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Introduction 

 

  

1. Le tissu osseux 

 

Le tissu osseux est un tissu composé d’une matrice extra-cellulaire (MEC) minéralisée, 

de cellules osseuses ainsi que d’un riche réseau vasculaire [1]. Ce tissu permet d’assurer trois 

fonctions principales que sont : (1) l’adaptation de la géométrie et de la masse osseuse aux 

contraintes de la croissance, de la locomotion ainsi que de l’exercice ; (2) la réparation de micro-

dommages intra-osseux ainsi que (3) le maintien de l’homéostasie calcique pour laquelle le 

squelette sert de réservoir [2]. Le tissu osseux est un organe dynamique, puisqu’il est en 

perpétuel renouvellement.  

 

a) Composition et organisation 

 

Le tissu osseux est composé d’une matrice osseuse. Cette matrice est constituée d’une partie 

organique (25 %), d’une autre minérale (70 %) et enfin d’eau (5 %).  

La matrice organique, aussi appelée ostéoïde avant minéralisation, contient environ 90 % 

de protéines collagéniques, principalement du collagène de type I [3]. Les 10 % restants 

représentent la substance fondamentale composée de glycoprotéines non collagéniques ainsi 

que de protéoglycanes. Les glycoprotéines non collagéniques présentent dans la matrice 

organique sont l’ostéonectine, l’ostéocalcine et l’ostéopontine [4]. L’ostéonectine, la plus 

abondante, est liée au collagène et aux sels minéraux. Elle permet de lier les parties minérales 

et organiques [5]. L’ostéocalcine, dont la synthèse est essentiellement assurée par les 

ostéoblastes, intervient dans la minéralisation osseuse en favorisant la formation des cristaux 

d’hydroxyapatite [6]. Enfin, l’ostéopontine relie les cristaux d’hydroxyapatite (phosphate et 

calcium cristallisés) aux cellules osseuses [7]. La substance fondamentale contient également 

de l’eau et des électrolytes. 

La matrice minérale est composée de minéraux dont les plus abondants sont le calcium, le 

phosphore, le sodium, le potassium mais aussi le magnésium [8,9]. Le dépôt de phosphate et de 

calcium cristallisés, formant des cristaux d’hydroxyapatite, sur la matrice organique permet sa 
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minéralisation. Les cristaux d’hydroxyapatite, Ca10(PO4)6(OH)2, sont de forme hexagonale 

allongée de 50 µm d’épaisseur [10].  

 

Le tissu osseux peut être lamellaire ou non lamellaire. La distinction se fait selon la présence 

ou non d’une orientation des fibres de collagène au niveau de la matrice organique de l’os.  

Le tissu osseux non lamellaire, est un tissu immature ou primitif se formant soit à partir du 

tissu conjonctif, permettant la formation d’un os plat ou court, soit du cartilage, permettant la 

formation d’un os long. Le tissu osseux non lamellaire est caractérisé par une désorganisation 

des fibres de collagène de sa matrice [11].  

Le tissu osseux lamellaire se caractérise par une matrice osseuse disposée en lamelles 

superposées ou concentriques. Cette organisation confère à l’os une résistance mécanique 

importante, du fait que les fibres de collagène sont orientées dans une direction unique, variant 

d’une lamelle à une autre. Le tissu lamellaire se compose de deux types de tissus osseux : le 

tissu osseux spongieux (os trabéculaire) ou le tissu osseux compact (os cortical) (Figure 1) [12–

14]. Le tissu spongieux aussi appelé os aréolaire est constitué d’un réseau tridimensionnel de 

trabécules de tissu osseux et de spicules, qui sont des structures ayant une forme de pointe. Cet 

os est défini comme étant ramifié et anastomosé et délimite des espaces intercommunicants 

composés par de multiples cavités médullaires, contenant la moëlle osseuse hématopoïètique et 

des cavités conjontivo-vasculaires, contenant des vaisseaux. Les lamelles osseuses sont 

organisées et disposées irrégulièrement autour des cavités [15]. L’os spongieux contient la 

moëlle osseuse dite rouge, qui est hautement vascularisée et le lieu de l’hématopoïèse où les 

cellules souches hématopoïétiques ainsi que les progéniteurs multipotents s’auto-renouvellent 

et se différencient progressivement en progéniteurs unipotents spécifiques d’une lignée, à 

l’origine de la production de chaque grande lignée sanguine [16]. Le tissu osseux compact, 

aussi appelé os compact, est une masse pleine de tissu osseux. Il contient un ensemble de 

formations cylindriques appelées ostéones ou systèmes de Havers, qui sont disposées 

parallèlement entre elles en suivant la direction de la diaphyse [17]. Quatre à six lamelles 

osseuses, disposées autour d’un canal vide, le canal de Havers, composent chaque ostéone 

(Figure 1). Le canal de Havers est composé de vaisseaux et de nerfs amyéliniques [12]. Entre 

les ostéones se trouvent des systèmes interstitiels, qui correspondent à des ostéones 

partiellement résorbés du fait du remodelage osseux. La surface externe de tous les os, sauf au 

niveau des épiphyses, est recouverte d’un tissu conjonctif appelé le périoste (Figure 1). Celui-

ci, contient principalement des vaisseaux sanguins et des ostéoblastes, qui sont activés pendant 

la formation osseuse [17]. Du tissu conjonctif recouvre aussi les cavités vascularisées des os 
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telles que le canal de Havers, la cavité médullaire de l’os compact ou les cavités de l’os 

spongieux. Il s’agit de l’endoste [18]. La cavité médullaire est quant à elle composée de la 

moëlle osseuse jaune qui est très peu vascularisée et n’a pratiquement aucun rôle dans 

l’hématopoïèse. Cette moëlle osseuse se compose en grande partie d’adipocytes qui sont 

anatomiquement et fonctionnellement différents des adipocytes classiques tels que les 

adipocytes bruns, beiges ou blancs, d’où le nom spécifique donné à cette moëlle osseuse, 

BMAT (Bone Marrow Adipose Tissue). Récemment, ces adipocytes ont été décrits comme 

étant des régulateurs essentiels du micro-environnement de la moëlle osseuse ayant un rôle dans 

le remodelage osseux ou encore dans le métabolisme des os et du corps entier [19,20]. 

 

 

 

Figure 1 : Schéma de l’organisation du tissu osseux. (a) représentation schématique d’un os long (b) 

représentation schématique de la microstructure du tissu osseux. (Parametric modeling of biomimetic cortical 

bone microstructure for additive manufacturing – J.A. Robles-Linares [18]) 

 

b) Cellules osseuses 

 

Les ostéoblastes 

 

Les ostéoblastes sont des cellules cuboïdales se situant le long de la surface osseuse  

[21]. Elles sont à l’origine de la formation osseuse puisque leur rôle principal est la synthèse et 

la minéralisation de la matrice osseuse. Ces cellules dérivent de cellules souches 

mésenchymateuses (CSM). La différenciation des CSM en cellules ostéoblastiques nécessite 
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l’expression de certains facteurs de transcription, tels que Runx2 (Runt-related transcription 

factor 2), Dlx5 (Distal-less homeobox 5), ATF (Activating Transcription Factor) ou encore 

OSX (Osterix) [22]. Runx2 est un facteur essentiel de la différenciation des CSM en lignée 

ostéoprogénitrice car il régule à la hausse les gènes liés aux ostéoblastes tels que CollA1 

(Collagen type I Alpha 1 chain), ALP (Alkaline Phosphatase), BSP (Bone SialoProtein), 

BGLAP (gamma-carboxyglutamic acid-containing protein) [1,23]. L’expression d’autres gènes 

spécifiques tels que les protéines BMPs (Bone Morphogenic Protein) ou encore des protéines 

appartenant à la voie de signalisation Wnt (Wingless integration site) ont également un rôle 

dans la différenciation ostéoblastiques [24]. Étant donné que ces cellules produisent et sécrètent 

les composants organiques de la matrice extracellulaire, elles présentent un réticulum 

endoplasmique rugueux abondant, un appareil de Golgi saillant mais aussi la présence de 

vésicules sécrétoires [25]. La communication des ostéoblastes entre eux se fait via des jonctions 

communicantes, appelées « gap junctions ». De petites molécules régulant la formation osseuse 

telles que le calcium, l’inositol triphosphate ou encore l’adénosine monophosphate diffusent à 

travers ces jonctions [26,27].  

 

Les cellules bordantes 

 

Les cellules bordantes sont des ostéoblastes quiescents de forme plate qui tapissent les 

surfaces osseuses en l’absence de résorption et de formation osseuse [23,28]. La fonction de 

ces cellules n’est pas totalement comprise, néanmoins elles régulent le remodelage osseux. En 

effet, elles empêchent l’accès des ostéoclastes à la surface de l’os lorsque la résorption n’est 

pas nécessaire, ou au contraire, participent à la différenciation des ostéoclastes en produisant et 

sécrétant de l’OPG (osteoprotegerin) et du RANKL (Receptor Activator of Nuclear Factor k B 

Ligand) lors de la résorption [29,30]. Ces cellules de revêtement osseux présentent peu 

d’organites et communiquent entre elles ou avec les ostéocytes par des jonctions 

communicantes [31].  

 

Les ostéocytes 

 

Les ostéocytes, sont les cellules les plus abondantes du tissu osseux, puisqu’elles 

représentent 90 à 95 % de l’ensemble des cellules osseuses [23]. Les ostéocytes sont issus des 

cellules souches mésenchymateuses, puisqu’il s’agit d’une sous-population d’ostéoblastes 
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devenant des ostéocytes qui s’incorporent dans la matrice osseuse à la fin d’un cycle de 

formation osseuse. Les ostéocytes sont donc des ostéoblastes différenciés, dont la taille est 

réduite et la quantité d’organites (appareil de Golgi ou réticulum endoplasmique rugueux) 

diminuée car la synthèse et la sécrétion des protéines au sein de ces cellules est ralentie [32]. 

Les ostéocytes sont piégés dans la matrice extra-cellulaire osseuse, dans des logettes appelées 

ostéoplastes. Ces cellules possèdent de longs prolongements cytoplasmiques qui traversent les 

canalicules de la matrice osseuse, permettant aux ostéocytes d’établir des jonctions 

communicantes avec les cellules environnantes (ostéocytes, mais aussi ostéoblastes et cellules 

bordantes) [33,34]. Ces cellules sont des cellules mécano-sensibles [35], qui orchestrent le 

remodelage osseux en régulant la différenciation et l’activation des ostéoclastes et des 

ostéoblastes, et, par conséquent, la résorption et la formation osseuse, qui ont lieu 

séquentiellement au même endroit  [36,37]. 

 

Les ostéoclastes 

 

Les ostéoclastes sont des cellules géantes multinucléées responsables de la résorption 

osseuse. Ces cellules sont issues de la prolifération et de la fusion de précurseurs 

hématopoïétiques (monocytes/macrophages), rendues possible par la stimulation via des 

cytokines comme le M-CSF (Macrophage Colony-Stimulating Factor) sécrété par les cellules 

mésenchymateuses ostéoprogénitrices et les ostéoblastes ou le RANKL sécrété par les 

ostéoblastes, les ostéocytes et les cellules stromales [38,39]. A l’inverse, l’OPG se liant au 

RANKL, empêche l’interaction RANK/RANKL et, ainsi, inhibe la différenciation des 

ostéoclastes [40]. L’interaction RANK/RANKL permet l’expression d’autres facteurs 

favorisant l’ostéoclastogenèse tels que NFATc1 (Nuclear Factor of Activated T cell 

cytoplasmic 1), par l’activation des voies de signalisation MAPK (Mitogen-Activated Protein 

Kinases) et NF-kB (Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells). NFATc1 

régule l’expression de protéines nécessaires à l’ostéoclastogenèse comme les protéines TRAP 

(Tartrate-Resistant Acid Phosphatase), cathepsine K, le récepteur de la calcitonine, MMP9 

(Matrix MetalloPeptidase 9) [41,42] ou encore DC-STAMP (Dendritic Cell-Specific 

Transmembrane Protein), cruciale pour la fusion des précurseurs des ostéoclastes [41,43–45]. 

 

c) Remodelage osseux 
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Le tissu osseux est l’un des tissus qui est constamment renouvelé. Le renouvellement 

osseux, aussi appelé remodelage osseux est un processus dynamique et cellulaire par lequel la 

matrice osseuse minéralisée est en permanence résorbée et reformée. Ce processus est essentiel 

afin d’assurer tout au long de la vie les trois fonctions majeures du tissu osseux. Le taux de 

renouvellement du tissu osseux est d’environ 10 % par an. Ainsi, le remodelage de la totalité 

du squelette est d’environ 10 ans. Le cycle de renouvellement osseux se déroule sur une période 

de 120 à 200 jours dans l’os cortical et trabéculaire. Le processus met en jeu différents 

phénomènes (cellulaire, hormonal, chimique, électrique et mécanique) qui sont indépendants, 

et se réalise selon cinq étapes coordonnées que sont l’activation, la résorption, l’inversion, la 

formation et enfin la terminaison (Figure 2) [46,47].  

 

La phase d’activation, aussi appelée phase d’initiation implique la détection d’un signal 

initiateur du remodelage. Ce signal peut prendre plusieurs formes comme une contrainte 

mécanique à l’origine de micro-dommages détectés par les ostéocytes ou encore des facteurs 

ostéorésorbants tels que la PTH (ParaThyroïd Hormone), les œstrogènes ou la vitamine D3 

[48]. L’apoptose des ostéocytes, si la matrice est endommagée, entraîne la libération de facteurs 

paracrines qui augmentent l'angiogenèse locale et le recrutement des précurseurs des 

ostéoclastes [49]. En effet, dans des conditions basales, les ostéocytes sécrètent le TGF-β 

(Transforming Growth Factor Beta), qui inhibe l’ostéoclastogenèse. L'apoptose des ostéocytes, 

diminue alors les niveaux locaux de TGF-β, entraînant l'ostéoclastogenèse (Figure 2) [50]. En 

réponse à un stress mécanique, les ostéocytes sécrètent également du RANKL qui active les 

ostéoclastes en se fixant sur le récepteur RANK présents à leur surface (Figure 2). Tout cela se 

déroule dans le cas d'un remodelage ciblé, qui consiste à éliminer une zone spécifique d'os 

endommagé ou ancien. Dans le cas d’un remodelage non ciblé, c’est-à-dire au niveau de sites 

non spécifiques, des facteurs systémiques favorisent le remodelage. L'hormone PTH, par 

exemple, est un signal de remodelage endocrinien généré pour maintenir l'homéostasie du 

calcium [49]. La PTH est sécrétée par les glandes parathyroïdes en réponse à une baisse du 

calcium sérique et agit de manière périphérique sur les reins, les os et indirectement sur l'intestin 

pour maintenir l'homéostasie du calcium sérique. Dans le microenvironnement osseux, la PTH 

se fixe sur son récepteur, présent à la surface des cellules ostéoblastiques (Figure 2) [51]. Cette 

fixation active la protéine kinase A, la protéine kinase C ainsi que les voies de signalisation 

intracellulaire du calcium et induit une vague de réponses transcriptionnelles qui permet le 

recrutement de précurseurs ostéoclastiques, induisant leur différenciation et leur activation en 

ostéoclastes matures (Figure 2) [49,52]. En plus du recrutement des précurseurs ostéoclastiques, 
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l'expression par les ostéoblastes de protéines clés de l'ostéoclastogenèse, telles que CSF-1 

(Colony-Stimulating Factor 1 receptor), RANKL et OPG, est également modulée en réponse à 

la PTH. L'expression de l'OPG est réduite, et la production de CSF-1 et de RANKL est 

augmentée pour favoriser la formation des ostéoclastes et leur activité ultérieure (Figure 2) [53].  

CSF-1 favorise la prolifération et la survie des précurseurs des ostéoclastes et dirige la 

propagation, la motilité et l'organisation du cytosquelette dans les cellules matures [54]. 

RANKL favorise également la prolifération des précurseurs des ostéoclastes, coordonne la 

différenciation des précurseurs des ostéoclastes en ostéoclastes multinucléés, favorise l'activité 

de résorption et prolonge la vie des cellules matures [55]. Les ostéoclastes recrutés et activés 

vont entamer l’étape de résorption. Pour se faire, les cellules bordantes, qui recouvrent la 

surface de l’os et empêchent sa résorption par les ostéoclastes vont se rétracter et se détacher. 

La surface de l’os alors exposée est prête à être résorbée.  

