF, il 
existe sous forme soluble ou membranaire. Il permet la fusion des précurseurs en un 
ostéoclaste plurinucléé. Il va ensuite induire la synthèse de protéines essentielles à la 
résorption osseuse (i.e., intégrine v 3, récepteur de la calcitonine, cathepsine K) et qui 
caractérisent ainsi  (Lacey et coll. 1998; Kong et coll. 1999). 

membranaire RANK et permet donc enèse en piégeant le RANKL 
(Simonet et coll. 1997; Bucay et coll. 1998). 

 
1.2.2.1.2 La résorption osseuse 

 
Une fois activé par le RANKL mature exprime des récepteurs intégrines ( v 3, 

v 5, 2 1) lui permettant de se lier OPN et la BSP. 
  qui délimite 

une zone scellée  ainsi défini grâce à des pompes à protons ATP-
dépendantes.  

(Ross 2008). 
protéolytiques. La cathepsine K, la phosphatase acide tartrate-résistante (TRACP ; 
fonctionnement optimal à pH acide) et les métalloprotéases (MMPs ; activité optimale à pH 
neutre) vont dégrader la fraction organique de la matrice (Ross 2008). Les déchets générés sont 
ensuite évacués par transcytose dans la zone basolatérale. Cette zone osseuse ainsi dégradée 
est appelée « lacune de Howship ». 

 
 la calcitonine. En effet, 

 de la calcitonine est un marqueur tardif de la différenciation 
ostéoclastique -ci induit le de sa lacune de 
résorption (Bruzzaniti et Baron 2006) (Figure 7). Chaque phase de résorption est alternée avec 
une phase de migration le long de la surface osseuse (Figure 8). Après un nombre 
probablement déterminé de cycles, 
positivement régulée par les estrogènes via - . Ceci expliquerait 

e la population ostéoclastique et donc de la résorption osseuse chez la femme 
ménopausée (Ross 2008). 

 

 
Figure 8. Progression et résorption de la dentine par les ostéoclastes. 
La trainée de résorption laissée par les ostéoclastes montre bi
migration. Photo de gauche : marquage de la TRACP5b. Photo de droite : microscopie 
électronique. 
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1.2.2.2 Les ostéoblastes 
 
A leur stade mature, ces cellules de taille moyenne (20 à 30 μm) et de forme cuboïde 

sont responsables de la synthèse de la matrice organique. Comme les ostéoclastes, elles 
montrent une polarisation mais ici le pôle apical et les échanges 
avec le stroma se font par le pôle basal (Ilvesaro et coll. 1999). Les ostéoblastes possèdent eux 

et sécrétoire. Ces cellules sont disposées en couche unicellulaire à la surface des matrices 
organiques non minéralisées  synthétisent. Elles communiquent entre elles 
par des jonctions de type « gap ». 

 
1.2.2.2.1  

 
Le lignage ostéoblastique dérive des cellules souches mésenchymateuses présentes 

dans le stroma médullaire. Ces cellules peuvent également générer des chondrocytes, des 
myocytes, des fibroblastes ou des adipocytes. Quel que soit le devenir de ces cellules 

condensation du mésenchyme. L
grâce à des ligands extracellulaires, principalement Bone Morphogenetic Protein-2 (BMP-2) et 
Wnt, qui vont activer les facteurs de transcription ad hoc (Figure 7). Enfin, ces facteurs de 

perte de leur pluripotence. 
 

La voie de signalisation des BMPs : activation des facteurs de transcription Runx2 et Osterix 
Les BMPs appartiennent à la superfamille du TGF- . Les différentes BMPs agissent à plusieurs 
niveaux de la différenciation ostéoblastique (Yamaguchi et coll. 2000, cité pour revue). La 
fixation des BMPs sur le récepteur BMP-R2 induit sa phosphorylation. BMP-R2 phosphoryle 
alors le récepteur BMP-  la 
phosphorylation des protéines Smad1 et Smad5. Il en résulte /Cbfa1/Osf2 

 (Krause et coll. 2008). 
Runx2 est le facteur de transcription le plus précoce et le plus spécifique de 

enèse. Il induit simultanément la différenciation des cellules mésenchymateuses 
en préostéoblastes et la perte de leur potentialité adipocytaire et chondrocytaire (Ducy et coll. 
1997; Komori et coll. 1997; Otto et coll. 1997). 

Runx2 est nécessaire mais in enèse (Komori 2006). 
En effet, son action doit être soutenue par  du facteur de transcription Osterix afin 
que les préostéoblastes se différencient en ostéoblastes et ne puissent plus se transdifférencier 
en chondrocytes (Nakashima et coll. 2002). L x2-/- et Osterix-/- a permis 

Osterix (Nakashima et coll. 2002). 
 

La voie de signalisation de Wnt -caténine 
Plus récemment, l été mise en 
évidence. La fixation de Wnt sur son récepteur Fzd (Frizzled) et son corécepteur LRP5/6 (Low 
density Lipoprotein Receptor related Protein 5/6) inhibe la kinase GSK-3  (Glycogen Synthase 
Kinase-3 ). Ainsi, la -caténine 
cytosol. Elle est ensuite transloquée dans le noyau où, en association avec le TCF/LEF (T-Cell 
Factor ; Lymphoid Enhancer Factor), elle va agir comme facteur de transcription (Krause et coll. 
2008). -caténine a démontré la nécessité de ce facteur de 
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transcription pour la différenciation ostéoblastique (Hill et coll. 2005; Hu et coll. 2005). De plus, 

 : la -caténine 
intervient donc de façon précoce dans ce processus. 

 

 : Runx2 contrôle le passage des progéniteurs vers le stade préostéoblaste 
en empêchant leur différenciation chondrocytaire et adipocytaire, puis Osterix et la -caténine 
contrôlent le passage au stade ostéoblaste en éliminant tout potentiel de transdifférenciation 
des préostéoblastes en chondrocytes. 

 
1.2.2.2.2 La synthèse de matrice osseuse 

 
es ostéoblastes sécrètent la matrice 

organique, appelée ostéoïde. Dans un second temps, ils contrôlent la minéralisation de cette 
matrice par hydroxyapatite en régulant les concentrations locales de calcium et de phosphate. 

au cours de sa maturation es protéines nécessaires à la synthèse de la matrice 
osseuse (phosphatase alcaline osseuse ou « PAL osseuse », Collagène I), puis celles nécessaires 
à sa minéralisation (OC, OPN, BSP) (Stein et coll. 2004) (Figure 7). Au terme de sa maturation, 

 : 1) il rentre en apoptose, 2) il se 
différencie en cellule bordante ou 3) il se laisse emprisonner  synthétise et 
se différencie en ostéocyte. La distribution entre ces différentes voies est variable selon 

Franz-Odendaal et coll. rapportent que 10 à 30% des ostéoblastes deviennent 
des ostéocytes, une majeure partie rentre en apoptose et le reste devient des cellules 
bordantes (Franz-Odendaal et coll. 2006). 

 
1.2.2.3 Les cellules bordantes 

 
er en cellules 

bordantes. Ces cellules quiescentes, de forme aplatie et allongée, sont alignées à la surface de 
sont en étroite communication entre elles et avec les ostéocytes 

via des jonctions de type « gap ». Ce nouveau phénotype est réversible et elles peuvent se 
retransformer en ostéoblastes. Les cellules bordantes jouent un rôle dans la régulation de la 
formation et de la résorption osseuse : leur présence à la surface de la matrice empêche 

s. La levée de ce « bouclier » peut être provoquée par des signaux 
gap évoquées (Martin 2000). Par ailleurs, il a été 

supposé que les cellules bordantes (et/ou les préostéoblastes) migrent dans la lacune de 
Howship après le passage des ostéoclastes. Là ils nettoieraient les restes organiques issues de la 
résorption puis formeraient Everts 
et coll. 2002; Mulari et coll. 2004; Parikka et coll. 2005). 

 
1.2.2.4 Les ostéocytes 

 
Outre la différenc

suivre une troisième voie, non réversible, la différenciation en ostéocyte. Cela se produit pour 
 laissent sent 

(Figure 9). Bien que chaque ostéocyte semble isolé dans sa lacune, il existe en fait un réseau 
très développé de canalicules qui leur permettent de communiquer entre eux et avec les 
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t cellules bordantes) par de longs prolongements 
cellulaires et des jonctions gap La 
morphologie des ostéocytes permet de caractériser leur âge et leur activité fonctionnelle. Les 
plus jeunes ont une 
cependant. Les plus anciens sont plus petits et de forme allongée. Les ostéocytes peuvent 

 dans leur lacune, cette longévité leur permettant de 
représent
(Noble 2008  

 

 
Figure 9. Morphologie des osteocytes. 
(Panneau A) t les 

canalicules. (Panneau B) ostéocyte logé dans son ostéoplaste : (N) noyau, (Cy) 
cytoplasme, (M) matrice osseuse, (L) lacune périostéocytaire, (C) canalicule, (Ex) extensions cytoplasmiques. 

 Sources : (A) site internet de la Bone Research Society (http://www.brsoc.org.uk) 
et (B) http://visualhistology.com. 

 
Moins actifs que les cellules présente

les ostéocytes peuvent remanier leur matrice environnante par une simili formation et 
résorption osseuse. Ce phénomène, qui reste controversé (Teti et Zallone 2009), participerait 
au maintien de la qualité de l ant. En revanche, il est convenu que les ostéocytes 
peuvent « détecter » les microfissures environnantes et initier un remodelage ciblé de la zone 

ce qui a pour effet une modification des flux de signalisation que les ostéocytes entretiennent 

seront décrits plus loin (Cf. § 1.3.2). 
 

1.3 Remodelage osseux 
 
L'ossification se déroule en trois étapes majeures : 

 
intramembranaire) ou d'une ébauche cartilagineuse (ossification endochondrale) en tissu 
osseux réticulé. ne naissance aux os plats et permet la 

permet leur croissance axiale. 
 un remaniement du tissu osseux primaire qui lui confère sa 

structure et sa forme adulte (os lamellaire « haversien », de nature compacte ou trabéculaire). 
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  Il permet le 
 

Au contraire de l'ossification primaire, les ossifications secondaire et tertiaire débutent 
toujours par une destruction du tissu osseux par les ostéoclastes. L'ensemble de ces 
mécanismes complexes est sous la dépendance de très nombreux facteurs de régulation, qui 
vont être altérés au cours des pathologies osseuses malignes ou métaboliques. 

 
1.3.1 Le remodelage osseux  

 
Une fois la croissance du squelette terminée, celui-ci continue toutefois à être 

remodelé. Ainsi, 10% du squelette adulte est renouvelé chaque année. Il permet de garantir des 
propriétés biomécaniques 

 unité multicellulaire de 
base » (BMU

5 % des surfaces 
intracorticales et 20 % des surfaces trabéculaires. Ces BMUs travaillent par cycles dont la 

résorption rapide (2 à 3 semaines) suivie 
Figure 10) (Sommerfeldt et Rubin 2001). 

 : initiation, 
résorption, inversion, formation, quiescence. 

 

 
Figure 10. Représentation du processus de remodelage osseux et de son contrôle par les ostéocytes. 

uveau tissu minéralisé 
par les ostéoblastes (OBLs). Les ostéocytes exercent un contrôle général de ce processus. Le remodelage serait 
initié par 
bordantes  laisseraient les OCLs 
libèrent le facteur Osf1/HB-GAM/PTN qui permet le recrutement des préostéoblastes (pOB) dans la lacune et leur 
différenciation. Enfin, les OBLs nouvellement emmurés dans la matrice sécréteraient de la sclérostine (Sost), 

. pOC : préostéoclaste. 
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Initiation du remodelage 

Celles- , et 
permettent alors le recrutement des précurseurs ostéoclastiques par des chimiokines (MCP-1, 
CXCL-12) ainsi que leur accès à la matrice osseuse en se détachant de celle-ci. 

 
Ostéoclastogenèse et résorption osseuse 
La différenciation  des ostéoclastes sont 
modulées par de nombreux facteurs locaux et systémiques dont les plus importants ont été 
décrits plus haut. Une foi éoclaste a dégradé la matrice, il rentre en apoptose et la 
lacune est préparée pour recevoir les ostéoblastes . 

 
Inversion 

. 

-jacent. Cette matrice contient 
des 
de la lacune. La résorption osseuse effectuée par les ostéoclastes libère aussi plusieurs facteurs 

 Insulin-Like Growth Factors (IGFs), 
des Fibroblast Growth Factors (FGFs), du TGF- , des BMPs et du Platelet-Derived Growth Factor 
(PDGF), qui vont activer la différenciation et la fonctionnalisation des ostéoblastes. 

 
Ostéoblastogenèse et formation osseuse 
Après que les progéniteurs aient proliféré et se soient différenciés, les ostéoblastes 
fonctionnels vont synthétiser les constituants organiques de la matrice osseuse, 

ostéoïde, et inhiber la différenciation ostéoclastique en produisant La vitesse 
es est de 2 à 3 μm/j. Dans un second temps, ils 

vont contrôler la minéralisation de cette matrice.  
 

Quiescence 
Certains ostéoblastes  s
(Noble 2008)

ptose de certains ostéoblastes (Sutherland et coll. 2004; Poole et coll. 2005). 
Une moindre part de ces ostéoblastes se maintient également  
cellules bordantes et demeurent 
ostéoclastes. 
 
1.3.2   

 
Les ostéocytes sont des cellules mécanosensibles : elles perçoivent les variations de 

contraintes mécaniques subies par l s et y répondent en transmettant des signaux appropriés 
aux cellules situées en surface (ostéoblastes et ostéoclastes our 

des ostéocytes et (Noble et 
coll. 2003). 

 
Plusieurs équipes ont étudié les mécanismes sous-jacents de cette régulation. Certaines 

suggèrent que les ostéocytes peuvent stimuler la différenciation ostéoblastique localement en 
exprimant le facteur Osf1/HB-GAM/PTN (Osteoblast Stimulating Factor 1 ; Heparin Binding-
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Growth Associated Molecule ; pleiotrophin) (Imai et coll. 1998). Ce facteur 
surface de 
matrice osseuse (Figure 10). Des travaux plus récents ont montré que les jeunes ostéocytes 
emmurés sécrètent la sclérostine lorsque la matrice environnante commence à se minéraliser 
(Poole et coll. 2005). La sclérostine est désormais bien connue pour son rôle inhibiteur dans le 
processus de différenciation des ostéoblastes en antagonisant la voie des Wnt (Rios et coll. 
2005). Elle serait responsable de e la formation et du maintien 
des cellules bordantes (Figure 10) (Sutherland et coll. 2004; Poole et coll. 2005). Ainsi, les 
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2.1 Aspect clinique des métastases osseuses 
 

2.1.1 Contexte épidémiologique 
 

 en France, , le cancer est la deuxième 
cause de mortalité (27%) après les maladies cardio-vasculaires (32%). Il est même la première 
cause de mortalité chez les 35-64 ans ainsi que 
cancers varie selon le sexe. Le cancer de la prostate et le cancer du sein sont les plus fréquents 

s de 
cancers ainsi que ceux du poumon et du côlon-rectum représentaient plus de 75% des 
nouveaux cas de cancer en 2002 (Source : Institut de Cancérologie Gustave Roussy, www.igr.fr). 

 groupes. 
 

2.1.2 Tumorigenèse et métastases 
 
Les tumeurs se développent dans des limites histologiques précises : on parle de cancer 

in situ, dont le risque de métastase est faible. Toutefois, la croissance tumorale est telle qu'elle 
ne peut se contenter d'une diffusion à partir d'un stroma non permissif mais nécessite des 
apports importants et dédiés. Pour y parvenir, la tumeur va devoir mettre en place une 
circulation sanguine stable et efficace 
tumorale continue et la membrane basale se rompt. La tumeur devient invasive : les cellules 
cancéreuses ont alors de grandes facilités à atteindre la circulation lymphatique (pour les 
tumeurs épithéliales, ou « carcinomes ») et veineuse (pour les tumeurs conjonctives, ou 
« sarcomes métastaser 
(du grec metastasis : déplacement
créer un nouveau foyer tumoral. Ce une 

 métastatique. 

plus grave de la maladie cancéreuse. En effet, malgré des améliorations considérables au 
niveau du diagnostic, des techniques chirurgicales et des traitements adjuvants locaux et 
systémiques, la majorité des décès consécutifs à un cancer est due aux métastases, qui sont le 
plus souvent résistantes aux thérapies conventionnelles. 

 
2.1.3 Les métastases osseuses 

 
Les métastases se développent préférentiellement dans certains organes : les poumons, 

le foie et le squelette. Ces tissus ont une vascularisation très importante ou bien permissive, 
ainsi que des analogies biochimiques (Cf. § 2.2.1.1.1). Le choix de ce site distant dépend du type 

mammaires et prostatiques, et 35 à 45% des cancers du rein, du poumon et de la thyroïde 
engendrent des métastases osseuses (Coleman 2006). Ces cancers sont dits ostéophiles ou 
ostéotropiques. Les patients atteints du cancer du sein ou de la prostate et qui développent des 
métastases osseuses ont une survie médiane d  mois. 

 
Les métastases osseuses re existant entre 

formation et résorption osseuse. Elles sont le plus fréquemment de nature ostéolytique (excès 
de résorption) et parfois ostéocondensantes (excès de formation) ou mixtes. La morbidité de ce 
type de métastases est très forte : fractures pathologiques, compressions médullaires, 
hypercalcémie et douleurs osseuses. Par conséquent elles réduisent fortement la qualité de vie 
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des patients et défavorisent leur pronostic vital. Pour ces aspects épidémiologiques et cliniques, 
les métastases osseuses sont un problème de Santé Publique. Il est donc nécessaire de mieux 
comprendre les mécanismes sous-jacents à la formation et la progression des métastases 
osseuses afin de mieux les prévenir, mieux les détecter, mieux les soigner. 

 
2.2 ostéophilie des cancers 

 
La dissémination métastatique repose sur des mécanismes complexes qui diffèrent 

selon le cancer primaire et le site distant, qui doit constituer un terrain compatible avec la 
nature des cellules tumorales circulantes pour que celles- . Ce concept du 
« seed and soil », énoncé à la fin du XIXe par le chirurgien Stephen Paget, est conforté 

Fidler 2003). La thématique de ce projet de thèse étant 
le tissu osseux, seuls les mécanismes associés à la formation des métastases osseuses seront 
traités. 

 
2.2.1  

 
Après avoir quitté la tumeur primaire, les cellules cancéreuses disséminent dans 

osseuses, il va y avoir un adressage (ou « homing ») spécifique de ces cellules vers le tissu 

médullaire, les cellules passent de la circulation sanguine vers le stroma médullaire 
extravasation, phénomène complexe composé de plusieurs étapes séquentielles. Enfin, les 

 
 

2.2.1.1 Mécanismes impliqués dans la migration des cellules métastatiques vers  
 

2.2.1.1.1 Les chimiokines 
 
Certaines cytokines ont des propriétés chimiotactiques. On les nomme « chimiokines ». 

Ces petites protéines solubles (8 à 14 kDa) possèdent au moins 2 cystéines conservés qui 
forment des ponts disulfures avec  cystéines, déterminant la structure tertiaire 
caractéristique des chimiokines. Elles sont au nombre de 47 et sont classées en 4 sous-groupes 

 cystéines (en N-terminal). Le 
groupe « C » -terminal et une autre plus loin dans la séquence. Dans le 
groupe « CC », les deux premières cystéines sont adjacentes. Dans le groupe « CXC », un seul 
acide aminé est intercalé entre les deux premières cystéines. Enfin, dans le groupe « CX3C », les 
deux premières cystéines sont séparées par trois acides aminés. Les chimiokines sont 
principalement du groupe CC ou CXC (Laing et Secombes 2004). Ces chimiokines jouent le rôle 
de ligand vis-à-vis de récepteurs membranaires spécifiques couplés à des protéines G (RCPG), 
qui sont au nombre de 18 (Horuk 2001). Ainsi, la nomenclature les désigne respectivement par 
les lettres L et R. 

 
e la chimiokine CXCL12, ou « SDF-  » (Stromal-Derived Factor- , a montré 

 poumons, du foie et de la moelle osseuse (Muller 
et coll. 2001). CXCL12 stimule la migration des cellules qui expriment le récepteur ad hoc CXCR4 
(Clines et Guise 2005). Par voie de conséquence, la neutralisation de CXCR4 permet de limiter la 
formation de métastases vers les organes qui expriment abondamment CXCL12. Ainsi, la 
diminution de métastases pulmonaires de carcinome mammaire peut être observée in vivo par 
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anticorps (Muller et coll. 2001), de siRNA (Liang et coll. 2004) ou de peptides 
antagonistes (Liang et coll. 2005). Egalement, la formation de métastases osseuses du cancer 

ps anti-CXCR4 (Sun et coll. 
2005). Ces données ont été confirmées au niveau clinique pa

les tumeurs prostatiques de patients présentant un taux de PSA (Prostate Specific Antigen) 
supérieur à 20 ng/ml est associée à la présence de métastases osseuses (Mochizuki et coll. 
2004). Egalement, Cabioglu et coll. ont montré que CXCR4 était préférentiellement exprimé 
dans les tumeurs mammaires primaires de patients développant des métastases osseuses 
comparé à ceux développant des métastases viscérales (Cabioglu et coll. 2009). 

 
Toujours dans la pathogénie des métastases osseuses, on peut suspecter les chimiokines 

CCL22 et CX3CL1 de jouer un rôle dans le tropisme osseux. En effet, CCL22 est produite par les 
ostéoclastes et stimule la migration in vitro des cellules de carcinome pulmonaire SBC-5 
(Nakamura et coll. 2006). Ces cellules expriment le récepteur ad hoc CCR4 et forment des 

1 (fractalkine) est produite par les 
ostéoblastes et stimule la migration in vitro des cellules de carcinome prostatique LNCaP, PC3-
ML et MDA-PCa-2b (Shulby et coll. 2004). Ces cellules expriment le récepteur ad hoc CXCR1 et 
forment  

 
2.2.1.1.2 Le RANKL 

 
 pourrait aussi être impliqué dans le tropisme osseux. 

Cette cytokine membranaire exprimée par les ostéoblastes peut être produite sous forme 
soluble après clivage par la métalloprotéase MMP-7 ostéoclastique (Lynch et coll. 
2005). 
de cellules tumorales d'origine mammaire, prostatique et rénale montrent également une 
expression du récepteur RANK (Dougall et Chaisson 2006; Jones et coll. 2006). 

 
Des études in vitro ont montré que le traitement des lignées MDA-MB-231 et PC-3 avec 

du RANKL engendre la même act -à-dire 
la (Tometsko et coll. 2004). De plus, Jones et coll. ont montré in 
vitro que RANKL stimule la migration des cellules MDA-MB- lignées 
de cancer mammaire et prostatique  (Jones et coll. 
2006). 

In vivo, le rôle de RANKL dans le tropisme osseux est plus difficile à évaluer de par sa 
duplicité fonctionnelle : chimiotactisme et différenciation ostéoclastique. Ce problème peut 

le rôle de RANK/RANKL 
dans la dissémination des cellules cancéreuses au 
dans la stimulation de la différenciation ostéoclastique. De ce fait, Jones et coll. ont pu montrer 

 inhibe la formation des métastases osseuses des B16F10 
sans affecter la  organes (ovaires, surrénales) (Jones et coll. 
2006). Cependant, ces résultats sont sujets à controverses, une étude antérieure ayant montré 
que les cellules B16F10 peuvent induire une ostéolyse chez les animaux (Bakewell et coll. 2003). 

facteurs chimiotactiques différents de RANKL et libérés par la matrice osseuse lors de la 
résorption. 
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Enfin sur le plan clinique, le rôle de RANK/RANKL dans le chimiotactisme des cellules 
cancéreuses vers le site métastatique reste quand même envisageable. En effet, il a été 
rapporté que des biopsies de tumeur prostatique (Chen et coll. 2006) montrent une expression 
du récepteur RANK. Egalement, RANKL est présent dans la circulation sanguine de patients 
atteints de cancer métastatique (Terpos et coll. 2004). 

 
Outre un effet chimiotactique, RANKL pourrait intervenir plus en amont en augmentant 

le potentiel métastatique des cellules de la tumeur primaire. En effet, les tumeurs primaires 
provoquent souvent des réactions inflammatoires et sont ainsi infiltrées par des lymphocytes T 
et des macrophages qui peuvent produire localement du RANKL. Dans un modèle murin 

Luo et coll. ont montré que RANKL, via , peut induire 
.  répresseur de la transcription de la maspine, un inhibiteur de 

sérines protéases de la famille des serpines. Dans ce modèle, la répression de la maspine par 
siRNA favorise la formation des métastases (Luo et coll. 2007). Ils ont également observé qu'au 
stade métastatique les carcinomes prostatiques murins et humains expriment de grandes 

 et très peu de maspine. Ils suggèrent ainsi que le RANKL issu du processus 
inflammatoire pourrait augmenter le potentiel métastatique des cellules tumorales, en amont 
de la fonction chimiotactique du RANKL circulant. 

 
2.2.1.2 lium (extravasation) 

 
s cellules tumorales métastatiques sortent 

de la circulation sanguine, au niveau de la moelle dans le cas des métastases osseuses. Ce 
processus se déroule en trois étapes séquentielles : le roulement (rolling sticking) 
et la transmigration ou « diapédèse  sont 
freinées (rolling) par des molécules de la famille des sélectines présentes en surface de 

t en contact avec des chimiokines qui vont induire  
leurs intégrines. Celles-ci interagissent avec des molécules de la super famille des 
immunoglobulines (CAMs ; Cell Adhesion Molecules) qui permettent une forte adhésion 
(sticking) des cellu . Le processus se conclu par le passage au 

 ; diapédèse) vers le stroma médullaire. 
 
Une récente étude in vivo sur les métastases osseuses a montré que les sites 

ait des domaines très localisés, appelés micro-domaines vasculaires, 
s cellules tumorales (Sipkins 

et coll. 2005). imagerie confocale dynamique sur crâne de souris a donc permis 
de montrer que des cellules de lignage leucémique exprimant CXCR4 opèrent leur extravasation 
au niveau de micro-domaines qui expriment à la fois la E-sélectine (Endothelial-selectin) et SDF-
1 (CXCL12 ; récepteur de CXCR4) (Figure 11). La spécificité de ces interactions est démontrée 

-sélectine ou par l SDF-1, les 
deux entraînant une nette diminution de Enfin, ces auteurs ont montré que le 
mécanisme mis en évidence est également celui utilisé par les lymphocytes T et les cellules 
souches hématopoïétiques. Par ailleurs, il a été observé que les cellules de métastases osseuses 
associées au cancer de la prostate expriment un ligand de la E-sélectine, le PSGL-1 (P-Selectin 
Glycoprotéine Ligand-1) (Dimitroff et coll. 2005). 

 
Outre les sélectines, -1 

(Intercellular Adhesion Molecule-1), VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule-1) et PECAM-1 
(Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1), qui sont exprimées dans le système vasculaire 
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de la moelle osseuse, notamment au niveau des micro-domaines décrits par Sipkins et coll. Ces 

préalable à la transmigration finale. De plus, il a été observé dans une autre étude que les 
cellules endothéliales expriment CX3CL1 qui peut favoriser  in vitro des cellules 
tumorales exprimant CX3CR1 (Shulby et coll. 2004). Ces résultats suggèrent que 
des cellules cancéreuses repose sur de multiples mécanismes. 

 

 
Figure 11. Attachement des cellules tumorales aux micro-domaines vasculaires SDF-1+ et E-sélectine+. 
(A) La E-sélectine (vert/jaune) et (B) SDF-1 (vert/jaune) sont exprimées un niveau de site spécifiques, ou micro-
domaines, du réseau vasculaire (rouge) de la moelle osseuse. (C, D) Les cellules tumorales (rouge/jaune) 
au niveau de ces micro-domaines qui expriment à la fois (C) la E-sélectine (vert) et (D) SDF-1 (vert). Echelle : 100 
μm. Source : Sipkins et coll., 2005 ; analyse par immunofluorescence dans un modèle in vivo. 

 
2.2.1.3 Invasion / Migration 

 
 cellules tumorales se nichent dans la moelle. Ce 

ancrage aux cellules stromales via 
protéases.  

 
2.2.1.3.1 Les intégrines 

 
Les intégrines sont des récepteurs membranaires hétérodimériques. Chez les 

mammifères, 18 sous-unités  et 8 sous-unités  24 combinaisons 
différentes (Guo et Giancotti 2004). Les intégrines impliquées varient selon le type de cancer. 
Quelques études sur certains hétérodimères sont rapportées ci-dessous. 

 
4 1 et VCAM-1 

Les cellules tumorales de myélome qui expriment 4 1 interagissent in vitro avec les cellules 
stromales de la moelle osseuse via VCAM-1. Il en 
ostéoclastique (Michigami et coll. 2000). Dans un modèle murin de myélome, la neutralisation 
de la sous-unité 4 par des anticorps spécifiques peut réduire la colonisation es 
cellules tumorales (Mori et coll. 2004). Dans un modèle murin de cancer 
ovarien, la transfection des cellules CHO (cancer ovarien de hamster) 4 1 
entraîne la métastase vers , ce processus faisant intervenir VCAM-1 (Matsuura et coll. 1996). 

 
2 1 et le collagène de type I 

L 2 1 interviendrait dans la formation des métastases osseuses associées au cancer 
de la prostate. En effet in situ, la surexpression de 2 1 dans un 
sous-clone la lignée LNCaP peut favoriser le développement des métastases osseuses grâce à 
son interaction avec le collagène de type I (Hall et coll. 2006). Par ailleurs, des expériences in 
vitro 2 1 et le collagène de type I est facilitée par le TGF-  
(Cooper et coll. 2002). 
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v 3 et les protéines non collagéniques 
Grâce aux intégrines, les cellules tumorales peuvent également adhérer à certaines protéines 

matriciel mais également stimuler leur activité invasive via  
En effet, une étude a montré dans des lignées cellulaires de cancer mammaire, 

prostat v 3, la BSP et la 
MMP-2 active cette dernière qui  (Karadag et coll. 2004). Il a 
également été observé que les intégrines v 3 et v 5 se fixent à SPARC/ostéonectine (De et 
coll. 2003). Cette interaction -2 exprimée par les cellules de cancer 
du sein (MDA-MB-231) et de la prostate (DU-145, PC-3) (Jacob et coll. 1999). Par ailleurs la 

ad hoc, stimule l v 3 et accroît ainsi leur pouvoir invasif (Sun et coll. 
2007). 

Notre laboratoire a isolé une sous-population de la lignée MDA-MB-231 (cancer 
mammaire) à partir des métastases osseuses générées par celle-ci. Cette nouvelle lignée, 
appelée MDA-MB-231/B02 ou plus simplement « B02 », montre une surexpression spontanée 

v 3, spécifiquement, et une augmentation substantielle de leur adhésion et de 
 (Pécheur et coll. 2002). Nous avons également montré que  v 3 

dans l  nude 
(Pécheur et coll. 2002).  

grine v in vitro et la formation des métastases osseuses 
in vivo en entravant le homing des cellules tumorales vers la moelle osseuse (Zhao et coll. 
2007). v 3 

4.3.1). 
 

2.2.1.3.2 Les protéases 
 
Au site osseux, les cellules tumorales peuvent sécréter différentes protéases. Les MMPs 

(dont MMP-2) et les sérines protéases hepsine et uPA (Urokinase type 
Plasminogen Activator) leur permettent de dégrader localement la matrice extracellulaire et 

(Clines et Guise 2005). 
Par exemple, une étude transcriptomique a permis de mettre en évidence que des sous-

clones ostéophile de la lignée MDA-MB-231 surexpriment la MMP-1 (Kang et coll. 2003). 
Réciproquement, la surexpression de MMP-1 dans ces cellules MDA-MB-231 augmente la 
formation des métastases osseuses in vivo (Kang et coll. 2003). La MMP-1 ainsi que l'ADAMTS-1 
(« A Disintegrin And Metalloproteinase with Thrombospondin motifs) produites par ces cellules 
métastatiques vont permettent la libération de facteurs EGF-like qui vont à la fois augmenter 
l'expression de RANKL et inhiber la production d'OPG dans les ostéoblastes, permettant ainsi 
une stimulation de l'ostéolyse (Lu et coll. 2009). 

Une autre étude a montré que le blocage de la maspine, un inhibiteur des sérines 
protéases, augmente le pouvoir invasif des cellules tumorales in vivo (Luo et coll. 2007). De 
façon plus directe, la surexpression des sérines protéases hepsine ou uPA favorise 
tumorale dans des modèles animaux de cancer prostatique (Guise et Mundy 1998; Klezovitch et 
coll. 2004) par fixation sur son récepteur uPAR, catalyse la transformation du 
plasminogène en plasmine. Cette protéase participe à la dégradation de protéines matricielles 

-MMPs et du 
TGF- . Le récepteur uPAR peut également interagir avec les intégrines et ainsi favoriser 

(Guo et Giancotti 2004). Ainsi 1 / 
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uPAR dans les cellules MDA-MB-231 diminue la progression tumorale osseuse (van der Pluijm 
et coll. 2001). 

 
es cellules tumorales mais 

exemple la cathepsine K, une cystéine protéase  
mais qui a été identifiée dans les tumeurs primitives du sein et de la prostate (Brubaker et coll. 
2003; Le Gall et coll. 2007). 