La phase de résorption consiste à la dégradation de la matrice osseuse par les 

ostéoclastes (Figure 2). Le réarrangement du cytosquelette des ostéoclastes entraîne leur 

adhésion à la matrice osseuse, la formation d’une zone de scellement, offrant un espace fermé 

et étanche, ainsi que la génération d’une bordure en brosse qui offre une surface de sécrétion 

considérablement accrue [46]. Les ostéoclastes, fixés sur la matrice osseuse, résorbent la zone 

sous contrôle des ostéocytes en sécrétant des ions hydrogènes dans le compartiment de 

résorption via les pompes à protons afin de dissoudre le minéral osseux (fraction organique de 

la matrice extra-cellulaire) mais aussi en libérant des protéases, telles que de la cathepsine K, 

et des métalloprotéinases matricielles comme la TRAP (Tartrate-Resistant Acid Phosphatase) 

pour dégrader la matrice osseuse riche en collagène (fraction organique de la matrice osseuse) 

(Figure 2 ) [56,57]. La résorption va alors former des lacunes dites de Howship. Des protéines 

clés appelés facteurs de couplage sont libérées de la matrice, sécrétées, ou même directement 

produites par les ostéoclastes, influençant leur activité et leur survie. Ces facteurs de couplage 

régulent également l’activation des ostéoblastes (Figure 2) [47]. En effet, au cours de la 

résorption, certains facteurs stockés dans la matrice sont libérés. Le TGF- β et l’IGF-1 (Insulin 

like Growth Factor 1) favorisent la migration des cellules souches mésenchymateuses vers l'os, 

tandis que le PDGF-BB (Platelet-Derived Growth Factor-two B subunits) induit la formation 

de vaisseaux, également importante pour la migration des progéniteurs. Les ostéoclastes 

sécrètent aussi directement des facteurs favorisant la transition vers la formation osseuse, 

comme la S1P (Sphingosine-1-Phosphate), le CTHRC1 (Collagen Triple Helix Repeat 

Containing 1) ou des cytokines comme l’IL-6 (interleukine 6) et l’OSM (oncostatin M). En plus 

de ces médiateurs connus, les ostéoclastes en cours de maturation sécrètent du RANK contenu 
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dans des vésicules [58]. Le RANK, après libération de la vésicule, se fixe au RANKL présent 

à la surface membranaire du précurseur d’ostéoblastes. Cette interaction RANK/RANKL induit 

la signalisation intracellulaire, activant RUNX2. Cela entraîne la différenciation ostéogénique 

et la formation osseuse (Figure 2) [58]. Enfin, certains facteurs ne sont présentés qu'à la 

membrane des ostéoclastes et nécessitent un contact cellulaire, notamment avec les ostéoblastes 

pour induire efficacement un signal. Par exemple, l'éphrine B2, présent à la surface des cellules 

ostéoclastiques interagit avec son récepteur, EphB4, présent à la surface des cellules 

ostéoblastiques, inhibant alors la résorption osseuse et activant la formation osseuse [59]. La 

forte concentration de calcium libérée par la destruction de la matrice est un autre inhibiteur de 

l’activité de résorption. La phase de résorption se termine par l’apoptose des ostéoclastes.  

La phase de réversion ou d’inversion, correspond au changement de cellules « actives » 

(Figure 2). L’inversion sépare les principales phases de résorption et de formation où les 

ostéoclastes laissent place aux ostéoblastes. Cette phase n’est pas encore bien comprise mais il 

semblerait que deux événements clés se produisent. Le premier consiste à préparer la surface 

osseuse venant d’être résorbée pour le dépôt de la nouvelle matrice osseuse [46]. Cette 

préparation est effectuée par des cellules ostéoblastiques, qui remplacent la matrice 

collagénique non minéralisée par la ligne de ciment, une matrice minéralisée non-collagénique 

favorisant l’adhésion des ostéoblastes [60]. Les cellules qui synthétisent la ligne de ciment 

semblent à la fois cibler le signal de couplage émis par les ostéoclastes et le relayer aux 

ostéoblastes. Le second événement consiste à coupler la résorption à la formation garantissant 

le fait qu’il n’y a pas de perte osseuse nette. Cela signifie que des ostéoblastes sont recrutés à 

partir d’un signal de couplage émis par les ostéoclastes. Le signal exact qui couple la résorption 

osseuse à la formation ultérieure n'est pas encore totalement compris. Cependant, il est probable 

que les cellules de la phase d'inversion soient impliquées dans l'envoi ou la réception de ces 

signaux. Les ostéoclastes peuvent être la source du facteur de couplage, par exemple en 

sécrétant des cytokines telles que l’IL-6 par l'intermédiaire d'un récepteur régulateur à leur 

surface [46]. Ce récepteur appartient à la famille des récepteurs de l'éphrine dont le ligand 

membranaire est présent sur les ostéoblastes (Figure 2) [61]. D'autres voies de signalisation 

peuvent inclure des facteurs dérivés de la matrice tels que la BMP-2 (Bone Morphogenetic 

Protein 2), le TGF- β et l’IGF-1. Le TGF- β, par exemple, inhibe la production de RANKL par 

les ostéoblastes et met fin à la résorption (Figure 2) [59,62].  

La phase de formation correspond à la formation du nouvel os (Figure 2). Une 

stimulation mécanique et un signal endocrinien, dirigés par la PTH, peuvent exercer des signaux 

de formation osseuse via les ostéocytes. Dans des conditions de repos, les ostéocytes expriment 
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la sclérostine [63], molécule soluble se liant à la protéine LRP5/6 (low density lipoprotein 

receptor-related protein-5/6) et inhibant la signalisation Wnt [64], ayant un rôle dans de la 

formation osseuse. Une contrainte mécanique et une liaison de la PTH sur ses récepteurs 

présents à la surface des ostéocytes [65], inhibent l'expression de la sclérostine par les 

ostéocytes, supprimant ainsi l'inhibition de la signalisation Wnt et permettant la formation 

osseuse dirigée par Wnt (Figure 2) [66]. La formation osseuse peut être divisée en 2 parties. 

Premièrement, les ostéoblastes synthétisent et sécrètent une matrice ostéoïde, tissu osseux sans 

calcium, riche en collagène de type I, en protéines non collagéniques, y compris les 

protéoglycanes et les protéines glycosylées ainsi qu’en facteurs de croissance. Deuxièmement, 

les ostéoblastes procèdent ensuite à la régulation de la minéralisation de cette matrice, en 

déposant des cristaux minéraux d’hydroxyapatite sur le tissu ostéoïde [67]. La minéralisation 

dite primaire, soit 60 %, s’effectue les premiers jours. Les 40 % restants sont apposés à un taux 

décroissant sur une durée de 6 mois environ. Cette phase est appelée phase de minéralisation 

secondaire. Le mécanisme précis de la minéralisation n'a pas encore été entièrement décrit. 

Néanmoins, la phosphatase alcaline non spécifique des tissus [68], la phosphodiestérase de la 

pyrophosphatase nucléotidique et l'ANK (progressive ankylosis) semblent être impliquées dans 

la génération de la concentration extracellulaire optimale de phosphate inorganique permettant 

la minéralisation [69]. A l’inverse de la résorption, les concentrations en ions phosphate et 

calcium stimulent la formation osseuse et au fur et à mesure de leur consommation, l’activité 

diminue. A la fin des cycles, les ostéoblastes sont piégés dans la matrice sous forme 

d’ostéocytes, deviennent des cellules de revêtement osseux ou disparaissent pas apoptose [46].  

Une fois que la structure osseuse est complétement formée, la zone est en quiescence 

jusqu’à ce qu’un nouveau processus de remodelage vienne la remplacer. Cette dernière étape 

correspond à une phase de repos, également appelée phase de terminaison (Figure 2).  

 



 

 19 

 

Figure 2 : Schéma du remodelage osseux. Les cinq étapes qui régissent le renouvellement osseux sont : 1) 

l’activation, initiant le remodelage osseux en recrutant des pré-ostéoclastes ; 2) la résorption, consistant à 

dégrader la matrice osseuse par les ostéoclastes ; 3) l’inversion, correspondant au changement de cellules 

« actives » où les ostéoclastes laissent place aux ostéoblastes ; 4) la formation, entraînant la formation de la 

nouvelle matrice osseuse et 5) la terminaison, correspondant à une phase de repos.  

RANK: Receptor Activator of Nuclear B; RANKL: Receptor Activator of Nuclear B Ligand; TGF-: 

Transforming Growth Factor  ; PTH: ParaThyroïd Hormone; OPG: OsteoProteGerin; CSF-1: Colony-

Stimulating Factor 1 Receptor; IL-6: InterLeukin-6; TRAP: Tartrate-Resistant Acid Phosphatase; Wnt: Wingles-

related integration site 

 

Pour assurer une masse osseuse constante, la formation osseuse doit contrebalancer 

précisément la résorption, ce qui implique que l’action des ostéoblastes et des ostéoclastes doit 

s’effectuer en parfaite coordination. Le déséquilibre de la balance fonctionnelle entre les 

cellules ostéoblastiques et ostéoclastiques peut entraîner le développement de pathologies 

comme l’ostéoporose, où la résorption osseuse est plus importante que la formation osseuse, ou 

à l’inverse l’ostéopétrose, où la formation osseuse est plus importante que la résorption de l’os 

[70]. Ce déséquilibre, faisant suite à un événement oncogénique transformant une cellule 

normale en cellule cancéreuse, peut également entraîner la formation d’un cancer osseux. 
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2. L’ostéosarcome 

 

Les sarcomes sont des tumeurs rares représentant moins de 1 % des nouveaux cas de cancers 

en France. Il existe deux sous-groupes distincts de sarcomes : les sarcomes des tissus mous et 

les sarcomes touchant les tissus durs ou le tissu osseux. Les sarcomes des tissus mous prennent 

naissance dans le tissu conjonctif ou le tissu de soutien, tel que le tissu adipeux (liposarcome), 

les muscles (rhabdomyosarcome), le tissu fibreux comme les tendons ou les ligaments 

(fibrosarcome), le tissu synovial (le sarcome synovial), les vaisseaux sanguins ou lymphatiques 

(angiosarcome) ou encore les nerfs périphériques (tumeur maligne de la gaine nerveuse 

périphérique). Les sarcomes des tissus durs, quant à eux, se développent à partir des os et du 

cartilage. L’OMS (Organisation Mondiale de la Santé) recense une vingtaine de sarcomes des 

tissus durs ou du tissu osseux. Les principaux sont l’ostéosarcome se développant à partir de 

l’os, le chondrosarcome, généralement originaire des cellules cartilagineuses, et le sarcome 

d’Ewing, se développant généralement dans les os. L’ostéosarcome ainsi que le sarcome 

d’Ewing ont la capacité d’envahir les tissus mous. L’ostéosarcome est la plus fréquente des 

tumeurs osseuses primitives malignes, représentant environ 30 % des sarcomes osseux. 

 

a) Origine 

 

Des altérations dans la voie de différenciation des CSM en ostéoblastes matures est un 

mécanisme possible contribuant au développement de l’ostéosarcome [71]. Il a été décrit, dans 

un premier temps, que la cellule d’origine de l’ostéosarcome est une cellule souche 

mésenchymateuse [72]. Cette dernière est une cellule indifférenciée, ayant un potentiel d’auto-

renouvellement, de prolifération et de différenciation [73]. La cellule souche mésenchymateuse 

est le précurseur cellulaire des lignées ostéoblastique, chondroblastique mais également 

adipocytaire [74–76]. Cette première hypothèse suggère que l’ostéosarcome survient après 

l’apparition de mutations au sein d’une population de cellules qui s’engagent ou sont engagées 

dans la lignée ostéoblastique. Ainsi, ce phénotype tumoral est déterminé par le nombre et le 

type de mutations subies par un type de cellules. Cela donne lieu à une variété de sous-types de 

tumeurs qui dépendent de la constitution génétique individuelle (Figure 3A) [77]. Plus 

récemment, il a été suggéré que la cellule souche mésenchymateuse peut devenir cancéreuse à 

n’importe quelle étape de son processus de différenciation [78]. Cela signifie que la cellule à 
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l’origine de l’ostéosarcome pourrait être une cellule qui est plus ou moins engagée dans le 

processus de différenciation ostéoblastique [79–81], expliquant l’existence des principaux 

sous-types histologiques d’ostéosarcome [77]. Dans ce modèle, les différents sous-types de 

tumeurs résultent alors d’événements oncogèniqes ayant lieu dans les différentes populations 

cellulaires tout au long du parcours de différenciation (Figure 3B) [77]. 

 

 
Figure 3 : Origine de l’ostéosarcome. (A) Selon le concept de mutation génétique, différents sous-types 

d'ostéosarcome peuvent se développer à partir d'un seul type de cellule en fonction de la nature des mutations 
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accumulées. (B) Selon la théorie de la "cellule d'origine", des cellules distinctes de la voie de différenciation, 

allant des cellules souches mésenchymateuses aux ostéoblastes, donnent naissance à des sous-types particuliers 

d'ostéosarcome. (Cells of origin in osteosarcoma: Mesenchymal stem cell or osteoblast committed cells – Anthony 

J. Mutsaers) 

 

b) Épidémiologie  

 

Ce cancer affecte principalement les enfants et les jeunes adultes avec un pic d’incidence 

à 18 ans [82]. Un second pic d’incidence, concernant les personnes âgées de plus de 60 ans, 

correspond à des ostéosarcomes secondaires à une autre pathologie comme des pathologies 

osseuses pré-existantes ou des fractures [83]. Ce sarcome représente 3 à 6 % des cancers de 

l’enfant et 1 % des cancers de l’adulte. Il est à l’origine de 8,9 % des décès liés au cancer chez 

les enfants [84,85]. Le taux d’incidence mondial de l’ostéosarcome est estimé à 4,7 cas par 

million et par an [84,86]. En France, l’ostéosarcome touche de 100 à 150 nouveaux patients par 

an. 

 

c) Étiologie 

 

A l’heure actuelle, la survenue des ostéosarcomes se trouve encore méconnue. L’étiologie 

de l’ostéosarcome est complexe et mal comprise. La plupart des cas sont sporadiques. 

Néanmoins le développement des ostéosarcomes peut être lié à certains facteurs de risques 

comme des facteurs épidémiologiques, des déficiences génétiques et des facteurs 

environnementaux [87,88].  

Le fort remodelage osseux ainsi que la forte croissance osseuse au moment de la puberté 

[89–92], la taille [93–97], le sexe [83,93,94,98–101] mais également l’origine ethnique 

[87,102] peuvent être des facteurs de risque. Comme évoqué précédemment, le premier pic 

d’incidence concerne des enfants et adolescents au moment de la puberté, période où le 

remodelage osseux ainsi que la croissance osseuse sont importants. Les enfants qui développent 

un ostéosarcome sont en général plus grands que les enfants de même sexe au même âge. Il a 

également été observé que les patients ayant une tumeur primaire localisée au fémur sont en 

moyenne plus grands que les patients atteints d’ostéosarcome se développant au niveau d’autres 

sites anatomiques [103]. Cela peut ainsi être mis en relation avec la croissance rapide des os. 
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En ce qui concerne le sexe, il existe une prédominance masculine avec un ratio d’1 fille atteinte 

pour 1,4 garçon. Cependant, les probabilités sont équivalentes entres les sexes, chez les 

individus de plus de 60 ans [83,87]. De plus, pour des patients de moins de 20 ans, les 

populations afro-américaines semblent avoir des incidences plus élevées par rapport aux 

populations caucasiennes [85,87]. 

Des facteurs génétiques peuvent augmenter le risque d’ostéosarcome. Les maladies 

héréditaires rares dues à des mutations génétiques spécifiques peuvent augmenter le risque de 

développer un ostéosarcome [104,105]. Des études du séquençage du génome entier (Whole-

Genome Sequencing) ou des exons (Whole-Exome Sequencing), montrent une prévalence ainsi 

que l’importance de l’altération des gènes suppresseurs de tumeurs TP53 (Tumor Protein 53) 

et RB1 (Retinoblastoma 1) sans les événements oncogéniques des ostéosarcomes [106–108]. 

Les mutations autosomiques dominantes du gène suppresseur de tumeur TP53 sont à l’origine 

du syndrome de Li-Fraumeni. Or, de nombreux patients atteints d’ostéosarcome, de 10 à 39 %, 

présentent des mutations de TP53 [109]. Cependant, la présence de ces mutations n’a pas 

toujours été associée au stade ou au pronostic de la maladie.  Le rétinoblastome est une tumeur 

maligne de la rétine et est le résultat de la mutation du gène suppresseur de tumeur, RB1. Les 

altérations de ce gène ont été associées à une prédisposition à développer un ostéosarcome. La 

perte d’hétérozygotie a été montrée dans 40 à 70 % des cas d’ostéosarcome [88]. De plus, ce 

sarcome est la deuxième tumeur la plus fréquente chez les patients atteints de rétinoblastome 

[110]. En effet, 12 % des patients atteints de rétinoblastome développent des ostéosarcomes. Il 

n’a cependant pas été déterminé si l’altération des gènes TP53 et RB1 sont responsables de 

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

l’origine des altérations de ces deux gènes suppresseurs de tumeurs. L’oncogène MDM2 

(Murine Double Minute 2), code pour une protéine qui s’associe à P53, inhibant son activité 

transcriptionnelle et favorisant sa dégradation. Des altérations, telles qu’une surexpression ou 

une mutation, de cet oncogène ont été retrouvées dans certains ostéosarcome [108,111]. 

D’autres gènes tels que les gènes DLG2 (Discs Large MAGUK Scaffold Protein 2), impliqué 

dans la division et la migration cellulaire et ATRX (alpha-thalassemia/mental retardation, X-

linked), impliqué dans le remodelage de la chromatine et l’assemblage du nucléosome ou en 

encore l’APC (Adenomatous Polyposis Coli), gène suppresseur de tumeurs, sont également 

fréquemment mutés dans l’ostéosarcome [108,111]. D’autres oncogènes sont amplifiés dans 

l’ostéosarcome, tels que MYC (7 à 10 % des cas), PRIM1 (DNA Primase Subunit 1) (41 % des 

cas) et VEGF-A (Vascular Endothelial Growth Factor) (60 % des cas) [111]. Les ostéosarcomes 

peuvent survenir secondairement à d’autres pathologies comme la maladie de Paget, le 
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rétinoblastome héréditaire ainsi que d’autres anomalies chromosomiques. La maladie de Paget 

est une maladie osseuse métabolique assez fréquente, où le remodelage osseux est intense. Cette 

maladie survient généralement chez des personnes âgées. Environ 1 % des patients atteints de 

cette maladie développera par la suite un ostéosarcome, ce qui laisse penser que ce sarcome 

pourrait être étiologiquement associé à un remodelage osseux anormal [112]. Les patients 

atteints du syndrome de Rothmund-Thomson, une maladie rare, qui développent un cancer, sont 

majoritairement atteints d’ostéosarcome [113]. Ce cancer est également plus fréquent chez des 

patients atteints du syndrome de Bloom, dû à des mutations de l’hélicase BLM, que dans la 

population générale [114]. D’autres maladies génétiques comme l’anémie de Blackfan-

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

(mutation du gène codant pour l’hélicase RecQ) ainsi que le syndrome de Rapadilino (mutation 

du gène d’une hélicase impliqué dans la réparation de l’ADN, RecQL4) peuvent aussi être à 

l’origine du développement de l’ostéosarcome chez certains patients [111,115,116]. Une étude 

d’échantillons de biopsies pré-thérapeutiques a permis de mettre en évidence que 

l’amplification des chromosomes 6p21, 8q24 et 12q14, la perte des chromosomes 9, 10, 13 et 

17, la perte d’hétérozygotie du chromosome 10q21.1 en plus du gain du chromosome 1 sont 

des modifications communes et des anomalies chromosomiques corrélées à l’ostéosarcome 

[117]. Il est à noter que toutes ces maladies rares peuvent être à l’origine de cancers, autres que 

l’ostéosarcome et que la prise en charge thérapeutique de la plupart d’entre eux est la 

radiothérapie. Or la combinaison de ce traitement avec l’instabilité génétique des patients 

affectés par ces pathologies favorise la survenue d’ostéosarcome secondaires, ce qui correspond 

à 3 % des cas d’ostéosarcome [118–120]. 

Des facteurs environnementaux peuvent aussi augmenter le risque de développement 

d’ostéosarcome. C’est le cas des radiations ionisantes ainsi que des agents alkylants [121]. En 

effet, les radiations ionisantes sont impliquées dans près de 3 % des ostéosarcomes. Les patients 

souffrant de spondylarthrite ankylosante, ayant reçu du radium ont une fréquence d’apparition 

d’ostéosarcome augmentée. Les enfants présentant une tumeur solide traitée par radiothérapie 

ont une progression de 5,4 % d’un néoplasme, dont 25 % de sarcomes [122]. Cependant les très 

faibles doses de radiations, reçues par exemple par des rayons X ou des scanners, ne sont pas 

associées à un risque plus élevé de développer un ostéosarcome [123]. Les médiateurs alkylants 

comme les moutardes azotées, l’ifosfamide, le cyclophosphamide, les anhtracyclines mais 

également les agents chimiques contenant du méthylcholanthrène et des sels de chrome, du 

silicate de zinc et de béryllium, de l’oxyde de béryllium, des colorants d’aniline ainsi que de 

l’amiante peuvent être impliqués dans la progression de l’ostéosarcome [124].   
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d) Caractérisation clinique  

 

L’ostéosarcome est caractérisé par la formation d’os immature ou d’un tissu ostéoïde, moins 

organisé que le tissu osseux physiologique, par les cellules tumorales. Cette formation est 

associée à des zones d’ostéolyse péri-tumorale, révélatrices d’un important remodelage osseux 

anarchique. 

 

 

Figure 4 : Fémur atteint d’un ostéosarcome intramédullaire. A) Radiographie d’un ostéosarcome intramédullaire 

conventionnel de haut-grade avec formation d’os ectopique par les cellules tumorales. B) Masse intramédullaire 

avec hémorragie et nécrose dans la partie distale du fémur (Osteosarcoma : A comprehensive review of 

management and treatment strategies – Farzaneh Jafari).  

 

Chez 80 % des patients, les sites anatomiques préférentiels de développement des 

ostéosarcomes sont les métaphyses des os longs, principalement les zones de croissance osseuse 

rapide. En effet, 40 % des ostéosarcomes sont localisés au niveau du fémur (extrémité 

inférieur), 20 % au niveau du tibia (extrémité supérieure), et enfin 10 % à l’humérus (extrémité 

supérieure) [125,126]. Dans de rares cas (moins de 10 % des cas), la diaphyse et l’épiphyse 

peuvent être des zones où surviennent les ostéosarcomes. Ce sarcome osseux peut également 

se développer au sein du squelette axial, comme les côtes, le sternum etc. ainsi que, dans 20 % 

des cas, au niveau des tissus mous. Des cas d’ostéosarcome ont néanmoins été décrits pour tous 

les os du squelette [84].  

A

B



 

 26 

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

diagnostic. Pour les patients ne présentant pas de métastases, le taux de survie à 5 ans est 

d’environ 75 %. Dans 10 à 20 % des cas, des métastases, principalement pulmonaires sont 

présentes au moment du diagnostic [83,127–130]. Le taux de survie à 5 ans de ces patients 

chutent drastiquement à 20 %. Dans 85 à 90 % des cas, les métastases se situent aux poumons  

[131]. Il est cependant important de noter que 30 à 50 % des patients atteints d’ostéosarcome 

localisé au moment du diagnostic rechutent, dont 80 % avec des tumeurs aux poumons et 9 % 

au niveau de sites osseux [132]. Cela peut en partie s’expliquer par la présence, dans 60 à 80 % 

des cas, de micrométastases indétectables au moment du diagnostic [133–136]. Les patients 

présentant des métastases au diagnostic ont, quant à eux, une fréquence plus élevée de rechute 

(80 %). 

 

e) Diagnostic 

 

Les ostéosarcomes peuvent ne présenter aucun symptôme pendant une longue période. Les 

symptômes dépendront de la partie du corps affectée. Néanmoins, le premier symptôme 

constituant le motif de consultation des patients atteints d’ostéosarcome est une douleur osseuse 

persistante autour de la zone affectée avec ou sans masse palpable. Une fracture peut parfois 

survenir. Des symptômes systémiques tels que la perte de poids, la fatigue, la fièvre, etc. 

peuvent également se déclarer. En raison de la nature complexe des ostéosarcomes, le 

diagnostic est réalisé par une approche multidisciplinaire [137].  

Dans un premier temps, des examens radiologiques permettent de mettre en évidence les 

atteintes osseuses caractérisées par des lésions ostéocondensantes et/ou ostéolytiques et de 

déterminer l’étendue de l’ostéosarcome. Environ 25 % des patients atteints d'ostéosarcome 

présentent des métastases radiographiquement détectables au moment du diagnostic [138]. 

L’étendue de la tumeur et l’éventuelle présence de métastases peuvent également être mises en 

évidence par des examens tels que l’IRM (Imagerie par Résonnance Magnétique), la TDM 

(TomoDensitoMétrie), une scintigraphie osseuse, aussi appelée une TEP-scan (Tomographie à 

Émission de Protons-scan).  

Des analyses sanguines, permettant l’étude de marqueurs biochimiques sériques peuvent 

également être réalisées à des fins diagnostiques et pronostiques [139,140]. En effet une 

augmentation de la LDH (lactate dehydrogenase) est associée à des taux de survie plus faibles 
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chez les patients atteints d’ostéosarcome [141]. Le niveau sérique de la ALP (Alkaline 

Phosphatase alcaline) augmente, chez 40 à 80 % des patients souffrant d’ostéosarcome. Cette 

augmentation est liée à l’activité ostéoblastique des cellules tumorales. L’élévation du taux 

d’ALP apporte des informations supplémentaires quant au pronostic  puisqu’elle a été corrélée 

avec le volume de la tumeur et est est associée à un mauvais pronostic [142,143]. De plus, un 

niveau sérique de cette même enzyme restant élevé après traitement du patient peut être 

révélateur d’une rechute ou de la présence de métastases [143,144]. En outre, les micro-ARN 

circulants possèdent un potentiel prometteur en tant que biomarqueurs diagnostiques et 

pronostiques dans l’ostéosarcome. Par exemple, les patients atteints d’ostéosarcome ont des 

niveaux de miR-194 significativement plus faibles comparés aux patients sains. De plus, une 

faible expression sérique de miR-194 est fortement corrélée à la présence de métastases, ainsi 

qu’à une survie plus faible. Ainsi, le miR-194 sérique pourrait être un nouveau biomarqueur 

pour la détection et le pronostic des ostéosarcomes [145].  

Une analyse histologique d’une biopsie peut également être réalisée dans le but de 

confirmer le diagnostic mais aussi de déterminer le grade et le sous-type histologique de 

l’ostéosarcome dont il s’agit [146]. La protéine STAB2 (Special AT-rich Binding protein 2), 

une protéine de liaison à l’ADN et impliquée dans la régulation transcriptionnelle et le 

remodelage de la chromatine, est, par exemple, un marqueur immunohistochimique permettant 

de confirmer le phénotype ostéoblastique des ostéosarcomes. Il est à noter que ce marqeur ne 

peut en revanche pas confirmer le caractère malin de la tumeur [147]. L’ostéocalcine, la 

protéine osseuse humaine la plus répandue, est aussi un marqueur du phénotype ostéoblastique 

et peut être utile pour identifier un ostéosarcome via des marquages immunohistochimiques 

[148]. 

 

f) Caractérisation histologique et classification des ostéosarcomes 

 

Les cliniciens classifient l’ostéosarcome en fonction de sa localisation au niveau du site 

osseux et de son stade de développement via différents systèmes. Rendre compte de la gravité, 

de la présence ou de l'absence de métastases, adapter les traitements au type d'ostéosarcome, 

évaluer l'efficacité du traitement, estimer le pronostic du patient et faciliter la communication 

entre les experts médicaux sont tous des objectifs de ce classement. Les systèmes de classement 

utilisés sont le système Musculo-Skeletal Society (MSTS), aussi appelé système Enneking 
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décrit en 1980 permettant la stadification des tumeurs musculo-squelettiques malignes (Tableau 

I) et le système de classification de l’American Joint Committe on Cancer (AJCC) permettant 

la stadification des sarcomes osseux (Tableau II)  [149].  

Le système d’Enneking évalue et décrit la tumeur en fonction de la localisation au 

niveau du site osseux et du stade de développement. Les différents stades de développement 

sont les stades de bas grade (I), de haut grade (II) et métastatique (III). Une distinction est 

ensuite faite en fonction de l’étendue de la tumeur au niveau des sites intra-corticaux (A), c’est-

à-dire si la tumeur est circonscrite à l’os, ou extra-corticaux (B), si elle affecte les structures 

environnantes. Les métastases peuvent être régionales, c’est-à-dire présentes dans les ganglions 

lymphatiques proches, ou à distance, lorsqu’elles se situent dans un autre organe. Le grade est 

caractérisé par le potentiel que possède la tumeur à croitre et à se propager (Tableau I) [150]. 

 

Tableau I : Système de classification Enneking ou MSTS (Musculo Skeletal Tumor Society). Cette classification 

est basée sur la localisation au niveau du site osseux et du stade de développement.  

Stade Localisation Grade Métastase 

I 

A 
Intra-

compartimentale 
Bas grade x 

B 
Extra-

compartimentale 
Bas grade x 

II 

A 
Intra-

compartimentale 
Haut grade x 

B 
Extra-

compartimentale 
Haut grade x 

III 
Intra ou Extra-

compartimentale 

Bas ou Haut 

grade 

Régionales ou à 

distance 

 

La classification TNM (Tumor Node Metastasis) de l’AJCC distingue les stades avec 

métastases pulmonaires (IVA) de ceux avec des métastases non pulmonaires (IVB ou IVC) 

[151]. Le classement de l’AJCC contient donc les stades IA, IB, IIA, IIB, IIIA, IIIB, IVA, IVB 

et IVC (Tableau II). Dans ce classement, les lettres TNM représentent trois facteurs importants 

: T, la taille de la tumeur primaire, N, la propagation aux nœuds lymphatiques régionaux et M, 

la présence ou non de métastases. Un numéro, décrivant l’étendue de la tumeur (T,N,M) ainsi 

que son aspect histologique (G),  est ensuite attribué à chaque lettre. La désignation T1 est 

donnée à une tumeur qui est délimitée à l’os et dont l’étendue ne dépasse pas 8 cm. En revanche, 
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les désignations T2 ou T3, définissent une tumeur qui affecte les structures environnantes et 

dont l’étendue est supérieure ou égale à 8 cm ou est discontinue dans le site osseux primaire, 

respectivement. La propagation des cellules tumorales aux nœuds lymphatiques est indiquée 

par le terme N1. En revanche, N0 indique une absence de propagation aux nœuds lymphatiques. 

M0 signifie qu’il n’y a pas de métastases, tandis que la présence de métastases est désignée par 

le terme M1. Il existe une distinction entre les métastases pulmonaires (M1a) et les métastases 

non-pulmonaires (M1b). Les termes G1 et G2 définissent une tumeur correctement ou 

modérément différenciée de bas grade, qui est moins susceptible de croître rapidement et de 

métastaser. Les grades G3 et G4 désignent, au contraire, une tumeur peu différenciée ou 

indifférenciée de haut grade qui a la capacité de se diviser rapidement et de métastaser. Ce 

système permet ainsi de définir différents stades de développement. Le stade I concerne des 

lésions de bas-grade bien différenciées, avec peu de mitoses et ne présentant que des atypies 

cytologiques modérées avec un faible risque de métastases (moins de 25 %). Le stade II 

implique des lésions de haut grade peu différenciées, avec un taux de mitoses élevé et un rapport 

cellules/matrice élevé. Ces stades sont subdivisés, selon l’implication du compartiment 

anatomique, en deux catégories A et B. Le stade III concerne les lésions de bas et haut grade, 

avec des foyers tumoraux synchrones au niveau de la tumeur primitive dans le même os avec 

intervalle de tissu sain ou dans un os du même segment de l’autre côté d’une articulation, 

formant alors des « skip » métastases ou métastases discontinues. Le dernier stade, le stade IV, 

concerne les lésions qui présentent des métastases (ganglionnaires ou à distance) quels que soit 

leur taille et leur grade (Tableau II). Une description plus précise de la tumeur peut être réalisée 

à l’aide de ce système de classement, subdivisant alors ces stades en une trentaine [150]. 

 

Tableau II : Système de classification TNM de l’AJCC où chaque stade est défini par la taille de la tumeur (T), le 

grade (G), l’envahissement des ganglions (N) et la présence ou non de métastases (M).  

Stade Tumeur (T) Grade (G) Ganglions (N) Métastases (M) 

I 
A T1 

G1, G2 

N0 

M0 
B T2 

II 
A T1 

G3, G4 
B T2 

III T3 Tout G Discontinue ou « skip » 

IV A Tout T Tout G N0 M1a 
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B N1 Tout M 

C Tout N M1b 

 

Les ostéosarcomes sont classés en deux grandes catégories : les ostéosarcomes primaires et 

les ostéosarcomes secondaires. Le type le plus commun des ostéosarcomes primaires est le type 

conventionnel intramédullaire/central de haut grade, puisqu’il représente 80 à 90 % des cas 

d’ostéosarcome. Ce type d’ostéosarcome se développe dans la cavité médullaire des os longs 

tels que le fémur. L’ostéosarcome conventionnel comprend des variantes histologiques. En effet 

ce type d’ostéosarcome peut être, dans 50 % des cas ostéoblastique, dans 25 % des cas 

chondroblastique ou fibroblastique pour le dernier quart (Figure 5). La matrice sécrétée par les 

cellules tumorales est alors osseuse, cartilagineuse ou collagénique, respectivement. 

Globalement, ce type d’ostéosarcome constitue la forme la plus agressive, qui progresse le plus 

rapidement et qui est la plus destructrice. Tous les ostéosarcomes appartenant à ce type sont 

considérés comme micrométastatiques au moment du diagnostic [152]. L’ostéosarcome 

télangiectasique, un autre type d’ostéosarcome primaire, ne concernant que 4 % des 

ostéosarcomes, est, dans la plupart des cas, épiphysaire et de haute malignité [128]. Ce type 

d’ostéosarcome est très vascularisé caractérisé par la présence de cystes remplis de sang et de 

cellules géantes multinuclées. Parmi les ostéosarcomes primaires, l’ostéosarcome à petites 

cellules représente seulement 1 à 2 % des ostéosarcomes [128,153]. Les ostéosarcomes centraux 

de bas grade sont, quant à eux, caractérisés par la présence de cellules morphologiquement 

proches des fibroblastes et sont organisés en faisceaux. Ce type d’ostéosarcome représente 

moins de 2 % des ostéosarcomes et possède le meilleur pronostic comparé aux types 

précédemment décrits [128]. Les ostéosarcomes de surface, représentant 10 à 15 % des 

ostéosarcomes, se développent sur la surface externe des os ou sur le périoste, qui est la couche 

dense de tissu conjonctif qui recouvre les os. Ils se composent de l’ostéosarcome parostéal, de 

l’ostéosarcome périosté ainsi que de l’ostéosarcome de surface de haut grade [151]. 

L’ostéosarcome parostéal, représentant 4 à 6 % des ostéosarcomes, est un sous-type de bas 

grade. Il est caractérisé par une élaboration d’une matrice fibroblastique avec, dans environ 50 

% des cas, une production de cartilage, limitée à la surface de l’os. Néanmoins, ce sous-type 

peut progressivement se développer et impliquer des structures plus profondes. L’ostéosarcome 

périosté est le seul sous-type de grade intermédiaire. Il se développe au niveau de la phase 

interne du périoste et est chondroblastique. L’ostéosarcome de surface de haut grade, plus rare 

puisqu’il représente 10 % des ostéosarcomes de surface, est de haute malignité [88]. Les 

ostéosarcomes extrasquelettiques forment un autre groupe d’ostéosarcome primaire. Ils sont 
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cependant extrêmement rares, puisqu’ils représentent moins de 5 % des ostéosarcomes. Ils se 

développent dans les tissus mous et ne sont pas attachés à l’os. Ces ostéosarcomes se 

développent souvent à l’endroit d’une radiothérapie antérieure. Enfin, il existe d’autres formes 

d’ostéosarcome telles que l’ostéosarcome ostéoblastique de type sclérosant, les ostéosarcomes 

ressemblants aux ostéoblastomes, les ostéosarcomes du type fibrome chondromyxoïde, les 

ostéosarcomes de type chondroblastomes, les ostéosarcomes à cellules claires, les 

ostéosarcomes de type histiocytome fibreux malin, les ostéosarcomes riches en cellules géantes 

et les ostéosarcomes épithélioïdes. Ces formes sont considérées comme des types 

d’ostéosarcome classiques car leur comportement biologique est similaire. 