 
2.2.2 étisme 

 
Lorsque les cellules tumorales sont nichées dans la moelle, elles peuvent acquérir un 

phénotype ostéoblastique en exprimant des gènes normalement exprimés par les 
ostéoblastes  

Certaines lignées de carcinome prostatique (PC-3, DU-145, C4-2B) expriment par 
exemple le facteur de transcription Runx2 qui leur permet de synthétiser les protéines osseuses 
OPN, OC et BSP  (Lin et coll. 2001; Yeung et coll. 2002; Zayzafoon et 
coll. 2004). De plus, Zayzafoon et coll. ont montré par une approche immunohistochimique que 
les cellules des métastases osseuses du cancer prostatique expriment le récepteur 
membranaire Notch-1, dont le ligand, Dll1 (Delta-like 1), est présent à la surface des cellules 
stromales osseuses et des ostéoblastes
gènes sous contrôle du facteur Runx2. Ainsi, un traitement par Dll1 sur les cellules C4-2B 
exprimant Notch-1 induit leur différenciation en cellules ostéoblastiques et la formation de 
nodules de minéralisation (Zayzafoon et coll. 2004). De façon similaire, une étude 

plusieurs gènes connus pour leur rôle dans blastogenèse, comme la 
cadhérine-11 (CDH11), la connexine-43, ostéonectine/SPARC, S100A4, Runx2, etc. (Bellahcene 
et coll. 2007). Bien que le rôle de e 
soit pas encore très clair, il semblerait que ce mécanisme adaptatif favorise la 
survie/prolifération  le blocage de 

 Runx2 dans les cellules de cancer du sein MDA-MB-231 empêche celles-ci de 
développer des métastases ostéolytiques (Javed et coll. 2005). 

 
2.3 Mécanismes de formation des métastases ostéolytiques 

 
a matrice osseuse est assuré par un couplage finement 

régulé entre les ostéoblastes et des ostéoclastes. Dans la métastase osseuse de type 
ostéolytique, les cellules cancéreuses présentes dans le tissu osseux découplent le remodelage 

 
 

2.3.1 Stimulateurs de la résorption osseuse 
 

2.3.1.1 La protéine apparentée à la parathormone (PTHrP) 
 
La PTHrP (PTH related Protein) est un homologue de la partie N-terminale de la 

parathormone (PTH)
mêmes effets biologiques (Guise et Mundy 1998). 
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L
Elle provoque une hypercalcémie en augmentant la résorption osseuse ostéoclastique et la 
réabsorption tubulaire rénale du calcium. Ces observations sont confirmées au niveau 
expérimental dans une souche murine modifiée pour surexprimer la PTHrP spécifiquement 

in fine une hypercalcémie 
(Wysolmerski et coll. 2002). Toutefois, l  drait pas 
dans la progression de la tumeur primitive. Une étude clinique prospective réalisée sur 526 
patientes a même HrP dans les adénocarcinomes mammaires 
était un facteur pronostique favorable : la survie à 10 ans est de 78% pour les tumeurs PTHrP+ 
contre 51% dans les cas de tumeur PTHrP- (Henderson et coll. 2001; Henderson et coll. 2006). 
Différentes études cliniques rétrospectives montrent que la PTHrP peut être produite par les 
cellules métastatiques au site osseux (Bundred et coll. 1992; Kohno et coll. 1994; Bouizar et 
coll. 1999; Yoshida et coll. 2000). Cela suggère que la PTHrP interviendrait plutôt dans la 
progression des métastases osseuses. Guise et coll. ont confirmé cette hypothèse en montrant 

 -PTHrP diminue significativement la 
progression d  par les cellules MDA-MB-231 (Guise et coll. 1996). 
Réciproquement, les cellules MCF-7 transfectées pour surexprimer la PTHrP induisent une 
destruction osseuse deux fois plus importante que celle observée chez les souris ayant reçu les 
cellules parentales (Thomas et coll. 1999). 

 

(Thomas et coll. 1999). La PTHrP stimule également 
la production des cytokines IL-6 et LIF (Leukemia Inhibitory Factor) in vivo (Pollock et coll. 
1996), ce qui favorise le recrutement de précurseurs ostéoclastiques (Manolagas et Jilka 1995). 
Par ailleurs, la PTHrP sécrétée par les cellules MDA-MB-231 peut induire par voie autocrine la 
production de CCN2/CTGF (Connective Tissue Growth Factor) (Shimo et coll. 2006). Ce facteur 
de la famille des protéines riches en cystéine (Cystein rich Connective proteins; CCN) est 

(Shimo et coll. 2006) et la migration des cellules MDA-
MB-231 (Chen et coll. 2007) in vitro. L nti-CTGF bloque la formation 
des métastases ostéolytiques chez les souris ayant reçu des cellules MDA-MB-231 par voie 
intracardiaque (Shimo et coll. 2006). 

 
2.3.1.2 Les cytokines 

 

le RANKL ostéoblastique sécrété en réponse à la PTHrP peut induire  de différentes 
interleukines au niveau des cellules tumorales (Tometsko et coll. 2004). Nous retiendrons ici 

- IL-11, qui peuvent directement agir sur les ostéoclastes. 
Une analyse transcriptomique des cellules MDA-MB-231 et de leurs dérivées ostéophiles 

MDA-MET IL-8 (Bendre et coll. 2002). In vitro, L-8 active de façon 
indirecte les ostéoclastes en induisant la production de RANKL par les ostéoblastes (Bendre et 
coll. 2003b), et de façon directe en stimulant la différenciation des préostéoclastes en 
ostéoclastes matures. Les ostéoclastes et leurs précurseurs expriment effectivement CXCR1, le 

L-8 (Bendre et coll. 2003a). 
L-11 est une cytokine  stromale/ostéoblastique connue pour son rôle dans la 

enèse (Girasole et coll. 1994). Une étude a montré L-11 est 
également exprimée dans les tumeurs mammaires et que son est associé à 
la survenue ultérieure de métastases osseuses (Sotiriou et coll. 2001). la 
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surexpression de l L-11 dans les cellules de carcinome mammaire MCF-7 et MDA-MB-231 
augmente l idence des métastases osseuses chez les animaux (Singh et coll. 2006a). 

 
Une autre cytokine, le GM-CSF (Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating Factor), 

est aussi impliquée dans l  (Park et coll. 2007). Le GM-CSF est un 
facteur pro-inflammatoire qui stimule la différenciation des cellules souches de la moelle 
osseuse en macrophages, granulocytes et ostéoclastes. Une étude récente a montré que les 
cellules MDA-MB-231 peuvent induire ostéoclastogenèse in vitro par le biais du GM-CSF (Park 
et coll. 2007). Dans ces cellules, u GM-CSF diminue la formation des 
métastases ostéolytiques chez les animaux (Park et coll. 2007). Ces observations sont 
corroborées au niveau clinique par la présence de GM-CSF dans les métastases osseuses des 
patientes atteintes du cancer du sein (Park et coll. 2007). 

 
2.3.1.3 Les prostaglandines 

 
Les cellules de carcinome mammaire produisent -ostéoclastiques 

comme les prostaglandines. La synthèse de ces hormones lipidiques est contrôlée par les 
cyclooxygénases (COX). Un des métabolites de la COX-2, la prostaglandine E2 (PG-E2), peut 
accroître la résorption osseuse en stimulant l u 

par les ostéoblastes (Liu et coll. 2006). Or, les métastases osseuses liées à différents 
cancers (sein, poumon, rein) expriment elles-mêmes la COX-2 (Hiraga et coll. 2006). Des 
modèles animaux de métastases osseuses ont permis de montrer que la COX-2 est exprimée 
par les cellules MDA-MB-231 ès inoculation intracardiaque 
mais pas orthotopique (Hiraga et coll. 2006). Par ailleurs, la surexpression de la COX-2 dans les 
cellules de cancer du sein MDA-MB-435S favorise la formation de métastases osseuses chez les 
animaux (Singh et coll. 2007). Enfin, le traitement des animaux inoculés par des cellules MDA-
MB-231 ou les MDA-MB-435S avec des inhibiteurs de la COX-2 bloque la formation des 
métastases osseuses (Hiraga et coll. 2006; Singh et coll. 2007). 
les effets autocrine de la COX-

-8 et de IL-11  (Singh et coll. 
2006a; Singh et coll. 2006b). 

 
2.3.2 Inhibiteurs de la formation osseuse 

 
2.3.2.1 Dickkopf-1 

 
La protéine Dickkopf-1 (Dkk-1) antagonise la voie de signalisation des Wnt (détaillée plus 

haut) en se fixant sur leur corécepteur LRP5/6 (Westendorf et coll. 2004). Elle inhibe donc la 
différenciation ostéoblastique. De façon concordante, Dkk-1 a été initialement observé comme 
étant produit par les plasmocytes tumoraux dans le myélome multiple dont les lésions sont 
purement ostéolytiques (Tian et coll. 2003). Il a été ensuite identifié dans les lignées cellulaires 

prostatiques de nature ostéolytique (MDA-
MB-231, B02, MCF-7 et PC-3) mais pas dans celles de nature ostéoblastique (ZR-75.1, T-47D, 
LNCaP, C4-2 et C4-2B) (Schwaninger et coll. 2007; Voorzanger-Rousselot et coll. 2007). Par 
ailleurs, les cellules C4-2B transfectées avec Dkk-1 ne produisent plus de lésions 
mixtes/ostéoblastique in vivo, mais au contraire induisent des lésions ostéolytiques (Hall et coll. 
2005). Finalement, les patients atteints de myélome multiple ou métastases osseuses du cancer 
du sein présentent des taux sériques de Dkk-1 plus importants que les personnes sans atteintes 
osseuses (Tian et coll. 2003; Voorzanger-Rousselot et coll. 2007). 
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2.3.2.2 Noggin 
 
La protéine Noggin antagonise la voie de signalisation des BMPs (détaillée plus haut) en 

interagissant avec les BMPs eux-mêmes (Zimmerman et coll. 1996) ou avec leur récepteurs 
BMP-R1 et BMP-R2 (Groppe et coll. 2002). -1, Noggin est exprimé dans les 
lignées prostatiques de nature ostéolytique 
(MDA-MB-231 et PC-3) mais pas dans celles de nature ostéoblastique (ZR-75.1, T-47D, LNCaP, 
C4-2 et C4-2B) (Schwaninger et coll. 2007). on de Noggin dans les cellules 
C4-2B -ostéoblastique de ces cellules dans les métastases osseuses in vivo 
(Schwaninger et coll. 2007). 

 
2.3.3 Contribution du tissu osseux dans la progression locale de la métastase 

 
La matrice osseuse séquestre de nombreux facteurs de croissances dont le TGF-  et une 

IGFs. De ce fait, la résorption de la matrice osseuse par les ostéoclastes va 
entraîner la libération de ces facteurs dans le microenvironnement osseux, ce qui va avoir un 
effet aggravant sur la progression des métastases. 

 
2.3.3.1 Le TGF-  

 
Le TGF-  est libéré et activé par les MMPs et la plasmine au cours de la résorption 

osseuse (Dallas et coll. 2002). Le TGF-  agit sur les cellules tumorales en se fixant sur le 
récepteur homodimérique T RII qui phosphoryle alors le récepteur homodimérique T RI. La 
complexation de ces 3 éléments  dépendante 
des protéines Smad2, Smad3 et Smad4 qui, après translocation dans le noyau, active la 
transcription de différents gènes (Krause et coll. 2008). Le TGF-  peut également activer 
d  signalisation (MAPK, COX-2). 

 
La transfection d T RII dominant négatif dans les cellules MDA-MB-231 

inhibe le développement de métastases osseuses in vivo (Yin et coll. 1999). Inversement, la 
 récepteur T RI constitutivement actif rétablit la formation des métastases 

osseuses dans le modèle animal (Yin et coll. 1999). De plus, tion pharmacologique du 
récepteur T RI empêche la formation des métastases osseuses induites par les cellules MDA-
MB-435 et MDA-MB-231 inoculées chez les animaux (Bandyopadhyay et coll. 2006; Guise et 
coll. 2006). Enfin, il a été n du TGF-  dans la 
croissance tumorale pourrait être spécifique au tissu osseux. En effet, la transfection d
récepteur T RII dominant négatif dans les cellules de cancer du sein (RBM) inhibe leur 

 en sous-cutané (Kominsky et coll. 
2007)  indique que le TGF-  libéré de la matrice osseuse lors de 

 sur les cellules tumorales pour stimuler leur prolifération via la voie 
-2) permettent également au TGF-  a 

sécrétion de facteurs pro-ostéoclastiques. 
 
Le TGF-  -11 dans les cellules MDA-MB-231 par la 

voie des Smads et des MAPK (Kakonen et coll. 2002; Kang et coll. 2003). Aussi, 
Smad4 ou la surexpression de Smad7 (un inhibiteur de Smad 2/3) dans ces mêmes cellules 

 L-11 ainsi que la formation des métastases osseuses in vivo 
(Kang et coll. 2005; Deckers et coll. 2006; Javelaud et coll. 2007). De façon similaire, la 
transfection d T RII dominant négatif dans c
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-  in vitro et le développement de métastases osseuses in vivo 
(Yin et coll. 1999). 

Le TGF-  stimule aussi la production de PG-E2 dans les cellules MDA-MB-231 par une 
voie dépendante de la COX-2. Comme rapporté plus haut, l de la 
COX-2 bloque la formation des métastases osseuses induites par ces cellules (Hiraga et coll. 
2006). 

Enfin, le TGF-  peut aussi augmenter la transcription de la collagénase-3 et de la MMP-
13 via Smad3 (Selvamurugan et coll. 2004). Or, ces gènes sont régulés par Runx2, qui a été 
caractérisé comme étant important dans le développement des métastases ostéolytiques. En 
effet, le blocage de Runx2 dans les cellules de cancer du sein MDA-MB-231 empêche celles-ci 
de développer des métastases ostéolytiques (Javed et coll. 2005). 

 
2.3.3.2 IGF-1 

 
L IGF- -2 ont pour récepteur spécifique IGF-1R et IGF-2R. La biodisponibilité des 

IGFs est régulée par 6 protéines de liaison IGFBPs (Guise et Mundy 1998). 
-IGF-1R sur des cellules de carcinome mammaire cultivées en présence de 

surnageants de calvaria de souriceaux a permis 
-1 libéré au cours de la lyse osseuse stimule la prolifération de ces cellules 

(Yoneda et coll. 1995). Des tests de phénotype in vitro ont également montré qu -1 agit 
aussi sur le chimiotactisme des cellules cancéreuses mammaires (Yoneda et coll. 1995; Doerr et 
Jones 1996). Par ailleurs, la surexpression de IGF-1R dans des cellules de neuroblastoma 

des souris (van Golen et coll. 2006). Inversement, la transfection du récepteur IGF-1R dominant 
négatif dans des cellules MDA-MB-231 réduit la masse tumorale aux sites métastatiques osseux 
(Hiraga et coll. 2001). Plus récemment, un modèle de cellules prostatiques PCa2b inoculées 
dans eux-mêmes implantés dans les ganglions mammaires de souris 
immunodéficientes a permis de montrer -2 par un anticorps réduit la 
croissance tumorale dans un environnement osseux humain (Kimura et coll. 2010). Ces 

aux IGFs favorise la formation des 
métastases osseuses. 

 
2.3.3.3 Le calcium 

 
La résorption osseuse libère les ions calciums qui constituent les cristaux 

récepteur « CaSR » appartenant à la famille des RCPG et pouvant 
répondre à de faibles variations de la concentration extracellulaire du calcium. Ce récepteur est 
exprimé par les cellules de carcinome mammaire (MCF-7, MDA-MB-231) et prostatique (PC3) et 
régule la sécrétion de PTHrP par ces cellules. En effet,  la concentration 
extracellulaire de calcium ainsi que les agonistes de CaSR, néomycine et spermine, stimulent la 
sécrétion de PTHrP de façon dose-dépendante (Sanders et coll. 2000; Sanders et coll. 2001). Il a 
également été démontré que le calcium stimule la prolifération des lignées 
prostatique PC-3 (ostéolytique) et C4-2B (ostéoblastique) via un récepteur CaSR (Liao et coll. 
2006).  il y a 
diminution de leur progression métastatique in vivo. 
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2.3.3.4 La réaction stromale 
 
Au niveau médullaire, les premières cellules souches mésenchymateuses non 

hématopoïétiques (MSCs) ont été décrites par Friedenstein (Friedenstein et coll. 1987). Ce sont 
des cellules clonales à prolifération rapide et adhérentes au plastique, obtenues à partir de la 
moelle osseuse. Elles sont capables de se différencier en ostéoblastes, myocytes, adipocytes et 
chondrocytes (Pereira et coll. 1995; Harada et Rodan 2003). Les MSCs fournissent des 
composants de la matrice extracellulaire, des cytokines et des facteurs de croissance (Allen et 
coll. 1984; Dexter et coll. 1984). Au cours des années, la distinction entre MSCs et fibroblastes 

e ces cellules 

membrane et ont le même potentiel de croissance et de différenciation (Haniffa et coll. 2009, 
extracellulaire et des facteurs 

 constitue le microenvironnement stromal, ou plus simplement 
« stroma ». Dans un contexte physiologique, ces MSCs interviennent dans le homing, la 
différenciation, la prolifération et la survie des cellules hématopoïétiques. Cependant, elles 
peuvent également tenir ces fonctions vis-à-vis des cellules cancéreuses qui métastasent dans 
la moelle osseuse. 

 
Un microenvironnement pro-tumoral est essentiel pour la prolifération, la survie, la 

vasculari
de survie, des facteurs pro- Ribatti et coll. 
2006). Les tumeurs sont composées de plusieurs types cellulaires distincts : cellules 
cancéreuses, immunitaires, endothéliales et fibroblastiques/stromales. Pour évoluer, les 
tumeurs vont donc dépendr mettent en place avec ces cellules 
environnantes (Hanahan et Weinberg 2000; Bhowmick et coll. 2004). 

Au niveau osseux, des travaux récents utilisant des modèles de co-culture ont permis de 
démontrer que la présence de cellules stromales médullaires 
cytokines par les cellules cancéreuses mammaires et facilite ainsi leur intégration au niveau de 
la moelle osseuse (Oh et coll. 2004). Une autre étude a montré que ces cellules stromales 
sec , qui peut se lier à la molécule pro-apoptotique TRAIL (TNF-Related Apoptosis 
Inducing Ligand) et donc protéger les cellules cancéreuses prostatiques (Nyambo et coll. 2004) 
et mammaires (Neville-Webbe et coll. 2004) des effets de cette molécule. Des protéines de la 

/SPARC ont également montré 
des propriétés tumorigéniques (Shi et coll. 2004; Chakraborty et coll. 2006; Song et coll. 2008). 

Des interactions de type cellule-cellule ont aussi été démontrées entre les cellules 
cancéreuses de myélome multiple et les cellules stromales médullaires faisant intervenir 

4 1 et VCAM-1
stimulatrices de la résorption osseuse (Michigami et coll. 2000
interaction avec des anticorps dirigés contre la sous-unité 4 est capable de réduire 

associée (Mori et coll. 2004). Egalement, des interactions homotypiques entre cellules 
stromales et cellules cancéreuses mammaires via la CDH11 favorisent le homing des cellules 

Tamura et coll. 2004). 
CDH11 par les cellules cancéreuses mammaires a par ailleurs été associée à 

Feltes et coll. 2002). 
 et du phénotype des cellules qui le constituent 

 réaction stromale » peut 
également favoriser ou limiter la 
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progression de la tumeur (Zalatnai 2006). Par exemple, il a été montré que la signature 
génétique de cette « réaction stromale cer du sein 
(Finak et coll. 2008) ci un pronostic clinique plus fiable 

stroma par rapport à la tumeur dans son ensemble a également été mis en évidence dans des 
cas de mélanome (Paulitschke et coll. 2009), de cancer du poumon (Soltermann et coll. 2008), 
de cancer colorectal (Smith et coll. 2009  (Hao et coll. 2006). 
Ce  de réaliser combien il est important de discerner le tissu tumoral du 
tissu stromal lors des prélèvements destinés à la recherche clinique. 

 
Rétrospectivement, il semble que es interactions entre cellules cancéreuses et 

cellules du stroma médullaire va devenir un aspect important de la recherche sur les 
métastases osseuses (Figure 12  
métastatiques dans le stroma médullaire est une étape très précoce du processus métastatique 
osseux
contrôle de ces interactions représente de nouvelles stratégies thérapeutiques. 

 
Figure 12. Bibliométrie des articles liés au 
microenvironnement tumoral, de 1978 à 
2009. 
"Total publications" montre la dynamique 
globale de publication et sert de tracé de 
référence. "Vimentin" illustre la dynamique 
de publication d'un sujet bien documenté 
(ayant passé sa phase exponentielle de 
publication) : depuis 20 ans, ce sujet montre 
une dynamique de publication linéaire, 
comme la dynamique globale. "Tumor 
stroma" [requête correspondante = (tumor 
OR tumour) AND (stroma OR stromal) AND 
(microenvironment)] montre une 
dynamique exponentielle des publications 
sur le microenvironnement tumoral. 

 
2.4 Mécanismes de formation des métastases ostéocondensantes 

 
Dans la métastase osseuse de type ostéocondensante, les cellules cancéreuses 

présentes dans le tissu osseux découplent le remodelage grâce à des facteurs qui stimulent 
 Ces métastases sont le plus 

. 
 

2.4.1 Stimulateurs de la formation osseuse 
 

2.4.1.1 ET-1 
 
Les endothélines exercent leur effet en se liant aux RCPG ETA et ETB. Outre leurs 

fonctions dans la physiologie cardiovasculaire elles sont impliquées dans de nombreux 
processus inhérents au cancer, et notamment dans les métastases osseuses ostéocondensantes 
(Nelson et coll. 2003). 
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Les patients atteints de cancer prostatique avec métastases osseuses présentent des 
-  les cellules tumorales elles-

mêmes (Nelson et coll. 2003). In vivo, -1 par les cellules tumorales favorise la 
prolifération ostéoblastique et la synthèse  en agissant sur le récepteur ETA (Guise 
et coll. 2003; Yin et coll. 2003) -1 produite par les cellules de carcinomes 
prostatiques (i.e., DU-145, PC-3) bloque la fonction ostéoclastique in vitro (Chiao et coll. 2000) 
en agissant probablement sur le récepteur ETB, ETA 
Enfin, il a été montré que -1 peut avoir une action mitogène sur les cellules de carcinome 
prostatique PC-3 (Chiao et coll. 2000). 

 
2.4.1.2 Le fragment PTHrP [1-23] 

 
D  et à propension 

ostéocondensante expriment la PTHrP, paradoxalement (Clines et Guise 2005). Mais elles 
sécrètent également le PSA (sérine protéase), qui clive la PTHrP pour générer un fragment 
PTHrP [1-23] (Cramer et coll. 1996; Iwamura et coll. 1996). Ce fragment a une toute autre 
fonction que la PTHrP : il se fixe spécifiquement au récepteur ETA des ostéoblastes et stimule 

 calvaria en culture (Clines et Guise 2005; Guise et coll. 
2006). 

 
2.4.1.3 Les BMPs 

 
Les cellules humaines de carcinome prostatique (i.e. LAPC-4, LAPC-9, LuCaP 23.1) 

expriment certaines BMPs et leurs récepteurs (Dai et coll. 2005; Feeley et coll. 2005). Ainsi, le 
blocage des ligands ou des récepteurs de cette voie empêche ces cellules de former des lésions 
ostéocondensantes in vivo (Dai et coll. 2005; Feeley et coll. 2005). Les BMPs peuvent également 

migration in vitro de ces cellules (Dai et coll. 2005; Feeley et 
coll. 2005). Les BMPs  libérées lors de la résorption 
vont donc amplifier la progression de la métastase osseuse ostéocondensante. 

 
2.4.1.4 Autres facteurs 

 
utres facteurs  tumorale peuvent participer à la réaction ostéoblastique. Le 

VEGF par exemple, en plus de son effet pro-angiogénique, peut activer les ostéoblastes in vitro 
(Logothetis et Lin 2005). De plus, l in vivo de l  tyrosine-kinase du récepteur 
Flt-1 (VEGF-R1) empêche la formation des lésions ostéocondensantes par les cellules C4-2B 
(Kitagawa et coll. 2005). Les dimères de PDGF (-aa, -bb ou -ab) pourraient aussi participer à la 
progression des métastases osseuses. Ainsi, la surexpression du PDGF-bb dans les MDA-MB-231 
induit la formation de métastases osseuses mixtes in vivo
Neu/HER2/ErbB2 (Yi et coll. 2002). exerce une action 
anabolique sur les ostéoblastes in vitro (Cornish et coll. 2004), et pourrait ainsi intervenir dans 
la réaction ostéoblastique des métastases ostéocondensantes. En effet, il a été rapporté une 

a gravité du cancer prostatique (Rocchi et coll. 
2001). 

 
2.4.2 Inhibiteurs de la résorption osseuse 

 
Certains des mécanismes pro-ostéoblastiques rapportés ci-dessus vont également avoir 

un effet anti-ostéoclastique et donc aggraver le processus de formation des métastases 
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ostéocondensantes. Par exemple, en clivant la PTHrP, le PSA stoppe son action pro-
ostéoclastique (Clines et Guise 2005) . 

 les patients atteints de cancer prostatique métastatique  des taux 
élevés  circulante. Egalement, l -1 peut bloquer la fonction ostéoclastique in vitro 
(Chiao et coll. 2000). 

 
2.4.3 Contribution du tissu osseux  

 

également une réaction ostéoclastique. En effet, un taux élevé de marqueurs de résorption 
(ICTP) a été observé chez les patients atteints de métastases osseuses du cancer prostatique 

 purement sclérotique (Kylmala et coll. 1995). Cette résorption, 
, libère malgré tout les facteurs piégés dans 

 métastases ostéocondensantes. On citera 
principalement les IGFs, les BMPs, le TGF-
cellules tumorales et des ostéoblastes est rapportée ci-dessus. 

 
2.5 Le cercle vicieux des métastases osseuses 

 
En considérant les deux types de métastases osseuses dans leur ensemble, on se rend 

compte que les populations cellulaires locales (ostéoblastes, ostéoclastes, cellules stromales) et 
exogènes (cellules tumorales) entretiennent mutuellement leur activité, créant ainsi un cercle 
vicieux. Ces interactions cellulaires sont à la base de la progression des métastases osseuses. 

 
Dans le cas des métastases ostéolytiques, les cellules métastatiques produisent des 

enèse (PTHrP) avec la participation des préostéoblastes et 
des cellules stromales (RANKL). Elles exercent également un blocage de la différenciation 
ostéoblastique par la sécrétion de facteurs tels que Dkk-1 ou Noggin. En retour, les protéines 
libérées de la matrice osseuse (TGF- , IGF-1) stimulent la prolifération des cellules 
métastatiques et leur sécrétion  ainsi le cercle vicieux évoqué ci-dessus 
(Figure 13 ession des 
métastases osseuses a été montrée par différentes approches : carence nutritive en calcium 
(Zheng et coll. 2007), ovariectomie (Zhao et coll. 2007), remodelage lié à la croissance 
(observations du laboratoire). Enfin, il est important de noter que dans ce cas de figure, 

-ostéolytique de la métastase permet de libérer un espace facilitant sa croissance. 
 
Dans le cas des métastases ostéocondensantes, le processus est moins documenté. 

Toutefois, il semble que les cellules tumorales produisent des 
ostéoblastes (ET-1, PTHrP [1-23]) et d'inhiber les ostéoclastes. En retour, les ostéoblastes 
produisent des facteurs qui stimulent la prolifération tumorale (IGFs, BMPs) et donc la 

-1 et de PTHrP [1-23] par ces cellules (Figure 13). Egalement, il a été montré 
Schneider et coll. 

2005). 
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Figure 13. Le cercle vicieux dans les métastases de type ostéolytique et ostéoblastique. 
A gauche  Les 
cellules tumorales (CT) colonisant la moelle osseuse sécrètent des facteurs solubles qui stimulent 

ostéoclastogenèse (PTHrP, IL-6, IL-8, IL-11, prostaglandine E2 (PG-E2), CTGF, GM-CSF) et inhibent la maturation 
des ostéoblastes (Dkk-  (OC) 
de RANKL par les cellules stromales / préostéoblastes (MSC / pOB)
différenciation des préostéoclastes (pOC) en ostéoclastes. fférents facteurs de 
croissance (IGFs, TGF-
TGF- -8, IL-11) et de PG-E2 par les cellules tumorales. Le 
calcium st

mutuellement. A droite : les interactions moléculaires impliquées dans le 
 Les cellules tumorales colonisant la moelle osseuse 

-1, BMP-6, VEGF, AM : adrénoméduline, PDGF 
et le PTHrP [1- - action anti-

différents facteurs de croissance (TGF- (OB) exercent une action 
mitogène sur les cellules tumorales. 
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3.1 Diagnostic clinique conventionnel 
 

3.1.1 Circonstances de découverte, signes cliniques et démarche diagnostique 
 
Les métastases osseuses peuvent être diagnostiquées dans trois circonstances 

néoplasique (connue et généralement traitée) qui se présente pour des douleurs du squelette, 
une image radiologique osseuse susp

sui

révélation de la pathologie néoplasique. Les tumeurs primitives identifiées les plus fréquentes à 
 

a détection de ces métastases sera un élément essentiel à la prise 
de décisions thérapeutiques telles que la chirurgie, la radiothérapie ou la chimiothérapie. 

 
La douleur reste  de présence de métastases osseuses le plus fréquemment 

rapporté par les patients. Son installation est insidieuse et progresse lentement en intensité 
tout en restant précisément localisable. Toutefois elle peut être absente alors que les 
approches par imagerie (IRM, scintigraphie) révèlent la pathologie. Ces douleurs peuvent 

- pathologique. Pour des 
raisons bioméca
et les vertèbres et sont plus généralement liées aux métastases de type ostéolytique. Outre les 
douleurs on peut également observer une asthénie, un amaigrissement ainsi que les signes 

 
 
Tout patient aux antécédents de néoplasie, même très anciens, doit être suspect de 

un traumatisme significatif. La région suspecte est alors analysée par radiographie. En cas de 
doute radiologique sur les clichés, un scanner est souhaitable. Cet examen de sensibilité 
supérieure permet 

 
 Enfin, une biopsie 

osseuse peut être envisagée si le diagnostic de métastase osseuse est incertain, voire 
 

Dans le cas des métastases osseuses inaugurales, un examen clinique complet et des 

retrouvée, une tumeur maligne osseuse primitive doit être suspectée et une biopsie tumorale 
doit être effectuée. 

 
Ces différentes situations ont emmené les cliniciens à mettre en place des démarches 

diagnostiques hiérarchisées algorithmes graphiques). Par 

pour le diagnostic de pathologies osseuses (Costelloe et coll. 2009). Ces recommandations 
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découlent des spécifications et limites techniques ainsi que des performances diagnostiques de 
Un algorithme ainsi suggéré pour la détection des métastases 

osseuses est présenté dans la Figure 14. 
 

 
Figure 14: Algorithmes a détection des métastases osseuses. 
* Les lésions focales typiques peuvent être diagnostiquées en tant que métastases. Toutefois, une radiographie de 
référence peut être réalisée pour une évaluation ultérieure et pour mesurer le risque de complications telles que 
les fractures pathologiques.  Les lésions atypiques peuvent résulter de maladies métaboliques (ostéoporose, 
syndrome de Cushing, ostéomalacie), traumatismes, arthrite, maladies inflammatoires , 
maladie de Paget ou infarctus.  Une biopsie osseuse . CT : 
Computed Tomography. MRI : Magnetic Resonance Imaging. PET : Positron Emission Tomography. 
Costelloe et coll. 2009. 

 
3.1.2 Bases techniques des méthodes magerie des métastases osseuses 

 

aperçu technique de ces méthodes peut améliorer la compréhension globale de la démarche 
diagnostique présentée ci-dessus. 

 
La scintigraphie 

des métastases osseuses (Figure 15)
bisphosphonates radiomarqués qui ont une affinité particulière pour les sites de formation 

sensible car positive avant que la trame osseuse ne soit détruite, mais peu spécifique. En outre, 
 

 
Les rayons X et les technologies dérivées 
Les clichés simples et la tomodensitométrie utilisent les rayonnements X. La formation de 

tion du rayonnement lors de la traversée tissulaire. La métastase 
ostéolytique, en raison de la disparition de la trame osseuse calcifiée, 
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rayonnement et donne un aspect de lacune. La métastase ostéocondensante, qui présente une 
hyper-calcification, et génère une opacité. Certaines 
régions comme le rachis dorsal sont plus difficiles à analyser en raison des superpositions 

 atteintes 
sclérotiques proviennent le plus fréquemment des tumeurs prostatiques ou gastriques. 
 

 
Figure 15  pour le diagnostic des métastases osseuses. 

 
La radiographie conventionnelle 
La sensibilité des radiographies standards est faible car 30 à 50 % de la trame osseuse 

doivent être détruits pour que des signes radiologiques apparaissent. Guidée par la 
scintigraphie, elle reste cependant pour surveill de 
la métastase sous traitement médical. 

 
La tomodensitométrie (Computed Tomography ; CT ; scan) 
La résolution permise par la tomodensitométrie est très nettement supérieure à celle de 

osseuse à des segments prédéfinis qui posent des problèmes diagnostiques ou sur lesquels il 

quelette médian avec des fenêtres adaptées à la recherche de 
métastases osseuses. En fait, la tomodensitométrie est surtout employée pour affiner le bilan 

rachis, sa grande spécificité permet de contribuer au diagnostic et de différencier les 
tassements bénins et malins. 

 
magerie par résonance magnétique nucléaire (IRM) 

 
examen 
ou en graisse des composants tissulaires et permet ainsi une analyse de la moelle osseuse 
plutôt que de la trame osseuse. Elle est donc plus sensible que les rayons X et la scintigraphie, 
qui ne donnent un signal que lorsque surviennent les modifications ou les réponses osseuses 

pathologies inflammatoires ou infectieuses peuvent présenter des anomalies similaires. 
 

(« whole-body MRI »). 
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La tomographie par émission de positons (TEP) 
La TEP est un examen radio-isotopique de nouvelle génération utilisant un traceur à vie courte 
émetteur de positons, le Fluor 18 couplé à du glucose (fluodeoxyglucose 18F, ou 18F-FDG). Cette 

 cellules tumorales malignes pour le glucose. Cet 
examen est pratiqué xtension ou de récidive de différents cancers, 
notamment pulmonaires et colorectaux, au cours desquels peuvent être effectivement mises 
en évidence des localisations osseuses secondaires. Un couplage avec le scan 
tomodensitométrique permet de localiser plus précisément les sites de capture du 
radiotraceur. 

 
3.2 Marqueurs biochimiques circulants des métastases osseuses 

 
Les examens en imagerie peuvent ne pas détecter les lésions osseuses dont la formation 

ou la résorption sont trop subtiles, comme dans le cancer du rein, le mélanome ou le myélome 
multiple ; cela génère des faux négatifs. De plus, au cours du suivi des lésions sous traitement, 
le radiotraceur ne reflète pas toujours une zone métastatique active mais peut correspondre à 
une activité normale de réparation  Les 
métastases osseuses se caractérisent par un déséquilibre entre formation et résorption 
osseuse. Les années 90 ont vu apparaître de nombreux immunodosages pour les protéines 
osseuses collagéniques et non collagéniques (Tableau 2). Ce panel de marqueurs est un outil 

conventionnels (Voorzanger-Rousselot et Garnero 2007; Seibel 2008). Ces marqueurs 
présentent de nombreux avantages 
leur coût relativement faible. Cependant, ces mar

 
 

3.2.1 Utilité diagnostique des marqueurs du métabolisme osseux 
 
La plupart des études ont comparé les marqueurs biochimiques du remodelage osseux 

entre des patients présentant ou pas des métastases osseuses. Bien que la démarche soit 

métastases. Etant donné les limitations des techniques conventionnelles de diagnostique, en 

groupe « négatif » peut être incorrecte. De plus, les études sont souvent réalisées sur des 
rmations sur la charge tumorale. 

métastases osseuses sont assez variables, parfois même contradictoires. En revanche, les 
données deviennent plus cohérentes lorsque les comparaisons sont faites entre marqueurs et 
imagerie, ou marqueur et pronostic chirurgical, dans des groupes bien définis de patients 
(Fukumitsu et coll. 2002; Meijer et coll. 2003; Springer et coll. 2003; Ebert et coll. 2004). 

 
La phosphatase alcaline (formation) 
Parmi les marqueurs de formation disponibles (Tableau 2), la phosphatase alcaline totale (PAT) 
et osseuse (PAL osseuse) montrent habituellement les changements les plus marqués en 

 les 
niveaux sériques de PAT et de PAL osseuse sont augmentés, suscitant soit une réaction 
ostéoblastique (métastases ostéocondensantes) soit une réparation active du tissu osseux 
(métastases ostéolytiques) (Berruti et coll. 1999; Oremek et coll. 2003; Kanakis et coll. 2004). 
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Tableau 2: Marqueurs circulants du remodelage osseux. 
PAL osseuse: phosphatase alcaline osseuse; PICP/PINP: C/N-terminal propeptide of type I procollagen; HyP: 
hydroxyproline (totale et dialysable); ICTP: C-terminal cross-linked telopeptide of type I collagen; CTX-I/NTX-I: C/N-
terminal cross-linked telopeptide of type I collagen; HELP: collagen I alpha 1 helicoidal peptide; ufOC, U-Mid-OC, U-
Long-OC: différents fragments d'ostéocalcine; 1,25OH-D3 : 1,25 dihydroxy-vitamine D3; TRACP: tartrate-resistant 
acid phosphatase; Coll I: collagène de type I. D'après Seibel 2008. 

 Tissu concerné Echantillon  Remarques

MARQUEURS DE FORMATION

PAL osseuse Os sérum - source: OBLs. Peut croiser avec la PAL hépatique

Ostéocalcine Os, plaquettes sérum - source: OBLs. Plusieurs formes présentes dans le sang

PICP Os, tissu mou, peau sérum - source: OBLs et fibroblastes en prolifération

PINP Os, tissu mou, peau sérum - source: OBLs et fibroblastes en prolifération
   Partiellement incorporé à la matrice osseuse

MARQUEURS DE RESORPTION

Marqueurs liés aux collagène

HyP Os, cartilage, tissus mous, urine - source: tout collagène fibrillaire (jeunes et matures) et
  peau    protéines partiellementcollagéniques (i.e. élastine)

- l'HyP urinaire provient de la synthèse et de la dégradation

Hydroxylysine-glycosides Os, tissus mous, peau urine, sérum - plusieurs formes selon les tissus
- dans l'os, la forme C1q; galactosyl-OHLys prédomine

Pyridinoline (PYD) Os, cartilage, tendon, urine, sérum - en grande quantité dans les collagènes matures de l'os
  vaisseaux    et du cartilage

Déoxypyridinoline (DPD) Os, dentine urine, sérum - en grande quantité dans les collagènes matures de l'os
   uniquement

ICTP, ou "CTX-MMP" Os, peau sérum - source: Coll I, principalement osseux
- pourrait provenir du collagène nouvellement synthétisé

CTX-I Tout tissu contenant du Coll I - source: Coll I, principalement osseux

   se produit lors du vieillissement du collagène

NTX-I Tout tissu contenant du Coll I urine, sérum - source: Coll I, principalement osseux

HELP Tout tissu contenant du Coll I urine 
- corrèle avec d'autres marqueurs de dégradation du Coll I,
   sans différence concernant la valeur pronostique

Protéines non collagéniques

Sialoprotéine osseuse Os, dentine, cartilage sérum - déposée dans la matrice osseuse par les OBLs
  hypertrophique - associée à la fonction des OCLs

ufOC, U-Mid-OC, U-Long-OC Os urine - certain fragments d'OC modifiés par le vieillissement sont
   libérés par la résorption. Possible index de résorption

Ostéopontine Os, rein, muscle, dentine, sérum - origine multiple. 1,25OH-D3 stimule sa synthèse dans l'os

Enzymes ostéoclastiques

TRACP Os, sang Plasma, sérum - 6 isoformes présents dans: OCLs, plaquettes, érythrocytes
- l'isoforme 5b prédomine dans les OCLs

Cathepsine K and L K: ostéoclastes; L: macrophages Plasma, sérum - la cathepsine K clive l'hélice et les télopeptides du Coll I
  et ostéoclastes - les cathepsines K et L clivent et activent la TRACP

- des dosages sériques de ces cathepsines sont en évaluation
 

 
AT entre 

les patients présentant ou pas des métastases osseuses (Jung et coll. 2006). Chez les patients 
atteints de cancer prostatique, la mesure conjointe du PSA et de la PAL osseuse semble 
améliorer la sensibilité du diagnostic des métastases osseuses en comparaison de patients sains 

Lorente et coll. 1999; Wymenga et coll. 2001; 
Ramankulov et coll. 2007). Cette observation est corroborée par les résultats de Mochizuki et 
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on de CXCR4 dans la tumeur prostatique primitive est 
associée à la présence de métastases osseuses lorsque les taux sériques de PSA sont supérieurs 
à 20 ng/ml (Mochizuki et coll. 2004). 

 
ocalcine (formation) 

Généralement, 
marqueurs de formation et, dans les métastases osseuses avancées et non traitées, peuvent 
même être bas alors que les niveaux de PAL osseuse sont élevés (Wada et coll. 1993). Les 
raisons de cette divergence ne sont pas claires mais des hypothèses évoquent un clivage 

problème de maturation de 
atteints de myélome multiple, plusieurs études ont également rapporté des niveaux faibles 

anormal
été associés à un faible taux de survie (Bataille et coll. 1990
Dkk-1, sécrété par les cellules de myélome (Tian et coll. 2003). 

 
Les propeptides du collagène de type I (formation) 
La concentration sérique des propeptides C-terminal (PICP) et N-terminal du procollagène de 
type I (PINP) a été rapportée comme élevée chez les patients atteints de cancer mammaire, 
prostatique ou pulmonaire avec des métastases osseuses (Jukkola et coll. 1997; Koizumi et coll. 
2003; Oremek et coll. 2007). Chez les patientes atteintes de cancer mammaire, il semblerait 

Jukkola et coll. 1997). 
 

Les molécules de pontage collagéniques (résorption) 
De par leur nature ostéolytique, le plus souvent, les marqueurs de résorption représentent un 

La majorité des patients atteints de 
métastases osseuses du cancer mammaire, prostatique, pulmonaire ou laryngopharyngien 
présentent des taux urinaires anormalement élevés de DPD (Paterson et coll. 1991; 
Pecherstorfer et coll. 1995; Alatas et coll. 2002; Behrens et coll. 2003; Springer et coll. 2003). 
Dans certaines études, une part non négligeable de patients sans atteinte osseuse évidente ont 
également des taux urinaires élevés de PYD et DPD (Pecherstorfer et coll. 1995). Cette 
observation pourrait être imputable à la présence de métastases osseuses non diagnostiquées 
et pourrait 
évoqué plus haut. Toutefois, cela pourrait également refléter une accélération du remodelage 
osseux par des cytokines circulantes (Motellon et coll. 2000). Dans le myélome multiple, les 
taux urinaires de DPD sont significativement supérieurs à ceux des adultes sains, des patients 
atteints de gammapathie monoclonale de signification indéterminée (MGUS) et des patientes 
présentant une ostéoporose post-ménopausale (Pecherstorfer et coll. 1997). Bien que la DPD 

 MGUS », « myélome multiple débutant » (stage I) 
et « ostéoporose 
surprenant pour autant. En fait, il rappelle que les marqueurs osseux reflètent le remodelage 
osseux et non les pathologies sous-jacentes. Etant donné que les taux de résorption sont 
similaires chez les « MGUS » et chez les « myélome multiple débutant », les marqueurs osseux 
ne permettent pas de discriminer ces deux groupes. 
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Les télopeptides du collagène de type I (résorption) 
Les marqueurs peptidiques de dégradation du collagène de type I (télopeptides ICTP, CTX-I et 
NTX-I) (Tableau 2; Figure 16
avec toutefois des résultats variables. Par exemple, une étude a comparé les taux de NTX-I 
urinaire, de ICTP sérique et de PAL osseuse sérique chez 106 patientes atteintes de cancer du 
sein avec ou sans métastases osseuses. Avec une spécificité clinique de 91%, le ICTP se révéla le 
marqueur le plus sensible des métastases osseuses (Ulrich et coll. 2001). Des résultats similaires 
ont été rapportés dans une comparaison entre le ICTP sérique, la TRACP, le NTX-I urinaire et la 
PAL osseuse sérique de 156 patientes atteintes de cancer mammaire (Wada et coll. 2001). 

 urinaire a une meilleure valeur diagnostique de la 
progression des métastases osseuses que le ICTP et la PAL osseuse sériques (Costa et coll. 
2002
plupart des études montrent que ces peptides sont des marqueurs sensibles chez les patients 
présentant des lésions osseuses liées aux cancers mammaires (Kiuchi et coll. 2002; Oremek et 
coll. 2003; Cloos et coll. 2004) et prostatiques (Noguchi et Noda 2001; Koizumi et coll. 2002; de 
la Piedra et coll. 2003; Lein et coll. 2007). 
La séquence CTX du télopeptide C-terminal existe sous deux isoformes -CTX- -CTX-I. la 

-CTX-I sérique («  ») et son utilisation chez les 
patients atteints du cancer a été récemment décrit (Leeming et coll. 2006). Il a été suggéré que 

des pathologies osseuses malignes et bénignes (Cloos et coll. 2004). Bien que cette approche 
soit intéressante, sa pertinence clinique doit être éclaircie par des études supplémentaires 
avant de pouvoir la recommander dans le domaine diagnostique. 

 
 
 
Figure 16. Représentation 
schématique des épitopes de 
CTX, NTX et ICTP. 
Le CTX et le NTX sont libérés par 
la cathepsine K mais pas par les 
MMPs. Le ICTP est libéré par les 
MMPs et dégradé par la 

Garnero et 
coll. 2003. 
 

La TRACP5b (résorption) 
Les niveaux sériques de TRACP5b sont élevés chez les patients présentant des métastases 
osseuses diagnostiquées (Capeller et coll. 2003; Chao et coll. 2004; Korpela et coll. 2006). Une 
étude comparant la TRACP sérique, le calcium, la PYD et la DPD urinaires a révélé que la PYD 
urinaire à la plus haute valeur diagnostique pour la distinction des patients avec et sans 
métastases osseuses (Pecherstorfer et coll. 1995). Toutefois, le dosage utilisé dans cette étude 

études plus récentes basées sur un dosage spécifique de la TRACP5b rapportent que ce 
marqueur est très sensible à la présence de métastases osseuses (Capeller et coll. 2003; Chao et 
coll. 2004; Korpela et coll. 2006; Voorzanger-Rousselot et coll. 2006). En revanche, une autre 

 pouvoir 
discriminant de ce marqueur entre les sujets présentant des métastases osseuses ou non. 
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La BSP (résorption) 

résorption osseuse dans les atteintes métastatiques, bien que des études confirmatoires 

dans le homing 
microenvironnement osseux (Jain et coll. 2002). Les taux sériques de BSP corrèlent avec les 
marqueurs de la résorption dans les atteintes osseuses métaboliques et malignes et sont 
souvent élevés chez les patients présentant des métastases osseuses (Seibel et coll. 1996). Les 
niveaux les plus importants sont observés chez les patients dont les métastases osseuses 
proviennent de tumeurs décrites pour leur expression ectopique de BSP (sein, prostate, 
thyroïde) (Bellahcene et coll. 1996). Dans une autre étude, les taux sériques de BSP sont 
étroitement corrélés aux niveaux sériques de PSA (Fedarko et coll. 2001). Des taux élevés de 
BSP ont aussi été observés chez les patients de myélome multiple non traités, avec également 
une discrimination entre ces patients et des sujets ostéoporotiques (Woitge et coll. 2001). 
Globalement pour ce marqueur, les patients présentant des lésions ostéolytiques ont souvent 
des taux sériques supérieurs à ceux des sujets atteints de pathologie osseuse non lytique. 

 
3.2.2 Utilité pronostique des marqueurs du métabolisme osseux 

 
chez les 

semblent encourager leur utilisation pronostique. 
 

Cancer de la prostate 
Brown et coll. ont décrit une association entre les taux sériques basaux de PAL osseuse et de 
NTX et les évènements osseux se produisant ultérieurement chez 203 patients de cancer 
prostatique (Brown et coll. 2005
deux marqueurs sont associés à une incidence plus forte des atteintes osseuses et à une 

X chez les sujets atteints de cancer devrait 
donc inciter à un traitement plus drastique pour la prévention des métastases osseuses. Chez 

atteints de ce type de cancer, les taux élevés de ICTP (Kylmala et coll. 1995) et 
de DPD et PYD (Berruti et coll. 2002
osseuses et à une moindre survie (Lein et coll. 2007
observations (Seibel et coll. 2002b; Petrioli et coll. 2004) mais la forte variabilité des marqueurs 
osseux utilisés (Seibel et coll. 2002a
métastases osseuses pourraient être en cause. Enfin, une étude plus récente suggère que la 
mesure plasma
pourrait être un indice diagnostique (métastases osseuses) et pronostique (survie) utile chez les 
patients atteints de ce cancer (Ramankulov et coll. 2007). 

 
Cancer du sein 

patientes atteintes de cancer mammaire était un indicateur fiable de la progression 
métastatique (Vinholes et coll. 1999). Des études plus récentes chez ce type de patientes 
indiquent que les taux sériques post-chirurgicaux de PINP (Jukkola et coll. 2001; Thurairaja et 
coll. 2006) et de NTX (Vinholes et coll. 1999; Ali et coll. 2004; Johansen et coll. 2007) sont 

 Coleman et coll. 
ont également montré chez ce type de patientes que des taux élevés de NTX urinaire en début 
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progression de la maladie et de co
Coleman et coll. 2005). Enfin, dans une étude 

prospective sur le cancer du sein, les taux sériques de BSP chez les femmes nouvellement 
diagnostiquées ont un caractère hautement prédictif de s osseuses 
(Diel et coll. 1999). 

 
Myélome multiple 
On peut aussi 
des métastases osseuses. En effet, le ratio RANKL/OPG a été décrit comme un facteur 
pronostique indépendant dans le myélome multiple (Terpos et coll. 2003). Egalement, des taux 

une faible survie (Bataille et coll. 1990
Mejjad et coll. 1996; Carlson et coll. 1999) et des rapports plus récents 

pronostique que les autres indices biochimiques (Abildgaard et coll. 1998; Fonseca et coll. 
2000). Enfin les taux sériques de BSP chez les patients atteints de myélome multiple 
progressent avec la progression de la maladie et des taux élevés sont associés à une moindre 
survie (Woitge et coll. 2001). 

 
3.2.3 Suivi du traitement 

 
En plus des nouvelles thérapies antinéoplasiques, les bisphosphonates (BP) sont 

devenus des médicaments de premier ordre dans le traitement des métastases osseuses. Ces 
molécules antirésorptives se sont montrés efficaces dans la réduction des douleurs et des 
fractures osseuses liées aux métastases (Berenson et coll. 2001; Jagdev et coll. 2001). On les 
donne également pour limiter les effets délétères osseux des antinéoplasiques tels que 
glucocorticoïdes, modulateurs de la réponse aux estrogènes non spécifiques, anti-aromatases 
et agents chimiothérapeutiques (Winter et Coleman 2009). Aussi
des bisphosphonates dans ces différentes situations cliniques a renforcé le besoin de méthodes 

ue les marqueurs du remodelage osseux sont 
 

 
En général, les marqueurs osseux répondent aux BPs par une chute rapide et importante 

de leurs taux sériques et urinaires. Puisque les BPs ciblent les ostéoclastes, les marqueurs de 
résorption réagissent dans les jours qui suivent le traitement, alors que les marqueurs de 
formation sont modulés plusieurs semaines/mois après, par effet de couplage (Seibel et coll. 
1996; Abildgaard et coll. 1998; Lipton et coll. 1998; Terpos et coll. 2000; Jagdev et coll. 2001; 
Martinetti et coll. 2002; de la Piedra et coll. 2003; Santini et coll. 2006). Blomqvist et coll. ont 

rs 

(Blomqvist et coll. 1987). Des études ultérieures indiquent que les taux de résorption avant 
traitement prédisent la réponse aux BPs. Dans une étude des effets d pamidronique sur 
le remodelage osseux et les douleurs osseuses, Vinholes et coll. ont observé que les patients 
présentant des taux de NTX-I urinaires élevés avant le traitement ou qui ne parviennent pas à 
se normaliser au cours du traitement, ne bénéficient peu ou pas des améliorations 
symptomatiques par rapport aux patients ayant des taux plus faibles avant traitement ou qui se 
normalisent par la suite (Vinholes et coll. 1997). Lüftner et coll. ont rapporté des résultats 
similaires pour la PAL osseuse et le PINP sériques (Lüftner et coll. 2003). Dans une autre étude 
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sur les effets d  pamidronique, Lipton et coll. ont montré que le NTX-I urinaire est un 
marqueur sensible pour le monitorage des thérapies antirésorptives. Une diminution des taux 
urinaires de NTX-I est associée à une réduction de la douleur, à une moindre incidence de 
fractures et à une progression tumorale plus lente (Lipton et coll. 1998). La mesure des 
variations post-traitement des marqueurs télopeptidiques et du calcium urinaire donne les 
meilleurs résultats dans le suivi des patients traités  (Chen et coll. 2002). 
Chez les patients du cancer du sein, les taux sériques de TRACP5b chutent significativement en 
réponse aux BPs mais raugmentent avec la progression de la maladie (Capeller et coll. 2003). 
Dans une analyse exploratoire post hoc de trois grandes études cliniques, Coleman et coll. ont 
confirmé que les marqueurs du remodelage osseux pouvaient être de précieux outils 
pronostiques chez les patients atteints de métastases osseuses et traités aux BPs (Coleman et 
coll. 2005). Plus précisément, les patients avec des taux élevés de NTX (et de PAL osseuse dans 
une moindre mesure) ont un risque accru de complications osseuses et de progression de la 
maladie, par rapport aux sujets avec un remodelage normal. 

 
Globalement, on considère une réponse thérapeutique significative lorsque la variation 

pour des variations de plus de 40% dans les marqueurs de formation ou de 60-80% dans les 
marqueurs de résorption. En deçà, les modulations peuvent être non spécifiques mais 

 
 

3.2.4 Pertinence des marqueurs biochimiques et évolutions probables 
 
La plupart des marqueurs osseux présentent des niveaux anormaux dans les situations 

de métastases osseuses diagnostiquées. Chez ces sujets, la validité diagnostique des marqueurs 
De plus amples études sont toutefois 

requises pour déterminer la précision diagnostique et la validité de ces marqueurs dans des 
phases précoces des métastases osseuses. 

Bien que les études pronostiques réalisées soient prometteuses, des études plus 
longues et sur plus de sujets seront nécessa
élevés de marqueurs du remodelage et les atteintes osseuses ultérieures et/ou la moindre 
survie chez ces patients. Il sera alors intéressant de voir si ces associations sont généralisable ou 
alors spécifiques de certaines tumeurs. 

Finalement, les marqueurs du remodelage seront de plus en plus utilisés dans le suivi 
des thérapies anti-

rapeutique et de diagnostic défavorable. 
Inversement, une diminution de ces marqueurs après un traitement antirésorptif est souvent 
associée à une réduction de la douleur, à moins de fractures et à une progression tumorale plus 
lente. Ici encore, des études prospectives de plus long terme seront nécessaires pour confirmer 
ces observations. sation du remodelage osseux pourrait 
être une procédure standard pour  

 
En résumé, les données disponibles indiquent que les marqueurs osseux sont utiles dans 

les métastases osseuses actives et diagnostiquées, mais ne permettent aucune conclusion 
définitive quant à la précision et la validité de ces indices dans le diagnostic précoce des 

diagnostique ou pronostique suffisante pour être utilisés seuls. En revanche, la combinaison de 
it permettre une 
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évaluation clinique efficace des patients atteints de cancer à propension ostéophile. Cette 

métastases osseuses, par exemple des protéines de la réaction s
perspective que ce projet de thèse sur la périostine, une protéine matricellulaire, a été réalisé. 

du stroma, 
des travaux comme ceux de Studebaker et co  le stroma » mais 
« des stromas 

- nt pas (Studebaker et coll. 
2008). Ainsi, une utilisation combinée de ce type de biomarqueur pourrait permettre 
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4.1 Caractérisation 
 

4.1.1 Identification et localisation de la périostine 
 
La périostine est une protéine non collagénique initialement isolée par une approche de 

criblage différent -E1 
et fibroblastique NIH3T3 (Takeshita et coll. 1993). Le gène, présent en une seule copie au locus 

Osteoblast Specific Factor 2 
(OSF-2). Une autre équipe montra ultérieurement une forte immunoréactivité au niveau du 
périoste et renomma ainsi OSF-2 en Périostine (POSTN
facteur de transcription Runx2/cbfa1, lui aussi appelé OSF-2 (Horiuchi et coll. 1999). Depuis 
lors, le nombre de travaux consacrés à ou relatant cette protéine augmente régulièrement, 

Figure 17). 
 

 
 
 
 
 
Figure 17. Bibliométrie des articles liés à la 
périostine. 
Le comptage a été effectué pour l'ensemble 
des articles ("total") et pour chacun des 4 
champs d'étude principaux de la périostine 
(certains articles peuvent concerner 
plusieurs champs ). L'analyse 
montre une dynamique de publication en 
phase exponentielle. Le concept 
"periostin/stroma" a émergé plus 
récemment, en 2007. 

 
Les premiers travaux sur la périostine ont donné une vision globale de son expression 

spatio-
ns de 

ostéoarticulaire (Litvin et coll. 2004; Rios et coll. 2005; Zhu et coll. 2008; Kashima et coll. 2009). 
Chez la s
comme le ligament parodontal (Horiuchi et coll. 1999; Kruzynska-Frejtag et coll. 2004; Rios et 
coll. 2005), les valves atrio-ventriculaires (Kruzynska-Frejtag et coll. 2001; Lindsley et coll. 2005; 
Rios et coll. 2005), et le périoste (Horiuchi et coll. 1999; Hirose et coll. 2003; Zhu et coll. 2008). 

-né : le marquage observé dans le premier type 
 second (Gillan et coll. 2002). Enfin, il est important de 

contraintes mécaniques constantes, et les cellules résidentes doivent les percevoir afin de 
ostine dans ces mécanismes sera détaillée 

plus bas. 
 

périostine est exprimée dès le stade mésenchymateux (Dormady et coll. 2001; Coutu et coll. 
2008). Cet
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la lignée MC3T3-
périostine, cela agène I, PAL 

Litvin et coll. 2004). Le dépôt de 
calcium dans le milieu est également significativement réduit. Cette équipe a par ailleurs 
observé qu
ostéoblastes en culture primaire. 

En 2001, Kato et coll. ont mis au point une série de lignées ostéoblastiques dont les 
 

mature. La lignée dénommée MLO-A5 est un préostéocyte, c'est-à-
dans un contexte in vivo aux ostéoblastes nouvellement enfouis dans la matrice osseuse non 
minéralisée (ostéoïde), juste avant la phase de minéralisation. Au stade défini par les MLO-A5, 
la périostine est encore exprimée (Kato et coll. 2001). En revanche, une autre de leurs lignées 
(MLO- plus la 
périostine (Kato et coll. 2001 in vivo (Horiuchi et coll. 
1999; Kashima et coll. 2009). Egalement, 

s ux humains, 
est inversement associ  des cellules à minéraliser (Fortunati et coll. 2010). 
Réciproquement, Conrads et coll. ont montré que le phosphate inorganique inhibait 

Conrads et coll. 2005). Ainsi, 

ostéoc
Kashima et coll. 2009). 

 
En résumé, ces données suggèrent que la périostine assure ses fonctions dans les 

Figure 18). 

bien une cellule bordante. 
 

ex
pr

es
si

on

MC3T3-E12,3

OB4,6

MLO-A53 MLO-Y43

OCy4,6

in vitro:

in vivo:

MSCs1,5

stades de différenciation:

OB primaires1,2,3,7

MSC préOB OB préOCy OCy

 
Figure 18  
1Coutu et coll. 2008; 2Litvin et coll. 2004; 3Kato et coll. 2001; 4Rani 2009; 5Dormady et coll. 2001; 6Horiuchi et coll. 
1999; 7Fortunati et coll. 2010. MSCs : mesenchymal Stem Cells ; OB : ostéoblastes : Ocy : ostéocytes. 

 
4.1.2 Structure du gène et de la protéine 

 
4.1.2.1 Le gène et son promoteur 

 
Le cadre de lecture ouverte du gène contient 23 exons dont 2 (chez la souris) ou 3 (chez 

séquences de régulation potentielles ont été identifiées à ce jour dans la séquence promotrice 
chez la souris, notamment des séquences relatives à AP-1, Gata, Smad, Yin Yang-1, une TATA 
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box et une E-box (Oshima et coll. 2002; Lindsley et coll. 2007). Certaines de ces séquences ont 
pu être étudiées af
dans des mécanismes tumoraux. La E-box (Oshima et coll. 2002) est une séquence reconnue 
par les facteurs trans de type bHLH tels que Twist, qui est associé à la transition épithélio-
mésenchymateuse (EMT) se produisant lors de la progression tumorale (Yang et coll. 2004). Le 
facteur Yin Yang-1 (Lindsley et coll. 2007) est aussi connu comme initiateur de la tumorigenèse 
et inhibiteur de gènes critiques de la progression du cycle cellulaire (Wang et coll. 2006). 

 
4.1.2.2 Isoformes et polymorphismes 

 
-

éliminée après sécrétion par la cellule, une séquence EMI (Emilin-like, riche en cystéines), 4 
domaines FAS-1 (Fasciclin1-like), un site de N-glycosylation et un domaine variable en C-
terminal (Takeshita et coll. 1993) (Figure 19). La longueur totale du précurseur non épissé est 

Le domaine FAS-1 possède deux régions distinctes, hautement 
conservées par rapport aux autres domaines FAS-1 de la périostine et des autres protéines de la 
famille « Fasciclin-like » : Big-h3, qui en possède également 4, et Stabilin-1 et 2, qui en 
possèdent 7. La première région -glutamyl carboxylase 
(Coutu et coll. 2008). Ainsi, la périostine est récemment entrée dans la famille des Gla-
protéines. La seconde -h3, permettrait des 
interactions avec diverses intégrines (Kim et coll. 2000; Kim et coll. 2002; Nam et coll. 2003). 

 

 
Figure 19. Schéma représentatif de la séquence protéique de la périostine. 

 
permet de générer plusieurs 

isoformes chez  
nucléotidiques (SNPs) possibles (Tableau 3). On notera aussi que le choix des exons au cours de 

 

Litvin et 
coll. 2004). 

 
Les fonctions spécifiques des différentes isoformes ne sont pas encore connues mais des 

premières études chez la souris montrent une expression différentielle des isoformes au cours 
du développement (Kruzynska-Frejtag et coll. 2004; Litvin et coll. 2004; Zhu et coll. 2008) ou à 

Shimazaki et coll. 2008). 
Egalement, Kim et coll. rapportent que les biopsies de patients atteints de cancer de la vessie 

e la périostine mais uniquement les autres 
isoformes (Kim et coll. 2008). Par ailleurs, ils ont montré des différences significatives dans 

alternatifs dans la tumorigenèse. De ce fait, on peut envisager le spliceosome comme cible 
thérapeutique (van Alphen et coll. 2009
approche diagnostique. 
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Tableau 3. Les isoformes de la périostine  

134 267 290 346 359 385 421 541 658 670 672

souris 46576895 ABCDEF Y R K V T D V T 838 93.0 kDa
148703310

7657429
148703314 Y R K V T D V T
26326757 Y R R V T N V T
49036571 Y G K V A D A T

148703313 Y R K V T D V R
74180343 Y R K A T D V R
21618671 C R K V T D V R

148703311 A_C__F Y R K V T D V R 757 84.3 kDa

homme 393317 F V T
209862907 I D T
93138709 I D T

119628999 I D T
119628998 I D T
55661657 I D T
55666241 I D T

166343765 F V R
55661655 I D R
55666243 I D R
55661656 I D T
55666244 I D T

166343769 F V R
209863011 I D R
119628997 I D R

393319 F V K
209862911 I D K
76826930 I D K
76825050 I D K

119628996 I D K
119628995 I D K
55661654 I D K
55666242 I D K
62824474 F V K

209863034 I D K
166343767 A__DEF F V S 749 83.6 kDa
166343771 A__D_F F V S 721 80.4 kDa

       X (cassette présente), _ (cassette absente), / (début de la cassette C tronquée)
       * Masse théorique, calculée à partir de l'outil http://www.protocol-online.org/tools/sms2/protein_mw.html

751 83.9 kDa

ABCD_F 808 90.2 kDa

A_CD_F

A_ /DEF

A_ /D_F

87.3 kDa781

779 86.4 kDa

ABCDEF 836 92.7 kDa

A_CDEF 809 90.4 kDa

811 90.1 kDa

ABCD_F 810 89.9 kDa

A_CD_F 783 87.0 kDa

A_CDEF Y R K V T D V R

Espèce Code NCBI (protéine) Disposition C-term
SNPs

Longueur Masse mol. *

 
 

4.2  
 
Au cours des 10 dernières années, les travaux sur la périostine ont mis en évidence 

regroupés en 3 groupes, sont présentés dans le Tableau 4. Sont présentés ici les facteurs qui 
laissent déjà entrevoir les mécanismes physiologiques et physiopathologiques dans lesquels la 
périostine est impliquée (§ 4.4 et 4.5). 

De nombreuses études ont montré que le TGF-
(Horiuchi et coll. 1999). Etant donné que le TGF- favorisant 
dissémination métastatique, il est possible que la périostine agisse en tant que médiateur de 

-métastatique du TGF-  Le PDGF-aa, le PDGF-bb, le FGF-1 et 
le FGF-2 sont aussi des sécrétagogues potentiels pour la périostine dans les cellules stellaires 
pancréatiques (Erkan et coll. 2007). Egalement, la périostine peut être régulée par Wnt-3 dans 
les cellules épithéliales mammaires (Haertel-Wiesmann et coll. 2000) ou par IL-4 et IL-13 dans 
les fibroblastes pulmonaires (Takayama et coll. 2006). via les facteurs de réponse 
FGF-
lisses des artères pulmonaires en activant différentes voies de MAPK (Li et coll. 2004; Gao et 
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coll. 2008). Des résultats similaires ont été observés dans les cellules de cancer pulmonaire non 
à petites cellules (Non-Small Cell Lung Cancer ; NSCLC) (Ouyang et coll. 2009). 