 

 

Figure 5 : Sous-types histologiques des ostéosarcomes humains de type conventionnel. Coloration à 

l’hématoxylineéosine montrant : (A) Os normal (B) l’ostéosarcome de type chondroblastique, (C) l’ostéosarcome 

de type ostéoblastique et (D) l’ostéosarcome de type fibroblastiques. (Alpha-CaMKII Plays a Critical Role in 

Determining the Aggressive Behavior of Human Osteosarcoma - Paul G) [154] . 

 

g) Prise en charge thérapeutique de l’ostéosarcome 

 

Jusqu'aux années 1970, la seule prise en charge thérapeutique de l’ostéosarcome était la 

chirurgie, consistant à enlever la tumeur ou à amputer, mais avec un taux de mortalité avoisinant 

les 80 %. En effet, la résection tumorale n'a entraîné qu'un taux de survie d'environ 20 % à 5 

ans [155]. Depuis lors, l'introduction d'agents de chimiothérapie a augmenté le taux de survie 

des patients atteints d’ostéosarcome et a réduit les amputations. En effet, le taux de sauvetage 

de membres des patients a été considérablement amélioré, puisque 85 % des patients ayant subi 

une résection de la tumeur depuis les années 2000 ont pu conserver leurs membres, alors que 

ce même taux n’était que de 45 % en 1970 [156,157]. Dans certains cas, comme après une 

chirurgie qui n’a pas permis la résection totale de la tumeur ou si la tumeur ne peut pas être 

enlevée, la radiothérapie est utilisée. Il est néanmoins important de noter que les ostéosarcomes 

A B C D
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sont relativement résistants à ce traitement [158,159]. Les premiers protocoles de 

chimiothérapie ont été établis par le Dr Rosen et ont utilisés de fortes doses de méthotrexate, 

du cyclophosphamide, de la bléomycine et de la vincristine. Ces agents ont été administrés en 

chimiothérapie pré-chirurgicale et post-chirurgicale avec de la doxorubicine (Adriamycine). 

Actuellement, le traitement consiste en une polychimiothérapie néo-adjuvante, suivie d’une 

exérèse de la tumeur et enfin une chimiothérapie adjuvante. Les protocoles de 

polychimiothérapie sont adaptés selon l’âge du patients, les informations histologiques fournies 

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

molécules utilisées dans les protocoles de chimiothérapie néo-adjuvante traitant les 

ostéosarcomes sont une combinaison de méthotrexate à haute dose (chez l’enfant), de 

doxorubicine, de cisplatine, ainsi que d'ifosfamide [160,161]. Dans de nombreux pays, la 

combinaison du méthotrexate à haute dose, de la doxorubicine et du cisplatine est courante  

[162]. Néanmoins, les protocoles de chimiothérapie restent adaptables afin d’améliorer 

l’efficacité thérapeutique [163]. En effet, l’association du méthotrexate à haute dose, de 

l’ifosfamide et de l’étoposide utilisée en France a aussi montré son efficacité chez de jeunes 

patients avec des taux survie comparables à ceux obtenus avec le traitement MAP (méthotrexate 

à forte dose + doxorubicine + cisplatine) [164]. Les agents de chimiothérapie ont différents 

mécanismes d’action. Ainsi, leur combinaison permet de cibler les cellules tumorales à 

plusieurs niveaux. Le méthotrexate inhibe la prolifération des cellules à division rapide en 

inhibant la réduction de l’acide folique. La doxorubicine est un antibiotique cytotoxique capable 

d’inhiber la topoisomérase II, de s’intercaler avec des polymérases d’ADN et d’ARN, d’induire 

la formation de radicaux libres mais également de se lier aux membranes. Tous ces mécanismes 

d’action sont responsables d’un effet cytotoxique. La cisplatine est un antinéoplasique 

cytostatique capable de se lier à l’ADN et d’inhiber sa synthèse, empêchant la réplication de 

l’ADN et, par conséquent, la division cellulaire. L’ifosfamide est métabolisé en mafosfamide 

par le foie. Ce composé se lie à l’ADN pour bloquer sa synthèse, empêchant ainsi la cellule de 

se diviser [137,165,166]. Un des objectifs de la chimiothérapie néoadjuvante est d'endommager 

les cellules tumorales au niveau du site primaire afin de réduire la taille de la tumeur avant son 

exérèse. Cela permet également l'éradication des micrométastases mais aussi l'évaluation de la 

réponse histologique de la tumeur à la chimiothérapie. Cette réponse est évaluée selon le taux 

de nécrose présent au sein de la tumeur. Celui-ci est utilisé comme facteur pronostique puisque 

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

répondeurs à la chimiothérapie néo-adjuvante (75 à 80 %). Les patients sont classés comme 

bons ou mauvais répondeurs selon le score de Huvos, composé de 4 grades, évaluant le 
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pourcentage de cellules tumorales viables au sein de la tumeur réséquée. Le premier grade du 

score de Huvos, grade I, correspond à un taux de nécrose de 0 % à 49 %. Dans ce cas, l’étude 

histologique montre peu ou pas d’effet apparent de la chimiothérapie. Le grade II correspond à 

un taux de nécrose allant de 50 % à 89 %. L’étude histologique montre la présence de quelques 

zones de tumeur histologiquement viable, mais aussi des zones d’ostéoïde tumorale acellulaire 

ainsi que de tissus nécrotique et/ou fibrotique. Le grade III, correspond à un taux de nécrose 

étant entre 90 % et 99 %. L’étude histologique montre des zones prédominantes de changement 

attribuables à la chimiothérapie, avec la présence de quelques foyers de tumeur 

histologiquement viable. Le dernier grade du score de Huvos, le grade IV, correspond à un taux 

de nécrose de 100 %. Dans ce cas, l’étude histologique n’apporte aucune preuve de la présence 

d’une tumeur viable (Tableau III). Si la tumeur présente un taux de nécrose inférieur à 90 % 

(grades I et II du score de Huvos), le patient est considéré comme mauvais répondeur. En 

revanche, un taux de nécrose supérieur ou égal à 90 % est révélateur d’une bonne réponse du 

patient à la chimiothérapie (Tableau III) [167]. Les protocoles de chimiothérapie peuvent être 

modifiés au cours de la prise en charge thérapeutique des patients. En fonction du taux de 

nécrose observé après résection de la tumeur, la chimiothérapie adjuvante, seconde phase de 

chimiothérapie, peut être adaptée. Les bons répondeurs reçoivent, dans la plupart des cas, les 

mêmes agents de chimiothérapie que ceux utilisés lors de la chimiothérapie néo-adjuvante, alors 

que les patients considérés comme mauvais répondeurs ou en rechute vont recevoir des 

combinaisons de chimiothérapies différentes de la première phase comme l’association de la 

doxorubicine et de l’ifosfamide [168], ou de la gemcitabine avec du docetaxel [169]. L’intérêt 

de cette seconde phase de chimiothérapie est de prévenir et limiter les rechutes ainsi que 

l’apparition de micrométastases pouvant se développer à la suite de l’exérèse de la tumeur.  

 

Tableau III : Score de Huvos, évaluant le pourcentage de cellules tumorales viables après chimiothérapie 

néo-adjuvante et résection tumorale et permettant de classer les patients en bons ou mauvais répondeurs. 

Tableau adapté de l’article de Michelle B. Mintz – An expression signature classifies chemotherary-resistant 

pediatric osteosarcoma [170]. 

 

Réponse du 

patient 

Grade % de 

nécrose 
Description 

mauvais 

répondeur 

I 
0 à 49 peu ou pas d’effets de la chimiothérapie 
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mauvais 

répondeur 

II 
50 à 89 

zones de nécrose dues à la chimiothérapie avec 

des zones de tumeur viable 

bon répondeur III 
90 à 99 

seulement des foyers dispersés de cellules 

tumorales viables 

bon répondeur IV 100 pas de preuve histologique d’une tumeur viable 

 

Même si le taux de survie à long terme est maintenant de 75 % pour les patients atteints 

d'une maladie non métastatique, soit 80% des patients, par rapport à 20 % avant les années 1970 

[127,171], les patients traités par des agents de chimiothérapie souffrent malheureusement 

d’effets secondaires néfastes. En effet, les combinaisons d’agents de chimiothérapie peuvent 

entraîner une diminution de la production de cellules myéloïdes pouvant conduire à une 

anaplasie, des réactions gastro-intestinales, des mucites ou une alopécie. Les traitements actuels 

possèdent donc des limites, y compris une efficacité insuffisante puisque le taux de survie à 

long terme est encore faible pour les patients avec une maladie métastatique. En effet, les 

patients présentant des métastases, principalement pulmonaires, au moment du diagnostic (20 

% des patients), possède un taux de survie à 5 ans qui diminue de façon spectaculaire pour 

atteindre seulement 20 %. De plus, depuis les années 1970 où la chimiothérapie a été introduite 

dans la prise en charge des patients atteins d’ostéosarcome, le taux de survie a cessé d’évoluer.  

Une meilleure compréhension des mécanismes à l’origine de la maladie et de ceux 

permettant son développement est donc nécessaire. L’ostéosarcome et d’autres tumeurs 

métastasant à l’os comme le cancer du sein ou encore de la prostate détournent le remodelage 

osseux dans le but de se développer [172,173]. 

 

h) Cercle Vicieux  

 

Les cellules tumorales détournent le microenvironnement osseux afin qu’il devienne 

bénéfique pour leur développement (Figure 5) [174]. Pour cela, les cellules tumorales 

produisent et sécrètent différents facteurs pro-ostéoclastiques tels que des facteurs de 

croissance : la PTHrP (ParaThyroid Hormone related Protein), l’IGF (Insulin Growth Factor), 

le FGF (Fibroblast Growth Factor) et le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor). Ces 

différents facteurs vont participer à l’activation des ostéoblastes, qui en augmentant la sécrétion 

du RANKL et en limitant la production d’OPG, promeuvent la différenciation ainsi que 
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l’activité de résorption des ostéoclastes [174–176]. Les cellules tumorales peuvent également 

activer les ostéoclastes via la production de d’IL-6 (interleukine-6), d’IL-11(interleukine-11) 

ou l’IL-1 (interleukine-1). L’activation exagérée des ostéoclastes entraîne une ostéolyse péri-

tumorale [177]. La résorption de la matrice osseuse libère d’autres facteurs, tels que la BMP 

(Bone Morphogenetic Protein), le TGF- β (Tumor Growth Factor β), le PDGF (platelet-Derived 

Growth Factor), l’IGF-1 et le FGF stimulant la croissance tumorale [177]. Il s’établit alors un 

cercle vicieux entre la résorption osseuse impliquant les ostéoblastes, et les ostéoclastes et la 

prolifération des cellules tumorales. Tout cela permet un développement rapide la tumeur.  

 

 

Figure 6 : Schéma du cercle vicieux de l’ostéosarcome. Les cellules tumorales produisent et sécrètent des facteurs 

solubles qui activent les ostéoblastes. Ces dernières sécrètent du RANKL (Receptor Activator of Nuclear Factor 

kB Ligand), qui participe à la différenciation des ostéoclastes. Ces cellules peuvent aussi être directement activées 

via la production de différentes cytokines par les cellules tumorales. Enfin, la dégradation de la matrice osseuse 

par les ostéoclastes libère des facteurs de croissance qui vont être capable de stimuler la croissance tumorale.  

PTHrP: ParaThyroid Hormone related Protein; IGF: Insulin-like Growth Factor; FGF: Fibroblast Growth 

Factor; VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor; RANK: Receptor Activator of Nuclear B; RANKL: 

Receptor Activator of Nuclear B Ligand; IL-6: InterLeukin-6; IL-11: InterLeukin-11; IL-1: InterLeukin-1; 

BMP: Bone Morphogenic Protein; TGF- : Transforming Growth Factor ; PDGF: Platelet-Derived Growth 

factor.  
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i) Nouvelles approches thérapeutiques de l’ostéosarcome  

 

Immunothérapie : 

 

L’immunothérapie est une des nouvelles approches thérapeutiques à l’étude dans 

l’ostéosarcome. Deux types d’immunothérapie sont utilisées dans le traitement des cancers : 

l’immunothérapie active et l’immunothérapie adoptive. L’immunothérapie active consiste à 

induire des réponses immunitaires contre les cellules cancéreuses. Tandis que 

l’immunothérapie adoptive, aussi appelée immunothérapie passive, repose sur l’administration 

ex vivo de cellules immunitaires cytotoxiques spécifique de la tumeur, notamment des 

lymphocytes T [178,179]. Ainsi, la thérapie cellulaire adoptive nécessite de prélever des 

cellules immunitaires autologues, telles que les TIL (Tumor-Infiltrating Lymphocytes) ou les 

cellules NK (Natural Killer), d’expandre ces cellules via des cultures ex vivo modifiées avec 

des récepteurs de cellules T (TCR) ou des récepteurs d’antigènes chimériques (CAR) 

spécifiques des cellules tumorales, et de les réinjecter chez le patient [180,181].  

 

L'une des stratégies d'immunothérapie consiste à activer les cellules de l’immunité telles 

que les cellules NK ou encore les macrophages en ciblant des antigènes spécifiques présents à 

la surface des cellules tumorales via des d'anticorps monoclonaux [182]. Plusieurs anticorps 

monoclonaux ont alors été développés et testés en clinique, notamment chez des patients atteints 

d’ostéosarcome.  

La protéine HER2 (Human Epidermal Growth Factor 2), jouant un rôle dans la croissance 

cellulaire, a pu être ciblée par un anticoprs monoclonal. Les cellules cancéreuses peuvent 

présenter des anomalies génétiques du gène codant pour la protéine HER2. En effet, le gène 

HER2 peut être amplifié ou encore muté. Cela entraîne alors sa surexpression ou son activation 

fonctinnelle, favorisant la carcinogenèse [183]. L’efficacité du trastuzumab, un anticoprs 

monoclonal ciblant HER2, a dans un premier temps été évaluée en monothérapie chez des 

patients atteints d’ostéosarcome métastique. Cet essai clinique de phase II n’a pas montré 

d’effet bénéfique du trastuzumab chez les patients malgré une bonne tolérance du traitement. 

En effet, l’activité anti-tumorale entre les patients HER2-positifs et HER2-négatifs n’était 

siginificativement pas différente [184]. Depuis février 2021, la combinaison de ce même 

anticorps monoclonal, le trastuzumab, avec un médicament chimiothérapeutique inhibant la 

topoisomérase 3, le deruxtecan, est à l’étude dans un essai clinique de phase II incluant des 
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patients atteints d’ostéosarcome HER2-positifs nouvellement diagnostiqués ou récurrents 

(NCT04616560).  

Deux autres anticorps monoclonaux, le R1507 (NCT00642941) [185] et le cixutumumab 

[186,187], ciblant cette fois-ci l’IGF-1 (Insulin-like Growth Factor 1), ayant un rôle dans la 

croissance cellulaire et surexprimé dans de nombreux cancers [188], ont aussi été testés chez 

des patients atteints d’ostéosarcome. Ces deux essais cliniques n’ont cependant montré qu’une 

efficacité limitée de ces deux anticorps monoclonaux.  

Un anticorps monoclonal radiomarqué, l'Omburtamab (anticorps 8H9) est utilisé dans le but 

de cibler la protéine B7-H3 (B7 Homologue 3 protein), également connu sous le nom de 

CD276, ayant pour rôle principal d'inhiber l'immunité adaptative en supprimant l'activation et 

la prolifération des cellules T [189]. L’évalution clinique de cet anticorps est en cours dans un 

essai de phase I incluant des patients atteints de sarcomes et d'autres cancers (NCT00089245). 

D’autres conjugés associant des anticorps monoclonaux avec des médicaments sont 

développés et leur efficacité est testée en clinique. Ces conjugués sont, par exemple, utilisés 

pour cibler la protéine B7-H3, citée précedemment. Des patients atteints de tumeurs malignes 

solides avancées sont actuellement inclus dans un essai clinique multicentrique de phase I/II 

ayant pour but d’évaluer l’effet du DS-7300a, un nouveau conjugué anticorps-médicament dont 

l’anticoprs cible B7-H3 et le médicament est un inhibiteur de l'ADN topoisomérase I, le DXd 

(NCT04145622). 

 Ces conjugés anticorps-médicaments sont également utilisés pour cibler la protéine 

stomale LRRC15 (Leucine Rich Repeat Containing 15). Cette protéine membranaire, jouant un 

rôle dans l'interaction cellule-cellule et cellule-matrice extracellulaire, est fortement exprimée 

à la surface des cellules des fibroblastes stromaux dans de nombreuses tumeurs solides, y 

compris les ostéosarcomes. Son ciblage via des conjugés anticorps-médicament a montré son 

efficacité dans des modèles murins de xénogreffes d’ostéosarcome  [190–192]. En clinique, un 

essai de phase I, a révélé que l’un de ces conjugué anticorps monoclonal-médicament, le 

samrotamab-vedotin (ABBV-085) était sûr et bien toléré et possédait une activité anti-tumorale 

prometteuse chez les patients ayant un ostéosarcome (NCT02565758) [193]. 

 

Les vaccins anti-cancéreux sont l'une des immunothérapies actives spécifiques qui 

potentialisent la réponse immunitaire contre les tumeurs par le développement direct d'anticorps 

monoclonaux contre les molécules de surface des antigènes spécifiques de la tumeur ou associés 

à la tumeur [178].  
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De jeunes patients atteints d'ostéosarcome (71 %) ont été sensibles au vaccin anti-

idiotypique humain 105AD7, contenant un anticorps monoclonal humain imitant la protéine 

régulatrice du complément CD55, sans toxicité cliniquement significative [194]. De plus, 

plusieurs essais cliniques ont révélé que les vaccins à base de peptides peuvent également être 

utilisés comme traitement immunothérapeutique de l’ostéosarcome et d'autres tumeurs 

malignes en raison du partage des antigènes associés aux tumeurs ainsi qu’à leur expression 

élevée [195,196]. Les vaccins à base de cellules dendritique, cellules présentatrices d’antigènes 

activant la prolifération des lymphocytes T cytotoxiques, sont les approches vaccinales les plus 

courantes dans les sarcomes pédiatriques. Les patients qui ont été traités avec ces vaccins ont 

présenté une survie à 5 ans prolongée, de 31 % à 43 %, par rapport aux patients du groupe 

témoin [197]. Même si ces vaccins anti-tumoraux ont renforcé la réponse immunitaire des 

cellules T, et ce même après une chimiothérapie, ils n’ont eu qu’un succès limité dans le 

traitement des tumeurs solides comme l’ostéosarcome [198]. Dans un essai de phase I, incluant 

des patients atteints de neuroblastome et de sarcome, la combinaison de la decitabine à un 

vaccin à base de cellules dendritiques a entrainé une réponse complète chez seulement 1 patient 

sur 10, tandis que le cancer a progressé chez 60 % des patients [199]. Le micro-environnement 

tumoral pourrait jouer un rôle dans le manque d’efficacité de ces vaccins anti-tumoraux [178]. 

 

L’immunomodulation, c’est-à-dire la modification du système immunitaire ou de la 

réponse immunitaire, peut s’effectuer par l’activation des cellules immunitaires, telles que les 

macrophages, via des molécules synthétiques ou des cytokines. De plus, la réponse immunitaire 

peut être amplifiée par le blocage des points de contrôle.  

 

L’augmentation de l’activité anti-tumorale des cellules infiltrées peut être induite par 

des molécules synthétiques telles que le mifamurtide (muramyl tripeptide). Ce composé induit 

la sécrétion d'IL-6 (interleukine-6) ou de TNF (Tumor Necrosis Factor), activant à leur tour les 

cellules immunitaire comme les monocytes et les macrophages ayant un rôle anti-tumoral [200].  

L’utilisation du mifamurtide en monothérapie, dans une étude randomisée de phase III 

incluant des patients atteints d’ostéosarcome, n’a pas montré de bénéfice  [201]. En revanche, 

lorsque cette molécule synthétique est associée à la chimiothérapie, les patients souffrant d’un 

ostéosarcome possèdent une durée de vie sans événement ainsi qu’une survie globale 

augmentées [202]. La combinaison de la chimiothérapie avec le mifamurtide n’a néanmoins 

pas montré de différence significative entre les patients non métastatiques et métastatiques 

[203]. Suite aux résultats obtenus en clinique, l'utilisation du mifamurtide a été approuvée par 
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l’agence européenne du médicament, pour le traitement des patients atteints d’ostéosarcome 

âgés de 2 à 30 ans [204].  

Les cytokines, libérées par les macrophages et les mastocytes, régulent les réponses 

immunitaires en stimulant les cellules immunitaires et en initiant des réponses inflammatoires 

lors de l’invasion d’antigènes étrangers [178]. Les cytokines immunosuppressives et pro-

inflammatoires, telles que l'IL-8 et le TNF-α, sont corrélées à la progression de l’ostéosarcome 

[205]. Le rôle des cytokines, notamment dans l’activation des cellules T ou la modulation de la 

présentation des antigènes associés aux tumeurs, est largement utilisé en immunothérapie 

[179,206].  

La cytokine de type interleukine, IL-2, induit l’activation et la différenciation des 

lymphocytes en LAK (Lymphokine-Activated Killer cell). Ces cellules reconnaissent et 

éliminent diverses cellules tumorales  [207]. Une étude clinique réalisée chez des enfants ateints 

d’ostéosarcome métastatique a montré l’intérêt d’utiliser l’IL-2 et les LAK comme traitement 

d’immunothérapie. En effet, chez ces patients, la combinaison de la chirurgie, du traitement 

standard, de fortes doses d’IL-2 et de la ré-infusion de LAK, a permis d’obtenir un taux de 

survie à 3 ans de 34 % ainsi qu’un taux de survie globale de 45 % [208]. Même si l’utilisation 

de fortes doses d’IL-2 a permis à 2 des 4 patients atteints d’ostéosarcome de présenter une 

réponse complète, des effets secondaires sévères sont apparus suite à l’administration de ce 

traitement. En effet, tous les patients ayant reçu de l’IL-2 étaient fièvreux et présentaient des 

symptômes grippaux. Chez certains d’entre eux, une augmentation des globules blancs, de la 

créatinine, de la gamma-glutamyltransférase, de la protéine C-réactive, du glucose et du poids 

corporel ainsi qu’une diminution des globules rouges, des plaquettes, de l'albumine et de la 

cholinestérase ont été observées [209–211].  

Suite à une infection virale, les cellules immunitaires produisent des cytokines de type 

interférons (IFN). Ces glycoprotéines ont montré une certaine efficacité dans les cancers [212].  

Ainsi l’efficacité de certains interférons, comme l'IFN-α2b (Interféron pégylé humain 

recombinant a), a été évaluée en clinique chez des patients souffrant d’ostéosarcome. 

Cependant, la combinaison de la chimiothérapie (MAP) et de l’ IFN-α2b pégylé n’a pas permis 

d’améliorer le taux de survie global des patients [162].  

 

Les réponses immunitaires trop agressives, telles que la mort des cellules tumorales due 

aux cellules T sont limitées par les points de contrôle. L’inhibition de ces points de contrôle 

permet alors aux lymphocytes T de tuer les cellules tumorales [213]. Des anticorps 

monoclonaux dirigés contre les points de contrôle immunitaires tels que le CTLA-4 (Cytotoxic 
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T-Lymphocyte-Associated protein 4), le PD-1 (Programmed cell Death-protein 1) et son ligand, 

le PD-L1 (Programmed Death-Ligand 1) ont été mis au point et sont étudiés dans 

l’ostéosarcome [214]. Cependant, d'après les résultats des essais cliniques actuels, la plupart de 

ces inhibiteurs sont peu efficaces dans le traitement des tumeurs solides, y compris dans 

l’ostéosarcome [198,215].  

CTLA-4, aussi connu sous le nom de CD152 (Cluster of Differentiation 152), est une 

glycoprotéine transmembranaire de type I. Ce récepteur est exprimé sur les cellules T activées, 

les Tregs (Lymphocytes T régulateurs) et les cellules T mémoires, et peut se lier et entrer en 

compétition avec B7-1 (CD80) et B7-2 (CD86) présents sur les cellules dendritiques, entraînant 

ainsi une inhibition fonctionnelle [216]. Le CTLA-4 est surexprimée chez les patients atteints 

d’ostéosarcome [217]. L'ipilimumab, un anticorps monoclonal IgG4 humain dirigé contre le 

CTLA-4 a été approuvé par la FDA, en 2011, comme inhibiteur de points de contrôle dans le 

traitement du mélanome [218]. Dans un essai clinique de phase I incluant des enfants atteints 

de tumeurs solides en rechute, y compris d’ostéosarcome, l’ipilimumab n’a pas montré de 

réponse anti-tumorale malgré une augmentation des niveaux et de l’activation des lymphocytes 

T cytotoxiques [219]. PD-1 aussi connu sous le nom de CD219 (Cluster of Differentiation 219), 

est une protéine transmembranaire de type I appartenant à la famille des immunoglobulines et 

exprimée sur les cellules T CD8+ cytotoxiques activées, les cellules NK (Natural Killer) et les 

cellules B [220]. PD-L1, également connu sous les noms B7-H1 et CD274 (Cluster of 

Differentiation 274), est exprimé sur les cellules cancéreuses et les TIL (Tumor-Infiltrating 

Lymphocytes) [221,222]. PD-L1 se lie au PD-1 entraînant l’inactivation des cellules T [223]. 

Dans l’ostéosarcome, les patients présentant une expression élevée de PD-L1 possèdent une 

faible survie sans événement à 5 ans par rapport aux patients ayant une faible expression de 

PD-L1 [224,225]. De plus, PD-L1 est plus fortement exprimé dans les tissus pédiatriques 

d’ostéosarcome métastatique que dans les échantillons primaires [226]. L’inhibition de 

l'interaction PD-1/PD-L1 a démontré un bénéfice clinique dans de multiples cancers [227,228]. 

L’effet du pembrolizumab, un inhibiteur de PD1/PD-L1, a été évalué dans des essais cliniques 

incluant des patients atteints d’ostéosarcome métastatique et avancé. Cette étude a montré une 

faible réponse au pembrolizumab [229–231]. L'efficacité d’un anticorps anti-PD-L1, 

l'avelumab, a été évaluée dans un essai clinique de phase II chez des patients présentant un 

ostéosarcome mais n'a pas montré d'activité anti-tumorale (NCT03006848) [232]. L’efficacité 

du nivolumab, un inhibiteur de PD-1, associé au regorafenib, un inhibiteur de récepteur tyrosine 

kinase, est actuellement évaluée dans un essai clinique de phase II, SARC038, incluant des 

patients atteints d’ostéosarcome réfractaire ou récidivant (NCT04803877). 
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Une des approches d'immunothérapie passive, évoquée précédemment, est basée sur la 

perfusion d'effecteurs immunitaires antitumoraux. Des études récentes ont rapporté que les CIK 

(Cytokine-induced killer), un mélange expansé ex vivo de lymphocytes T et de cellules de 

phénotype T-NK, possèdent une efficacité thérapeutique dans le traitement des sarcomes même 

dans les sCSC (sarcoma Cancer Stem Cell) chimiorésistantes [233]. Les CIK fournissent une 

alternative thérapeutique en clinique, comme le montre l'essai clinique de phase 1, CRX100, 

étudiant l’effet de la combinaison des CIK avec un virus oncolytique chez des patients atteints 

de tumeurs solides réfractaires, y compris des patients atteints d'ostéosarcome (NCT04282044). 

La thérapie cellulaire CAR-T (Chimeric Antigenic Receptor-T), une autre forme 

d’immunothérapie adoptive, consiste à prélever des cellules immunitaires de patients, 

notamment des lymphocytes T, de les modifier génétiquement et de la réinjecter chez les 

patients [234]. La modification génétique des lymphocytes a pour but de produire un récepteur 

artificiel à la surface des lymphocytes T destiné à reconnaitre des antigènes associés à la tumeur 

de manière indépendante du CMH (Complexe Majeur d’Histocompatibilité) [235]. Les cellules 

CAR-T vont alors reconnaitre et se fixer aux cellules cancéreuses exprimant un antigène cible 

spécifique. Cette fixation entraîne l’activation des cellules CAR-T et l’attaque des cellules 

cancéreuses.  

L'efficacité des cellules CAR-T exprimant le récepteur de l'antigène chimérique spécifique 

de HER2 (Human Epidermal growth factor Receptor 2) a été étudiée dans un essai clinique de 

phase I/II comprenant des patients atteints d'ostéosarcome récurrent ou réfractaire exprimant 

HER2. La perfusion de cellules CAR-T a été bien tolérée et 3 des 14 patients ont montré une 

maladie stable [236]. Bien que la sécurité des cellules CAR-T ciblant HER2 ai été démontrée, 

un autre rapport a montré le décès d’un patient dû à une concentration trop élevée de cytokines 

sécrétées suite au traitement avec des cellules CAR-T ciblant HER2 [237]. Des cellules CAR-

T dirigée contre l’antigène GD2 (DisialoGanglioside), surexprimé à la surface de la plupart des 

cellules d’ostéosarcome [238–240], font l’objet de différentes études cliniques. En effet, à ce 

jour plusieurs essais cliniques recrutent des patients atteints d’ostéosarcome récurrent ou 

réfractaire (NCT04539366, NCT03635632, NCT03373097).  
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Ciblage des récepteurs à activité tyrosine kinase : 

 

De nouvelles stratégies thérapeutiques consistent à cibler les récepteurs à activité 

tyrosine kinase (RTK), qui sont, dans environ 30 % des cancers, mutés  ou surexprimés, 

notamment dans les ostéosarcomes [241]. Le dysfonctionnement des RTK est généralement lié 

à la néovascularisation, l'invasion, les métastases et la résistance à la chimiothérapie des 

tumeurs [242–253]. Cela peut s’expliquer par le fait que ces récepteurs transmembranaires sont 

composés d’un domaine extracellulaire, permettant la liaison du ligand, ainsi que d’un domaine 

intracellulaire à activité kinase, à l’origine de l’activation des voies de signalisation telles que 

la voie des PI3K (PhosphoInositide 3-Kinases) ou la voie des MAPK (Mitogen-Activated 

Protein Kinases), impliquées dans de nombreuses fonctions cellulaires telles que la croissance, 

la prolifération et la survie cellulaire. Les RTK sont classés en 20 sous-familles. Les familles 

des récepteurs EGFR/ErbB (Epidermal Growth Factor Receptor), PDGF (Platelet-Derived 

Growth Factor), FGF (Fibroblast Growth Factor), VEGF (Vascular Endothelial Growth factor), 

HGF (Hepatovyte Growth Factor) ou encore IGF (Insulin-like Growth Factor) sont celles qui 

sont particulièrement associées au cancer [254].  

 

Plusieurs approches thérapeutiques ciblant les membres de ces différentes sous-familles 

de RTK ont donc été développées tels que le bevacizumab, l’oncolar, le robotumumab ou 

encore l’apatinib. L’inhibition du récepteur au VEGF par le bevacizumab en combinaison avec 

la chimiothérapie (MAP), n’a pas apporté d’effet bénéfique que ce soit au niveau de la réponse 

histologique au traitement ou au niveau du devenir des patients (NCT00667342) [255]. 

L’oncolar, un analogue de la somatostatine qui inhibe la production d’IGF-1, testé dans un essai 

clinique de phase I incluant des patients atteints d’ostéosarcome métastatique ou récurrent n’a 

pas non plus montré de réponse clinique satisfaisante [256]. Le robatumumab, un inhibiteur de 

l’IGF-1R a été testé dans un essai clinique de phase II et n'a pas montré d’effet chez les patients 

atteints d’ostéosarcome métastatique [257]. L’apatinib, un inhibiteur du VEGFR2 a été testé 

chez des patients atteints d’ostéosarcome avancé dans un essai clinique de phase II et a montré 

un taux de progression sans maladie à 4 mois de 57 %  [258].  

Globalement, l’utilisation d’inhibiteurs de RTK s’est révélée relativement inefficace de 

par l’émergence rapide de mécansimes compensatoires due à l’imbrication de différentes voies 

de signalisation en aval des RTK. Ces mécanismes entraînent donc une annulation des effets 

des molécules inhibitrices ciblant un nombre limité de RTK. D’autres approches ont alors été 

développées dans le but de contourner les mécanismes de résistance. Ces nouvelles thérapies 
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privilégient le ciblage simultané de plusieurs RTK ou de voies d'activation constitutives de ces 

récepteurs [259]. 

L'imatinib (STI571), un inhibiteur de RTK qui cible plusieurs récepteurs (PDGFRα et 

β, KIT, AXL, EGFR, IGF1R, etc.),  le dasatinib, un inhibiteur des récepteurs KIT, Epha2 et 

PDGFRβ n'ont pas montré d'activité anticancéreuse efficace dans les essais cliniques de phase 

II menés chez des patients atteints d’ostéosarcome [260–262]. En effet, dans l'ostéosarcome, le 

dasatinib a montré des effets anti-métastatiques, mais n'a pas réussi à inhiber la croissance de 

la tumeur primaire [263,264]. Deux études utilisant le dasatinib seul ou en association avec 

d'autres molécules sont en cours (NCT00464620, NCT00788125).  

De plus, des molécules inhibitrices de multi-tyrosine kinase (mTKi), ont émergé et se 

sont distinguées par leurs effets majeurs chez les patients effets atteints d’ostéosarcome.  

De fait, le cediranib, inhibiteur des familles du VEGFR et du PDGFR a réduit de 34 % la taille 

des métastases présentes chez les patients souffrant d’ostéosarcome réfractaire [265].  

De plus, l’effet de d’autres mTKI, comme le regorafenib, le sorafenib ou le cabozantinib 

a pu être testé chez des patients souffrant d’ostéosarcome avancé ou métastatique après échec 

d'un traitement antérieur. Le regorafenib, inhibiteur ciblant le VEGFR, le PDGFR, le KIT, le 

FGFR et RET, a montré une survie sans progression de 62 % à 12 semaines et une rémission 

partielle de 8 %  lors des deux essais cliniques REGOBONE et SARCO24 (NCT02048371 et 

NCT02389244) [266,267]. Un essai clinique de phase II a permis d’évaluer l’efficacité du 

sorafenib, un inhibiteur de VEGFR, PDGFR, RET et c-Kit, et a montré une inhibition de la 

progression tumorale à 6 mois chez la moitié des patients [268]. Enfin, l’effet du cabozantinib, 

un inhibiteur des RTK VEGFR, KIT, RET, AXL et PDGFR, a été étudié dans le cadre d'un 

essai clinique multicentrique de phase II (NCT02243605). 12 % des patients traités avec cet 

inhibiteur ont développé une réponse partielle. De plus, la survie sans progression à 6 mois a 

été de 33,3%. Il s’agit du meilleur résultat obtenu par un mTKi dans le traitement de 

l’ostéosarcome à ce jour [269].  