Dans la physiologie du tissu osseux, le TGF-  empêche la minéralisation de la matrice 

Eijken et coll. 2007). 
facteurs importants pour la maturation des ostéoblastes peuvent également induire 

la a été montré pour la BMP-2 (Ji et coll. 2000) ainsi que pour la 
PTH mais de façon particulièrement transitoire (pic à T+3H sur une cinétique horaire) (Fortunati 
et coll. 2010). Il a aussi été rapporté que la périostine est régulée par le facteur de transcription 
Twist, qui est impliqué dans la prolifération cellulaire, la migration et la différenciation dans les 
cellules progénitrices embryonnaires et les cellules tumorales immortalisées. 
génétique de ce facteur de transcription est responsable du syndrome de Saethre-Chotzen 
(fermeture précoce des sutures coronales, ou « craniosynostose »). Comme évoqué plus haut, 
Twist peut se lier au promoteur de la périostine dans les préostéoblastes indifférenciés et 
induire sa surexpression (Oshima et coll. 2002; Stock et coll. 2004). Par ailleurs, la leptine inhibe 

 les ostéoblastes (Gordeladze et coll. 2002). Dans ces cellules, 
la leptine induit la différenciation terminale des ostéoblastes en ostéocyte ou en cellule 
bordante. 
ostéoblastiques précoces (i.e. PAL osseuse, Collagène I) mais pas tardifs (i.e. ostéopontine, 
ostéocalcine) dans les cellules de ligament parodontal (Asano et coll. 2005
fonctionnel, le CTGF promeut la prolifération et la différenciation de ces cellules. 

 
Tableau 4. Facteurs pouvant réguler l . 

positive négative

TGF- Horiuchi 1999 Takeshita 1993 Erkan 2007 Oku 2008 Li 2006 Tai 2005
BMP-2 Ji 2000 Erkan 2007 Lindner 2005

PDGF-aa Erkan 2007 Li 2006
PDGF-bb Erkan 2007

FGF-1 Erkan 2007 Li 2004 Li 2006
FGF-2 Erkan 2007 Li 2006 Ouyang 2009

angiotensine II Li 2004 Li 2006 Gao 2008
TGF- Ouyang 2009
PTH Fortunati 2010

POSTN Erkan 2007
CTGF Asano 2005

activine A Eijken 2007
IL-4 Takayama 2006

IL-13 Takayama 2006
Wnt-3

EGF Takeshita 1993
leptine Gordeladze 2002

hypoxie Li 2004 Ouyang 2009
stress mécanique Afanador 2005 Wilde 2003 Bonnet 2009 Ma 2009

microgravité Capelli  2008
phosphate inorganique Conrads 2005

YY1 Lindsley 2007
twist Oshima 2002 Stock 2004

acide rétinoïque Lindner 2005
brca1 Quaresima 2008

facteurs de
transcription

facteurs
physico-

chimiques

facteurs de
croissance,
hormones,
cytokines

références

Haertel-Wiesmann 2000

 
 
Enfin, 

périostine dans le ligament parodontal (Wilde et coll. 2003; Afanador et coll. 2005) mais aussi 
dans les cellules de cancer pulmonaire in vitro (Ma et coll. 2009
montrent également une relation étroite entre contraintes mécaniques et périostine. En effet, 
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les ostéoblastes de calvaria de souris soumis à une microgravité présentent une diminution 
Capelli et coll. 2008) alors que la compression axiale du tibia des 

souris entraîne une surexpression de la périostine (Bonnet et coll. 2009). 
 
4.3 Interactions moléculaires 

 
4.3.1 La périostine et les intégrines 

 
4.3.1.1 Fas-1, le domaine fonctionnel de la périostine 

 
  

 

  

    
 

 

 
 

 

 
  

 
 

4.3.1.2 Les intégrines : une interface entre la périostine et la cellule 
 
La littérature rapporte que la périostine est surexprimée dans différentes tumeurs et 

avec la périostine et jouant un rôle dans la tumorigenèse comprennent v 3, v 5, and 6 4. 
Les deux premiers hétér
de tumeur ovarienne, mammaire, colorectale et orale (Gillan et coll. 2002; Bao et coll. 2004). 
Gillan et coll. ont observé que v 3 et v 5 et 

L étude de ériostine, Big-h3, a apporté les premiers indices sur le 
rôle de la périostine dans le développement et la tumorigenèse. e
définie par la présence de 4 domaines FAS-1, ces deux macromolécules sont des protéines 
extracellulaires induites par le TGF- (Skonier et coll. 1992; Takeshita et coll. 1993). Big-h3 
contient en plus une séquence RGD dans sa partie C-terminale (Skonier et coll. 1992) mais celle-

Ohno et coll. 1999). 

quatrième domaine FAS-1 de Big-h3 étaient r
intégrine Kim et coll. 2000 Kim et coll. 2002; Nam et coll. 2003). 
Plus récemment, Nam et coll. ont montré que des polypeptides recombinants correspondant 
aux 2ème et 4ème domaines FAS-1 de Big-h3 et aux 3ème et 7ème domaines de Stabilin-1 et Stabilin-

angiogenèse et la tumorigenèse (Nam et coll. 2005). De par 
Big-

concernant notre s publications sur la périostine suggèrent 
que son interaction avec les intégrines se fait au sein des domaines FAS-1 et non pas de la 
portion variable située en C-terminal (Yoshioka et coll. 2002; Kim et coll. 2005; Kuhn et coll. 
2007; Kim et coll. 2008; Wallace et coll. 2008).

Toutefois, des différences structurales persistent entre ces deux protéines suggérant 
des fonctions spécifiques à chacune au cours du développement et de la tumorigenèse. En 
effet, Big-h3 semble promouvoir la dissémination métastatique du cancer du côlon en 

Ma et coll. 2008). Ce mécanisme permet aux cellules tumorales 
circulantes de sortir du système vasculaire pour aller métastaser dans un nouveau tissu. Il 

v 5/Src qui entraîne la dissociation des jonctions VE-
cadhérine assurant la cohésion des cellules endothéliales. En revanche, la périostine semble 
promouvoir la dissémination métastatique du cancer du côlon en activant la voie v
permet la survie cellulaire (Bao et coll. 2004). Ainsi, les différences entre les domaines C-
terminaux de la périostine et de Big-h3 pourraient contribuer à leur affinité différentielle pour 
les intégrines, et donc à des effets spécifiques sur la progression tumorale (Bao et coll. 2004; 
Ma et coll. 2008).
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v 3 
coating de périostine. Enfin, ces cellules forment moins de fibres de stress et sont plus motiles 
que celles ensemencées sur la fibronectine (Gillan et coll. 2002). Bao et coll. ont montré que 

v 3 (Bao et coll. 2004). 
De plu -angiogénique de la périostine sur les cellules endothéliales a été associée 
à une expression accrue du récepteur au VEGF « Flk-1/KDR de la 
voie  (Focal Adhesion Kinase) (Shao et coll. 2004). Une étude plus récente montre que 

les intégrines et le récepteur EGFR/HER1/ErbB1, et in fine in vivo (Yan 
et Shao 2006). Finalement, Baril et coll. on 6 4 agit comme 
récepteur de la périostine dans les cellules de cancer pancréatique (Baril et coll. 2007). 

intégrines et les protéines matricellulaires telles que la périostine. Nombre de revues rappellent 
jeure pour la survie, la croissance et la 

progression des cellules tumorales dans le processus oncogénique (Liotta et Kohn 2001; Jacks 
et Weinberg 2002). 

 
4.3.2 Interactions avec les protéines matricielles 

 
Les études précédentes ont montré que plusieurs molécules de la matrice extracellulaire 

pouvaient se lier à la périostine (Tableau 5

tissu conjonctif chez les souris POSTN -/- -structure et la 
fibrillogenèse du collagène, en particulier une diminution du nombre de crosslinks (Norris et 
coll. 2007; Shimazaki et coll. 2008). Cet aspect particulier de la périostine sera développé plus 
bas. 

 
Tableau 5. Liste de molécules de la matrice extracellulaire interagissant avec la périostine. 

molécule références

Périostine (interaction en dimère) Gillan et coll. 2002, Takayama et coll. 2006
Collagène de type I Norris et coll. 2007
Hydroxyapatite Coutu et coll. 2008
Héparine Sugiura et coll. 1995
Fibronectine Takayama et coll. 2006
Ténascine-C Takayama et coll. 2006
Collagène de type V Takayama et coll. 2006
S-Laminine Horiuchi et coll. 1999

 
 

4.4 Rôle physiologique de la périostine : une protéine matricellulaire ? 
 

4.4.1 La matrice extracellulaire et les protéines matricellulaires 
 
 La matrice extracellulaire (MEC) est un régulateur clé du comportement cellulaire car 

elle pourvoit de nombreux signaux aux cellules qui y résident, signaux essentiels pour le 
maintien de la structure et de la fonction du tissu conjonctif (Lukashev et Werb 1998; Culav et 
coll. 1999; Stamenkovic 2003; Berrier et Yamada 2007). La MEC est composée de nombreuses 
protéines, incluant des protéines structurales telles que la fibronectine, les collagènes, les 
laminines, la vitronectine, ainsi que des protéines spécialisées telles que les protéoglycanes, les 
glycoprotéines, les facteurs de croissance et les métalloprotéases (Stamenkovic 2003; Tayebjee 
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et coll. 2003). Chaque type de tissu conjonctif a des propriétés uniques déterminées par la 
quantité, le type et la composition de la MEC (Lukashev et Werb 1998; Culav et coll. 1999). La 
MEC est une structure dynamique, continuellement remodelée en réponse à des stimuli 
mécaniques, à la signalisation par les intégrines et à certaines pathologies (Hinz et Gabbiani 
2003; Larsen et coll. 2006; Berk et coll. 2007; Gallagher et coll. 2007). 

fonctions de chaque sous-type de protéines composant la MEC. Plus particulièrement, les 

molécules la MEC (Muller 1999
développement et de la réparation des lésions, la synthèse de composants de la matrice peut 
être très transitoire. Ces composants constituent des signaux organisationnels finement 
contrôlés et programmés dans le temps, et destinés à des populations cellulaires spécifiques. 

cellules à la MEC par le biais des récepteurs intégrines régule leur forme, leur 
prolifération, leur signalisation intracellulaire et leur différenciation, et contribue ainsi à une 
fonction normale du tissu (Humphries et coll. 2004; Zelenka 2004; Lock et coll. 2008). 

 
 Au cours de la réparation des lésions et dans certaines pathologies, des changements 

se produisent dans la composition de la MEC, pourvoyant ainsi des signaux aux cellules qui 
n de ces signaux, 

entraînant le développement de diverses pathologies (Raines 2000; Grzesik et Narayanan 2002; 
Midwood et coll. 2004; Berk et coll. 2007; Darby et Hewitson 2007). En 2000, Bornstein proposa 

Bornstein 
2000). Il les baptisa « protéines matricellulaires » afin de souligner leur influence sur les 
interactions cellule-matrice. Les protéines matricellulaires sont particulièrement importantes 
au cours du développement mais sont typiquement restreintes au remodelage tissulaire et à la 

récepteurs membranaires tels que les intégrines et sont capables de se lier à des facteurs de 
mposants structurels (i.e. 

haut pour la périostine (Gillan et coll. 2002; Baril et coll. 2007; Butcher et coll. 2007; Shimazaki 
et coll. 2008). Selon cette définition, plusieurs protéines ont maintenant été identifiées comme 
protéines matricellulaires (Bornstein 2000), notamment les facteurs de croissance du tissu 
conjonctif (CTGFs) (Leask et Abraham 2006), les thrombospondines (Bornstein et coll. 2000; 
Chen et coll. 2000) et les galectines (Li et coll. 2006; Elola et coll. 2007). Les protéines 
matricellulaires connues et leurs fonctions sont présentés dans le Tableau 6. 

 
Tableau 6. Protéines matricellulaires majeures et leurs effets connus sur la physiologie cellulaire. 

Protéines matricellulaires Effets connus des protéines matricellulaires sur la physiologie cellulaire

CCN1 (Cyr61)
CCN2 (CTGF) Adhésion et désadhésion
CCN3 (Nov) Synthèse de matrice extracellulaire, fibrillogenèse du collagène
CCN4, 5 et 6 (WISP-1, -2 et -3) Prolifération et apoptose
Galectine 1, 2, 3, 4, 8 et 9 Différentiation et dédifférentiation
ostéonectine (SPARC) Migration
ostéopontine Morphologie
Périostine Production de facteurs de croissance
Sialoprotéine osseuse Biominéralisation
Ténascine-C
Thrombospondine-1 et 2
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4.4.2 La périostine : une nouvelle protéine matricellulaire 
 
La périostine est un ajout récent à la famille des protéines matricellulaires. De par ses 

fonctions biologiques observées dans le développement du système cardiaque murin, Norris et 
Norris et coll. 

2008a). Pa ailleurs, la périostine montre une forte expression dans des conditions fibrotiques 
comme la fibrose sous- Takayama et coll. 2006) et la fibrose 
de la moelle osseuse (Oku et coll. 2008). La plupart des premiers travaux sur la périostine 

certaines pathologi
gène de la périostine, les fonctions de cette protéine dans le développement, la réparation des 
lésions et différentes pathologies commencent à être révélées (Rios et coll. 2005). 

 
4.4.3 Le phénotype de la souris POSTN -/- 

 
La première description du knockout de la périostine (POSTN -/-) chez la souris a été 

réalisée par Rios en 2005. Le phénotype de la souris POSTN -/- 

-nés meurent 

riches en collagène. La délétion de la périostine entraîne un sévère retard de croissance, 
suggérant que cette pro

au niveau du cartilage et des valves cardiaques (Figure 20). Toutefois, lorsque la souris est 

phénotype est lié aux lésions parodontales et en conséquence à des difficultés de mastication 
(Rios et coll. 2005). 

 
 
 
 
 
 
Figure 20. Phénotype osseux et dentaire 
des souris POSTN -/-. 
Les souris POSTN -/- présentent entre autres 

phénotype de maladie parodontale et une 
ostéopénie très marquée  Kii et coll. 
2006 (à gauche) et Rios et coll. 2005 (à 
droite). 

 
Hormis le modèle CCN2-KO généré par Kuiper en 2007, les effets du knock-out 

protéine matricellulaire ne sont perceptibles que dans des conditions de blessure ou de 
maladie (Bornstein et Sage 2002; Kuiper et coll. 2007). Chez ces animaux, la délétion de 
protéines matricellulaires comme TSP-1 et TSP-2, SPARC, les galectines ou la ténascine-C affecte 
de nombreux types tissulaires, mais plus généralement altère la réponse aux lésions tissulaires 
(Yan et Sage 1999; Bornstein et coll. 2000; Yang et coll. 2000; Bornstein et coll. 2004; Gruber et 
coll. 2005; Elola et coll. 2007). Cependant la délétion de la périostine semble avoir des 
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répercutions biologiques plus sévères, avec des altérations significatives qui se produisent au 
niveau des tissus conjonctifs pendant le développement postnatal. De fait, toutes les protéines 
matricellulaires sont connues pour jouer un rôle clé dans la réparation des lésions. Le rôle de la 
périostine doit cependant être éclairci. 

 
4.4.4 Réparation des lésions 

 
vont de la 

phase d'accumulation plaquettaire jusqu'à ce que la contraction matricielle aboutisse à la 
reconstitution du tissu lésé (Midwood et coll. 2004). Tandis que la fibrine, le collagène et la 
fibronectine constituent le support structurel de la matrice pendant la réparation de la lésion, 
les protéines matricellulaires agissent en tant que signaux spécifiques pour les cellules 
résidentes du tissu, modulant ainsi leur phénotype (Kyriakides et Bornstein 2003; Alford et 
Hankenson 2006). Chaque protéine est exprimée à des étapes spécifiques de la réparation, 

d'expression de la périostine au cours du processus de réparation tissulaire reste à définir. 
Jusqu'à présent, l'expression de la périostine dans ces processus a été principalement examinée 
au niveau des systèmes vasculaires et cardiaques (Lindner et coll. 2005; Dorn 2007; Kuhn et 
coll. 2007; Litvin et coll. 2007; Norris et coll. 2008a; Shimazaki et coll. 2008) et dans une 
moindre mesure au niveau des lésions dermiques chroniques (Roy et coll. 2007), musculaires 
(Goetsch et coll. 2003) et osseuses (Nakazawa et coll. 2004; Zhu et coll. 2009). De façon 
intéressante, les processus régulateurs tels que l'expression de protéines matricellulaires sont à 
la fois responsables du développement normal de l'os, du cartilage et du tissu cardiaque, mais 

 
 

ioste et du ligament parodontal 
(Takeshita et coll. 1993; Horiuchi et coll. 1999). Dans les fractures osseuses, on constate une 
surexpression de la périostine au niveau des préostéoblastes du périoste ainsi que dans les 
cellules mésenchymateuses indifférenciées situées à proximité du site de fracture (Nakazawa et 
coll. 2004; Zhu et coll. 2009). L e la périostine atteint alors un pic à J7 et 
baisse significativement à J14. Ainsi, il est probable que la périostine joue un rôle dans le 
recrutement des préostéoblastes au niveau du cal osseux provisoirement formé lors de la 
guérison des fractures (Nakazawa et coll. 2004; Kojima et coll. 2007; Zhu et coll. 2009). 
Cependant, l'implication de la périostine dans la physiologie des cellules mésenchymateuses 

 
 
Chez les souris POSTN -/-, un grand nombre de cellules mésenchymateuses 

indifférenciées restent dans le tissu cardiaque après son développement (Butcher et coll. 2007; 
Norris et coll. 2008b), suggérant que la périostine est peut-être nécessaire à la différenciation 
de ces progéniteurs en cardiomyocytes. Par ailleurs, Kuhn et coll. ont observé chez le rat soumis 
à un infarctus expérimental que la périostine accroît le nombre de cardiomyocytes qui 
répliquent leur ADN (Kuhn et coll. 2007). Plus précisément, Shimazaki et coll. ont observé que la 
périostine est exprimée par les fibroblastes cardiaques et interagit avec l in des 
cellules environnantes, ce qui semble moduler leur comportement au cours du processus de 
remodelage succédan (Shimazaki et coll. 2008). Cependant, il n'est toujours pas 
établi que la périostine agisse sur les cardiomyocytes directement ou indirectement, par le biais 
des fibroblastes cardiaques (Dorn 2007). 
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Dans le remodelage vasculaire, qui peut être induit par utilisation traumatiq
, conjointement à 

différentes protéines de la matrice (divers collagènes et CCN, ostéopontine, ostéonectine) 
(Lindner et coll. 2005) stine après ce type de blessure a été localisée au 
niveau des cellules musculaires lisses (smooth muscle cells ; SMCs) de la néointima et de 

matricellulaires dans le même type de modèle expérimental (i.e. ténascine-C) (Majesky 1994; 
Wallner et coll. 2002), suggérant que la périostine peut assurer des fonctions semblables dans 
cette situation. Aussi, il a été clairement établi que la surexpression de la périostine promeut la 
migration des SMCs in vitro (Li et coll. 2006), probablement par une action antiadhésive 
semblable à celle de la ténascine-C ou d'autres protéines matricellulaires (Murphy-Ullrich 
2001). Ces données suggèrent que les protéines matricellulaires ont un rôle important dans le 
remodelage artériel. 

 
Ainsi, il apparaît que la périostine, au même titre que les autres protéines 

matricellulaires, peut être considérée comme fondamentale dans le remodelage tissulaire 
pathologique. A présent, il est largement rapporté que la périostine interagit avec les intégrines 
et module les interactions cellule-matrice, l'adhésion, la prolifération et les processus de 
différenciation (Kudo et coll. 2007). 

 
4.4.5 Interactions entre périostine et MEC : influence sur la fibrillogenèse du collagène 

 
Les fibrilles de collagène sont les composants de la MEC permettant aux tissus 

conjonctifs de résister aux tensions mécaniques . Les tissus tels que 
les ligaments, les tendons, l'os, le cartilage et la peau contiennent un grand nombre de fibrilles 
de collagène, qui permettent ainsi la dispersion de ces contraintes (Culav et coll. 1999; Canty et 
Kadler 2005). La fibrillogenèse du collagène est un processus multi-étapes complexe qui reste 
peu compris (Canty et Kadler 2005). Bien qu'il ait été initialement supposé que le collagène 
sécrété pouv -assembler, des travaux plus récents ont montré 
de la MEC sont requises dans ce processus, en particulier les protéines matricellulaires 
(Bornstein et coll. 2000; Yang et coll. 2000; Bornstein et coll. 2004). Par exemple, la délétion du 
gène de la thrombospondine-2 a montré une perturbation dans la fibrillogenèse du collagène 
(Bornstein et coll. 2000), et une inactivation du gène SPARC a été caractérisée par une 
réduction significative des fibrilles de collagène (Martinek et coll. 2007). 

 
L'expression de la périostine est commune aux tissus riches en collagène, suggérant 

qu'elle pourrait être liée à la fibrillogenèse du collagène (Borg et Markwald 2007). De façon 

tels que le ligament parodontal (Horiuchi et coll. 1999; Wilde et coll. 2003; Tomokiyo et coll. 
2008), contrairement à beaucoup d'autres protéines matricellulaires, suggérant un rôle clé dans 
les tissus adultes. Norris et coll. ont examiné le rôle de la périostine dans la fibrillogenèse du 
collagène de type I au niveau de tissus conjonctifs murins tels que le ligament parodontal, le 
tendon, la peau et les valves atrio-ventriculaires (Norris et coll. 2007). Par des techniques de co-
immunoprécipitation, ils ont montré que la périostine se lie directement au collagène de type I, 
et que chez les souris POSTN -/- le diamètre des fibres de collagène et la concentration de 
crosslinks sont significativement réduits dans les tissus testés (peau, tendons). En outre, 

e une réduction de 
de souris normales. Les auteurs 

concluent que la périostine semble influencer la maturation et l'assemblage des fibrilles de 
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collagène de type I. Cette assertion est également soutenue par des travaux montrant chez ces 
souris une incapacité à assurer un remodelage valvulaire normal et une maturation du 
squelette fibreux cardiaque (Butcher et coll. 2007; Norris et coll. 2008b; Snider et coll. 2008). 
L'hypothèse du rôle de la périostine dans la fibrillogenèse du collagène a donc des implications 
importantes dans les maladies du tissu conjonctif, où les anomalies de production du collagène 
et de (Uitto et Lichtenstein 1976; Uitto 1979; 
Abraham et coll. 1982; Leask et coll. 2004). On ne sait pas encore si la périostine affecte 
directement ou indirectement , mais de nouvelles 
études sur la souris POSTN -/- pourraient fournir des informations importantes sur les maladies 

collagène. 
 

4.5 Implication de la périostine dans les processus cancéreux 
 

4.5.1 Rôle de la périostine dans les étapes clés de la tumorigenèse 
 
Le développement du cancer implique une série de plusieurs processus génétiques et 

cellulaires complexes. Au cours de la tumorigenèse, les cellules tumorales peuvent acquérir des 
-suffire 

pour les signaux mitogènes
limites (Hanahan et Weinberg 2000; Elliott et Blobe 2005). Dans la tumeur en cours de 
croissance, les altérations génétiques et épigénétiques permettent également aux cellules 

environnant et métastaser vers des sites secondaires (Bao et coll. 2004). Les études publiées 
ont montré que la périostine joue un rôle critique dans ces étapes clés de la tumorigenèse 
(Figure 21). 

 
Figure 21. Représentation hypothétique du rôle de la périostine dans la tumorigenèse. 
Ce modèle décrit le rôle potentiel de la périostine dans la régulation du processus de transformation des cellules 
normales en cellules tumorales et de leur progression vers la métastase. La périostine est fortement exprimée 
dans différents cancers, souvent au niveau du stroma tumoral. Elle interagit avec les intégrines pour induire divers 
évènements cellulaires. Les données publiées révèlent que la périostine contribue à la tumorigenèse 
principalement en pré

immunitaire requiert de plus amples études. 
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4.5.1.1 Déstabilisation génomique 
 
Il est crucial pour les cellules de maintenir leur intégrité et leur stabilité génomique à 

Aguilera et Gomez-Gonzalez 
2008
responsable des changements cellulaires qui permettent aux cellules normales leur 
transformation en cellules tumorales (Hanahan et Weinberg 2000). Les défauts liés aux 

instabilité génétique et une prédisposition au cancer (Elledge 1996). 
Récemment, il a été montré que l a périostine est augmentée dans les 

cellules transfectées avec la séquence mutante « 5083del19 » de Brca1, et totalement inhibée 
 (Quaresima et coll. 2008). Brca1 est un 

suppresseur de tumeur. Il agit sur le contrôle du cycle, la recombinaison homologue et la 
Venkitaraman 2002). Les mutations familiales de Brca1 sont peu 

fréquentes (10%) mais prédisposent les femmes aux cancers du sein (risque moyen de 54%) et 
re (risque moyen de 30%) (Easton et coll. 1995). De plus, Quaresima et coll. ont 

confirmé leurs données par un immunomarquage de la périostine à la fois dans des tumeurs 
mammaires portant la mutation 5083del19 et dans le sérum des 
aient déclaré un cancer ou non (Quaresima et coll. 2008). 

 
4.5.1.2 Immortalisation 

 
La sénescence est un mécanisme suppresseur de tumeur important car il permet 

contre lui. Il a été démontré que plusieurs gènes peuvent déclencher la sénescence in vitro et in 
vivo (Courtois-Cox et coll. 2008). 

La périostine est fortement exprimée dans les cellules immortalisées HMVEC (human 
microvascular endothelial cells) (Shao et Guo 2004) et TesPDL (ligament parodontal) (Ibi et coll. 
2007), qui sont transfectées avec hTERT (human TElomerase Reverse Transcriptase) 

 direct de la 
périostine dans la prévention de la sénescence. Egalement, on ne sait pas si la surexpression de 
la périostine est suffisante pour induire la sénescence in vitro et in vivo. 

 
4.5.1.3 Prolifération cellulaire 

 
La prolifération cellulaire est finement 

mitogènes et de signaux antiprolifératifs qui convergent vers des régulateurs spécifiques du 
cycle cellulaire (Hanahan et Weinberg 2000; Elliott et Blobe 2005). Comme évoqué 
précédemment, la périostine peut induire le retour des cardiomyocytes différenciés dans le 
cycle cellulaire en activant la voie des PI3-K (Kuhn et coll. 2007). 

Dans les cellules MIP101 (tumeur colorectale), la périostine stimule également la 
prolifération cellulaire (Tai et coll. 2005
cellules HSC2 et HSC3 (laryngopharynx) mais rapportent ne surexpression stable de la 
périostine augmente leur pouvoir invasif et adhésif in vitro et leur croissance en xénogreffe 
sous-cutanée (Kudo et coll. 2006). Similairement, Shao et coll. rapportent que la surexpression 
de la périostine dans les cellules tumorale 293T (rein), B16F1 (mélanome) et MDA-MB-231 a 
tendance à réduire le potentiel prolifératif de ces cellules in vitro et provoque pourtant une 

en xénogreffe sous-cutanée (Shao et coll. 
2004). 
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Ces données montrent que le rôle des protéines matricellulaires telles que la périostine 
dans les processus de la tumorigenèse peut impliquer un environnement biologique plus 
complexe que les conditions de culture in vitro
la périostine dans des modèles in vivo devrait être plus pertinente. 

 
4.5.1.4 Survie cellulaire 

 
Les tumeurs sont caractérisées par une croissance incontrôlée, qui résulte en un 

déséquilibre entre la prolifération et la mort cellulaire (Hanahan et Weinberg 2000
- 

et anti-apoptotiques et ainsi promouvoir la survie cellulaire (Bao et coll. 2004). 
expression de protéines matricellulaires telles que 

dans les cellules tumorales empêche 
(Bao et coll. 2004; Song et coll. 2005; Song et coll. 2008). La périostine amplifie également la 
progression métastatique du cancer du colon en promouvant la survie des cellules tumorales et 
endothéliales en condition de stress (i.e. 
(Bao et coll. 2004 -fluorouracile (Tai 
et coll. 2005) et promeut la survie des cellules stellaires pancréatiques sous hypoxie (Baril et 
coll. 2007). Ces cellules pancréatiques peuvent également entretenir leur activité fibrogénique 
par une stimulation autocrine de périostine et soutenir la croissance des cellules tumorales en 
conditions de stress hypoxique et nutritif (Erkan et coll. 2007). 

En conséquence de cette action anti-apoptotique, la pression de sélection pour générer 
des colonies métastatiques devient plus permissive. Cette fonction de la périostine pourrait 
constituer un des mécanismes clés de son action tumorigène. 

 
4.5.1.5 Angiogenèse 

 

Hanahan et Weinberg 2000). Beaucoup de 
molécules peuvent activer les voies de signalisation angiogéniques des cellules endothéliales 
(Yancopoulos et coll. 2000). Le VEGF, qui agit par le biais des récepteurs membranaires couplés 
à la tyrosine-kinase Flt-1 (VEGF-R1) et Flk-1/KDR (VEGF-
angiogéniques les plus puissantes. 

La périostine a également été identifiée comme facteur angiogénique (Shao et coll. 
2004; Shao et Guo 2004). En effet, la périostine stimule la progression métastatique du cancer 

endothéliales humaines (Bao et coll. 2004). De même, la surexpression de la périostine dans les 
cellules humaines de cancer mammaire conduit à une augmentation significative de 

ferait par une régulation positive de Flk-1/KDR dans les cellules 
Shao et coll. 2004). Dans les 

cancers laryngopharyngiens et pulmonaires également, la périostine est fréquemment 
(Siriwardena et coll. 2006; 

Takanami et coll. 2008). 
Ainsi, les cellules tumorales pourraient acquérir 

vascularisation locale en exprimant des facteurs typiquement mésenchymateux tels que la 
périostine, et en conséquence, progresser vers le stade « dissémination » de la progression 
tumorale. 
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4.5.1.6 Invasion du tissu et métastase 
 

multiples facteurs, caractéristiques des phases finales du développement tumoral. Ces 

réactivatio
en place de nombreuses stratégies et permet in fine 
métastatiques (Yilmaz et coll. 2007). Ces stratégies reposent sur les interactions que les cellules 
tumorales vont mettre en place avec la matrice et les cellules du stroma (Zalatnai 2006). 

La littérature indique que la périostine est associée à la progression métastatique dans 
différents cancers. Dans les 
périostine ne diffère pas des tissus sains. En revanche, une surexpression est détectée dans 
60% des cas avec métastases hépatiques ou lymphatiques (Tilman et coll. 2007). Dans le cancer 
gastrique et ses métastases lymphatiques, la périostine est également surexprimée (Li et coll. 
2007). Dans les cancers laryngopharyngiens, la périostine est suspectée de favoriser 

métastase (Kudo et coll. 2006; Siriwardena et coll. 2006). Dans le 
neuroblastome, le niveau (ARNm) de la périostine corrèle avec la progression et le 
pronostic clinique (Sasaki et coll. 2002). Enfin, les niveaux sériques de périostine chez les 
patients atteints de thymome ne se focalise sur 
les patients de stade IV, ce qui suggère un rapport entre la périostine et 
progression de ce type de cancer (Sasaki et coll. 2001b). Parmi les nombreuses études sur les 
tumeurs, seules quelques études sur le cancer de la vessie rapportent des informations 
contraires. Dans ces études, la périostine est décrite comme un 
la métastase tumorale (Kim et coll. 2005; Kim et coll. 2008). 

Enfin, comme rapporté plus haut, la périostine est associée à l  qui est un 
processus-clé du développement (Kruzynska-Frejtag et coll. 2004; Litvin et coll. 2005; Butcher 
et coll. 2007; Lindsley et coll. 2007). également une étape critique de la 
progression métastatique. Elle permet en effet 
invasif et métastatique (Thiery 2002; Thiery et Sleeman 2006). Par exemple il a été montré que 

métastatiques, induit leur EMT et promeut leur migration, invasion et adhésion (Yan et Shao 
2006). En situation clinique également, une expression élevée de périostine a été observée au 

cellules tumorales dans le NSCLC (Soltermann et coll. 2008). 
 

4.5.1.7 Réaction stromale 
 
Ce processus intervient tout au long de la tumorigenèse. Il constitue vis-à-vis de la 

tumeur un environnement favorable à et 
la dissémination de ses cellules. Pour cela, il fournit des facteurs de croissance, de survie et pro-
angiogéniques (Ribatti et coll. 2006). La réaction stromale est également caractérisée par un 
changement de la composition de la matrice extracellulaire, plus propice à supporter la 
croissance tumorale (Bissell et Radisky 2001; Bissell et Labarge 2005; Baril et coll. 2007). 

De et autres protéines de la 
MEC dans le stroma réactif de la tumeur (Tableau 7). Toutefois, on ne sait pas encore 
exactement comment les cellules tumorales manipulent les protéines matricielles afin de 
coopérer avec les autres types cellulaires et ainsi garantir leur propre survie et prolifération. 
Une récente étude démontre que lorsque les cellules stellaires pancréatiques sont stimulées 
par les cellules tumorales pancréatiques, les premières restent activent via une stimulation 
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autocrine médiée par la périostine. Egalement, ce processus est exacerbé par la radiothérapie 

microenvironnement pro-tumoral. En résumé, les cellules stellaires peuvent sécréter 
abondamment de la périostine, du collagène de type I et de la fibronectine, qui favorisent la 

chimiothérapeutique (Erkan et coll. 2007). Le groupe fonctionnel des protéines matricellulaires 
(SPARC, ostéopontine, thrombospondine, ténascine-C) intervient dans la régulation du 

migration et la survie des cellules tumorales (Bornstein et Sage 2002; Shi et coll. 2004; Alford et 
Hankenson 2006; Baril et coll. 2007 , la fonction 
physiologique de ce type de protéines est rarement associée à la prolifération cellulaire. En fait, 
ces protéines pourraient exercer leur influence sur la tumorigenèse en changeant le 

-à-dire favoriser ou altérer 
Shao et 

coll. 2004
tissus embryonnaires, présente dans certains tissus 
blessure (Rios et coll. 2005; Kuhn et coll. 2007). De plus, il a été rapporté que la périostine 

desmoplasique et la progression métastatique de 
s 

tumorales un avantage sélectif au cours de la tumorigenèse et refléter un phénotype tumoral 
plus agressif. 