D’autres inhibiteurs ont été étudiés dans le cadre d’essais cliniques incluants des patients 

en rechute. Une étude de phase II a évalué l’efficacité du sorafenib (inhibiteur précédemment 

évoqué) chez ces patients et a montré des résultats encourageants (NCT00889057). En effet, 

parmi les 35 patients, 46 % ont présenté une survie sans progression à 4 mois et 9 % une 

rémission partielle. Cependant, le traitement a été réduit ou brièvement interrompu chez 46 % 

des patients en raison de sa toxicité [270]. L'utilisation du lenvatinib (ciblant VEGFR, PDGFR, 

KIT, FGFR et RET) est actuellement étudiée dans un essai clinique de phase I/II 

(NCT02432274). Les premiers résultats publiés ont montré une survie sans progression à 4 
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mois de 29 % [271]. Enfin, le pazopanib, un mTKi de seconde génération ciblant le VEGFR, 

le PDGFR et KIT a montré des effets positifs chez 3 patients en rechute pour la seconde fois, 

semblant stabiliser la progression de la maladie et donc prolonger la survie des patients [272]. 

 

Ciblage des voies de signalisation intracellulaire : 

 

L'inhibition des RTK est prometteuse et activement étudiée, mais d'autres approches 

visent à inhiber la signalisation intracellulaire ayant une importance dans les processus 

cellulaires et dans le développement des cancers, y compris l’ostéosarcome, en aval de ces 

récepteurs.  

De nombreux inhibiteurs ciblant les membres de ces voies ont été développés, tels que 

des inhibiteurs de kinases de la famille des src. Ces co-activateurs sont des protéines qui 

intègrent et régulent la signalisation de nombreux RTK (EGFR, PDGFR, IGF1R, VEGRF, 

HER2, etc.).  

 

Le saracatinib (AZD0530), un inhibiteur sélectif de la kinase Src surexprimée dans 

l’ostéosarcome [273],  a été testé chez des patients atteints d’ostéosarcome récurrent localisé 

aux poumons. L'étude a démontré une augmentation de la survie sans progression de 8,6 mois 

dans le groupe traité et de 19,4 mois dans le groupe placebo [274]. 

mTOR est une sérine/thréonine kinase, appartenant à la voie de signalisation PI3K/Akt 

dérégulée dans la plupart des cancers [275,276]. Cette protéine, impliquée dans la synthèse des 

protéines, le cycle ou encore la survie cellulaire et est surexprimé dans les ostéosarcomes 

[107,277]. Ainsi des inhibiteurs de mTOR, tels que le sirolimus, le ridaforolimus ou encore le 

CC-115 ont été développés et testés en clinique. La progression tumorale des patients atteints 

de sarcome osseux métastatique, a été a été faiblement mais tout de même significativement 

inhibée suite au traitement avec un analogue de la rapamycine, le ridaforolimus [278,279].  

L’inhibition de mTOR et de la DNA-PK (DNA-dependant protein kinase), impliquée 

dans la réparation de l'ADN,  par le CC-115, un analogue de la thalidomide [280], est 

actuellement à l’essai dans un essai clinique de phase I incluant des patients atteints de 

différentes tumeurs, dont l'ostéosarcome (NCT01353625). 

 

Ciblage du cercle vicieux et inhibition du remodelage osseux : 
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Certaines stratégies thérapeutiques consistent à cibler le remodelage osseux, qui est 

exacerbé dans le cancer ainsi que le cercle vicieux de l’ostéosarcome. L’inhibition des acteurs 

majeurs du remodelage osseux, RANK/RANKL/OPG, a, montré des effets thérapeutiques 

bénéfiques dans l’ostéosarcome [82,174,281–284].  

L’utilisation d’un anticorps monoclonal bloquant RANKL, le denosumab, est testée 

dans une étude clinique de phase II incluant des patients atteints d’ostéosarcome résistant aux 

thérapies conventionnelles ou en rechute (NCT02470091). La résorption osseuse peut 

également être ciblée par l’utilisation de biphosphonates tels que le pamidronate ou encore le 

zolédronate. Ce dernier, un analogue du pyrophosphate, se lie aux cristaux d’hydroxyapatite 

qui constituent la matrice osseuse et induit l’apoptose des ostéoclastes [285]. Un essai clinique 

de phase III (OS2006, NCT00470223) étudiant la combinaison du zoledronate avec la 

chimiothérapie n’a cependant pas montré d’amélioration de la survie des patients atteints 

d’ostéosarcome [286]. Une autre étude clinique de phase I combinant le zoledronate avec le 

méthotrexate, le cyclophosphamide et un inhibiteur de mTOR, le sirolimus, est en cours chez 

des patients atteints d’ostéosarcome (METZOLIMOS, NCT02517918).  

 

Malgré de nombreux essais cliniques menés afin d’évaluer de nouvelles thérapies 

permettant la prise en charge des patients atteints d’ostéosarcome et notamment les patients 

présentant des métastases, la survie à long terme des patients reste inchangée. Une des causes 

de ce phénomène peut être l’apparition de mécanismes de résistance aux traitements chez 

certains patients. 

 

Tableau IV : Nouvelles approches thérapeutiques de l’ostéosarcome testées en clinique. Tableau adapté de 

la revue « Origin and therapies of osteosarcoma » de Brice Moukengue et al [182]. 

Mécanisme Cellule cible/gène/protéine Agent utilisé 
Référence 

clinique 

Immunothérapie 

Anticorps monoclonaux 

HER2 Trastuzumab 184 

HER2 + topoisomérase 3 
Trastuzumab + 

Deruxtecan 
NCT04616560 

IGF-1 
R1507 

185 

NCT00642941 

Cixutumab 186 - 187 

LRRC15 ABBV-085 
186 

NCT02565758 

B7H3 Omburtamab NCT0089245 

B7H3 + topoisomérase 1 DS-7300a + Dxd NCT04145622 

Vaccins 

Complément CD55 105AD7 193 

Lymphocytes T cytotoxiques DC 196 - 197 

Lymphocytes T cytotoxiques DC + decitabine 199 
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+ méthyltransférase de l’ADN 

Immunomodulation 

Monocytes/Macrophages Mifamurtide 201 

Monocytes/Macrophages/Cellules tumorales 
Mifamurtide + 

chimiothérapie 
202- 203 

LAK + cellules tumorales 
IL-2 + 

chimiothérapie 

208 - 209 – 210 

- 211 

Système immunitaire +/- cellules tumorales 
IFN-2b +/- 

chimiothérapie 
162 

Inhibition des points de 

contrôle 

CTLA-4 Ipilimumab 219 

PD-1/PD-L1 Pembrolizumab 229 -230 - 231 

PD-L1 Avelumab 
232 

NCT03006848 

PD-1 + TKR 
Nivolumab + 

regorafenib 

SARCO38 / 

NCT04803877 

Perfusion d’effecteurs 

immunitaires anti-

tumoraux 

Système immunitaire 
CIK + virus 

oncoloytique 

CRX100 / 

NCT04282044 

HER2 Cellules CAR-T 236 - 237 

GD2 Cellules CAR-T 

NCT04539366 

NCT03635632 

NCT03373097 

Ciblage des Récepteurs à Tyrosine Kinase 

VEGFR + cellules tumorales 
Bevacizumab + 

chimiothérapie 

249 

NCT00607342 

IGF-1 Oncolar 250 

IGF-1R Robatumumab 251 

VEGFR2 Imatinib (STI571) 254 

PDGFR/ + KIT + AXL + EGFR + IGF1R Dasatinib 

256 – 257 – 258 

NCT00464620 

NCT0088125 

KIT + Epha2 + PDGFR Sorafenib 
259 – 260 

NCT00889057 

VEGFR + PDGFR + RET + C-kit Regorafenib 

261 -262 

NCT02048371 

NCT02389244 

VEGFR + PDGFR + KIT + FGFR + RET Cabozantinib 
263 

NCT02243605 

VEGFR + KIT + RET + AXL + PDGFR Lenvatinib 
264 

NCT02432274 

VEGFR + PDGFR + KIT + EGFR + RET Apatinib 252 

VEGFR + PDGFR Cediranib 265 

VEGFR + PDGFR + KIT Pazopanib 266 

Ciblage des voies intracellulaires 

Kinase src 
Saracatinib 

(AZD0530) 
268 

mTOR ridaforolimus 272 - 273 

mTOR + DNA-PK CC-115 NCT01353625 

Ciblage du remodelage osseux et du cercle 

vicieux 

RANKL Denosumab NCT02470091 

Hydroxyapatite + Cellules tumorales 
Zolédronate + 

chimiothérapie 

OS2006 – 

NCT00470223 

Hydroxyapatite + Cellules tumorales + mTOR 

Zolédronate + 

méthotrexate + 

cyclophosphamide 

+ sirolimus 

METZOLIMOS 

– 

NCT02517918 
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3. Les mécanismes de résistance des ostéosarcomes aux thérapies 

conventionnelles  

 

Certains patients atteints d’ostéosarcome développent des mécanismes de résistance à la 

chimiothérapie, expliquant dans certains cas les rechutes et la progression tumorale. En effet, 

environ 25 % des patients classés comme bons répondeurs à la chimiothérapie rechuteront. En 

outre, les mauvais répondeurs peuvent rapidement développer des métastases entraînant la 

mort. Ainsi, la résistance à la chimiothérapie est l'un des processus biologiques à l'origine de 

l'échec thérapeutique. Il est donc indispensable de mieux comprendre et de décrypter les 

mécanismes moléculaires impliqués dans la résistance à la chimiothérapie conventionnelle afin 

d'élaborer de nouvelles stratégies thérapeutiques et d'adapter les traitements aux patients, 

améliorant ainsi le taux de survie. Bien que le taux de survie sans rechute se soit 

considérablement amélioré avec l’avènement de la chimiothérapie, seulement 50 à 60 % des 

tumeurs sont chimio-sensibles [287].  

Durant ma thèse, j’ai effectué des recherches bilbiographiques concernant les mécanismes 

pouvant être à l’origine de la résistance dans l’ostéosarcome. Ces recherches ont mené à la 

rédaction d’une revue intitulée « Mechanisms of Resistance to Conventional Therapies for 

Osteosarcoma » et publiée dans le journal « cancers » en 2021. Dans cette revue, les 

mécanismes responsables de la résistance des ostéosarcomes aux traitements anti-cancéreux 

tels que la diminution de l’accumulation intracellulaire des drogues anti-cancéreuses, leur 

inactivation, l’amélioration de la réparation de l’ADN, la modulation des voies de signalisation, 

l’implication de l’autophagie, des dérèglements de l’expression des gènes liés au cycle 

cellulaire ou encore l’implication du micro-environnement tumoral ont été décrits. 
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D’autres mécanismes de résistance aux thérapies conventionnelles dans l’ostéosarcome, 

non évoqués dans cette revue ont été décrits comme l’implication des ARN non codants 

(ncARN) ou encore des vésicules extra-cellulaires. Parmi les mécanismes décrits dans cette 

revue, l’autophagie ainsi que les modulations des voies de signalisation, notamment les voies 

PI3K-Akt-mTOR et MAPK seront les deux processus biologiques étudiés dans ce projet de 

thèse. L’étude des mécanismes de résistance, étant à l’origine de l’échec thérapeutique de 

certains patients, a permis d’identifier de nouvelles cibles et/ou stratégies thérapeutiques. Les 

drogues dites « épigénétiques », telles que les inhibiteurs de protéines à bromodomaine et 

domaine extraterminal font partie des nouvelles thérapies en développement.  

 

 

4. La thérapie épigénétique ciblant les protéines à Bromodomaine et domaine 

ExtraTerminal 

 

 

Toute information génétique qui n’est pas directement codée par la séquence d’ADN 

correspond à l’information épigénétique. L’essentiel de l’information épigénétique est codé par 

des modifications chimiques de l’ADN. Ces modifications épigénétiques, matérialisées par des 

marques biochimiques apposées sur l’ADN ou les histones, sont à l’origine de l’expression ou 

non des gènes. Les marques apposées sur l’ADN les mieux caractérisées sont les groupements 

méthyle (CH3). Cette modification consiste en l’ajout covalent d’un groupement méthyle sur 

la base cytosine de l’ADN. Lorsqu’elle se produit sur la séquence promotrice des gènes, il y a 

généralement une répression de l’expression des gènes.  Les modifications chimiques apposées 

sur les histones peuvent être des phosphorylations, des acétylations, des méthylations, des 

ubiquitinations ou encore des SUMOylations. Ces modifications d’histones ou l’incorporation 

d’histones légérement différentes peuvent favoriser (« allumer ») ou au contraire bloquer 

(« éteindre ») l’expression des gènes. La méthylation de l’ADN et des histones entraîne un 

empaquetage des nucléosomes empêchant la fixation des facteurs de transcription. Ceci réprime 
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alors l’expression des gènes. A l’inverse, l’acétylation entraîne un dépliement des nucléosomes. 

Les facteurs de transcription peuvent se fixer à l’ADN, permettant la transcription et 

l’expression des gènes. Les différentes marques sont apposées, identifiées ou encore effacées 

par différentes enzymes épigénétiques. Les enzymes dites « écrivaines » (« writers ») 

catalysent l’addition des modifications épigénétiques. Il s’agit, par exemple, des enzymes 

Histone AcétylTransférase (HAT) et Histone MéthylTranférase (HMT) (Figure 7) [288]. Ces 

modifications sont réversibles et peuvent être effacer par les enzymes épigénétiques 

« effaceurs » (« erasers »), comme les enzymes histone désacéthylase (HDAC) ou histone 

lysine ou arginine déméthylase (KDM ou RDM), catalysent la suppression des modifications 

(Figure 7). Les marques apposées peuvent être reconnues par des protéines épigénétiques dites 

« lectrices » (« readers ») (Figure 7). Ces enzymes présentent des affinités pour des 

modifications spécifiques. Cette spécificité est due à l’interaction entres les résidus des histones 

et de l’enzyme « lectrice », plus précisément sa poche de liaison au ligand. Les processus 

épigénétiques interviennent dans la régulation de nombreux évènements tels que la division, la 

différenciation, la survie ou encore la mobilité cellulaire. L’altération des processus 

épigénétiques favorisent le développement et la progression des maladies humaines telles que 

les syndromes héréditaires (syndrome Immuno-Déficience Combinée), les maladies 

neurodégénératives (Alzheimer, parkinson, etc.) ou métaboliques (obésité, diabète de type 2, 

etc.) mais aussi les cancers. Des anomalies épigénétiques telles que des épimutations, activant 

des oncogènes ou inhibant des gènes suppresseurs de tumeurs ont pu être mises en évidence. 

Dans les cellules cancéreuses, l’épigénome est caractérisé par une reprogrammation de la 

méthylation de l'ADN, des modifications des histones, du positionnement des nucléosomes ou 

encore des ARN non codants, en particulier l'expression des microARN [289].  De même, des 

mutations affectant des gènes codant pour les enzymes responsables des marquages 

épigénétiques ont été identifiées dans des cellules tumorales. Puisque les marques épigénétiques 

sont réversibles, il doit être possible de corriger celles associées à des maladies, notamment 

dans le cancer.  Ainsi, les molécules agissant sur les mécanismes épigénétiques semblent être 

des agents thérapeutiques prometteurs. Plusieurs inhibiteurs de protéines épigénétiques ont été 

approuvés par la FDA pour le traitement du cancer. Des inhibiteurs de HDAC, le vorinostat ou 

le romidepsin sont par exemple utilisés dans le traitement du lymphome cutané à cellules T 

récidivant [290–292]. Des inhibiteurs de DNA méthylase, tel que l’azacytidine, sont utilisés 

dans l'indication du traitement de maintenance chez les patients adultes atteints de leucémie 

aiguë myéloïde [293,294]. D’autres acteurs épigénétiques tels que les bromodomaines (BRD) 

et plus précisément les protéines à Bromodomaine et domaine ExtraTerminal (BET) 
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apparaissent aujourd’hui comme de potentielles cibles pour le développement de nouvelles 

thérapies [295]. 

 

 

Figure 7 : Les protéines BET sont les lecteurs des modifications épigénétiques apposées sur les histones. Les 

modifications épigénétiques apposées sur les histones par les enzymes histone acétyltransférase et histone 

méthyltranférase, sont identifiées par les protéines à bromodomaines et effacées par les les enzymes histone 

désacéthylase ou histone lysine ou arginine déméthylase. Figure issue de la revue « Bromodomains : A novel 

traget for the anticancer therapy – Shivani Gokani » [288]. 

 

a) La famille des protéines à Bromodomaine et domaine ExtraTerminal 

Les bromodomaines, identifiés dans les années 1970 au niveau des gènes Brahma et 

female sterile homeostic de la drosophile Drosophila melanogaster [296], sont un groupe de 

protéines caractérisées comme des lecteurs (« readers ») de modifications épigénétique, 

identifiant particulièrement les lysines -N-acétylées (Kac) des queues des histones ainsi que 

des protéines non histones associées à la transcription telles que les facteurs de transcription et 

les co-régulateurs transcriptionnels [297]. Soixante et un motifs bromodomaines ont été 

répertoriés à ce jour dans le génome humain et sont classés en 8 sous-familles [298]. Les 

protéines contenant des motifs bromodomaines sont constituées d’un ou plusieurs 

bromodomaines. La majorité de ces protéines possèdent un bromodomaine, un tiers en possède 

deux, la protéine à bromodomaine PB1 en possède six. Les 61 bromodomaines codés par le 
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protéome humain ont été classifiés par Knapp et al, en huit familles distinctes, notées de I à 

VIII, selon leur similarité de séquence et de structures (Figure 8). Les membres appartenant à 

la sous-famille II sont les protéines à Bromodomaine et domaine Extra-Terminal [298]. Cette 

sous-famille, aussi appelée « BET » comprenant 8 membres et est subdivisée en deux sous-

familles BD1 et BD2.  

 

 

Figure 8 : Arbre phylogénétique représentant les 61 bromodomaines codés par le protéome humain et classifiés 

selon leur similarité de séquence et de structures par Knapp et al. en huit familles distinctes (I à VIII). Chacune 

de ces 8 sous-familles est représentée par une couleur et un chiffre romain. Figure issue de la revue 

« Bromodomains : structure, function and pharmacology of inhibition – Elena Ferri » [297].  

 

Les protéines à Bromodomaine et domaine ExtraTerminal (BET) sont des lecteurs 

épigénétiques, reconnaissant l’acétylation de la chromatine, qui régulent l’expression de 

multiples gènes [299,300]. La famille des protéines BET est la famille la plus étudiée à ce jour 

parmi les 7 autres. Elle comprend 4 membres conservés au cours de l’évolution, incluant BRD2, 

BRD3 et BRD4 exprimées de manière ubiquitaire et le BRDT dont l’expression est restreinte 

aux testicules [299]. Les protéines BET sont caractérisées par la présence de deux 

bromodomaines N-terminaux positionnés en tandem, notés BD1 et BD2 et d’un domaine 

extraterminal, noté ET. Les protéines BRD4 et BRDT contiennent également un domaine C-

terminal, noté CTD (Figure 9). Les bromodomaines N-terminaux, BD1 et BD2, possèdent une 

séquence conservée de 110 acides aminés créant une poche de liaison hydrophobe pour les 

résidus de lysine acétylée présents sur les histones et/ou les facteurs de transcription. Les 

bromodomaines N-terminaux, sont composés d’un faisceau de 4 hélices, notées Z, A B et 

C, et de deux boucles, ZA et BC. Une fois liée, la protéine BET recrute et active le facteur 
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positif d'élongation de la transcription-b (P-TEFb). P-TEFb va ensuite phosphoryler la sérine 2 

présente sur le domaine carboxyl-terminal de l’ARN pol II, permettant l’élongation de la 

transcription [298]. Le domaine ExtraTerminal est une région conservée d’environ 80 acides 

aminés qui recrute les protéines effectrices de la transcription. Le domaine C-Terminal, quant 

à lui, est une région conservée d’environ 40 acides aminée qui facilite le recrutement de 

régulateurs transcriptionnels, notamment P-TEFb [301]. Les protéines BET sont alors capables 

de reconnaitre et de fixer de manière dépendante ou indépendante du bromodomaine d’autres 

protéines que des histones acétylées, comme différents facteurs de transcription. Ces protéines 

peuvent aussi avoir une activité kinase, qui n’est pas encore totalement bien comprise [302]. 

 

 

Figure 9 : Organisation des domaines des membres de la famille BET humaine BRD4, BRD2, BRD3, et BRDT. 

Deux bromodomaines (BD1 et BD2) et un domaine extra-terminal sont présents dans les protéines BET (ET). Les 

protéines BRD4 et BRDT contiennent également un domaine C-terminal, noté CTD. Figure issue de « BET family 

protein BRD4: An emerging actor in NFκB signaling in inflammation and cancer – Azadeh Hajmirza» [303]. 

BD : bromodomaine; ET : domaine extra-terminal ; CTD : Domaine C-terminal. 

 

La protéine BRD2, aussi connue sous les noms RING3 ou FSRG1 est une 

sérine/thréonine kinase appartenant au complexe multiprotéique, le médiateur, fonctionnant 

comme un co-activateur transcriptionnel de l'ARN polII [304]. BRD2 recrute E2F-1 et E2F-2, 

deux facteurs de transcription et contribue à la transcription médiée par la Pol II au niveau de 

la chromatine hyperacétylée. En recrutant les protéines E2F, BRD2 active les promoteurs de 

gènes régulateurs du cycle cellulaire, comme la cycline A, la cycline D1 et la cycline E [305–

307]. De plus, il a été démontré que BRD2 possède un rôle de protéine chaperonne d'histone 

contribuant au remodelage de la chromatine [308]. 

La protéine BRD3, aussi notée ORFX, est également une sérine/thréonine kinase qui 

facilite la transcription de la Pol II via des nucléosomes hyperacétylés et ce indépendamment 

de P-TEFb. BRD3 pourrait coopérer avec BRD4 afin de recruter le complexe protéique P-TEFb 
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sur la chromatine et faciliter l'activation transcriptionnelle [309]. D'une manière dépendante de 

l'acétylation, BRD3 se lie au facteur de transcription GATA1 facilitant une association stable 

avec la chromatine [310]. BRD3 et BRD4 sont nécessaires à la transcription induite par l'IL-1β 

ou le TNF-α [309]. 

Dans le cadre de l'épissage, BRDT alias BRD6 module l'expression des gènes et 

participe au remodelage de la chromatine. Au cours de la spermatogenèse, BRDT interagit avec 

l'histone H4 acétylée et pourrait contribuer à l'élimination des histones acétylées [301]. 

BRD4, aussi notée MCAP ou Hunk1, est une sérine kinase. Il s’agit du membre le plus 

étudié de la famille de protéines BET. Cette protéine se lie à la chromatine avec une préférence 

pour la lysine-14 acétylée sur l'histone H3 et la lysine-5/12 sur l’histone H4 [311]. BRD4 

comprend trois isoformes d'épissage, notés A, B et C. Seulement l'isoforme A contient le 

domaine CTD [312]. Cet isoforme joue un rôle dans la régulation transcriptionnelle en agissant 

comme co-activateur transcriptionnel de P-TEFb et stimule la transcription de Pol II [313,314]. 

La liaison de BRD4 facilite le recrutement de P-TEFb sur la chromatine. De plus, la kinase-9 

dépendante de la cycline (CDK9), une protéine centrale du complexe e P-TEFb a été identifié 

comme étant nécessaire pour la régulation de la transcription médiée par MYC (Figure 10) 

[301]. De plus, le domaine ET de BRD4 recrute indépendamment des activateurs 

transcriptionnels tels que NSD3 (une histone méthyltransférase), JMJD6 (une histone arginine 

déméthylase) et CHD4 (la sous-unité catalytique du remodeleur de chromatine NuRD) (Figure 

10). BRD4 agit également comme un signet mitotique et un régulateur du cycle cellulaire. En 

effet, BRD4 reste associée à H4K5 acétylée sur la chromatine pendant la mitose, ce qui entraîne 

une décompaction rapide de la chromatine adjacente et la transcription. Tout au long de la 

mitose, BRD4 marque les sites de début de transcription des gènes liès à la croissance lors de 

la transition M/G1 et favorise la progression du cycle cellulaire des phases G1 à S et G2 à M 

[315]. Il a également été montré que la fonction transcriptionnelle de BRD4 est vitale au cours 

de l’embryogenèse. En effet, elle semble nécessaire à l’auto-renouvellement et au maintien de 

la pluripotence des cellules souches embryonnaires [316]. L’expression de cette protéine BET 

est également essentielle pour la myogenèse et l’adipogenèse [298]. 
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Figure 10 : Rôle des protéines BET dans l’expression d’oncogènes. Les protéines BET se lie aux histones acétylées 

et recrute PTEF-b aux sites de transcription active de gènes favorisant la croissance tels que MYC et NUT. De 

plus, le domaine ET de BRD4 recrute NSD3, JMJD6 et CHD4, des activateurs de transcription indépendants dans 

le but de stimuler encore plus les taux de transcription. Figure issue de la revue « Bromodomain and extra-

terminal motif inhibitors: a review of preclinical and clinical advances in cancer therapy – Ali Alqahtani» [317]. 

PTEF-b: positive transcription elongation factor b; BET: Bromodomain and Extra Terminal Domain; Ac: 

Actylation; NSD3: Nuclear Receptor Binding SET Domain Protein 3; CHD4: chromodomain helicase DNA 

binding protein 4; RNA Pol III: RNA polymerase III.  

 

b) Rôle des protéines à Bromodomaine et domaine ExtraTerminal dans le 

cancer 

 

Les protéines BET ont été initialement décrites pour leur rôle de régulateurs 

épigénétiques importants dans l'inflammation et les maladies inflammatoires [288,298]; 

cependant, il est maintenant bien établi que les protéines BET, en particulier la protéine BRD4, 

sont fréquemment dérégulées  dans le cancer, contribuant au remodelage chromatinien aberrant 

et à la transcription des gènes qui médient la tumorigenèse [317].   

 

Tout d’abord, des réarangements chromosomiques peuvent avoir lieu entre les gènes 

BET BRD4 (ou moins fréquemment BRD3) sur le chromosome 19q13.1, et le gène NUT sur le 

chromosome 15q14. Ces réarangements sont responsables de l’apparation d’un cancer, le 

carcinome NUT (NMC), une forme rare et agressive de carcinome épidermoïque indifférencié. 

NUT est une protéine exprimée exclusivement au cours de la spermatogenèse et dont la fonction 

est inconnue, or la translocation t(15;19) crée un oncogène, noté BRD4-NUT régulé par le 

promoteur de BRD4. L’oncoprotéine de fusion BRD-NUT est impliquée dans la transformation 
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cellulaire, contribuant notamment à la carcinogenèse du carcinome NUT [317–319]. 

L'oncoprotéine BRD4-NUT bloque la différenciation des cellules NMC en maintenant 

l'expression de MYC, alors que sa suppression entraîne la différenciation des cellules NMC 

[320,321]. La protéine de fusion BRD4-NUT induit la tumorigenèse en recrutant et en 

séquestrant la proteine histone acétyltransférase CBP/p300. NUT interagit avec CBP/p300 et 

suractive son activité d’acétylation, induisant l’hyperacétylation des histones et l'activation de 

la transcription. BRD4-NUT empêche ainsi CBP/p300 d'aller co-activer la transcription de 

nombreux gènes, et bloque notamment la réponse apoptotique p53-dépendante [322,323]. La 

partie NUT de la protéine de fusion ancrée à la chromatine par les doubles bromodomaines 

stimule également l'hyperacétylation des histones, ce qui entraîne une liaison plus étroite de 

BRD4 à la chromatine. Par conséquent, de multiples facteurs interagissant avec BRD4 sont 

recrutés au locus chromatinien associé à NUT pour activer l'expression in situ du transgène 

[322]. L'oncogène de fusion BRD4-NUT conduit également à l'activation anormale de SOX2, 

un facteur de transcription essentiel dans le maintien de l’auto-renouvellement des cellules 

souches embryogéniques indifférenciées, entraînant la prolifération et la transformation 

cellulaire de type cellule souche en cellule de carcinome NUT [324]. Ainsi dans les cellules de 

carcinome NUT, la dérégulation de BRD4 est impliquée dans la prolifération cellulaire 

anormale.  

 

Des mutations des gènes codants pour les protéines BET telles que des substitutions 

faux-sens et des substitutions non-sens, ont été documentées dans les cancers du gros intestin, 

du poumon ou encore dans les tumeurs malignes hématopoïétiques [298,325,326]. Des 

substitutions d'acides aminés au niveau des régions des deux hélices terminales αB et αC et 

proximales au site de liaison acétyl-lysine des protéines BET modifient la structure tertiaire des 

protéines et diminuent leur stabilité, favorisant  ainsi les propriétés oncogèniques des protéines 

BET [326].  Ainsi, les événements génétiques affectant les membres de la famille BET peuvent 

modifier la conformation des protéines et avoir un impact sur les interactions protéine-protéine 

ou protéine-ADN qui régulent les processus biologiques intervenant dans l'initiation tumorale, 

la progression tumorale ou encore la dissémination métastatique [298]. 

 

Le gène BRD4 est amplifié dans 20 types de cancers [327], tels que le glioblastome ou 

le mélanome (primaire et métastatique) [317,328,329]. BRD4 s’est avérée fortement exprimée 

dans les tissus tumoraux et les lignées cellulaires d’ostéosarcome et pourrait jouer un rôle 

important dans le développement de l’ostéosarcome agressif  [330–332]. BRD4 en s’associant 
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avec le complexe Mediator, régule l'expression de divers oncogénes tels que MYC [317,333]. 

Ainsi, la surexpression de la protéine BRD4, favorise l’expression de gènes impliqués dans la 

progression tumorale [300,334,335]. L’expression aberrante de la protéine BRD4, in vitro est 

associée à l'invasion cellulaire, à la progression du cycle cellulaire et à la formation de 

métastases [298,336]. L'expression aberrante de l'oncogène MYC, induite par la surexpression 

de BRD4 a été montrée dans diverses hémopathies malignes telles que la leucémie mixte, la 

leucémie myéloïde aiguë (LMA) et le lymphome de type Burkitt [334,335,337–339]. La 

surexpression de MYC est également montrée dans un certain nombre de tumeurs solides, 

notamment les cancers du poumon, de l'ovaire et du sein [340–342].  

 

Les protéines BET sont en partie responsables de la modulation de l'expression des 

cytokines inflammatoires impliquées dans l'initiation, la progression des tumeurs et 

l’acquisition du phénotype métastatique des cellules cancéreuses  [288,311]. 

L’inflammation chronique peut entraîner la transformation cellulaire et l’initiation 

tumorale [343,344]. Des études ont démontré une incidence accrue du cancer du sein chez les 

patients atteints de diabète de type 2 [336]. Les patients atteints de diabète de type 2 présentent 

dans la plupart des cas une inflammation du tissu adipeux viscéral, consuisant à une 

inflammation chronique du tissu adipeux mammaire et à l'induction de cytokines pro-

inflammatoires telles que l'IL-6, le TNFα, l'IL-17A et l'IL-22 qui favorisent l'initiation du cancer 

[336]. En s’associant physiquement au promoteur RORC (Recombinant RAR-Related Orphan 

Receptor C), augmentant au cours de l'obésité, BRD4 augmente directement l’expression des 

cytokines IL-17 et IL-22, favorisant l’initiation du cancer. Comme évoqué dans les paragraphes 

précédents, l’expresssion de l’oncogène c-MYC est amplifiée dans certains cancers. Dans les 

états inflammatoires, les altérations de l’expression et de la fonction de cet oncogène sont 

également fréquentes. Cela pourrait signifier que MYC contrôle des voies moléculaires et 

cellulaires reliant l’inflammation et la tumorigenèse [345]. Des souris atteintes d’obésité 

présentent une activité de MYC accrue ainsi qu’une augmentation de l’expression du FGF2 

(Fibroblast Growth Factor 2), favorisant la transformation des cellules épithéliales, à l’origine 

des cellules cancéreuses, dans la peau et le colon. Dans ces souris, l’inhibition de la protéine 

BRD4 diminue la transcription dépendante de MYC, ce qui inhibe l’obésité ainsi que la 

libération de FGF2 et bloque la transformation néoplasique des cellules épithéliales, limitant 

ainsi l’initiation du cancer [346,347]. BRD4 augmente aussi l'expression de facteurs SASP 

(senescent-associated secreted phenotype) comme l’IL-1α, β, l’IL-8, l’INHBA (Inhibin Subunit 

Beta A), et la BMP2 (Bone morphogenetic protein 2), intervenant dans la sénescence des 
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cellules [288]. Or, le sécrétome des cellules sénescentes favorise l’iniation tumorale, 

notamment en permettant la prolifération de cellules pré-cancéreuses, la transition épithélio-

mésenchymateuse mais aussi la chimiorésistance [348].  

La progression tumorale peut être influencée par les protéines BET, qui favorisent la 

promotion de l’inflammation et l’activation des voies de signalisation, y compris des voies pro-

inflammatoires dans le microenvironnement tumoral. La protéine NF-κB (nuclear factor-kappa 

B) est constitutivement active dans de nombreux cancers et la signalisation médiée par NF-κB 

favorise la transcription de cytokines pro-tumorigènes et pro-inflammatoires telles que l’IL-6 

et le TNF-α (Tumor Necrosis Factor alpha) [298,349]. La liaison de la protéine BRD4 au résidu 

acétylé lysine-310 sur RelA (REL-associated), impliqué dans la formation d’hétérodimères NF-

κB, de sa translocation nucléaire et de son activation, entraîne la co-activation et la stabilisation 

de NF-κB dans des lignées cellulaires de carcinome pulmonaire humain [350]. Le rôle de la 

protéine BRD2 a également été démontré dans la régulation de l'activité de NF-κB dans les 

lignées cellulaires de mélanome [351]. L'inhibition de BRD2, dans les cellules de mélanome, 

bloque la signalisation dépendante de NF-κB, entraînant la diminution de l'expression des gènes 

cibles de NF-κB, notamment IL-6, IL-8, VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), CCL5 

(C-C Motif Chemokine Ligand 5) et CXCL10 (C-X-C motif chemokine ligand 10). Tout cela 

inhibe la croissance des cellules de mélanome [349]. De plus, l'inhibition pharmacologique des 

cytokines pro-tumorigènes IL-6 et IL-8 bloque cette boucle de signalisation autocrine et 

diminue l'activation de NF-κB [351]. L’amplification de MYC dûe à une surexpression des 

protéines BET, notamment de la protéine BRD4, augmente l’expression de CCL9 (C-C Motif 

Chemokine Ligand 9) et de IL-23 [352]. CCL9 augmente la production et la libération de 

cytokines impliquées dans l’angiogenèse. l'IL-23 est une cytokine qui supprime les fonctions 

des cellules T effectrices, des cellules B et des cellules NK infiltrant la tumeur, favorisant ainsi 

l'immuno-évasion et la progression de la tumeur [298]. Les protéines BET comme BRD4 jouent 

également un rôle dans le cancer via l’activation de d’autres voies de signalisation, comme la 

voie des oestrogènes dans le cancer du sein. BRD4 régule l'expression génique induite par le 

récepteur  des oestrogènes en affectant la phosphorylation associée à l'élongation de l'ARN 

polymérase II (RNAPII) et la mono-ubiquitination de l'histone H2B. Ainsi, une surexpression 

de BRD4 induit l’activation de la signalisation des oestrogènes, impliquée dans la prolifération 

cellulaire et la tumorigenèse. 