 
Tableau 7. Littérature rapportant l'expression de la périostine dans la réaction stromale. 
IHC: immunohistochimie. LCMS: chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse. FACS: 
flurorescence-activated cell sorting. ISH: in situ hybridization. Postn -> CT: les auteurs ont également montré des 
effets de la périostine sur les cellules tumorales. CT -> SC: les auteurs ont également montré que les cellules 
tumorales stimulent la production de périostine dans les cellules stromales. 

Référence Cancer Méthodologie Observations supplémentaires

Ben et coll. 2009 colorectal IHC + ELISA
Kikuchi et coll. 2008 colorectal IHC + in vitro postn -> CT
Smith et coll. 2009 colorectal μ-dissection + FACS
Paulitschke et coll. 2009 mélanome LCMS
Tilman et coll. 2007 mélanome Q-PCR
Hao et coll. 2006 μarray
Saadi et coll. 2010 μ-dissection + μarray
Choi et coll. 2010 ovaires IHC CT -> SC
Baril et coll. 2007 pancréas IHC + in vitro postn -> CT
Erkan et coll. 2007 pancréas IHC + in vitro postn -> CT,  CT -> SC
Kanno et coll. 2008 pancréas IHC + in vitro  + in vivo postn -> CT,  CT -> SC
Fukushima et coll. 2008 pancréas IHC
Sasaki et coll. 2001a poumon (NSCLC) ISH
Soltermann et coll. 2008 poumon (NSCLC) IHC
Tsunoda et coll. 2009 prostate IHC
Furusato et coll. 2010 prostate μ-dissection + μarray
Tischler et coll. 2010 prostate IHC
Castronovo et coll. 2006 rénal IHC
Sasaki et coll. 2003 sein ISH
Puglisi et coll. 2008 sein IHC
Ma et coll. 2009 sein μ-dissection + μarray
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4.5.2 Investigation c xpression de la périostine 

 
La surexpression de la périostine a été rapportée dans de nombreux cas cliniques de 

cancer (Tableau 8). La revue des données se concentrera ici sur la signification clinique de la 
périostine dans les cancers qui présentent la plus forte mortalité  : sein, prostate, 
poumon, colon, pancréas et ovaires. 

 
Tableau 8  

Cancer Expression / pertinence clinique Références

Vessie Kim 2005, Kim 2008
supresseur de l'invasion et de la métastase

Laryngopharynx Chang 2005, Siriwardena 2006, Kudo 2006, Gonzalez 2003,
    Choi 2008

invasion, angiogenèse et métastases

Poumon (NSCLC) Sasaki 2001a, Takanami 2008, Soltermann 2008, Hong 2010
corrèle avec le stade clinique et la survie

Foie Riener 2010
corrèle avec le stade clinique
expression épithéliale corrèle avec la survie

Ovaire Ismail 2000, Gillan 2002, Choi 2010, Zhu 2010
associée aux stades avancées
corrèle avec la survie et la récurrence tumorale

Sein Puglisi 2008, Shao 2004, Sasaki 2003, Zhang 2010,
corrèle avec les métastases osseuses et la survie     Sutton 2010
prolifération et angiogenèse in vivo
associée aux tumeurs invasives / stades avancés

Colon Bao 2004, Tai 2005, Kikuchi 2008, Ben 2009
survie, prolifération, angiogenèse
associée à l'agressivité de la tumeur et aux métastases
associée à un pronostic défavorable

Thyroïde Fluge 2006, Puppin 2008, Bai 2009
corrèle avec l'agressivité de la tumeur
perte de la polarité des cellules du front invasif

Pancréas Baril 2007, Kanno 2008, Erkan 2007, Fukushima 2008
promeut la survie cellulaire et l'invasion
suppression de la mort cellulaire liée à l'hypoxie

Prostate Tsunoda 2009, Tischler 2010
expression épithéliale associée au stade clinique précoce
expression stromale associée aux stades cliniques avancés
expression stromale associée aux métastases osseuses
expression stromale associée aux grades cliniques avancés

Estomac Li 2007
associée à la métastase lymphatique

Hao 2006, Saadi 2010
corrèle avec le stade clinique
corrèle avec la survie

Mélanome Tilman 2007, Soikkeli 2010
promeut la métastase hépatique et lymphatique
associée à la progression métastatique

Thymus Sasaki 2001b
corrèle avec le stade clinique

Neuroblastome Sasaki 2002
corrèle avec le stade clinique
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Cancer du sein 
La périostine est quasiment indétectable dans le sein et dans les lignées immortalisées dérivées 

al. Au contraire, une expression élevée de la périostine a été 
associée Shao et coll. 2004; Puglisi et coll. 2008; Sutton et 
coll. 2010). Puglisi et coll. rapportent également que 12% des cas présentent un 
immunomarquage nucléaire. La présence de la périostine au niveau nucléaire corrèle avec le 

VEGF-R1, VEGF-R2) (Puglisi et coll. 2008). Une seule étude rapporte une augmentation des taux 
sériques de périostine chez les patientes présentant un cancer du sein avec métastases 
osseuses par rapport aux patientes sans métastases mais ne discrimine pas les patientes 
malades sans métastases des femmes saines (Sasaki et coll. 2003). Enfin, les niveaux 

 aux stades cliniques avancés (Zhang et coll. 2010). 
 

Cancer de la prostate 
 la périostine 

est associée aux stades précoces (Gleason 6-7) mais pas avancés (Gleason 8-10) de la maladie. 

avancés mais pas précoces. (Tsunoda et coll. 2009). 
la périostine est également associée à la progression métastatique osseuse. Ces observations 
ont également été confirmées par une étude plus récente (Tischler et coll. 2010). 

 
Cancer pulmonaire 
Une récente étude montre que la périostine est exprimée dans 42% des patients atteints de 
NSCLC et que son expression est corrélée avec le volume tumoral et associé aux stades 
clinique (Takanami et coll. 2008). Une autre 

est associée à un stade clinique 
avancé et un volume tumoral supérieur. De romale de la périostine est 
associée avec la reprise tumorale (Soltermann et coll. 2008). Ce caractère pronostique a 
également été observé dans une étude antérieure basée sur le dosage sérique de la périostine 
(Sasaki et coll. 2001a). Une dernière étude a également mis en évidence des taux sériques de 
périostine augmentés chez ce type de patients (Hong et coll. 2010). 

 
Cancer du colon 
La périostine est surexprimée dans plus de 80% des patients atteints de cancer du colon (Bao et 
coll. 2004). 
supérieur de 5 dans 2 tiers des cas, et de 10 dans un tiers des cas. De plus, la périostine est 
surexprimée dans la totalité des cas de cancer du colon métastatique au foie, et dans les 
métastases hépatiques également. Une autre étude a démontré que la périostine est 
surexprimée dans les échantillons de tumeurs colorectales et de leurs métastases hépatiques 
(Tai et coll. 2005). La surexpression de la périostine et son association aux critères cliniques 

Ben et 
coll. 2009). 

 
Cancer du pancréas 
Les taux sériques de périostine sont significativement augmentés chez les patients atteints de 

cellules tumorales et améliore la survie de ces cellules en condition hypoxique (Baril et coll. 
2007). Plusieurs études sur ce type de cancer montrent que la périostine est sécrétée 
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préférentiellement par les cellules stromales, plutôt que par les cellules tumorales (Erkan et 
coll. 2007; Fukushima et coll. 2008; Kanno et coll. 2008). 

 
Cancer ovarien 

augmentée dans les tumeurs ovariennes épithéliales (Ismail et coll. 2000). La protéine 

sérum des patientes (Ismail et coll. 2000; Gillan et coll. 2002). 
périostine sont associés à la progression de la maladie, à une faible survie et à la récurrence 
tumorale (Choi et coll. 2010; Zhu et coll. 2010). 

 
4.5.3 Conclusion 

 
La métastase du cancer vers le site osseux représente une étape ultime de la 

progression tumorale. Plusieurs marqueurs sont utilisés par les histopathologistes pour 
expliciter la présence de cellules tumorales dans un tissu. Aussi la surexpression de la périostine 
a été décrite dans de nombreux cas de cancer. Cependant, aucune donnée expérimentale ou 

osseuses. Sasaki et coll. montre une élévation des taux circulants de périostine chez les 
patientes atteintes de cancer mammaire avec métastases osseuses par rapport aux patientes 

Sasaki 
et coll. 2003
le stroma de la tumeur prostatique lorsque les patients ont des métastases osseuses (Tsunoda 
et coll. 2009). De plus, les travaux rapportés dans la littérature ne présentent pas de méthode 
de dosage suffisamment développée et fiable. 

Les marqueurs disponibles pour évaluer les métastases osseuses sont liés au processus 
de formation et de résorption osseuse. De ce fait, on ne peut pas détecter de variation de ces 
marqueurs avant que la métastase osseuse ait suffisamment proliféré et provoqué la rupture 

r conséquent, un marqueur reflétant plutôt le 
 

préventif donc plus efficace. 
 

Mundy et Poser 1983; Vogel et coll. 1984; Beresford et coll. 1987; Schmidt et coll. 1987; Bianco et coll. 1990; Yamaguchi et coll. 1990; Hunter et Goldberg 1993; Sugiura et coll. 1995; Henthorn 1996; Merle et coll. 1997; Romberger 1997; Schvartz et coll. 1999; Lawler 2000; Brekken et Sage 
2001; Gokhale et coll. 2001; Noda et Denhardt 2002; Gonzalez et coll. 2003; Chang et coll. 2005; Castronovo et coll. 2006; Fluge et coll. 2006; Choi et coll. 2008; Kikuchi et coll. 2008; Puppin et coll. 2008; Bai et coll. 2009; Furusato et coll. 2010; Riener et coll. 2010; Saadi et coll. 2010; 
Soikkeli et coll. 2010 
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1. OBJECTIF DES TRAVAUX DE RECHERCHE 

 

ont un fort potentiel pour le diagnostic, le pronostic et le suivi thérapeutique des pathologies 

coûteux. Ils peuvent également indiquer des variations du remodelage avant que celles-ci 
soient détectables par imagerie médicale. Toutefois, à cause de certaines limitations portant 
sur la sensibilité, la variabilité ou la spécificité tissulaire, le bénéfice clinique résultant de leur 

ndividuelle des patients souffrant 

physiopathologie osseuse acquises récemment ou prochainement devraient mettre au jour de 
nouveaux biomarqueurs permettant de compenser ou contourner ces limitations. Pour le 

suivants : 
 En oncologie, des biomarqueurs reflétant la réaction stromale, un mécanisme précoce de la 

tumorigenèse au site primaire et au site métastatique. 
 

cette enveloppe osseuse a un 
rôle particulièrement important dans la solidité des os longs. 

 
La périostine (POSTN) est une protéine matricellulaire exprimée à la fois aux sites de 

contraintes mécaniques tels que le périoste et dans le stroma de nombreux types de tumeurs. 
  périostine en tant que 

biomarqueur dans ces deux contextes biologiques
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-à-dire en collaboration entre un laboratoire académique et une 
structure privée, il a dû comporter un aspect de recherche fondamentale mais aussi proposer à 

quatre sous-projets qui abordent ces aspects fondamentaux et applicatifs : 
 Dans un premier temps, nous avons développé un dosage ELISA de la périostine circulante. Ce 

dosage nous a servi de base de travail aux deux projets précliniques suivants et a donc été 
validé selon une procédure analytique basée sur les recommandations de la FDA (Food and 
Drug Administration American Association of Pharmaceutical Scientists). De plus, 
la spécificité de ce dosage a pu être testée avec des souris déficientes pour le gène de la 
périostine. 

 on de la périostine 
le remodelage osseux. La périostine est connu pour être fortement exprimée dans le périoste, 
une enveloppe qui présente un rôle important dans la perception des contraintes mécaniques 
et la croissance radiale des os 
les tibias de souris par immunohistochimie ainsi que les taux sériques de périostine et de 
quatre marqueurs conventionnels du remodelage osseux 1) chez des souris en cours de 
croissance et 2) chez des souris traitées  zolédronique, un bisphosphonate qui bloque le 
remodelage osseux par son action inhibitrice sur la résorption trabéculaire et endostéale. Les 
corrélations entre les taux sériques de périostine et ceux des marqueurs de formation et de 
résorption ont été systématiquement étudiées. 

 

documentée 
in vitro de la périostine dans plusieurs lignées de carcinome prostatique ou 

mammaire, puis chez des souris ayant développé des métastases osseuses après injection 
systémique de cellules de carcinome mammaire humain MDA-B02
périostine chez la souris a été évaluée au niveau circulant (ELISA) et osseux (par IHC et Q-PCR). 
Nous avons également utilisé une approche expérimentale nous permettant de distinguer la 
contribution du tissu osseux, du tissu stromal et des cellules cancéreuses aux modulations de la 
périostine sérique observée. Les taux sériques de périostine ont également été comparés à 
ceux obtenus avec des marqueurs conventionnels de formation et de résorption osseuse. Cette 

biomarqueurs pouvant mettre en évidence ce phénomène plus précocement que les 
altérations du remodelage osseux associées à la présence de métastases osseuses. 

 

criblage ARN (12 types de cancer, 19156 patients) afin de confirmer le caractère stromal de la 
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2. D  : 
VARIATIONS LIÉES À  

 
 
Contié S, Voorzanger-Rousselot N, Litvin J, Bonnet N, Ferrari S, Clézardin P, Garnero P (2010). 
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2.1 S  

 
Du fait de son expression dans les progéniteurs ostéoblastiques et les jeunes 

ostéoblastes, nous avons souhaité évaluer la périostine en tant que marqueur biochimique du 
métabolisme osseux en condition physiologique ou pathologique. 

ns donc développé 
une méthode de mesure de la périostine circulante utilisant un anticorps polyclonal 
immunopurifié dirigé contre la séquence C-terminale de la protéine murine. Enfin, nous avons 
mené une validation analytique selon les recommandations de l

spécifique. 
Nous avons ensuite mesuré les variations des taux sériques de périostine et de 

marqueurs conventionnels de résorption et de formation osseuse au cours de la croissance de 
la souris. Nous avons montré que les taux sériques de périostine et des marqueurs du 

ontré 
un immunomarquage au niveau des sites 

adulte. Exceptionnellement, la zone hypertrophique du cartilage de croissance des souris, qui 
mmunomarquage après la fin de 

la croissance. Ces données mises en perspectives avec la littérature 
tissu osseux la périostine pourrait êtr

 En 
effet, 
une chute des marqueurs conventionnels du remodelage osseux ainsi que divers changements 

. 
Ce nouveau dosage ELISA spécifique et sensible pourrait donc être utile pour évaluer le 

potentiel de la périostine sérique en tant que mesure non invasive du métabolisme périostéal. 
Des études complémentaires basées sur des modèles de réponse anabolique avec implication 
périostéale seront 
ce contexte, comme cela a déjà été suggéré par des approches immunohistochimiques. 

 
2.2 Article 

 
Cf. manuscrit publié ci-après. 
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Philippe Clézardin • Patrick Garnero

Received: 25 November 2009 / Accepted: 3 June 2010

� Springer Science+Business Media, LLC 2010

Abstract Periostin is a gamma-carboxyglutamic acid

protein preferentially expressed in periosteum and bone

mesenchymal stem cells. Lack of a precise assay for

measuring circulating levels impairs the investigation of its

biological significance. We developed a new ELISA and

studied changes of periostin levels both locally at the bone

site and systemically in circulating blood during growth

and after bisphosphonate-induced inhibition of bone

remodeling in the mouse. The ELISA we developed is

based on an affinity-purified polyclonal antibody that was

raised against the C-terminal sequence of mouse periostin.

Reproducibility, repeatability, precision, and accuracy tests

met standards of acceptance. Serum periostin and levels of

the bone turnover markers osteocalcin, PINP, CTX-I, and

TRAP5b were measured in (1) 4-, 6-, 8-, 10-, and 12-week-

old wild-type female Balb/c mice and (2) adult ovariecto-

mized female Balb/c mice treated with zoledronic acid or

vehicle. Serum periostin decreased during growth and

stabilized from 8 weeks and older, its levels correlating

with bone turnover markers. Immunohistochemistry in

bones from different growth stages showed that periostin

localized specifically at the sites of endochondral and

intramembranous ossification, especially at the periosteal

envelopes. Zoledronic acid induced a marked decrease in

bone remodeling markers but did not alter serum periostin

levels or periostin immunostaining pattern. The novel

ELISA is highly specific and allows accurate and precise

measurements of serum periostin levels in mice.

Keywords Periostin � Periosteum � ELISA �
Bone marker � Ontogenetic ossification

Periostin is an 811–amino acid protein comprising an

N-terminal secretory signal peptide, followed by a cystein-

rich domain, four internal homologous repeats, and a

C-terminal hydrophilic domain [1, 2]. The four internal

repeat regions of periostin share homology with the axon

guidance protein Fasciclin I [1]. Initially reported as

osteoblast-specific factor-2 (OSF-2), it was renamed

‘‘periostin’’ due to its preferential location in the periosteum

and the periodontal ligaments [2]. In mice the periostin gene

is located on chromosomal locus 3C. Mouse and human

periostin share 90.1% amino acid identity in their mature
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forms. Several mechanistic studies have highlighted the

importance of the FAS1 domains in the functionality of

periostin. FAS1 sequences were shown to interact with

integrins (mainly avb3 and avb5) in ovarian [3], breast [4],

colon [5], and oral [6] cancer cells, leading to various

intracellular events. The involvement of these sequences

in the differentiation and functions of bone-forming

(osteoblasts) [7, 8] or bone-resorbing (osteoclasts) [9, 10]

cells was also documented, especially through their inter-

actions with integrins avb3 and avb5 [11].
Several studies have shown that periostin is expressed in

different tissues and that its expression varies in different

pathological conditions. In the mouse, periostin has been

localized in bone [2, 12–15], cartilage [13, 15, 16], skin

[17, 18], and periodontal ligaments [2, 19–21]. It was

suggested that periostin may have a role in bone remod-

eling and strength through osteoblast cell adhesion and

regulation of collagen fibrillogenesis [17, 22]. The

expression of periostin is altered during bone fracture

repair [14, 23], muscle and vascular injury [24–26], myo-

cardial infarction [22, 27–29], epithelial ovarian cancer [3],

colorectal cancer [30, 31], and pulmonary vascular

remodeling [32, 33]. Furthermore, periostin expression was

prominent in fibrosis, including subepithelial fibrosis in

bronchial asthma and in bone marrow fibrosis [34, 35].

Deletion of the periostin gene in mice resulted in severe

growth retardation, suggesting that periostin is essential for

postnatal development [16]. Histological analysis of

periostin knockout mice demonstrated a reduction of tra-

becular bone, disturbed collagen fibril arrangement, severe

incisor enamel defects, periodontal disease, and cartilage

and cardiac valve defects [16, 17, 22]. More recently,

Fuchs and colleagues [36] showed that adult homozygous

periostin-deficient mice exhibited significantly reduced

bone mineral density, cortical bone area, resistance to

strain, and breaking strength compared to wild-type (WT)

mice. Other studies have also demonstrated a blunted

response to physical exercise, loading, and intermittent

PTH in these animals [37, 38].

To assess the potential role of periostin as a biochemical

marker of bone metabolism in physiological and patho-

logical conditions including cancer, it is important to

develop accurate and precise assays for measurement in

circulating blood. To date, there is no noninvasive method

to explore changes of periostin expression in animal

models. Therefore, the aim of this in vivo study was (1) to

characterize the expression of periostin during ontogenic

ossification using a new validated ELISA along with

immunohistochemical investigations and (2) to analyze the

effects of bisphosphonate, a potent inhibitor of bone

resorption and bone remodeling, on periostin expression in

mice. Changes of periostin were compared to those of

conventional biochemical markers of bone turnover.

Materials and Methods

ELISA for Periostin

The periostin antibody was kindly provided by Dr. Judith

Litvin, and its specificity has been extensively investigated

[15, 39]. It was raised against the C-terminal peptide

(KKIPANKRVQGPRRRSREGRSQ) of mouse periostin,

which is present in all known periostin isoforms and shares

73% homology with the human periostin sequence.

Unmodified, biotinylated, and keyhole limpet hemocyanine

(KLH)–coupled C-terminal peptide were purchased as pure

analytic-grade, freeze-dried products (NeoMPS, Stras-

bourg, France). This polyclonal antibody was produced in

rabbits immunized with the KLH-coupled C-terminal

peptide and affinity-purified using the unmodified C-ter-

minal peptide.

Streptavidin-coated plates (Nunc Immobilizer; Dut-

scher, Issy-Les-Moulineaux, France) were incubated with

the biotinylated C-terminal peptide diluted in Tris-buffered

saline (TBS) at pH 7.5 (Euromedex, Souffelweyersheim,

France) containing 0.5% bovine serum albumin (BSA,

Euromedex) for 2 h at room temperature. Plates were

washed five times with TBS-BSA and 0.05% Tween20

(Euromedex). Calibrators consisted of serial dilutions of

the unmodified C-terminal peptide in TBS-BSA buffer.

Fifty microliters of zero calibrator (buffer), calibrators,

quality control (QC), and unknown samples were incubated

overnight with 50 ll of primary antiperiostin antibody

(AbI) at 4�C. After washing, 100 ll of horseradish

peroxidase–conjugated secondary antibody (HRP-AbII;

Beckman-Coulter, Roissy, France) diluted 1/8,000 in TBS-

BSA-Tween was added for 1 h at room temperature. After

final washes, 100 ll of substrate solution (3,30,5,50,-tetra-
methylbenzidine [TMB], Euromedex) was added for 30 min

and the reaction was stopped by the addition of 100 ll of
0.2 M H2SO4. Optical density (OD), inversely proportional

to the concentration of periostin, was measured at a wave-

length of 450 nm, corrected for absorbance at 650 nm.

Unknown values were calculated using a five-parameter

curve-fitting procedure (Gen5; BioTek Instruments, Colmar,

France). All measurements were performed in duplicate.

Duplicate measurements with coefficients of variation (CV)

at or above 15% were systematically reassayed.

We studied the main analytical features recommended

by the Food and Drug Administration (FDA) and the

American Association of Pharmaceutical Scientists

(AAPS). The limit of detection (LOD) of the assay was

defined as the concentration corresponding to two SD

above the mean of 20 replicates of the zero calibrator.

Intra- and interassay precision profiles were established

upon the CV and relative errors (REs) of the calibrators’

back-calculated values from six replicates (intra) or 12
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different assays (inter). The working range was defined by

the range of calibrators presenting CVs below 15% and REs

below 10%, except at the lower (LLOQ) and upper (ULOQ)

limits of quantification, where CV acceptance was below

20%. The following analytical tests were performed using

four QC (pools of mouse serum) presenting different levels

of periostin. Preliminary dilution tests determined the

minimal required dilution (MRD) at 1/10. The MRD allows

the minimization of interference from the biological matrix.

Dilution linearity was then assessed on the four QC diluted

1/10 to 1/160. Further validation tests were processed with

QC diluted 1/40. The intra-assay CV (reproducibility) was

assessed following 14 measurements of the four QC sam-

ples in the same assay and the interassay CV (repeatability)

was determined by measurement of the four QC samples in

eight different assays. Finally, nonspecific binding, selec-

tivity, and accuracy were assessed through the assay of

various known concentrations of recombinant mouse

periostin (R&D Systems, Lille, France) spiked into dilution

buffer or in serum from homozygous periostin knockout

mouse. For convenience, serum periostin values in valida-

tion tests were reported as measured values (dilution factor

not integrated) and serum periostin values in animal studies

were reported as real values (dilution factor integrated).

Western Blot Analysis for Periostin

Recombinant human periostin (R&D Systems) and 10-fold

concentrated (Amicon 30 kDa; Millipore, Saint-Quentin-

en-Yvelines, France) mouse osteoblastic MC3T3-E1 cell

supernatant were heat-denatured using the NuPAGE kit

(Invitrogen, Cergy Pontoise, France). Ten microliters of

denatured samples were separated on a 4–12% gradient

Bis-Tris NuPAGE gel. After overnight electrotransfer to

polyvinylidene fluoride (PVDF; Amersham Biosciences,

Saclay, France), membranes were blocked for 2 h in TBS

(pH 7.2), 3% milk, and 0.1% Tween-20 at room tempera-

ture. Membranes were then incubated for 1 hour with the

antiperiostin antibody diluted 1/1,000, washed, and incu-

bated with HRP-AbII diluted 1/10,000. The reaction was

revealed using the luminol-based enhanced chemilumines-

cence (ECL) detection system (Amersham Biosciences).

Animal Models

All procedures involving animals, including housing and

care, methods of killing, and experimental protocols, were

conducted in accordance with a code of practice estab-

lished by the regional ethical committee (CREEA, Lyon,

France). These studies were monitored on a routine basis

by the attending veterinarian to ensure continued compli-

ance with the proposed protocols.

Periostin Knockout Mice

Periostin-deficient homozygous, heterozygous, and WT

4-month-old C57Bl6/J female mice were bred at the Bone

Diseases Division of the Department of Rehabilitation and

Geriatrics (Geneva University Hospitals and Faculty of

Medicine, Geneva, Switzerland). Knockout mice were

formerly engineered and provided by the group of Dr.

Simon J. Conway (Cardiovascular Development Group of

Herman B. Wells Center for Pediatric Research, Indiana

University School of Medicine, Indianapolis, IN) [16].

Blood was sampled in fasting mice and centrifuged and the

serum was immediately frozen at -70�C until assayed for

periostin and biochemical markers of bone turnover.

Growth-Related Changes of Periostin

Female Balb/c mice were obtained from Charles River (St.

Germain sur l’Arbresles, France). Fasting morning sera

were sampled from mice aged 4, 6, 8, 10, and 12 weeks,

while hindlimbs were harvested and immediately fixed in

4�C paraformaldehyde.

Effects of Bisphosphonate on Serum Periostin Levels

Eight-week-old ovariectomized (OVX) female Balb/c mice

were obtained from Charles River. From 9 to 15 weeks of

age, mice received a daily subcutaneous injection of

zoledronic acid (ZOL, 150 lg/kg) or vehicle (PBS). At

15 weeks of age, fasting sera were sampled, right tibiae

were harvested and fixed in 50% ethanol and 0.9% sodium

chloride solution, left tibiae were harvested and immedi-

ately fixed in 4�C paraformaldehyde, and uteri were

removed and weighed. Atrophied uteri documented the

success of OVX-induced silencing of estrogen secretion.

Bone Tissue Analyses

Sample Processing

Paraformaldehyde-fixed bone specimens were decalcified

in Osteosoft (Merck, Val de Fontenay, France) before

being dehydrated and embedded in paraffin.

Immunohistochemical Staining for Periostin

Paraffin-embedded tissue sections (5 lm) were used for

immunohistochemistry. The presence of periostin in bone

tissue sections was immunodetected using the rabbit anti-

mouse periostin antibody described above (diluted 1/100,

4�C overnight), followed by immunoperoxidase staining

(HRP-AbII diluted 1/100, DAB?; Dako, Trappes,

France). The use and specificity of the primary antibody in
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immunohistochemistry have been described previously

[15, 39]. Omission of primary antibody was used as a

negative control.

High-Resolution Micro-CT

Ethanol-fixed tibiae were scanned with a high-resolution

micro-computer tomography (micro-CT) system (Viva

CT40; Scanco Medical, Bassersdorf, Switzerland) at

INSERM Research Unit 890 (Saint-Etienne, France). Data

were acquired at 55 keV, 142 lA, with a 10-lm cubic

resolution. Three-dimensional (3D) reconstructions of

tibiae were generated using the following parameters: sigma

1.3, support 3, threshold 300 (low) and 10,000 (high). After

reorientation, virtual transverse sections were performed on

3D tibial reconstructions. The cortical bone mineral density,

width, and porosity, as well as the cortical and total cross-

sectional areas, were measured at the mid-diaphysis.

Biochemical Markers of Bone Turnover

Serum tartrate-resistant acid phosphatase isoenzyme 5b

(s-TRAP5b), an osteoclast-specific enzyme, was measured

by ELISA using a capture antibody raised against recom-

binant mouse TRAP5b (SBA Sciences; IDS, Paris, France)

[40]. The LOD was 0.1 U/l. The intra-assay CVs at the

lower and higher tested QC were 5.8% (at 1.19 U/l) and

3.9% (at 10.32 U/l), respectively. The inter-assay CVs at

the lower and higher tested QC were 5.2% (at 1.24 U/l) and

3.9% (at 5.99 U/l), respectively.

Serum C-terminal cross-linked telopeptide of type I

collagen (s-CTX-I), a biochemical marker of bone

resorption, was measured by a competitive ELISA using an

antibody raised against an eight–amino acid sequence of

type I collagen C-telopeptide (IDS). The LOD was 2 ng/

ml. The intra-assay CVs at the lower and higher tested QC

were 9.2% (at 13.0 ng/ml) and 5.8% (at 143.0 ng/ml),

respectively. The inter-assay CVs at the lower and higher

tested QC were 9.2% (at 13.5 ng/ml) and 5.8% (at

140.1 ng/ml), respectively.

Serum type I collagen N-propeptide (s-PINP), a bio-

chemical marker of bone formation, was measured by a

competitive ELISA using an antibody raised against an

eight-amino acid sequence of mouse PINP (IDS) [41]. The

LOD was 0.7 ng/ml. The intra-assay CVs at the lower and

higher tested QC were 6.4% (at 40 ng/ml) and 5% (at

550 ng/ml), respectively. The interassay CVs at the lower

and higher tested QC were 9.2% (at 37 ng/ml) and 8.2% (at

577 ng/ml), respectively.

Serum osteocalcin (s-OC), a marker of osteoblastic

activity, was measured by a two-site immunoradiometric

assay using antibodies raised against the mid-region and

the N-terminal fragment of osteocalcin (Immunotopics, San

Clemente, CA). The LOD was 0.1 ng/ml. The intra-assay

CVs at the lower and higher tested QC were 4.6% (at

15.3 ng/ml) and 2.8% (at 50.1 ng/ml), respectively. The

inter-assay CVs at the lower and higher testedQCwere 3.7%

(at 16.4 ng/ml) and 5.2% (at 50.4 ng/ml), respectively.

Statistical Analysis

All data were analyzed using StatView software (version

5.0; SAS Institute, Cary, NC). Comparisons were carried

out by performing the nonparametric Mann–Whitney U

test. Correlations were evaluated by the nonparametric

Spearman rank test. P\ 0.05 was considered statistically

significant. All statistical tests were two-sided.

Results

Mouse Periostin ELISA Analytical Performances

and Specificity

Western blot analysis showed that the primary antibody

used in the assay recognized recombinant periostin and the

different periostin isoforms secreted by mouse osteoblastic

MC3T3-E1 cells at their expected molecular weights

(Fig. 1, inset). As previously reported, there are theoreti-

cally four isoforms but two of them have the same size and

may appear as one single band [2].

The LOD of the ELISA was determined to be 0.4 ng/ml

(Fig. 1). The precision profile determined the working

range as 4–400 ng/ml (Fig. 1). Dilution tests showed

acceptable recoveries from 1/10 (MRD) up to 1/160

(Table 1, Fig. 1). The reproducibility and repeatability of

serum measurements were both below the 15% limit of

acceptance (Table 2). Serum periostin values in periostin-

deficient homozygous mice were below LLOQ and were

twofold lower in heterozygous periostin knockout mice

compared to WT animals (Table 3, column 2). Spiking

various concentrations of recombinant mouse periostin in

either buffer or periostin-deficient homozygous mouse

serum did not show a difference (mean recovery 94.4%;

Table 3, columns 3–5) and gave accurate absolute levels

when expressed in molar concentration (mean recovery

107.0%; Table 3, columns 6–8).

Growth-Related Changes in Serum Levels of Bone

Turnover Markers and Periostin in Mice

Established bone formation (OC and PINP) and resorption

(CTX-I and TRAP5b) marker levels were measured in

Balb/c female mice of 4, 6, 8, 10, and 12 weeks of age to

describe the bone turnover variation during growth and

in the early adult period (8–12 weeks old), which was
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reflected by a stabilization in body weight (Fig. 2). OC and

PINP decreased with age and stabilized after 8 weeks of

age, concomitant with body weight (Fig. 2). Consistent

with bone formation marker data, serum levels of the bone

resorption markers (CTX-I and TRAP5b) also decreased up

to 8 weeks of age, though with a lower magnitude of

change. Serum periostin levels decreased from 4 to

8 weeks of age and then remained stable from 8 to

12 weeks of age (Fig. 2). In 12-week-old mice, mean

periostin values were 45% lower than in younger animals.

Serum periostin levels were positively correlated with all

bone turnover markers (P\ 0.0001) (Fig. 3).

Periostin is a Feature of Intramembranous Ossification

Rather than Bone Remodeling in Mice

Immunohistochemical analysis showed strong periostin

staining at the sites of periosteal intramembranous ossifi-

cation in growing mice (Fig. 4). We also observed strong

periostin staining of the cuboid osteoblasts covering the

endosteal side of cortical bone as well as the osteocytes

embedded therein. The immunostaining intensity at these

sites decreased with age, which was consistent with

periostin serum levels measured in those mice (Fig. 4). The

chondrocytes of the articular cartilage, the subchondral

endosteum, and the trabecular endosteum were immuno-

reactive for periostin in young growing animals and the

intensity of staining decreased with age (Fig. 5, left and

right panels). The chondrocytes located in the hypertrophic

cartilage of the epiphyseal plate and in the primary

Fig. 1 Typical calibration curve, precision profile, and dilution

linearity in the periostin ELISA. The x-axis corresponds to serial

dilutions of known concentrations of the C-terminal periostin peptide

used as calibrator. The left y-axis shows the optical density (OD)
obtained for each concentration of the calibrators. The right y-axis
shows the coefficient of variations (CVs) and relative error (%RE) of
calibrators observed within and between runs. Dashed line at 10%

depicts the limit of acceptance for the RE. Dashed lines at 15 and

20% depict the limits of acceptance for the CVs. The analytical limit

of detection was calculated at 0.4 ng/ml. The working range to ensure

the reproducibility and then the comparison between successive

experiments was defined as being between 4 and 400 ng/ml. The

dilution linearity of four pools of mouse serum is reported along

the calibration curve. Inset: Western blot analysis showing that the

polyclonal antibody used in the ELISA recognized recombinant

human periostin (rhPN) and the periostin isoforms secreted from

mouse MC3T3-E1 osteoblastic cells

Table 1 Dilution recovery of serum periostin

Sample Dilution Theoretical value

(ng/ml)

Measured value

(ng/ml)

Recovery

(%)

Mouse 1 1:10 – 124.5 –

1:20 62.2 59.1 94.9

1:40 31.1 33.0 105.9

1:80 15.6 16.7 107.1

1:160 7.8 7.5 97.0

Mouse 2 1:10 – 105.1 –

1:20 52.6 46.7 88.9

1:40 26.3 25.8 98.0

1:80 13.1 14.3 109.2

1:160 6.6 6.8 103.7

Mouse 3 1:10 – 98.3 –

1:20 49.2 53.9 109.6

1:40 24.6 24.8 101.0

1:80 12.3 14.0 114.1

1:160 6.1 5.8 94.2

Mouse 4 1:10 – 80.1 –

1:20 40.0 44.1 110.2

1:40 20.0 21.8 108.9

1:80 10.0 10.1 100.9

1:160 5.0 5.2 103.3

Table 2 Intra- and interassay CV of serum periostin ELISA

Sample Dilution Mean ± SD (ng/ml) CV (%)

Intra-assay precision (n = 14)

Mouse 1 1:40 37.6 ± 2.3 9.3

Mouse 2 1:40 30.2 ± 2.3 11.3

Mouse 3 1:40 26.7 ± 1.5 8.3

Mouse 4 1:40 21.5 ± 1.5 10.7

Inter-assay precision (n = 8)

Mouse 1 1:40 32.1 ± 4.1 12.8

Mouse 2 1:40 30.8 ± 4.2 13.6

Mouse 3 1:40 26.0 ± 3.6 13.9

Mouse 4 1:40 23.7 ± 3.3 13.8
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spongiosa were also immunoreactive for periostin, and the

intensity of staining remained stable with age (Fig. 5,

central panels).

To analyze whether periostin is modulated by pharma-

cologically induced changes of bone turnover, we treated

OVX mice with ZOL, a strong inhibitor of bone resorption

and bone remodeling. As expected, micro-CT of the tibial

midshaft showed a statistically significant increase in cor-

tical bone mineral density (?4%) and width (?19%) and a

marked decrease of cortical porosity (?26%) compared to

vehicle-treated animals (Fig. 6a). There was also a marked

increase in the cortical cross-sectional area (?9%) without

effect on the total cross-sectional area (i.e., a decreased

endosteal resorption). ZOL induced a substantial reduction

of s-OC (-49%), PINP (-43%), and TRAP5b (-27%),

which contrasted with the unchanged serum periostin lev-

els (Fig. 6b). The pattern and intensity of periostin

immunostaining in the tibiae from mice treated with ZOL

did not differ from those of untreated animals (data not

shown), a finding which is consistent with the absence of

change in periostin circulating levels.

Discussion

In this study we report our findings on the expression and

localization of periostin in bone during skeletal growth and

compare serum periostin levels to conventional bone

turnover markers to understand further its role in the bone

biology in mice.

This work is based on a new and analytically validated

periostin immunoassay, using an affinity-purified poly-

clonal antibody raised against a synthetic peptide from the

C-terminal sequence of mouse protein. This antibody has

been extensively characterized in immunohistochemical

mouse studies [15, 39]. Previous studies using ELISA for

circulating periostin were based on antibodies raised against

the whole protein sequence [31, 35, 42, 43], and they did not

report analytical performance data that are critical for

ensuring reliability of the results. We studied the major

analytical features recommended by the FDA and the

AAPS. We found that this assay was highly reproducible

and sensitive enough to detect age-related changes in cir-

culating periostin levels in mice. Despite the limitations

inherent to the use of antibodies and standards based on the

same synthetic peptide, the results of the recovery of

recombinant mouse periostin and of dilution of serum

mouse samples strongly suggest that the ELISA recognizes

with a similar affinity the whole circulating protein and the

standard. We also found that the serum assay we developed

accurately reflected periostin expression.

Table 3 Assessment of nonspecific binding, selectivity, and accuracy

Blank 0 ng/ml Spiked periostin (ng/ml) Spiked periostin (nmol/l)

8,000 4,000 2,000 91.2 45.6 22.8

Measured levels in dilution buffer \LOD 287 141 67 – – –

Measured levels in KO serum (1/40)a \LLOQ 300 126 59 105.4 44.2 20.7

Measured levels in HET serum (1/40) 15.1 ± 4.7 – – – – – –

Measured levels in WT serum (1/40) 30.3 ± 4.3 – – – – – –

Serum/buffer recoveryb – 104.7% 89.6% 88.8% – – –

Measured/true recoveryc – – – – 115.5% 97.0% 91.0%

Column 2: dosage of periostin-deficient homozygous (KO) and heterozygous (HET) mouse sera compared to wild-type (WT) littermate animals.

Columns 3–5: spiking of various concentrations of recombinant mouse periostin in either buffer or periostin-deficient homozygous mouse serum.

Columns 6–8: comparison of spiked and actually measured periostin after molar unit conversion
a Nonspecific binding, b Selectivity, c Accuracy

Fig. 2 Growth-related changes in the serum levels of standard bone

turnover markers and periostin. Body weight and bone turnover

marker and periostin levels were evaluated in 4—(n = 10), 6—

(n = 10), 8—(n = 10), 10—(n = 10), and 12—(n = 3) week-old

Balb/c female mice. Bars are the mean relative changes compared to

the 4-week-old group ± SD. Absolutes values are reported at the

bottom. Weights are expressed as grams. Serum OC, PINP, CTX-I,

and POSTN levels are expressed as nanograms per milliliter. Serum

TRAP5b levels are expressed as units per liter. *P\ 0.05 vs. 4 or

6 weeks; NS, not significant versus 8 weeks
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Fig. 3 Correlations between

serum periostin and established

bone marker levels during

growth in mouse

Fig. 4 Immunolocalization of

periostin in the tibial midshaft

from 3-,8-, or 12-week-old

Balb/c mice. EO cortical

endosteum, Ocy osteocyte,

PO periosteum. Scale

bar = 100 lm
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To explore the relevance of circulating periostin as a

marker of bone metabolism, we measured the growth-rela-

ted changes in serum periostin levels. We also compared

serum periostin levels with that of standard bone resorption

and bone formation markers including PINP, for which very

limited data have been previously reported in mice [44, 45].

We found that all bone turnover markers decreased from 4 to

8 weeks of age and then stabilized. The magnitude of the

age-related decrease was the largest for serum PINP, sug-

gesting that this marker is very sensitive in detecting chan-

ges in bone formation in mice. Correlatively with bone

formation and resorption markers, serum periostin levels in

mice decreased with skeletal growth and stabilized at

8 weeks of age.

The age-related changes of serum periostin levels were

consistent with the decline of periostin immunostaining at

several anatomical sites of ossification during the course of

skeletal growth. In fact, periosteal and endosteal layer

immunostaining decreased until the end of growth, whereas

hypertrophic cartilage and primary spongiosa remained

immunostained afterward. Some of these observations are

also supported by previous immunohistochemical studies

[23, 46–48] and the established sustained activity of growth

plate in rodents. Because periostin was described as a

mesenchymal protein [49], our data suggest that in bone

tissue periostin may be a feature of the mesenchymal

activity associated with ontogenetic ossification (endo-

chondral and intramembranous) rather than a direct index

of bone remodeling. This hypothesis was also supported by

Fig. 5 Immunolocalization of periostin in different regions of the

proximal tibia from 3-, 8-, or 12-week-old Balb/c mice. Left column:
subchondral bone and articular cartilage. Central column: growth

plate (GP), hypertrophic cartilage (HC), and primary spongiosa (PS).

Right column: Trabecular bone. EO subchondral or trabecular

endosteum, Ocy osteocyte, Ch chondrocyte. Typical cells are

emphasized in red squares. Scale bars = 200 lm (epiphysis and

growth plate), 50 lm (trabecula)

Fig. 6 Effect of 6-week bisphosphonate treatment on cortical micro-

CT parameters, serum bone turnover markers, and periostin levels. In

vehicle-treated (n = 10) and ZOL-treated (n = 9) OVX mice a
micro-CT parameters were evaluated (Ct.BMD cortical bone mineral

density, Ct.Wi cortical width, Ct.Po cortical porosity, Ct.Ar cortical

cross-sectional area, T.Ar total cross-sectional area) and b serum

levels for OC, PINP, TRAP5b, and periostin were assayed. Bars are

the mean relative changes compared to the untreated group ± SD.

Bone markers’ absolutes values are reported at the bottom. Serum

OC, PINP, and POSTN levels are expressed as nanograms per

milliliter. Serum TRAP5b levels are expressed as units per liter.

* P\ 0.05; NS, not significant
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the observation that there was no significant change of

serum periostin levels and local periostin expression fol-

lowing inhibition of bone remodeling with ZOL. This

model was characterized by inhibition of bone turnover and

morphometric modifications at endosteal and cortical, but

not periosteal, sites. Because of limited sample volume, we

could not measure a marker of matrix resorption, such as

CTX-I. Further studies using models of anabolic response

with periosteal involvement will be of particular relevance

to assess the value of serum periostin as suggested by

recent immunohistochemistry investigations [50].

In summary, we showed that periostin appears to be a

mesenchymal feature of endochondral and intramembra-

nous bone modeling. The new ELISA we have developed

is highly specific and sensitive, and it should be useful to

investigate the potential value of serum periostin as a

noninvasive test of periosteal metabolism in mice.
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2.3 Données supplémentaires 
 

Supplément 1. Détermination des 

 
Après que les plaques traitées à la 
streptavidine aient été incubées avec le 
peptide biotinylé (0, 1, 2, 5, 10 ou 20 
ng/ml)
ces différentes conditions. Pour chaque 
concentration de coating, la dilution 

déterminée et reportée sur un graphe 
semi-
taux de dilut
étapes suivantes du développement, nous 
avons sélectionné le coating situé en début 

-à-dire 5 
ng/ml. Le titre correspondant (1/60.000) a été ajusté à 1/45.000 afin de gagner en sensibilité. Ces paramètres 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Supplément 2. Comparaison des biomarqueurs osseux entre souris Balb/c sauvage (WT) et Balb/c nude (NU). 
Les souris NU présentent une masse osseuse et un poids corporel inférieurs par rapport aux souris WT (The 

 ; http://phenome.jax.org). Les taux sériques de marqueurs de 
formation (A) et de résorption (B) osseuse ainsi que de périostine (C) ont été mesurés chez ces souris NU en cours 
de croissance (à 4, 8 et 12 semaines ; environ 10 par groupe) et comparés à ceux des souris WT. Nous ne 
présentons ici que le PINP et le CTX-
synthèse et de dégradation du collagène de type I, respectivement. Nos données montrent que les souris NU 
présentent une activité de synthèse du collagène plus faible et une activité de résorption plus importante que les 
souris WT, ce qui peut en partie jouer dans les différences morphologiques observées entre ces deux souches. 
Enfin, nous avons observé que les taux de périostine sérique sont également plus élevés chez les souris NU. 
Plusieurs raisons pourraient expliquer ces différences, notamment une libération plus importante de facteurs de 
croissance contenus dans la matrice osseuse des souris NU, tels que le TGF- -2 qui sont connus pour 

 la périostine, ou encore une stimulation plus importante du périoste chez les souris NU 
par les contraintes mécaniques, la morphologie osseuse de ces souris étant différentes. 
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Supplément 3. Comparaison des index de 
découplage (Uncoupling Index) entre souris WT 
et NU. 
A partir des marqueurs de formation (PINP) et de 
dégradation (CTX-I) du collagène, nous avons 

Eastell et 
coll. 1993). Brièvement, le z-score du PINP et du 
CTX-I a été calculé pour chaque souris selon : 

valeur souris  moyenne du groupe référence 
SD du groupe de référence 

 : 
z-score PINP  z-score CTX-I 

Un UI positif, par exemple, indiquera un 
remodelage osseux découplé en faveur de la 
formation osseuse, par rapport au groupe de 
référence. (A) 
des souris à 4 et 8 semaines a été établi par 
rapport aux souris les plus âgées (12 semaines). 

souris NU au cours de la croissance alors que les 
souris WT présentent une forte formation de tissu osseux lors de la croissance. (B) La comparaison âge par âge des 
UI des souris NU avec les souris WT pour référence montre également une infériorité des NU en terme de 
formation osseuse. 

 
 
 
 



TRAVAIL EXPÉRIMENTAL  PÉRIOSTINE & MÉTASTASES OSSEUSES 
 

 
94 

 

3. ÉVALUATION DE LA PÉRIOSTINE EN TANT QUE MARQUEUR CIRCULANT DE LA RÉACTION 
STROMALE LIÉE AUX METASTASES OSSEUSES DU CANCER DU SEIN 

 
 
Contié S, Voorzanger-Rousselot N, Litvin J, Clézardin P, Garnero P (2010). Increased expression and 
serum levels of the stromal cell-secreted protein periostin in breast cancer bone metastases. Int J 
Cancer (in press), DOI: 10.1002/ijc.25591, PubMed ID: 20715172 
 

 
3.1 S  

 
La surexpression de la périostine ayant été décrite dans plusieurs types de tumeur 

primaire, nous avons souhaité déterminer son association avec les métastases osseuses du 
cancer du sein et le cas échéant identifier l  de la surexpression. 

-artérielle 
de cellules de cancer mammaire humain MDA-B02 bioluminescentes entraîne des métastases 
ostéolytiques. In vitro
comme cela avait été rapporté pour plusieurs autres lignées tumorales (Ismail et coll. 2000; 
Gillan et coll. 2002; Gonzalez et coll. 2003; Tai et coll. 2005; Baril et coll. 2007). Dans le modèle 
animal utilisé, la métastase osseuse est caractérisée par trois composants intimement liés 
(matrice osseuse, cellules tumorales, cellules du tissu-
cercle vicieux, et qui peuvent potentiellement participer à une variation des taux sériques de 

ntribution respective, nous avons donc utilisé des amorces de 
PCR espèce- humaine 
(tumorale) et murine (stromale -à-

une approche pharmacologique réduisant spécifiquement la résorption de la matrice 
osseuse sans effet notable sur la masse tumorale. 

Chez les souris métastatiques, nous avons observé une augmentation des taux sériques 
de périostine et des marqueurs conventionnels du remodelage osseux. Au niveau local, 

par Q-PCR des ARNm totaux obtenus à partir des tibias des souris montre clairement 
que les cellules tumorales (humaines) , contrairement aux cellules 
osseuses (murines). Ces observations sont cohérentes avec les études montrant une 

 types de tumeur au site 
primaire. Les analyses immunohistochimiques de ces os ont montré un fort marquage de la 
périostine au niveau des métastases, notamment dans certaines cellules tumorales. Cette 
divergence avec les données de Q- se de la périostine 
stromale environnante, ce que nous avons pu reproduire in vitro (cellules MDA-B02 cultivées en 
présence de périostine exogène). De plus, nous avons confirmé 
humaine dans le sérum -spécifique développé en parallèle de 
cette étude. Enfin, le traitement de ces souris avec une dose d acide zolédronique sélectionnée 
pour inhiber la résorption osseuse sans altérer de manière significative la masse tumorale, a 
comme attendu limité la lyse osseuse les lésions ostéolytiques et es 
marqueurs sériques du remodelage sans affecter la charge tumorale. En revanche, le 

de périostine. Ceci 
action antirésorptive, limite la libération de facteurs de croissance présent en quantité 
importante dans la matrice osseuse, comme le TGF- -2, connus pour stimuler 

Horiuchi et coll. 1999; Ji et coll. 2000; Erkan et coll. 2007; Oku et 
coll. 2008

sseuses. 
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En résumé, nous avons montré que la périostine est surexprimée par les cellules 
stromales des métastases osseuses du cancer du sein, ceci étant détectable au niveau circulant 

culant qui reflète la 
présence de cellules tumorales en cours de colonisation de la moelle osseuse. La périostine 

indicateur précoce de cette atteinte osseuse, avant-même que les variations du remodelage 
osseux soient détectables. Ces marqueurs devront alors être mesurés dans des études cliniques 
longitudinales, parallèlement aux marqueurs conventionnels du remodelage osseux afin 

ation. 
 

3.2 Article 
 

Cf. manuscrit accepté ci-après. 
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Increased expression and serum levels of the stromal cell-
secreted protein periostin in breast cancer bone metastases

Sylvain Contié1,2, Nathalie Voorzanger-Rousselot2, Judith Litvin3,4, Philippe Clézardin1,5 and Patrick Garnero1,6

1 Research Unit 664, Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale, Lyon, France
2 Biochemical Markers, CCBR-Synarc, Lyon, France
3 Department of Anatomy and Cell Biology, Fels Institute for Cancer Research, Temple University School of Medicine, Philadelphia, PA
4 Cardiovascular Research Center, Temple University School of Medicine, Philadelphia, PA
5 Université Claude Bernard Lyon 1, Villeurbanne, France
6 CisBio Bioassays, Bagnols/Cèze, France

Periostin, a matricellular protein, is overexpressed in the stroma of several cancers. The aim of our study was to investigate

more specifically whether periostin expression is associated with bone metastases from breast cancer and to determine its

source in the affected bone. Nude mice were inoculated with human MDA-B02 breast cancer cells. Bone metastases-bearing

mice were treated with zoledronic acid—an antiresorptive drug—or vehicle. Bone metastases were examined for tumor- and

stroma-derived periostin expression by quantitative polymerase chain reaction with human- and mouse-specific primers and

immunohistochemistry. Serum periostin and conventional bone turnover markers were also measured. MDA-B02 cells did not

express periostin both in vitro and in vivo. However, mouse-derived periostin was markedly overexpressed (eightfold) in

metastatic legs compared to noninoculated mice. Serum periostin levels were also markedly increased in metastatic mice and

correlated with in situ expression levels. Immunostaining showed that periostin derived from the environing stromal cells of

bone metastasis. Bone turnover blockade by zoledronic acid markedly decreased osteolytic lesions but only slightly

modulated serum periostin levels. Bone metastases from breast cancer induce overexpression of periostin by surrounding

stromal cells. Periostin could be a biochemical marker of the early stromal response associated to breast cancer bone

metastasis formation.

Periostin is an adhesion protein originally identified in the
MC3T3-E1 mouse osteoblastic cell line.1 Its precursor is a
836 or 838 amino acid protein in human or mouse, respec-
tively, with a molecular weight of 93 kDa.2 Periostin relevant
domains comprise a signal peptide, a cysteine-rich domain,
four Fasciclin1-like (FAS-1) domains and a variable C-termi-
nal region. Each FAS-1 domain contains one gamma-carbox-
ylase recognition site and several putative carboxylable gluta-
mine residues.3 Alternative splicing at the C-terminal end
yields four different isoforms in mouse and human (as refer-
enced in National Center for Biotechnology Information

database). However, the function(s) and tissue localization of
these isoforms remain unknown.4–7

Periostin is mainly secreted in the periosteum and peri-
odontal ligaments,1,2,8–10 suggesting a role in bone formation.
Periostin knockout mice exhibit dwarfism with enamel and
periodontal defects.11 Periostin is also involved in the adhe-
sion and recruitment of the mouse MC3T3-E1 preosteoblastic
cell line,2 an essential event for osteoblastic differentiation.
The blockage of periostin activity in MC3T3-E1 cells induces
a strong decrease in the expression osteoblast differentiation
markers, including Runx2/Cbfa1.4 Periostin is also involved
in various developmental processes (developing teeth and
heart) and pathological pathways such as cancer.8,12,13

The phenotype and activity of cancer cells are strongly
regulated by integrin receptors through the binding to RGD
peptide-containing matrix proteins.14 Although periostin does
not have an RGD sequence, it can interact with integrins
through its FAS-1 domains15–17 and thus regulates cell adhe-
sion and migration. Gillan et al.18 have shown that periostin
promotes epithelial ovarian carcinoma cell adhesion and
migration by binding to avb3 and avb5 integrins. In colon
cancer, the interaction of periostin with avb3 facilitates angio-
genesis and metastasis.13 Other studies report the interaction
of periostin with integrins and the downstream activation of
the Akt/PKB pathway.19–21 In addition, periostin involvement
in epithelial–mesenchymal transition, an important process of
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metastasis, was highlighted by transfecting periostin in non-
metastatic 293T tumor cells.22

Periostin was overexpressed in various human tumor sam-
ples (colon, ovaries and breast) as assessed through immuno-
histochemical (IHC) and polymerase chain reaction (PCR)
analyses.13,18,19 In non-small cell lung cancer, periostin
mRNA was highly expressed only at the periphery of the tu-
mor but not within the tumor itself.23 An association
between enhanced periostin expression and tumor invasion
and progression was also described in thymoma24 and neuro-
blastoma.25 One study reported increased periostin serum
levels in breast cancer patients with bone metastases.26 Its
role in bone metastases is however unclear. The aim of our
study was to investigate whether periostin expression is asso-
ciated with breast cancer bone metastases and to determine
which cells produce periostin within skeletal lesions.

Material and Methods
Cell lines and culture conditions

Human breast cancer (MDA-MB-231, BT-474, MCF-7, T47D
and ZR-75), prostate cancer (DU-145 and PC3) and osteosar-
coma (HOS) cell lines, as well as a mouse osteoblastic cell
line (MC3T3-E1), were obtained from the American Type
Culture Collection. MDA-MB-231/B02, also named MDA-
B02, is a subclone of the primary tumor cell line MDA-MB-
231, which was selected for its unique predilection to meta-
stasize to bone when injected into the tail ventral artery of
nude mice, as previously described.27 All cancer cells were
grown in complete Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Invi-
trogen) [supplemented with 10% (v/v) fetal calf serum (FCS)
(Bio-Media, Boussens, France), 1% (v/v) penicillin/streptomy-
cin (Invitrogen) and 1% (v/v) fungizone (Invitrogen)], except
for MC3T3-E1 cells, which were grown in complete alpha-
modified minimum essential medium (Invitrogen) [supple-
mented with 10% (v/v) FCS (Bio-Media), 0.5% (v/v) penicil-
lin/streptomycin (Invitrogen) and 0.5 % (v/v) fungizone
(Invitrogen)] at 37�C in a 5% CO2 incubator until confluent.
Cells were then cultured for 48 hours in their respective me-
dium in the absence of FCS. Supernatants were collected,
cells were lysed and both were stored at �70�C for further
use.

ELISA for periostin measurement

Periostin was measured using a novel enzyme-linked immu-
nosorbent assay (ELISA) based on a rabbit polyclonal anti-
bodies raised against the KKIPANKRVQGPRRRSREGRSQ
synthetic peptide derived from the C-terminal sequence of
mouse periostin, which is common to all known periostin
isoforms.28 This antibody has been previously described in
details and used in several IHC studies.4,5 The intra- and
interassay coefficient of variation (CV) for cell culture super-
natant and serum measurements are below 15%, and the
detection limit is 0.4 ng/ml.28

Reverse transcription PCR analysis for periostin

mRNA expression

Total RNA from breast cancer cell lines was extracted using
the RNeasy Mini Kit (Qiagen, Courtabœuf, France) according
to the supplier’s instructions. Complementary DNA was then
generated using the Moloney murine leukemia virus-1
(MLV-1) reverse transcriptase (Promega, Charbonnières,
France). The following primers (F: forward; R: reverse) and

1).
Initial denaturing: 2 minutes at 95�C, n cycles with dena-

turing at 94�C for 30 sec, annealing at Tm for 45 sec and
extension at 72�C for 1 minute. Because C-terminal part of
periostin may be truncated in some cancers,29 a couple of
primers hybridizing in the N-terminal part were used to
identify both the regular and truncated forms, and another
couple hybridizing in the C-terminal part was used to iden-
tify the naturally occurring isoforms. This last set of primers
flanks the cassette containing the C-terminal region. L32, a
housekeeping gene coding for a ribosomal protein, was used
to assert the presence of mRNA in each sample. Products
from RT-PCR were separated by electrophoresis on a 2%
agarose gel and then visualized with ethidium bromide under
ultraviolet light.

Quantitative PCR analysis of periostin

Periostin mRNA was quantified by real-time PCR using the
QuantiFast SYBR Green PCR kit (Qiagen). Fluorescence was
monitored and analyzed in a Light Cycler (Roche Diagnos-
tics, Meylan, France). L32 mRNA expression was analyzed in
parallel to ensure that the amount of cDNAs was similar in

135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147

Table 1. ���
Common to all isoforms Isoform-dependant length L32

Human Forward TTCTGACGCCTCAAAACTGA AGCAGACACACCTGTTGGAA CAAGGAGCTGGAAGTGCTGC

Reverse ACATTCACGTTGCTCTCCAA GAACGACCTTCCCTTAATCGT CAGCTCTTTCCACGATGGC

Parameters Tm 58�C, n ¼ 35 cycles Tm 58�C, n ¼ 35 cycles Tm 59�C, n ¼ 30 cycles

Amplicon size 129 bp 465, 540, 615 bp 101 bp

Mouse Forward TGGTCACTTCACGCTCTTTG CAAATGGTGTCATCCACGTC CAAGGAGCTGGAGGTGCTGC

Reverse TGGAGATACTGTCCCCTTCG TCTAGGCCCTTGAACCCTTT CTGCTCTTTCTACAACGGC

Parameters Tm 59�C, n ¼ 30 cycles Tm 59�C, n ¼ 30 cycles Tm 59�C, n ¼ 30 cycles

Amplicon size 221 bp 482, 557, 632 bp 101 bp
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isoforms (Fig.

each reaction and to normalize results, as previously
described.30

Animal model of bone metastasis

Animals. All procedures involving animals, including housing
and care, method of euthanasia and experimental protocols,
were conducted in accordance with a code of practice estab-
lished by the regional ethical committee (CREEA, Lyon,
France). These studies were monitored on a routine basis by
the attending veterinarian to ensure continued compliance
with the submitted protocols. Four-week-old female Balb/c
homozygous (nu/nu) athymic mice were obtained from
Charles River (St. Germain sur l’Arbresles, France).

Experimental bone metastases. On day 0, luciferase-express-
ing MDA-B02 cells (5 � 105 cells in 100 ll of phosphate buf-
fered saline) were inoculated into the tail ventral artery of
anesthetized mice. At day 18, radiographs of MDA-B02 tu-
mor-bearing mice were taken and the area of osteolytic
lesions was measured as previously described.31 Tumor-bear-
ing animals were then distributed among the untreated and
bisphosphonate-treated groups to balance these two groups
for the extent of bone destruction at baseline (i.e., day 18 af-
ter tumor cell inoculation). Then, the bisphosphonate-treated
group received a single dose (100 lg/kg body weight) of zole-
dronic acid (ZOL) administered by subcutaneous injection in
100 ll phosphate buffered saline (vehicle). This dose was
chosen because of its inhibitory effect on cancer-induced
bone destruction, while having no effect on tumor progres-
sion.31 The untreated (UNT) group received vehicle only. In
addition, age-matched animals received neither tumor cells
nor ZOL treatment and were used as a control group (CTR).
On day 32 after tumor cell inoculation, fasting mice were
anesthetized, and the extent of bone destruction and tumor
burden was assessed by whole body radiography and biolu-
minescence intensity, respectively, as previously described.31

Blood was collected, centrifuged and the serum immediately
stored at �70�C for further use. Animals were then eutha-
nized and hind limbs’ bones from each mouse were dissected,
fixed in paraformaldehyde and processed for IHC. Alterna-
tively, femurs and tibias were snap frozen in liquid nitrogen
for RNA extraction.

Bone histology

Sample processing. Paraformaldehyde-fixed bone speci-
mens were decalcified in Osteosoft (Merck, VWR, Val de
Fontenay, France), dehydrated and then paraffin embedded.

IHC staining for periostin. Five micrometer paraffin-em-
bedded tissue sections were used for IHC. The presence of
periostin in bone tissue sections of tibias from control and
tumor-bearing animals was immunodetected using the rabbit
anti-mouse periostin antibody cited above and diluted 1/100,
followed by immunoperoxidase staining (HRP-conjugated
donkey anti-rabbit diluted 1/100, Amersham Biosciences;
DABþ, Dako, Trappes, France). Omission of primary anti-
body was used as a negative control.

RNA extraction. Frozen metastatic and nonmetastatic bones
were crushed and processed for RNA extraction using the
RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit (Qiagen), according to the
supplier’s instructions. Complementary DNA was then
obtained using MLV-1 reverse transcriptase (Qiagen).

Biochemical markers of bone turnover

Serum tartrate-resistant acid phosphatase isoenzyme 5b
(s-TRACP5b), an osteoclast specific enzyme, was measured
by ELISA using a capture antibody raised against recombi-
nant mouse TRACP5b (SBA Sciences, IDS, Paris, France).32

The intra-assay and interassay CVs were lower than 6.5 and
8%, respectively. Serum C-terminal cross-linked telopeptide
of type I collagen (s-CTX-I), a biochemical marker of bone
matrix degradation, was measured by a competitive ELISA
using an antibody raised against an 8 amino acid sequence of
type I collagen C-telopeptide (Nordic Bioscience, IDS). Intra-
assay and interassay CVs were less than 9.5%. Serum type I
collagen N-propeptide (s-PINP), a biochemical marker of
bone formation, was measured by a competitive ELISA using
an antibody raised against an 8 amino acid sequence of PINP
(IDS).33 The intra-assay and interassay CVs were lower than
7.5 and 9.5%, respectively. Serum osteocalcin (s-OC), a
marker of osteoblastic activity, was measured by a two-site
immunoradiometric assay using antibodies raised against the
mid region C-terminal portion and the N-terminal fragment
of osteocalcin (Immunotopics, IDS). The intra-assay and
interassay CV were less than 5 and 5.5%, respectively.

Statistical analyses

All data were analyzed with the use of StatView software
(version 5.0; SAS Institute Inc., Cary, NC). Comparisons
were carried out by performing a nonparametric Mann-
Whitney U test. Correlations were evaluated by performing a
nonparametric Spearman test. p values <0.05 were consid-
ered statistically significant. All statistical tests were two
sided.

RESULTS
In vitro expression and secretion of periostin by human

breast and prostate cancer cell lines

The expression of periostin mRNA in human breast and
prostate cancer cell lines was analyzed by RT-PCR. Agarose
gel electrophoresis of RT-PCR products from human (HOS)
and mouse (MC3T3-E1) osteoblasts showed the same pattern
with a single band corresponding to the common domain
and three correctly sized bands corresponding to periostin

1a). Periostin mRNA was not detected in any
of the human breast and prostate cancer cell lines (Fig. 1a).

The presence of periostin protein in the cell lysate or in
the supernatant of cultured human breast and prostate cancer
cell lines was assessed by ELISA. Periostin was not detected
in any of the cell lines, except for MC3T3-E1 cells, which
were used here as a positive control (Fig. 1b). Western blot
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2). Radiographic analy-

3), which mirrors bone destruction occurring in

4

within MDA-B02 cells (Fig.

(Fig.

analysis of these samples with the anti-periostin antibody
confirmed ELISA data; only MC3T3-E1 expressed periostin
[Fig. 1b (inset); cancer cell lines were all negative and not
shown].

Association between periostin expression and bone

metastasis formation

All the animals inoculated with MDA-B02 cells had bone
metastases in the hind limbs as judged by radiography and
bioluminescence imaging, when compared to control mice
that did not receive tumor cells (Fig.
sis of metastatic animals treated with ZOL, using a single
dose of 100 lg/kg, revealed that these mice had osteolytic
lesions that were 60% smaller than those of tumor-bearing
animals treated with the vehicle (Figs. 2a and 2c). ZOL, at
this dosing regimen, did not however inhibit skeletal tumor
burden, defined as bioluminescence intensity (Figs. 2b and
2d), as previously reported.31

The levels of bone turnover markers in the serum of vehi-
cle-treated animals bearing osteolytic lesions were substan-
tially higher than those measured in the serum of control
animals (Fig.
metastatic animals (Figs. 2a and 2c). Moreover, there was a
return of circulating levels of bone turnover markers to nor-
mal during ZOL treatment of metastatic mice (Fig. 3), which
was associated with a significant decrease in the rate of bone
metastasis progression in these animals (Fig. 2c). Moreover,
compared to control animals, serum periostin levels were sig-
nificantly increased in mice bearing osteolytic lesions (Fig.
a). However, ZOL treatment of metastatic mice only mod-
estly decreased circulating periostin levels (Fig. 4a), despite a
marked reduction of bone turnover markers (Fig. 3). The
bone marrow in healthy bone (Fig. 4d) or unaffected parts of

metastatic bones (Fig. 4e) showed scattered periostin immu-
nostaining around marrow cells, mainly leukocytes. In con-
trast, metastases (Fig. 4f) consisted in a dense mesh of fibro-
blastic and cancer cells. Most—but not all—of these cells
were immunoreactive for periostin.

Quantitative-PCR measurement of the expression levels of
human periostin transcripts in metastatic bone tissue showed
that human MDA-B02 cells did not express periostin in situ

5a). By contrast, Q-PCR analysis using mouse-specific
primers showed basal expression of periostin mRNA in the
bone marrow of control mice and a marked increase of
mouse periostin mRNA levels in bone metastases (Fig. 5a).
Mouse periostin mRNA expression levels in metastatic ani-
mals treated with ZOL were modestly decreased compared to
vehicle-treated metastatic animals but remained 3.9-fold
higher than those observed in control mice. There was also a
significant correlation (p < 0.05) between in situ mRNA
expression in the bone marrow and circulating levels of peri-
ostin (Fig. 5b). Because some of the MDA-B02 cells were im-
munoreactive for periostin in IHC, although they did not
express periostin mRNA using Q-PCR, we analyzed whether
cancer cells could capture surrounding periostin. To test that
hypothesis, MDA-B02 cells were incubated in vitro with
recombinant mouse periostin. Immunofluorescent labeling
showed that there was an uptake of recombinant periostin

6).

DISCUSSION
In our study, we showed that bone metastases from breast
cancer were associated with a marked overexpression of the
stroma-derived periostin in a well-established animal model.
Importantly, such increase could be detectable by the mea-
surement of periostin in the peripheral circulation.

371
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373
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Figure 1. (a) RT-PCR analysis of periostin transcripts in human breast cancer cell lines (MDA-MB-231, MDA-B02, MCF-7, BT-474, T47D and

ZR-75), human prostate cancer cell lines (PC3 and DU-145), human osteosarcoma cell line (HOS) and mouse preosteoblastic cell line

(MC3T3-E1). Upper panel: C-terminal amplification revealed the several isoforms. Middle panel: N-terminal amplification. Lower panel: L32

used as a control was present and confirmed the presence of mRNA. Right panel: N-terminal and C-terminal amplicons. (b) Measurement

by ELISA of periostin levels in the cell culture supernatants and cellular extracts of the cell lines listed above. Inset: Western blot showing

that the polyclonal antibody used in the ELISA recognized recombinant human periostin (rhPN) and the mouse periostin isoforms secreted

in the cell culture supernatant from MC3T3-E1 cells. WM, weight markers (RNA: bp; protein: kDa).
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Periostin is known to be involved both in osteogenic proc-
esses and in cancer-related events. These properties result in
part from its ability to bind to integrins that leads to various
cellular responses including commitment of mesenchymal
progenitors towards osteoblastic differentiation, angiogenesis
and cancer cell adhesion, migration and survival.2,4,13,19 In
our study, we investigated the association between periostin
and bone metastasis, a common complication of several solid
cancers, including breast cancer.34 First, we showed that peri-
ostin was not expressed in vitro by breast and prostate cancer
cell lines (Fig. 1) including MDA-B02 breast cancer cells that
have a high propensity to metastasize to bone.35 These data
are in agreement with previous studies showing little or no
expression of periostin in most immortalized cancer cell lines,
although this is the first time that a lack of expression is
reported for MDA-MB-231, BT-474, T47D and ZR-75
human breast cancer cell lines.18,20,36–38 We also investigated
whether periostin expression could be overexpressed in a
mouse model of human breast cancer-induced bone metasta-
ses. In this model, tumor cells settle in the bone marrow and
interact with stromal and bone cells that support the growth

Figure 3. Relative changes of serum bone turnover markers in

vehicle-treated (UNT; n ¼ 8) and zoledronic acid-treated (ZOL;

n ¼ 8) mice bearing bone metastases compared to age-matched

control animals (CTR; n ¼ 7). Serum was collected on day 32 after

tumor cell inoculation. Values are the mean (6SD) relative change

compared to control group. *p < 0.05 vs. CTR; #p < 0.05 vs. UNT.
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Figure 2. (a, c) Radiographic analysis of hind limbs from control animals (CTR) and metastatic mice treated with zoledronic acid (ZOL) or

vehicle only (UNT). Osteolytic lesions are indicated by arrows. The area of osteolytic lesions was measured and the extent of bone

destruction per animal was expressed in square millimeters. (b, d) Bioluminescence imaging of control animals and metastatic mice

treated with ZOL or vehicle. Bioluminescence mirrors skeletal tumor burden. The extent of tumor burden per animal was expressed in

photons/second. All images from metastatic animals were obtained on day 32 after tumor cell inoculation. Age-matched animals that did

not receive cancer cells were used as controls. There were 7–8 mice per group. Values are expressed as the mean 6 SD. *p < 0.05 vs.

CTR; #p < 0.05 vs. UNT. NS, nonsignificant.
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of metastasis both directly and indirectly through secreted
and bone-derived factors, respectively. These closely related
events generate a vicious cycle in which the tumor growth
and the bone resorption stimulate each other.39 Some of the
matrix-, tumor- and stroma-derived proteins this process
generates are released in the blood circulation as well. To
evaluate the contribution of each of these three partners to
the circulating periostin, we used (i) a pharmacological inter-
vention that specifically decreases bone matrix resorption
with limited effect on tumor burden31 and (ii) mouse- and
human-specific PCR primers to segregate the cancerous and
the stromal contribution to the periostin modulation.

In this experimental model, mice inoculated with MDA-
B02 cells presented with osteolytic lesions and increased bone
turnover, as documented by radiography (Figs. 2a and 2c)
and bone turnover markers (Fig. 3), respectively. In addition,
there was a marked increase in circulating periostin levels

(Fig. 4a). As expected,31 the selected dose of ZOL reduced
significantly the progression of osteolytic lesions (Figs. 2a
and 2c) and the circulating levels of bone turnover markers
(Fig. 3), while having no detectable effect on skeletal tumor
burden (Figs. 2b and 2d). In contrast, ZOL only modestly
modulated serum periostin levels (Fig. 4a). Furthermore,
there was a lack of correlation (data not shown) between
periostin levels and both the biochemical markers and the
extent of radiographic bone lesions. These data suggest that
the resorbing bone matrix is unlikely to be the major source
of the increased serum periostin levels. The slight decrease in
serum (Fig. 4a) and mouse bone mRNA (Fig. 5a) periostin
levels with ZOL could result from the decrease in the release
of stimulating factors embedded in bone matrix such as
TGF-b and BMP-2,2,15,40,41 as a consequence of the inhibition
of bone resorption. However, because we could not analyze
the expression and serum levels of these growth factors,
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Figure 4. Modulation of periostin expression levels in control animals (CTR), vehicle- (UNT) and zoledronic acid (ZOL)-treated metastatic

mice on day 32 after tumor cell inoculation. (a) Relative changes of serum periostin levels in control mice (n ¼ 7), vehicle- (n ¼ 8) and

zoledronic acid-treated (n ¼ 8) metastatic mice. Values are the mean (6SD) relative change compared to control group. *p < 0.05 vs. CTR;

#p < 0.05 vs. UNT. (b) Representative immunostaining of periostin in hind limbs from control mice and (c) mice bearing bone metastases

(asterisks). (d) Higher magnification of the marrow immunostaining image depicted in (b). (e) Higher magnification of a field containing

marrow not affected by metastatic tissue shown in (c). (f) Higher magnification of metastatic tissue depicted in (c).
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further investigation will be necessary to confirm that hy-
pothesis. IHC analyses provided some evidences that the
metastatic tissue is likely to be responsible for the increased
serum periostin levels (Figs. 4b–4f). Bone metastases encom-
passed MDA-B02 cells and stromal cells, which both were
positive for periostin immunostaining. However, the species-
specific Q-PCR analysis of bone extracts indicated that host
(mouse) stromal cells, but not cancer cells (human), are likely
to be the major contributors to increased periostin expression
in this animal model (Fig. 5a). The lack of human periostin
expression in the bone extract of MDA-B02-inoculated mice
cannot result from poor human RNA extraction or quality
because we could readily detect and quantify other human
transcripts such as L32 and Vimentin (data not shown). No
detectable level of periostin could be measured by a human
periostin-specific ELISA in the serum samples from these
mice (data not shown), confirming that only mouse periostin
is modulated in this model of breast cancer-induced bone
metastases. Endocytosis is a common feature of eukaryote
cells, and the discrepancy between the positive staining of

Figure 5. (a) Relative changes in the expression of human and

mouse periostin mRNA levels by Q-PCR in hind limbs from control

mice (n ¼ 7) and from metastatic animals treated with the vehicle

(n ¼ 8) or zoledronic acid (n ¼ 8). Values are the mean (6SD) relative

change compared to control group. *p < 0.05 vs. CTR; #p< 0.05 vs.

UNT. (b) Correlation between serum periostin and bone periostin

mRNA levels. Correlation includes periostin data from control mice,

untreated and zoledronic acid-treated MDA-B02 cells-injected mice.

Figure 6. Periostin immunofluorescence staining of cultured MDA-B02 cells incubated overnight with or without recombinant mouse

periostin. Left column: FITC labeling of periostin. Central column: rhodamine labeling of actin. Right column: merge. Top row: MC3T3-E1

preosteoblastic cells were incubated alone and served as positive control. Middle row: MDA-B02 cells were incubated alone and served as

negative control. Bottom row: MDA-B02 cells were incubated overnight with 10 lg of recombinant mouse periostin.
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some of the MDA-B02 by IHC and the absence of expression
of human periostin mRNA in bones by Q-PCR could result
from the uptake of stroma-derived periostin by MDA-B02
cells as suggested by the in vitro analyses (Fig. 6). Whether
periostin uptake by cancer cells is occurring in vivo and has
biological effects remains to be investigated. Overall, our
observations are consistent with previous studies showing
overexpression of periostin within the stromal tissue of vari-
ous primary tumors types,15,20,21,23,26,42–49 although this is the
first to report a stroma-derived periostin overexpression in
the context of bone metastases from breast cancer.

In summary, we showed that periostin is overexpressed by
stromal cells in breast cancer bone metastases. This increased

expression was detected by the measurement of the protein in
circulating blood using ELISA. Currently, there is no measurable
circulating marker that can reflect the presence of tumor cells
seeded in the bone marrow. The measurement of periostin, and
other yet unidentified stromal factors, could be an early indicator
of bone involvement by breast cancer cells, possibly before they
induce detectable changes of systemic bone turnover markers.
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3.3 Données supplémentaires 
 

Supplément 4. Mesure de l
pattes métastatiques de souris. 
De la même façon que pour la périostine, nous avons mesuré le niveau 

Contrairement à la périostine, la vimentine est exprimée par les cellules 
donc que 

bioluminescence. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Supplément 5. Mesure des taux sériques de 
périostine chez les souris métastatiques. 

nous avons contrôlé au niveau protéique 

lle 
-PCR. Pour 

ce faire, nous avons développé un ELISA 
sandwich spécifique de la périostine humaine. Ainsi, nous avons mesuré des sérums de souris naïves (CTR) et 
métastatiques (MET) et des sérums humains. Les sérums de souris CTR ont également été mesurés après avoir été 
supplémentés avec de la périostine humain recombinante. 
que dans les sérums humains et les sérums de souris CTR supplémentés avec la périostine humaine, confirmant 
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Supplément 6. Analyse immunohistochimique de la périostine dans le périoste de pattes métastatiques. 
Outre le développeme

que les souris naïves (CTR) présentent un périoste bien structuré, avec une couche interne ostéogénique 

métastatiques (MET) perd totalement cette organisation par endroits. On remarque une prolifération cellulaire 
-
-

il y a
semblant subir de multiples lyses.  réaction périostée » 
décrite chez les patients atteints de métastases osseuses (http://www.med.univ-rennes1.fr/cerf/edicerf/OSTEO-
ARTICULAIRE/08OSTEO.html -B02 semblent avoir pour cette 

(non publiées) de notre laboratoire selon lesquelles la colonisation 
 De 

plus amples expériences permettraient de dire si la périostine, fortement exprimée au sein de cette structure, joue 
un rôle dans ces phases précoces du développement des métastases osseuses. 
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Supplément 7. Valeur diagnostique de la périostine sérique dans le contexte des métastases osseuses (MO). 

développé un premier dosage ELISA de la périostine humaine et testé différentes populations de patients atteints 
de cette pathologie. Cet ELISA fut par la suite abandonné en raison de performances analytiques inférieures à 
celles requises pour une utilisation clinique fiable. Cependant ces résultats préliminaires sont intéressants et 
mérite
atteintes de cancer du sein avec ou sans MO, 36 patients atteints de cancer prostatique sans MO et 40 patients 
atteints de cancer prostatique avec MO. Dans les deux types de cancer, les patients présentant des MO ont des 
taux sériques de périostine significativement supérieurs à ceux des patients sans MO. Une analyse de type courbe 
ROC (Receiver Operating Characteristic leur diagnostique de la périostine dans les 
deux pathologies. (A) Dans le cancer du sein, la courbe ROC montre une forte sensibilité du biomarqueur dans la 
discrimination des patientes avec ou sans MO mais une spécificité moins haute, la précision diagnostique globale 
étant de 67%. (B) Dans le cancer prostatique, la courbe ROC montre une forte spécificité du biomarqueur dans la 
discrimination des patientes avec ou sans MO mais une mauvaise sensibilité, la précision diagnostique globale 
étant de 41% seulemen
répondant aux spécifications analytiques propres à une utilisation clinique. 
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4. MÉTA-ANALYSE GÉNOMIQUE ET DES PROTÉINES 
APPARENTÉES DANS LE CANCER 

 
 
Contié S, Clézardin P, Garnero P (2010). Genomic meta-analysis of the expression of periostin and 
related proteins in cancer. PLoS ONE (submitted) 
 

 
4.1 S  

 

 

 
   

  
 

 
  

 

  

   

 
 

 

Les études récentes rapportant une surexpression de la périostine (POSTN) dans le 
cancer, nous avons
de la matrice extracellulaire (MEC) et des protéines de la même famille dans différentes 

ion de deux outils bioinformatiques 
récents. Oncomine (Compendia Bioscience) est un dépositoire de données brutes issues 

-analyse. DAVID (« Database 
for Annotation, Visualization and Integrated Discovery ») est une plateforme mise en place par 
le National Institute of Health (NIH, Etats-

Les analyses par clusters de co-expression 

tumeur évalués. Ces 12 clusters de co-expression ont ensuite été utilisés pour des analyses 
tielle entre tumeurs et tissus sains ou entre sous-types histologiques de 

tumeurs. Dans plusieurs variétés de tumeur, nous avons ainsi mis en évidence des signatures 
permettant une discrimination efficace entre les stades avancés et ceux moins évolués ou le 
tissu sain. Aux côtés de POSTN, plusieurs gènes récurrents incluaient différents types de 
collagène, VCAN, FN1, LUM, SULF1, SPARC, CDH11, THY1, FAP, THBS2 et INHBA. Ces signatures 
comportent une proportion exceptionnellement élevée de protéines qui, tout comme la 
périostine, appartiennent à la MEC et sont liées au métabolisme du TGF- , donc des 
composantes de la stromagenèse rencontrée dans les phases avancées de la progression 
tumorale. Finalement, ces 12 clusters de co-expression ont été analysés avec la plateforme 
DAVID, qui a identifié à chaque fois un ensemble de processus biologiques dans lesquels la 
périostine est potentiellement impliquée, du fait de son étroite corrélation avec le contenu des 
clusters. Principalement et de façon consistante, nous avons observé des fonctions telles que 

extracellulaires, mais également des programmes génétiques qui peuvent devenir pertinent 
lors de la dissémination métastatique des cellules tumorales (par exemple, le processus 
biologique « métabolisme osseux »).

xpression de la périostine dans différents types de tumeurs. Nous avons également 
démontré la relation étroite qui existe entre la périostine et les autres protéines de la MEC au 

ter de co-
expression de la périostine correspond à des fonctions-clé des stades avancés de la progression 
tumorale. La mesure de ces protéines sécrétées par des méthodes non invasives pourrait 
constituer de nouveaux biomarqueurs liés à la stromagenèse. Ceux-

pourraient même représenter de nouvelles cibles thérapeutiques pour limiter la progression de 
la maladie.



TRAVAIL EXPÉRIMENTAL  MÉTA-ANALYSE GÉNOMIQUE DE LA PÉRIOSTINE DANS LE CANCER 
 

 
109 

 

 
4.2 Article 

 
Cf. manuscrit soumis ci-après. 
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Abstract 

 
-inducible extracellular matrix (ECM) protein originally 

identified in the MC3T3-E1 mouse preosteoblastic cell line. Recent works reported the 
involvement of POSTN and other ECM proteins in various cancers. Here we aimed to further 
characterize the biological and clinical role of POSTN and POSTN-co-expressed genes in cancers 
by an integrative bioinformatic approach. In the Oncomine online database, co-expression 
analyses generated a POSTN-related gene cluster in each of the 12 cancer types evaluated. 
Differential expression analysis showed that a subset of these genes efficiently discriminate 
between higher and lower stages of cancer or between pathological and normal tissues. These 
genes included POSTN, several types of collagen, VCAN, FN1, LUM, SULF1, SPARC, CDH11, THY1, 
FAP, THBS2 and INHBA. Most of them encode for TGF- -regulated ECM proteins. A functional 
clustering of POSTN-co-expressed genes identified using the DAVID online database supported 
several experimentally established biological processes related to POSTN such as ECM 
organization and remodeling, vascularization and sensing of extracellular factors, but also 
genetic programs that may be relevant in the context of bone metastasis (e.g. bone 
metabolism). These findings were highly consistent across the evaluated cancer types. In 
conclusion, these gene database analyses confirmed the important role of POSTN in several 
biological processes of oncogenesis including metastases and suggested that other POSTN-
related stromal proteins may have similar functions, which need to be confirmed by 
experimental data. 

 
Key words 

 
Periostin; cancer progression; stromal reaction; biomarkers; database meta-analysis 
 

Background 
 
Recently there have been several attempts of data-mine published microarrays, using 

software that can meta-analyze thousands of microarrays. One such program named Oncomine 
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(http://www.oncomine.org) stores a collection of individual microarray data from large number 
of patient samples [1]. These "multi-arrays" usually use either normal or tumor biopsy samples 
from various tissue sources. Two kinds of analysis may be used through the Oncomine 
database. First, the comparison of a gene expression level between groups defined by clinical 
or histological characteristics (example in figure 1B). A meta-analytic approach is made possible 
by the normalization of microarray data which allows a large scale-evaluation of the diagnostic 
or prognostic relevance of the studied genes. However, the analysis of relative mRNA 
expression levels can be limited by the fact that relatively small changes in mRNA expression 
may not be detectable although they could induce large changes at the protein level. A second 
analysis method known as Gene Set Enrichment Analysis generates a distinct type of output. 
For a given gene, it actually identifies a cluster of co-expressed genes in each dataset rather 
than an up- or down-regulation between distinct groups [2]. When enrichment analysis is led 
among several clusters from the same type of cancer and with appropriate stringency cutoffs 
(Odds Ratio, p-value, overlapping), the computed gene network is even more reliably 
associated to the studied gene (example in figure 1C). Correlations like this show that the 
clustered proteins may belong to the same pathway (e.g. both co-regulated together, or one 
directly affecting the other). 

Finally, this gene network can be analyzed and organized in functional clusters with 
other bioinformatic tools such as the Database for Annotation, Visualization and Integrated 
Discovery (DAVID) [3, 4]. Hence the function of the studied gene in a specific condition may be 
further characterized according to the functional clusters defined by the associated gene 
network. 
 

Periostin (POSTN) is a -inducible extracellular matrix (ECM) protein originally 
identified in the MC3T3-E1 mouse preosteoblastic cell line [5, 6]. In physiological conditions, it 
is mainly secreted in the periosteum during growth and in periodontal ligaments [5, 7-9], 
suggesting a role in bone formation. Furthermore POSTN-knockout mice exhibit dwarfism with 
enamel and periodontal defects [10]. In vitro experiments have also shown that POSTN is 
involved in the adhesion and recruitment of stroma-derived osteogenic progenitors [11]. 
Finally, recent works reported its role in organization of the extracellular meshwork 
architecture [12-14]. 

ln pathological conditions, POSTN was shown to promote epithelial ovarian carcinoma 
 [15]. In colon cancer, the 

interaction of POSTN d angiogenesis and metastasis [16]. Other studies 
reported the interaction of POSTN with integrins and the downstream activation of the Akt/PKB 
pathway [17-19]. Additionally POSTN involvement in epithelial-mesenchymal transition an 
important process of metastasis  was reported in several studies [8, 19-22]. Clinically, POSTN 
was overexpressed in a large panel of human tumor samples, including lung [23, 24], ovary [15, 
25], breast [26, 27], colon [28, 29], pancreas [19, 30], prostate [31, 32] and esophagus [33, 34]. 
More recently we demonstrated that POSTN was overexpressed in a mouse model of breast 
cancer bone metastases [35]. In these studies, increased POSTN expression was frequently 
associated with higher clinical stage or grade, poor survival, tumor recurrence or metastatic 
outcomes. POSTN expression in these tumor samples was reported to occur mainly in the 
surrounding stroma or at the epithelial-mesenchymal front. Several studies suggested that 
POSTN and other ECM proteins can modulate cancer cells activity that may lead to enhance 
tumor progression [19, 25, 30]. 
 

In this study, we aimed 1) to compare the data on POSTN expression in cancers stored in 
online databases with previously published experimental data using a meta-analysis approach, 
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2) study the relevance of POSTN and other related ECM molecules as biomarkers in various 
cancers, and 3) to further clarify the role of POSTN in the oncogenic processes through the 
associated functional clusters. 
 
Methods 
 

This study is based on two different online databases: the Oncomine v4.3 Research 
Edition (Compendia Bioscience; http://www.oncomine.org) Database for Annotation, 
Visualization and Integrated D DAVID) v6.7 (National Institute of Allergy and Infectious 
Diseases, NIH; http://david.abcc.ncifcrf.gov). The first one compiles normalized data [1] from 
public high-throughput gene screening studies in which POSTN expression data are available. 
We evaluated a large variety of cancer encompassing 266 datasets or 19156 samples (figure 
1A). The second database consists of an integrated biological knowledgebase and analytic tools 
aimed at extracting biological meaning from gene/protein lists [2]. 

 
Oncomine differential expression analyses 
In this set of analyses, POSTN differential expression between cancerous and normal 

tissues or between histological groups was examined as exemplified in figure 1B. Comparisons 
were considered as significant when p-value < 0.05. Non significant and significant up- or 
downregulation were counted. Groups with only 1 or 2 samples were discarded from analyses. 

 
Oncomine co-expression clustering analyses 
In this set of analyses, correlations between POSTN expression and that of any other 

genes were searched in each available dataset. In each type of cancer, the available co-
expression clusters (green square-made columns in figure 1C) were statistically compared and 
determined as associated when Odds Ratio > 10 and p-value < 10E-8. Occurrence of POSTN-co-
expressed genes was calculated and those with overlapping  (figure 1C). 
This series of stringencies yielded a more representative gene list than those individually 
presented in each clusters. This analysis was repeated for each type of cancer (figure 1A). The 
output genes were then 1) characterized for their cellular localization, 2) evaluated in 
differential expression analyses and finally 3) processed through functional clustering. These 3 
analyses are described below. 

 
Cellular localization of POSTN-co-expressed genes 
Each gene list was uploaded to the DAVID database and converted in DAVID format, the 

species was set on and we selected the GOCC_FAT filter (Gene Ontology Cellular 
Component; FAT subset) and built an annotation table . Uncertain annotations were verified 
at http://www.uniprot.org. Genes were identified as non-secreted, non-ECM or ECM secreted 
products. 

 
Evaluation of POSTN-co-expressed genes as tumor or progression markers 
POSTN-co-expressed genes were tested in differential expression analyses allowing an 

evaluation as high-stage or progression markers. Procedure was the same that described 
before. 

 
DAVID functional clustering analyses 
Finally, a functional clustering based on biological processes terms from the Gene 

Ontology project was done in each type of cancer with the corresponding list of POSTN-co-
expressed genes. Basically, this analysis transforms a list of genes into a list of relevant 
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biological processes. Briefly, each list was uploaded to the DAVID database and converted in 
DAVID format, we set the species whole 

a functional clustering with stringency . The complete procedure is further 
detailed in the literature [4]. 

 
Statistical analyses 
Oncomine differential expression analyses are based on Log2 transformed median 

centered values and are tested with a Student  t-test. The significance was established at 
p<0.05. We did not apply further thresholds such as fold-change or gene rank. 

In each Oncomine datasets, a co-expression cluster was generated when at least 10 genes 
are correlated to POSTN with a r- 0.5. Then, in each type of cancer, a statistical association 
between clusters from distinct datasets was established when Odds Ratio > 10 and p-value < 
10E-8 (the more stringent cutoffs available). High Odds Ratio means the association did not occur by 
chance alone and the p-value is the significance of this association. 

In DAVID functional clustering analyses, we basically used the highest classification 
stringency, which limits fuzzy clustering and identifies the functional clusters more specifically 
[4]. DAVID also proposes statistical tests such as Enrichment Scoring though they were not 
relevant regarding the purpose of this work. 

 
Results 
 

Differential expression analyses for POSTN 
Analysis of POSTN differential expression in the Oncomine database revealed frequent 

modulations of this gene in a large set of cancers (Table 1): 
In bladder, POSTN was significantly overexpressed in infiltrating cancer vs. normal tissue 

(4 out of 4 studies) whereas it was significantly underexpressed in superficial cancer vs. normal 
tissue (3/4 studies). POSTN was also overexpressed in infiltrating vs. superficial bladder cancer 
(7/8 studies). 

In brain, the ratio of studies showing an increased POSTN expression in cancer vs. 
normal tissue tended to increase along with WHO staging up to 100% in glioblastoma (4/4 
studies). Additionally, POSTN expression was significantly higher in glioblastoma compared to 
other gliomas in almost all studies (7/8). 

In breast, the ratio of studies with overexpressed POSTN compared to normal tissue also 
increased with the disease severity: 0/2 in non cancerous breast conditions, 6/9 in non-invasive 
cancer and 8/8 in the invasive form. However, POSTN expression was not systematically higher 
in invasive vs. non-invasive cancer (2/3 studies). Additionally, POSTN expression tended to be 
higher in lobular than in ductal cancer (5/13 studies). 

In colon, POSTN was significantly overexpressed in colorectal adenocarcinoma vs. 
normal tissue (8/9 studies) whereas it was significantly underexpressed in adenoma a non-
cancerous condition  vs. normal tissue (3/3 studies). 

In esophagus, 
adenocarcinoma (3 studies) always presented an increase of POSTN expression compared to 
normal tissue. 

In head and neck carcinomas, POSTN expression was increased compared to normal 
tissue in almost all studies (11/13). 

In kidney, clear cell renal carcinoma presented an overexpression of POSTN compared 
to normal tissue (4/6 studies) or other renal cell carcinomas (5/5 studies). However the POSTN 
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expression in non-clear cell renal carcinomas did not differ from normal tissue in 4/6 studies 
and was even significantly lower in 2/6 studies. 

In lung, non-small cell carcinomas (NSCLC, i.e. adenocarcinoma, squamous cell 
carcinoma and large cell carcinoma) presented an overexpression of POSTN compared to 
normal tissue in almost all studies (11/13) whereas small cell carcinoma did not differ from 
normal tissue (2/2 studies). 

In lymphoma, the aggressive forms such as diffuse large B-cell, centroblastic and 
 presented a POSTN overexpression compared to normal tissue in all 

studies (9/9) and to follicular lymphoma an indolent form  in almost all studies (7/8). However 
the comparison between follicular lymphoma and normal tissue resulted in mitigated 
observations: 2/4 studies showed an overexpression and 2/4 studies showed an 
underexpression. 

In ovary, adenocarcinomas globally showed a POSTN overexpression compared to 
normal tissue (8/10 studies). Additionally, POSTN expression was higher in the serous form vs. 
other forms of ovarian adenocarcinoma (4/7 studies). Finally, POSTN expression in ovarian 
carcinomas vs. borderline adenocarcinoma was significantly higher (3/4 studies). 

In pancreas, 5/6 studies presented a POSTN overexpression in carcinoma and 
adenocarcinoma vs. normal tissue. 

In prostate, POSTN was significantly overexpressed in carcinoma vs. normal tissue (8/11 
studies). POSTN expression was also increased in prostate carcinoma vs. precursor (2/2 
studies). 

In cervical and gastric cancer, leukemia, liver cancer, melanoma, myeloma and sarcoma, 
the set of available analyses did not bring striking results, notably because of the low number of 
studies. These data were not reported in Table 1 but are still available in Supplement 1. 

 
Co-expression clustering analyses for POSTN and cellular localization of gene products 
Co-expression clustering analyses were led in each of the 12 cancer types. It resulted in 

one small cluster per cancer type, constituting a total of 70 unique genes, which the expression 
was closely correlated to that of POSTN (Table 2). Gene products names are available in 
Supplement 2. Among the 70 POSTN-co-expressed gene products, 51 proteins (73%) are 
secreted and 34 of them (49% of the whole list) are ECM components. These 12 clusters were 
then evaluated through differential expression analyses and processed through functional 
clustering. 

 
Evaluation of POSTN-co-expressed genes in differential expression analyses 
POSTN-co-expressed genes were tested in differential expression analyses allowing an 

evaluation as high-stage or progression markers (Table 3). Only POSTN and POSTN-co-
expressed genes presenting a significant (p<0.05) upregulation /comparisons 
were reported. In each comparison, small-sized gene signatures mainly related to ECM were 
obtained, except in ovarian and prostatic cancer where POSTN-associated genes did not reach 
the 80% threshold. In head and neck, pancreas, colorectum, lymphoma, kidney and lung 
conditions, the signatures generated allowed a highly efficient discrimination between cancer 
and normal tissue. In bladder and brain cancers, the signatures generated allowed a highly 
efficient discrimination between highest stage and lower stages. Finally, in breast and 
esophagus, the available datasets allowed a comparison between signatures from low- and 
high-stages conditions. Globally, these comparisons yielded a list of early markers and 
progression markers. Notably in breast cancer, FAP, COL11A1, FN1, LRRC15, INHBA and THY1 
upregulation began from the non-invasive stage and was maintained throughout the invasive 
stage. Also in esophageal conditions, POSTN, COL3A1, CHD11, VCAN, LUM, THBS1 and PECAM1 
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upregulat
adenocarcinoma. 

 
Functional clustering analyses of POSTN-co-expressed genes 
Clustering analysis of POSTN-co-expressed genes was led in each cancer type, where it 

resulted in small groups of biological processes (Figure 2). These processes mainly concerned 
ECM organization or remodeling, vascularization and sensing of extracellular factors, which 
were highly recurrent across the various types of cancer (boldened in Figure 2). We also found 
some biological processes related to organ development. 
 
Discussion 

 
The past few years have seen a tremendous development of high-throughput 

experiments and subsequent databases-based analytic tools, which may be of great interest for 
large-scale studies of gene/protein clusters. POSTN is a -inducible ECM protein known to 
be overexpressed in a large number of human tumor samples [36]. Hence we aimed to expend 
the knowledge about POSTN in the cancer field using two recent bioinformatics tools: 
Oncomine [1, 2] and DAVID [4]. 

 
Through Oncomine differential expression analyses, we confirmed that POSTN is 

overexpressed in breast, colorectal, esophageal, lung, ovarian, pancreatic and prostatic cancers. 
The only discrepancy we observed between our data and the literature concerned bladder 
cancer. Actually, Kim et al. reported a decrease of POSTN expression in high grades cancers 
[37]. In this study we actually showed a decrease of POSTN expression in superficial bladder 
cancer vs. normal tissue yet we also reported an overexpression in the infiltrating form vs. 
normal tissue. This discrepancy may originate from the different classification used in the 
Oncomine database compared to that used in the previous works by Kim et al. We also showed 
for the first time that POSTN is a tumor marker in clear cell renal carcinoma, in glioblastoma, in 
head and neck carcinomas, as well as in aggressive lymphomas (i.e. diffuse large B-cell, 

 
In this analysis we also have been able to analyze POSTN expression with cancer 

progression. Actually, the ratio of studies reporting an increased POSTN expression in cancer vs. 
normal tissue increased with disease progression in breast cancer and glioma, suggesting that 
the expression of this ECM protein is associated with the most aggressive stages of these 
diseases. Tissue expression analyses also highlighted differences between histological subtypes 
in several cancers. For example, POSTN expression tended to be higher in lobular vs. ductal 
breast cancer (5/13 studies). Lobular tumors have more frequently loss of E-cadherin [38] 
which is a hallmark of the mesenchymal transformation, as was reported for POSTN [8, 19-22]. 
Clear cell renal carcinoma, a low survival rate renal carcinoma [39], presented a higher POSTN 
expression compared to other renal cell carcinomas in all 5 studies. Finally POSTN expression in 
ovary was higher in serous adenocarcinoma vs. other adenocarcinomas (i.e. endometrioid-, 
clear cell- and mucinous adenocarcinoma) and in carcinomas vs. borderline adenocarcinoma, 
consistently with the lower survival rates commonly reported in serous adenocarcinoma 
(compared to others) and carcinomas (compared to borderline adenocarcinoma) [40]. 

These data taken together with the published experimental data [15, 19, 23-33] support 
the relevance of POSTN as a progression marker in this set of cancers. Nevertheless these 
analyses also highlighted the early modulation of POSTN expression levels in a few 
premalignant, precursory or benign conditions. An early POSTN overexpression was previously 
documented in Esophagus [33, 34]. Interestingly, we also found a consistent 
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downregulation of POSTN in superficial bladder cancer and colorectal adenoma, in which 
POSTN may serve as a suppressor of invasion, as reported by Kim et al. [37]. 

 
Through Oncomine co-expression analyses in 12 types of cancer, we showed that POSTN 

expression is closely correlated with that of specific genes. Basically these 12 gene clusters 
served as a basis for the further analyses yet it highlighted a few points. These clusters were 
particularly enriched in secreted molecules (73%) whereas human secretome represents only 
20-25% of the genome. Also, the prominent representation of ECM-related gene products 
(49%) is consistent with studies reporting that POSTN expression occurred mainly in the stroma 
surrounding the tumor cells [15, 19, 23-33]. Additionally, we observed that COL3A1 was co-
expressed with POSTN in 100% of cancer types, which is interesting given that both COL3A1 and 
POSTN genetic shutdown produce similar phenotypes (Ehlers-Danlos syndrome type IV) [41]. 

 
Because all of these genes were closely correlated with POSTN, we aimed to evaluate 

them in differential expression analyses allowing an evaluation as high-stage or progression 
markers. In each comparison, a subset of genes presented a consistent significant upregulation, 
including POSTN, several collagens, VCAN, FN1, LUM, SULF1, SPARC, CDH11, THY1, FAP, THBS2 
and INHBA. Some of them were previously reported as upregulated in cancers [24, 27, 30, 33, 
34, 42-45]. These subsets may constitute efficient signatures to discriminate between higher 
and lower stages of cancer or between pathological and normal tissues. As suggested by Kim et 
al., the coordinated overexpression of these specific genes in cancer may indicate that a 
threshold of invasion has been reached, allowing for metastatic progression [46]. 

Interestingly, these genes were prominently related to ECM. The aberrant expression of 
ECM proteins in cancer, named stromagenesis, is well described and plays a key role in tumor 
progression [47]. Such a disease progression is triggered by the epithelial-mesenchymal 
transition, in which POSTN and other ECM proteins are involved. Furthermore, the role of 
POSTN in tumor progression was previously described in pancreatic and ovarian cancer [19, 25, 
30]. This demonstrated the reliability of co-expression clustering in Oncomine and highlighted 
the relevance of these ECM-related gene products as tumor-related stromagenesis biomarkers. 

We also noticed that these signatures encompassed several TGF -related genes 
(ADAM12, ASPN, COL1A1, COL1A2, COL3A1, COL4A1, COL5A2, COL6A1, COL6A3, FN1, INHBA, 
LRRC15, LUM, POSTN, THBS1, THBS2, TIMP1 and VCAN, as reviewed by Xu et al. [48]). TGF  is 
known to act as a tumor suppressor in normal cells and early tumors but as a promoter of 
malignancy in advanced stages of the disease, which may explain the overexpression of 
multiple TGF -related genes in these late stage-signatures. Moreover, POSTN is known to be 
strongly upregulated by activin-A (INHBA h signaling-inducer [49], and both 
was frequently co-expressed in these signatures. 

 
Finally we processed these POSTN-co-expressed genes through DAVID functional 

clustering analyses. Because co-expression suggests that gene products may belong to the 
same biological processes than POSTN (e.g. same pathway, co-regulated together, or one 
directly affecting the other), co-expression clusters can be analyzed and organized in functional 
clusters. This can help to better characterize the biological involvements of POSTN in tissues 
undergoing a malignant transformation. Through this approach we confirmed the involvement 
of POSTN in biological processes such as ECM organization or remodeling, vascularization and 
perception of extracellular signals, which is consistent with previous works [14, 17, 41, 50]. 
These processes are typically related to advanced stage of cancers, when tumor cells have 
entered the invasive/mesenchymal phase. We also showed the recurrent presence of a bone-
related functional cluster, which was expected given the primary identity of POSTN. This kind of 
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organ-related functional cluster does not seem to have a role in the primary tumor (except in 
cases where calcification occurs) but may be relevant in the context of skeletal metastasis. 
Indeed bone metastases frequently occur in breast, prostate, lung and kidney cancer, and we 
previously showed that POSTN is overexpressed in an animal model of bone metastases from 
breast cancer [35]. 

 
In conclusion, our results revealed that, not only does this integrative bioinformatics 

approach corroborate previously published data on POSTN, but it also generated novel data on 
the modulation of POSTN and POSTN-co-expressed genes in human tumor samples. We 
demonstrated the close relationship between POSTN and other ECM proteins in the oncogenic 
process as well as the relevance of these molecules as high stage or progression biomarkers. 
We also specified further the biological involvements of POSTN in tissues undergoing malignant 
transformations. Because secreted molecules by me detected in biological fluids including 
serum, these new sets of biomarkers could be of interest in evaluating the cancer progression 
and monitoring treatment efficacy.  

 
Limitations 

 
DNA chip-based studies do not take into account some genetic alterations such as single 

nucleotide polymorphism (SNP) or posttranscriptional modifications such as alternative splicing 
and glycosylation. Gene and gene products subjected to those alterations, like POSTN [45, 51-
54], may necessitate further nucleotide sequencing or proteomic investigation, especially 
before immunohistochemical or ELISA assays. Additionally, high stringency cutoffs used at each 
steps of this study yielded highly reliable data but some interesting genes or functions may 
have been not detected in such analysis. 
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BA

C gene occurrence overlay (%)

POSTN 18 100

COL1A2 16 89

VCAN 15 83

THBS2 14 78

FBN1 14 78

FN1 14 78

COL3A1 14 78

SULF1 13 72

COL11A1 13 72

FAP 13 72

SPARC 12 67

COL6A3 12 67

AEBP1 12 67

COL1A1 12 67

COL5A2 11 61

COL6A1 11 61

LUM 11 61

COL4A1 10 56

MXRA5 10 56

CDH11 10 56

INHBA 10 56

COL5A1 10 56

RAB31 9 50

DCN 9 50

POSTN-correlated (yes/no); n = 18 study-derived clusters

cancer type datasets samples clusters associable clusters

Bladder Cancer 14 1387 11 9

Brain and CNS Cancer 27 1369 14 9

Breast Cancer 59 5413 52 48

Colorectal Cancer 24 1707 19 18

Esophageal Cancer 6 105 6 5

Head and Neck Cancer 17 567 20 17

Kidney Cancer 16 1123 10 8

Lung Cancer 25 2034 20 19

Lymphoma 25 1984 21 19

Ovarian Cancer 21 1844 6 5

Pancreatic Cancer 9 150 9 7

Prostate Cancer 23 1473 6 5

 
 
Figure 1. Examples of a differential expression analysis and co-expression clustering as available in Oncomine. 
(A) Summary of datasets and clusters available in 12 types of cancer. Almost all clusters are statistically associable 
(i.e. Odds Ratio > 10; p-value < 10E-8). Two kinds of analysis are exemplified with colorectal cancer in B and C. (B) 
Differential expression analyses between colorectal cancer and normal tissue. Each comparison is characterized by 
p-value, fold-change and gene rank. (C) Cluster association in colorectal cancer and identification of overlapping 
genes. In each column, green squares denote a significant correlation between POSTN expression and a given 
gene. The calculation of overlapping across all 18 clusters/columns yielded a reliable list of genes recurrently co-
expressed with POSTN (i.e. overlapping  
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cancer types cancer vs.  normal and histological comparisons total up down NS
BLADDER superficial bladder cancer vs. normal 4 1 3

infiltrating bladder cancer vs. normal 4 4
infiltrating vs. superficial bladder cancer 8 7 1

BRAIN Meningioma vs. normal 1 1
Primitive Neuroectodermal Tumor vs. normal 3 3
glioma (WHO stage I) vs. normal 1 1
glioma (WHO stage II) vs. normal 4 4
glioma (WHO stage III) vs. normal 7 2 5
glioblastoma (WHO stage IV) vs. normal 4 4
glioblastoma vs. other gliomas 8 7 1

BREAST non cancerous breast conditions vs. normal 2 2
breast cancer vs. normal 9 6 3
invasive breast cancer vs. normal 8 8
invasive vs. in situ breast cancer 3 2 1
lobular vs. ductal breast cancer 13 5 8

COLORECTAL colorectal adenoma vs. normal 3 3
colorectal adenocarcinoma vs. normal 9 8 1

ESOPHAGEAL Barrett's Esophagus vs. normal 3 3
esophageal adenocarcinoma vs. normal 3 3

HEAD & NECK head and neck carcinomas vs. normal 13 11 2
KIDNEY clear cell renal cell carcinoma vs. normal 6 4 2

non clear cell renal cell carcinoma vs. normal 6 2 4
clear cell vs. other renal cell carcinomas 5 5

LUNG lung adenocarcinoma vs. normal 7 6 1
squamous cell lung carcinoma vs. normal 4 4
large cell lung carcinoma vs. normal 2 1 1
small cell lung carcinoma vs. normal 2 2

LYMPHOMA diffuse large B-cell lymphoma vs. normal 7 7
Burkitt's lymphoma vs. normal 1 1
centroblastic lymphoma vs. normal 1 1
follicular lymphoma vs. normal 4 2 2
diffuse large B-cell vs. follicular lymphoma 8 7 1

OVARY ovarian adenocarcinomas vs. normal 10 8 2
serous vs. other ovarian adenocarcinomas 7 4 3
ovarian carcinomas vs. borderline adenocarcinoma 4 3 1

PANCREAS pancreatic carcinoma and adenocarcinoma vs. normal 6 5 1
PROSTATE prostatic carcinoma vs. normal 11 8 3

prostate carcinoma vs. precursor 2 2  
 
Table 1. Differential expression of POSTN in studies comparing cancer and normal tissues or histological 
subtypes. For each type of comparison the total number of studies and the number of studies with significant 

detailed table with sample sizes, fold-changes, p-values and studies references, Cf. Supplement 1. WHO: World 
Health Organization. 
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9 clusters OL(%) 9 clusters OL(%) 48 clusters OL(%) 18 clusters OL(%) 5 clusters OL(%) 17 clusters OL(%) 8 clusters OL(%) 19 clusters OL(%) 19 clusters OL(%) 16 clusters OL(%) 6 clusters OL(%) 7 clusters OL(%)

COL6A3 100 COL1A2 89 FAP 83 COL1A2 89 COL3A1 100 COL1A2 100 COL1A2 100 COL11A1 84 FN1 84 COL3A1 94 COL1A2 100 COL1A2 86
FN1 100 COL6A3 89 CDH11 83 VCAN 83 COL6A3 100 COL11A1 94 COL3A1 100 THBS2 84 COL3A1 79 THBS2 88 COL3A1 100 COL3A1 86
LUM 100 COL3A1 78 VCAN 81 THBS2 78 AEBP1 80 VCAN 94 COL6A3 100 COL1A2 84 FAP 74 COL1A2 88 COL6A3 100 COL6A3 71
COL3A1 89 LUM 67 LUM 81 FBN1 78 CDH11 80 COL6A3 88 CDH11 75 VCAN 79 COL1A2 68 FN1 81 FN1 100 CDH11 71
CDH11 89 FAP 67 AEBP1 79 FN1 78 COL1A2 80 COL3A1 88 COL5A2 75 COL3A1 79 MMP2 68 COL6A3 81 LUM 100 FBN1 71
VCAN 89 COL6A1 56 COL1A2 77 COL3A1 78 COL5A1 80 COL5A2 82 COL1A1 75 FAP 74 SPARC 63 COL5A2 75 FAP 80 COL5A2 57
SPARC 78 FN1 56 FBN1 77 SULF1 72 COL5A2 80 SULF1 82 COL5A1 75 SULF1 68 LUM 63 VCAN 75 FBN1 80 FN1 57
PCOLCE 78 COL5A2 56 THBS2 75 COL11A1 72 COL6A1 80 CDH11 82 FBN1 63 ADAM12  63 COL5A2 63 FAP 75 THBS2 80 FAP  57
COL5A2 78 MXRA5 56 COL3A1 75 FAP 72 MMP2 80 FAP 82 SULF1 63 COL6A3 63 COL1A1 58 LUM 75 VCAN 80 THBS2 57
COL1A2 78 FBN1 56 COL5A2 73 SPARC 67 SULF1 80 THBS2 82 FN1 63 COL1A1 58 COL6A1 58 SPARC 69 SPARC 80 COL6A1 57
RARRES2 67 IGFBP4 56 COL11A1 67 COL6A3 67 VCAN 80 AEBP1 82 ACTA2  63 LRRC15 58 COL6A3 53 COL11A1 63 CDH11 80 LUM  57
NID2 67 LOXL2 56 SPARC 67 AEBP1 67 CTSK 80 SPARC 76 AEBP1  50 MXRA5 58 VCAN 53 MMP2 63 MXRA5 80 SULF1 57
FAP 67 NID2 56 CTSK 67 COL1A1 67 FN1 80 LUM 76 LUM 50 COL5A2 58 FBN1 56 SULF1 80 SPARC 57
FBN1 67 FN1 65 COL5A2 61 LUM 80 LRRC15 71 FAP 50 AEBP1 53 AEBP1 56 COL6A1 80
SULF1 67 ADAM12 63 COL6A1 61 ASPN 60 NID2 71 VCAN 50 TIMP3 50 AEBP1 60
AEBP1 67 COL1A1 63 LUM 61 EMILIN1 60 FN1 71 SPARC 50 INHBA 50 COL5A2 60
THBS2 67 COL6A3 63 COL4A1 56 INHBA 60 COL1A1 71 COL4A1 50 COL1A1 50 THY1 60
C1S 56 COL6A1 60 MXRA5 56 PCOLCE 60 COL6A1 71 RFTN1 50 MMP11 50 COL1A1 60
FILIP1L 56 LRRC15 60 CDH11 56 SFRP4 60 ADAM12 65 ASPN 50 PCOLCE 50 ACTA2 60
COL15A1 56 ASPN 58 INHBA 56 COL1A1 60 FBN1 65 INHBA 50 CCDC80 60
GAS1 56 MXRA5 58 COL5A1 56 MFAP5 60 COL5A1 65 FNDC1 50 COL12A1 60
THY1 56 COL5A1 58 RAB31 50 COL6A2 60 NNMT 59 SMOC2 50 ASPN 60
COL5A1 56 NID2 56 DCN 50 FBLN2 60 BGN 59 TPM2 50 COL5A1 60
CTSK 56 ITGBL1 56 FBN1 60 PCOLCE 59 COL15A1 50 MMP2 60
MMP2 56 OLFML2B 54 PXDN 60 OLFML2B 59 FILIP1L 60
COL6A1 56 INHBA 54 THBS1 60 CTSK 53

SERPINF1 52 IGFBP7 60 ASPN 53
CRISPLD2 52 MMP9 60 CALD1 53
PDGFRL 52 PECAM1 60 PRSS23 53
MFAP5 52 SERPING1 60 MMP2 53
THY1 50 SPARC 60 THY1 53
SPON1 50 THY1 60 TPM1 53
COL6A2 50 HTRA1 53
MMP2 50

lymphoma ovary pancreas prostatecolorectal esophagus head & neck kidney lungbladder brain breast

 
 
Table 2. POSTN-co-expressed genes in 12 types of cancers. The count of significantly associated clusters is 
specified below the cancer type. For each type of cancer, the genes significantly correlated with POSTN expression 
in at least half of associated clusters are reported (OL: overlapping ratio across the associated clusters). Non-
secreted gene products are highlighted in light green. Non-ECM and ECM secreted gene products are highlighted 
in light orange and light red, respectively. Gene products names are available in Supplement 2. 
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cancer types comparisons genes studies with cancer types comparisons genes studies with cancer types comparisons genes studies with
signif. change signif. change signif. change

BLADDER infi l trating vs . POSTN 7/8 (87%) BREAST breast carcinoma POSTN 6/9 (66%) ESOPHAGUS Barrett's  Esophagus POSTN 3/3 (100%)
superficia l  cancer COL6A3 8/8 (100%) vs . normal FAP 9/9 (100%) vs . normal COL3A1 3/3 (100%)

FN1 6/7 (85%) COL11A1 9/9 (100%) CDH11 3/3 (100%)
total = 25 LUM 7/7 (100%) total = 7 FN1 9/9 (100%) total = 7 VCAN 2/2 (100%)
secreted = 18 COL3A1 7/7 (100%) secreted = 4 LRRC15 9/9 (100%) secreted = 5 LUM 3/3 (100%)
ECM = 15 VCAN 6/7 (85%) ECM = 3 INHBA 9/9 (100%) ECM = 5 THBS1 2/2 (100%)

SPARC 7/8 (87%) THY1 9/9 (100%) PECAM1 3/3 (100%)
PCOLCE 6/6 (100%) BREAST invas ive breast cancer POSTN 8/8 (100%) ESOPHAGUS adenocarcinoma vs . POSTN 3/3 (100%)
COL5A2 5/5 (100%) vs . normal CDH11 8/8 (100%) normal COL3A1 3/3 (100%)
COL1A2 5/6 (83%) VCAN 8/8 (100%) COL6A3 3/3 (100%)
RARRES2 6/6 (100%) total = 19 AEBP1 5/5 (100%) total = 22 CDH11 3/3 (100%)
NID2 6/6 (100%) secreted = 14 COL1A2 5/5 (100%) secreted = 17 COL1A2 2/2 (100%)
FAP 6/6 (100%) ECM = 11 COL3A1 8/8 (100%) ECM = 14 COL5A1 3/3 (100%)
FBN1 5/6 (83%) COL5A2 8/8 (100%) COL5A2 3/3 (100%)
SULF1 4/4 (100%) COL11A1 8/8 (100%) MMP2 3/3 (100%)
AEBP1 7/7 (100%) FN1 8/8 (100%) SULF1 2/2 (100%)
THBS2 7/8 (87%) COL1A1 8/8 (100%) VCAN 2/2 (100%)
C1S 5/5 (100%) COL6A3 7/8 (87%) LUM 3/3 (100%)
FILIP1L 7/7 (100%) LRRC15 8/8 (100%) ASPN 2/2 (100%)
COL15A1 7/7 (100%) ASPN 7/8 (87%) INHBA 2/2 (100%)
GAS1 6/7 (85%) MXRA5 7/8 (87%) PCOLCE 3/3 (100%)
THY1 5/5 (100%) COL5A1 8/8 (100%) COL1A1 2/2 (100%)
COL5A1 4/5 (80%) ITGBL1 7/8 (87%) PXDN 3/3 (100%)
CTSK 4/4 (100%) OLFML2B 7/8 (87%) THBS1 2/2 (100%)
COL6A1 8/8 (100%) INHBA 7/8 (87%) IGFBP7 3/3 (100%)

BRAIN gl ioblastoma vs . lower POSTN 7/8 (87%) THY1 7/8 (87%) MMP9 3/3 (100%)
stages  gl iomas COL1A2 7/7 (100%) COLORECTAL adenocarcinoma POSTN 8/9 (88%) PECAM1 3/3 (100%)

COL3A1 7/8 (87%) vs . normal COL1A2 9/9 (100%) SPARC 3/3 (100%)
total = 8 COL6A1 8/8 (100%) VCAN 8/8 (100%) THY1 3/3 (100%)
secreted = 8 FN1 7/8 (87%) total = 14 THBS2 8/9 (88%) KIDNEY clear cel l  renal  cel l POSTN 4/6 (66%)
ECM = 6 COL5A2 8/8 (100%) secreted = 10 SULF1 7/7 (100%) carcinoma vs . normal COL1A2 5/6 (83%)

MXRA5 6/6 (100%) ECM = 9 COL11A1 8/9 (88%) COL3A1 5/6 (83%)
LOXL2 6/7 (85%) FAP 8/8 (100%) total = 15 COL6A3 4/5 (80%)

HEAD & NECK carcinomas vs . POSTN 11/13 (84%) SPARC 9/9 (100%) secreted = 12 CDH11 4/5 (80%)
normal COL1A2 11/13 (84%) COL1A1 7/8 (87%) ECM = 12 COL5A2 4/5 (80%)

VCAN 11/13 (84%) COL5A2 7/7 (100%) FBN1 4/5 (80%)
total = 15 COL3A1 11/13 (84%) CDH11 8/8 (100%) SULF1 4/5 (80%)
secreted = 11 COL5A2 12/13 (92%) INHBA 7/8 (87%) FN1 6/6 (100%)
ECM = 10 SULF1 11/13 (84%) COL5A1 6/6 (100%) VCAN 4/5 (80%)

SPARC 13/13 (100%) RAB31 6/7 (85%) SPARC 6/6 (100%)
LUM 12/13 (92%) LYMPHOMA aggress ive lymphomas POSTN 9/9 (100%) COL4A1 5/5 (100%)
FN1 12/13 (92%) vs . normal FN1 9/9 (100%) RFTN1 5/6 (83%)
COL1A1 9/9 (100%) COL3A1 5/5 (100%) COL5A1 4/5 (80%)
ADAM12 11/13 (84%) total = 13 FAP 9/9 (100%) COL15A1 5/5 (100%)
COL5A1 9/9 (100%) secreted = 12 COL1A2 4/4 (100%) LUNG NSCLC vs . normal POSTN 11/13 (84%)
CALD1 11/13 (84%) ECM = 12 MMP2 6/6 (100%) COL11A1 12/13 (92%)
THY1 12/13 (92%) SPARC 9/9 (100%) total = 8 THBS2 13/13 (100%)
TPM1 11/13 (84%) LUM 4/4 (100%) secreted = 6 COL1A2 11/13 (84%)

PANCREAS carcinoma and POSTN 5/6 (83%) COL5A2 4/4 (100%) ECM = 6 COL3A1 8/10 (80%)
adenocarcinoma vs . normal COL1A2 5/6 (83%) COL1A1 1/1 (100%) FAP 10/10 (100%)

total = 5 FN1 5/6 (83%) COL6A1 5/5 (100%) SULF1 7/7 (100%)
secreted = 5 VCAN 6/6 (100%) COL6A3 4/4 (100%) COL5A2 9/10 (90%)
ECM = 5 COL6A1 5/6 (83%) VCAN 4/4 (100%)    

 
Table 3. Evaluation of POSTN-co-expressed genes in differential expression analyses. POSTN-co-expressed genes 
were tested in differential expression analyses allowing an evaluation as high-stage or progression markers. Only 
POSTN and POSTN-co-expressed genes presenting a significant (p<0.05)  of studies were 
reported. All modulations observed were an overexpression. Non-secreted gene products are highlighted in light 
green. Non-ECM and ECM secreted gene products are highlighted in light orange and light red, respectively. For 
each comparison, the size of gene set as well as the number of secreted and ECM-related gene products was 
specified. 
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Figure 2. Processing of POSTN-co-expressed genes (Table 2) through functional clustering analyses. For each type 
of cancer, the list of POSTN-co-expressed genes was processed through functional clustering. Functional clusters 
identified in a given cancer are depicted by green cells. Functional clusters identified in at least half of studies are 
boldened. 
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Supplement 1. Differential expression analyses for POSTN.
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gene gene product
ACTA2 actin, a lpha 2, smooth muscle, aorta
ADAM12 ADAM metal lopeptidase domain 12
AEBP1 AE binding protein 1
ASPN asporin
BGN biglycan
C1S complement component 1, s  subcomponent
CALD1 caldesmon 1
CCDC80 coi led-coi l  domain conta ining 80
CDH11 cadherin 11, type 2, OB-cadherin (osteoblast)
COL11A1 col lagen, type XI, a lpha 1
COL12A1 col lagen, type XII, a lpha 1
COL15A1 col lagen, type XV, a lpha 1
COL1A1 col lagen, type I, a lpha 1
COL1A2 col lagen, type I, a lpha 2
COL3A1 col lagen, type II I , a lpha 1
COL4A1 col lagen, type IV, a lpha 1
COL5A1 col lagen, type V, a lpha 1
COL5A2 col lagen, type V, a lpha 2
COL6A1 col lagen, type VI, a lpha 1
COL6A2 col lagen, type VI, a lpha 2
COL6A3 col lagen, type VI, a lpha 3
CRISPLD2 cysteine-rich secretory protein LCCL domain conta ining 2
CTSK catheps in K
DCN decorin
EMILIN1 elastin microfibri l  interfacer 1
FAP fibroblast activation protein a lpha (seprase)
FBLN2 fibul in 2
FBN1 fibri l l in 1
FILIP1L fi lamin A interacting protein 1-l ike
FN1 fibronectin 1
FNDC1 fibronectin type II I  domain conta ining 1
GAS1 growth arrest-speci fic 1
HTRA1 HtrA serine peptidase 1
IGFBP4 insul in-l ike growth factor binding protein 4
IGFBP7 insul in-l ike growth factor binding protein 7
INHBA inhibin, beta  A
ITGBL1 integrin, beta-l ike 1 (with EGF-l ike repeat domains)
LOXL2 lysyl  oxidase-l ike 2
LRRC15 leucine rich repeat conta ining 15
LUM lumican
MFAP5 microfibri l lar associated protein 5
MMP11 matrix metal lopeptidase 11 (s tromelys in 3)
MMP2 matrix metal lopeptidase 2 (gelatinase A, 72kDa gelatinase, 72kDa type IV col lagenase)
MMP9 matrix metal lopeptidase 9 (gelatinase B, 92kDa gelatinase, 92kDa type IV col lagenase)
MXRA5 matrix-remodel l ing associated 5
NID2 nidogen 2 (osteonidogen)
NNMT nicotinamide N-methyl transferase
OLFML2B ol factomedin-l ike 2B
PCOLCE procol lagen C-endopeptidase enhancer
PDGFRL platelet-derived growth factor receptor-l ike
PECAM1 platelet/endothel ia l  cel l  adhes ion molecule
PRSS23 protease, serine, 23
PXDN peroxidas in homolog (Drosophi la )
RAB31 RAB31, member RAS oncogene fami ly
RARRES2 retinoic acid receptor responder (tazarotene induced) 2
RFTN1 raftl in, l ipid raft l inker 1
SERPINF1 serpin peptidase inhibi tor, clade F (a lpha-2 antiplasmin, pigment epi thel ium derived factor), member 1
SERPING1 serpin peptidase inhibi tor, clade G (C1 inhibi tor), member 1
SFRP4 secreted fri zzled-related protein 4
SMOC2 SPARC related modular ca lcium binding 2
SPARC secreted protein, acidic, cysteine-rich (osteonectin)
SPON1 spondin 1, extracel lular matrix protein
SULF1 sul fatase 1
THBS1 thrombospondin 1
THBS2 thrombospondin 2
THY1 Thy-1 cel l  surface antigen
TIMP3 TIMP metal lopeptidase inhibi tor 3
TPM1 tropomyos in 1 (a lpha)
TPM2 tropomyos in 2 (beta)
VCAN vers ican

Supplement 2. Complete POSTN-co-
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Bilan des travaux 
 
Ces dernières années ont vu un intérêt croissant pour les biomarqueurs circulants de 

métabolique. Certains biomarqueurs peuvent indiquer des variations du remodelage osseux 
avant que celles-ci soient détectables par imagerie médicale. 

Dans ce projet de recherche, nous nous sommes intéressés à la périostine, une protéine 
matricellulaire qui a la particularité 
mécaniques mais également dans le stroma de nombreux types de tumeurs. En conséquence, 

périostine en tant que biomarqueur dans 
ces deux contextes biologiques. 

Le dosage ELISA que nous avons développé et validé selon les recommandations de la 

osseux et les métastases osseuses. Nos travaux sur des modèles précliniques mis en 
perspectives avec la littérature ont suggéré que 

avons montré dans les métastases osseuses que la périostine est exprimée par les cellules 

un p
de biomarqueurs adéquats. Enfin, nous avons confirmé cette relation entre périostine et 
réaction stromale, également appelée réaction desmoplasique ou stromagenèse, par une 
approche bioinformatique dans un large éventail de tumeurs primaires humaines. Dans ce type 
de tumeurs en revanche, la réaction desmoplasique est un indice de progression avancée de la 
maladie. Ainsi, la périostine et plusieurs autres protéines dont 
corrélée pourrait constituer un panel de biomarqueurs qui pourrait avoir un grand intérêt dans 
le suivi de la progression du cancer, voire représenter des cibles thérapeutiques dans le 
traitement du cancer. Ces biomarqueurs devront alors être évalués dans des études cliniques 
longitudinales chez des patients atteints de pathologies malignes, notamment le cancer du sein 
ou de la prostate pour prédire la survenue de métastases osseuses. 

 
 

Perspectives 
 
Un certain nombre de pistes de réflexion se sont dessinées à l'issue de ces travaux. En 

effet, nous avons dû à plusieurs reprises concentrer nos investigations sur les aspects les plus 
applicatifs du 
explorés. 

P
modèle murin de métastases osseuses du cancer du sein, notamment par des tests fonctionnels 
sur les cellules MDA-B02 et Ce type 

-transcriptionnelles connues 
pour cette protéine (épissages alternatifs, carboxylation, N-glycosylation). Egalement, il a été 
remarqué une affinité particulière des cellules MDA-B02 pour le périoste au cours de sa 

 grand apport dans la compréhension du tropisme osseux qui 
caractérise ces cellules. 
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Des travaux dans ce sens sont 
Actuellement, les 

données disponibles sont parfois contradictoires mais sont 
PTH continue (exemple ssion de la périostine (Reppe et coll. 
2006). Il serait donc inté

 
Par ailleurs, la mesure de la périostine pourrait se révéler intéressante dans plusieurs 

pathologies osseuses non explorées dans ce projet, notamment la maladie de Paget, 
, les mécanismes de réparation osseuse après fracture ou la dysplasie 

fibreuse (Kashima et coll. 2009). Ici également, la distinction des différentes formes post-
transcriptionnelles ne devrait pas être négligée. 

Enfin, un projet plus ambitieux par sa durée serait de développer et valider un panel de 
marqueurs de la réaction stromale mesuré par méthode multiplexée, ou encore évaluer ces 
protéines comme cible thérapeutique dans les métastases osseuses. 
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LA PÉRIOSTINE, UN NOUVEAU BIOMARQUEUR DES MÉTASTASES OSSEUSES : 
 ÉVALUATION PRÉCLINIQUE 

 
Résumé : La périostine est une protéine matricellulaire préférentiellement exprimée aux sites de 
contraintes mécaniques, notamment le périoste, et dans le stroma associé à de nombreux types de 
cancers. En premier lieu, nous nous sommes attachés à évaluer la pertinence de cette protéine en tant 
que biomarqueur du métabolisme osseux et de la réaction stromale dans les métastases osseuses. Nous 
avons développé le premier dosage ELISA de la périostine circulante chez la souris présentant des 
caractéristiques analytiques (spécificité, précision) conformes aux exigences réglementaires. Ce dosage 

osseuses de cancer du sein. Nos données in vitro et in vivo 
indice direct du remodelage osseux, contrairement aux marqueurs biologiques conventionnels, mais 

re que la périostine est surexprimée par les cellules stromales de la métastase, 
comme cela a pu être observé au niveau des tumeurs primaires. Enfin, nous avons confirmé par une 
approche bioinformatique la relation étroite entre périostine et réaction stromale dans la plupart des 

constituer un panel de marqueurs biologiques de la progression tumorale, certains pouvant se révéler 
comme nouvelles cibles thérapeutiques en oncologie. 
 
Mots clés : Périostine; cancer; métastases osseuses; réaction stromale; périoste; ELISA; marqueurs 
osseux; ossification ontogénique 
 
PERIOSTIN, A NEW BIOMARKER OF BONE METASTASES: IMMUNOASSAY DEVELOPMENT AND 
PRECLINICAL ASSESSMENT 
 
Abstract: Periostin is a matricellular protein preferentially expressed at sites subjected to mechanical 
constraints, including the periosteum, and in the stroma associated to several tumor types. We first 
aimed to evaluate the relevance of periostin as a biomarker of bone metabolism or stromal reaction in 
bone metastases. We developed the first ELISA for serum periostin in mouse with analytical 
characteristics (specificity, precision) that are in accordance with regulatory standards. This ELISA 
allowed us to specify further the involvement of periostin in bone metabolism and breast cancer bone 
metastases. Our in vitro and in vivo data suggested that periostin is a component of primary ossification 
rather than a direct index of bone remodeling, unlike conventional bone markers. In breast cancer bone 
metastases, we also showed that periostin is overexpressed by stromal cells associated with bone 
metastasis, in agreement with its localization in the stroma of primary tumors. Finally, using 
bioinformatics analyses of large datasets from various tumors in human, we confirmed the close 
relationship between periostin and the stromal reaction. Periostin and other co-expressed proteins 
could therefore constitute a set of biological markers of cancer progression, and/or appear as potential 
therapeutic targets. 
 
                       Key words: Periostin; cancer; bone metastasis; stromal reaction; periosteum; ELISA; bone 
                            markers; ontogenetic ossification 
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