La surexpression des protéines BET renforce également la dissémination métastatique. 

Les cellules cancéreuses perdent leurs adhérences intercellulaires et leurs polarités cellulaires 

au cours de la transition épithéliale-mésenchymateuse (TEM). Elles développent également des 
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propriétés invasives qui provoquent l’apparation de métastases. Dans les cellules de cancer du 

sein, l’EMT et l’acquisition du phénotype invasif est induit par la voie de signalisation 

Jagged1/Notch1 [353].  Jagged1 se lie au récepteur de Notch, le clive et induit sa tranlocation 

vers le noyau. Une fois dans le noyau Notch se lie à CBF1 (C Promoter Binding Factor 1), à 

CSL (CBF-1, Suppressor of Hairless, Lag-1) et à CoAs (Coenzyme A) et active l'expression de 

facteurs de transcription essentiels à la TEM, tels que Snail et Slug [353]. La protéine BRD4 en 

augmentant l’expression de Japped1, un ligand de Notch1, active la signalisation induite par 

Notch1 et active ainsi les propriétés migratoires des lignées cellulaires du cancer du sein 

[344,354].  

Les protéines BRD2 et BRD4 sont également impliquées dans la transmission des virus 

tumoraux pendant la division cellulaire. Ces protéines facilitent l'attachement de la chromatine 

aux épisomes viraux. Par exemple, le virus d'Epstein-Barr et les papillomavirus sont associés à 

BRD4 pour l'ancrage de leurs génomes viraux aux chromosomes mitotiques [355]. 

Ainsi, l’inhibition des protéines BET pourrait jouer un rôle important dans le traitement 

des cancers.  

 

c) Inhibiteurs des protéines à Bromodomaine et domaine ExtraTerminal 

 

Dans le but de perturber la liaison des protéines BET aux résidus lysine acétylée de la 

chromatine, d’inhiber l’expression de voies oncogéniques, comme c-MYC [300], YAP [356], 

NOTCH3 [357] ou encore RUNX2 [331] et de limiter ainsi l’effet des protéines BET sur la 

tumorigenèse, des inhibiteurs spécifiques de ces protéines (BETi) ont été développés et font, 

pour certains d’entre eux, l’objet d’évaluations cliniques.  

 

L’inhibition de de l’interaction des protéines BET avec les histones acétylées peut se 

faire de différentes manières [358]. Les premiers inhibiteurs de protéines BET à avoir été 

développés, les pan-BET, ne font pas de distinction entre les deux bromodomaines d'une même 

protéine BET. Ils peuvent ainsi se fixer aux deux bromodomaines, BD1 et BD2, des protéines 

BET [358]. Dans le but d'améliorer la sélectivité, d'accroître la puissance et la 

pharmacodynamique de ces inhibiteurs, les chimistes ont optimisé ces composés et ont 

développé des inhibiteurs dits bivalents [359]. Ces inhibiteurs se fixent simultanément aux deux 

bromodomaines et ont l’avantage de créer une liaison forte et puissante avec les protéines BET. 
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D’autres inhibiteurs ont été développés dans le but d’intéragir avec un des bromodomaine et le 

domaine extra-terminal des protéines BET. Certains inhibiteurs, appelés inhibiteurs 

monovalents, se fixent préférentiellement à un seul bromodomaine et sont donc soit spécifiques 

du BD1, soit spécifiques du BD2. Enfin, de nouveaux composés, les PROTACS (proteolytic 

targeting chimera) ont récemment été conçus. Contraitement aux molécules inhibitrices 

jusqu’alors développées, ces nouvelles molécules sont capables, en plus d’inhiber les protéines 

BET, de les dégrader.  

 

Les inhibiteurs pan-BET 

 

En 2010, le premier inhibiteur de protéines BET a été développé et caractérisé. Il s’agit 

de la molécule JQ1, une thiénotriazolo-1,4-diazépine, inhibant BRD2 et BRD4 [360] (Figure 

11). Cet inhibiteur se lie au motif de liaison de la lysine acétylée, empêchant alors la fixation 

de la protéine BRD4 à la chromatine. JQ1 a initialement été testé dans  le carcinome NUT [361]. 

In vitro et in vivo, cet inhibiteur est capable de cibler l’oncoprotéine BRD4-NUT [362]. De 

plus, les cellules NMC (NUT midline carcinoma) traitées avec du JQ1 subissent un arrêt de la 

différenciation et de la croissance cellulaire. In vivo, JQ1 inhibe la progression tumorale et 

améliore les taux de survie dans un modèle de xénogreffe de souris NMC [361]. Cet inhibiteur 

est également efficace dans de nombreuses tumeurs solides, y compris dans le cancer du 

poumon, le cancer de la prostate, le cancer du sein, le médulloblastome ou encore le 

neuroblastome [363]. Dans les lignées de cancer du pancréas  [364], des tumeurs du système 

nerveux [365–367], de cancer colorectal [368] ou encore de cancer du sein [369,370], la 

réduction de l’expression de MYC, par l’inhibition de BRD4 via le JQ1, inhibe la croissance 

cellulaire, induit un arrêt du cycle cellulaire et l’apoptose. Cet inhibiteur est également efficace 

dans des modèles précliniques d’hémopathies malignes telles que les myélomes multiples 

[300], les leucémies lymphoblastiques [339,371] ou encore les leucémies myéloïdes aiguës 

[372]. Dans le myélome multiple, le JQ1 diminue l’expression de MYC et IRF4 (Interferon 

regulatory factor 4) et augmente celle de HEXIM1 (hexamethylene bisacetamide inducible 

protein 1) [373]. In vivo, JQ1 possède une efficacité anticancéreuse dans différentes modèles 

tels que l’adénocarcinome du canal pancréatique [374], le cancer colorectal [364], le cancer du 

sein triple négatif [375,376], puisqu’il induit une répression tumorale significative [377,378].  

Au sein du laboratoire, il a été montré que le JQ1 réduit la viabilité cellulaire de lignées 

d’ostéosarcome. Son utilisation in vivo, diminue la croissance tumorale et prolonge également 

la survie des souris [331]. L’équipe d’Emma K. Baker, a aussi montré que l’inhibition de BRD4 
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par le JQ1 exerce une puissante activité anti-tumorale envers des lignées cellulaires primaires 

et établies d’ostéosarcome. Le JQ1 induit l’apoptose mais ne permet pas l’arrêt du cycle 

cellulaire. L'activité de cet inhibiteur dans les cellules d’ostéosarcome est médiée 

indépendamment de la régulation négative de MYC. JQ1 inhibe l’expression du facteur de 

transcription FOSL1 en déplaçant BRD4 de son locus. Dans cette même éude, le JQ1 montre 

également une activité anti-tumorale significative in vivo [332].  Malgré son activité anti-

tumorale, le JQ1 présente un profil pharmacocinétique médiocre et une faible biodisponibilité 

orale [379]. Cette molécule n’est pas utilisée en clinique en raison de sa courte demi-vie, qui 

est de seulement 1 heure. Des améliorations ultérieures des propriétés pharmacologiques ont 

permis la synthèse d'analogues du JQ1, tels que TEN-010 aussi noté JQ2 [380] et OTX-015, 

aussi connu sous le nom MK-8628 ou encore Birabresib (Figure 12). D’autres inhibiteurs, 

comme l’I-BET 151, aussi noté GSK1210151A ; l’I-BET 762, aussi connu sous les noms 

GSK525762 ou molibresib ; le CPI-0610 aussi connu sous le nom de pelabresib ; l'ABBV-075 

(inhibiteur pan-BET le plus efficace pour le moment) ou encore le GS-5829, aussi connu sous 

le nom d’Alobresib ont été développés et ont montré leur efficacité anti-tumorale dans de 

nombreux cancers (Figure 12).  

 

 

Figure 11 : Structure chimique de l’inhibiteur JQ1. Figure issue de la revue « Bromodomains : structure, function 

and pharmacology of inhibition» [297]. 

 

Ces inhibiteurs pan-BET ont montré leur efficacité, in vitro et in vivo, dans de nombreux 

modèles de cancers hématologiques. L'ABBV-075 possède, par exemple, une efficacité anti-

tumorale, en pré-clinique dans des lignées cellulaires de cancers hématologiques [381,382].  De 

plus, l’OTX-015 [383,384], l’I-BET 151 [335] ou encore l’I-BET 762 [385,386] sont efficaces 

dans des lignées cellulaires de leucémie myéloïde aiguë et lymphoïde (LAM et LAL). De 

manière générale, ces inhibteurs limitent la fixation des protéines BET sur la chromatine et 

inhibent la transcription de gènes clés comme C-MYC, BCL-2, CDK6 et BCL-xL, et, au 

contraire, activent la transcription de BAD, BAK et BAX. Cela conduit à un arrêt du cycle 
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cellulaire, à une induction de l’apoptose et, par conséquent à une inhibition de la croissance 

cellulaire.  Le GS-5829 montre également son efficacité pré-clinique dans la leucémie 

lymphoïde chronique. En effet, cet inhibiteur inhibe la prolifération des cellules et induit 

l'apoptose des cellules leucémiques par la dérégulation de voies de signalisation clés, telles que 

BLK, AKT, ERK1/2 et MYC. La modulation de IκBα indique que le GS-5829 inhibe également 

la signalisation NF-κB [387]. Le CPI-0610 montre son efficacité anti-tumorale dans des lignées 

cellulaires ainsi que dans les cellules de myélome multiple dérivées de patients [388]. In vivo, 

cet inhibiteur [388] ainsi que l’I-BET 151 [389] et l’I-BET 762 [389–392] inhibent la croissance 

tumorale et augmente la survie de souris atteintes de myélome multiple. De plus, le CPI-0610 

réduit la transactivation de NF-κB, voie médiatrice importante de l'inflammation chronique 

dans la myélofibrose. Le CPI-0610 inhibe également la production de cytokines inflammatoires 

et améliore la survie de souris atteintes de myélofibrose [408]. L’I-BET 762 est testé dans un 

essai clinique incluant des patients d’hémopathies malignes récidivantes ou réfractaires 

(NCT01943851). 

Les inhibiteurs pan-BET possèdent aussi une efficacité anti-tumorale envers les tumeurs 

solides. L'ABBV-075 montre, par exemple, une efficacité dans des modèles murins de 

xénogreffes de cancers du poumon, du pancréas, du sein, de la prostate, de la tête et du cou 

[414]. Les BET inhibiteurs ont montré leur efficacité dans des tumeurs cérébrales. En effet, le 

TEN-010 [393] ou l’I-BET 762 [394], en induisant l’arrêt du cycle cellulaire et la mort 

cellulaire, inhibent la viabilté cellulaire dans le neuroblastome. Le traitement de cellules de 

glioblastome ou de médulloblastome avec de l’I-BET 151 arrête la progression du cycle 

cellulaire et diminue la prolifération cellulaire in vitro et in vivo [328,397]. Ces mêmes 

observations sont faites dans un modèle de cancer ovarien traitées avec l'OTX-015 [395,396]. 

Ce même inhibiteur réduit significativement la masse tumorale dans un modèle murin de 

xénogreffes de cancer du sein [383]. L’I-BET 762 inhibe également la croissance tumorale et 

augmente la survie de souris atteintes de cancer du sein [389–392]. Des cellules de carcinome 

séreux utérin, une variante biologiquement rare et agressive du cancer de l’endomètre, montrent 

une bonne sensibilité in vitro et in vivo au GS-5829. De plus, dans ce modèle, le GS-5829 s’est 

avéré plus efficace que le JQ1 [397]. La prolifération cellulaire des cellules du cancer du 

pancréas [398] ou de la prostate est inhibée par l’I-BET 762. In vivo, l’utilisation de cet 

inhibiteur inhibe la croissance tumorale et augmente la survie de souris atteintes de cancer de 

la prostate [389–392]. L’I-BET 762 induit aussi l'arrêt du cycle cellulaire, la mort cellulaire et 

inhibe la prolifération cellulaire dans l’ostésarcome [332]. Les inhibiteurs pan-BET sont 

également efficaces dans des tumeurs plus rares. L’inhibiteur I-BET 151 présente une activité 
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anti-tumorale significative dans des modèles murins de carcinome NUT [317]. En clinique, 

l’utilisation d’OTX-015 contre les carcinomes NUT montre des données prometteuses [391]. 

De plus, une rémission partielle et une maladie stable sont observées chez des patients atteints 

de carcinome NUT traités par le GSK525762 (NCT01587703) [406] (Tableau V). L’inhibition 

de BRD4 par l’I-BET 762, diminue la capacité clonogénique, induit l’arrêt du cycle cellulaire 

ainsi que la sénescence de cellules de carcinome muco-épidermoïde. De plus, l’inhibition de 

BRD4 a également entraîné l'élimination des cellules souches cancéreuses de l'ensemble des 

populations cellulaires de carcinome muco-épidermoïde [399]. 

D’autres inhibiteurs pan-BET font l’objet d’études cliniques à la fois chez des patients 

atteins de tumeurs hématologiques et de tumeurs solides. D’après deux études cliniques menés 

chez des patients atteints de cancer du sein (NCT02983604)  ou de cancer de la prostate 

(NCT02607228), le GS-5829 a été bien toléré mais a montré une efficacité limitée [400].  

L’inocuité, la tolérabilité, la pharmacocinétique ainsi que l’activité anti-tumorale du TEN-010 

sont évaluées dans deux essais cliniques de phase I incluant des patients atteints de tumeurs 

solides avancées (NCT01987362) ou de leucémies myéloïdes aiguës et de syndrome 

myélodisplasique (NCT02308761). Des études cliniques, visant à déterminer la dose d’OXT-

015 à prescrire, sont menées chez des patients atteints de glioblastomes (NCT02296476), 

d’hémopathies malignes comme la leucémie aiguë (NCT01713582) [383], le lymphome et le 

myélome multiple (NCT02698189) (NCT01713582) [401] ou encore chez des patients atteints 

de tumeurs solides avancées telles que le cancer du sein, de la prostate résistant à la castration, 

de carcinome NUT midline et de cancer du poumon non à petites cellules (NCT02698176) 

(NCT02259114) [402]. Le CPI-0610 est évalué en clinique chez des patients atteins de 

myélome multiple (NCT02157636), le lymphome progressif (NCT01949883) ou encore de 

tumeurs malignes avancées (NCT05391022) (Tableau V). Enfin, l’efficacité clinique de 

l’ABV-075 est démontrée au niveau clinique, notamment chez des patients atteints de tumeurs 

solides avancées. Parmi 72 patients atteints de tumeurs solides, 26 (43 %) présentent une 

maladie stabilisée. Malgré le fait que cet inhibiteur soit efficace à de faibles concentrations 

(environ 10 fois inférieure à celle de l'OTX-015) et qu’il possède une sélectivité plus élevée 

vis-à-vis des protéines BET, il entraîne tout de même des effets toxiques [403]. 
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Figure 12 : Structures chimiques des inhibiteurs pan-BET. Figure adaptée des revues « Drug Discovery targeting 

Bromodomain-containing protein 4 – Zhiqing Liu» [404], « Bromodomains : structure, function and 

pharmacology of inhibition» [297] et du site internet du fournisseur MedChemExpress 

« https://www.medchemexpress.com/alobresib.html » 

 

De nombreux autres inhibiteurs pan-BET ont été développés. Ceux pour lesquels il 

existe des évaluations cliniques sont cités dans le tableau V. 
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Les inhibiteurs bivalents 

Des inhibiteurs de protéines BET, tels que MT-1, MS645, N2817 et AZD5153 ont été 

développés dans le but d’interagir avec les deux bromodomaines, BD1 et BD2, simultanément 

(Figure 13). 

MT1, aussi noté (Bis-CPI203)-PEG7, est un inhibiteur bivalent de BRD4 qui est 100 

fois plus puissant, dans les essais pré-cliniques, que l'antagoniste monovalent, JQ1. In vivo, le 

MT1 inhibe significativement la progression tumorale de leucémies, comparé au JQ1 [405]. 

D’autres inhibiteurs tels que le MS645 ou encore le N2817 inhibent la protéine BRD4 avec une 

puissance supérieure à celle des inhibiteurs monovalents de BET, entraînant une diminution de 

l’expression des cytokines pro-inflammatoires, de gènes du contrôle du cycle cellulaire et de la 

réparation des dommages à l'ADN. Ces inhibiteurs bloquent la prolifération cellulaire de 

tumeurs solides, y compris un panel de cellules de cancer du sein triple négatif [406,407] ou 

encore de cellules de carcinome thymique, de carcinome ovarien, de carcinome pulmonaire, de 

cancer du sein, de cancer du colon, cancer du pancréas, d’hépatocarcinome, de cancer de la 

prostate ou encore de leucémie. Le N2817 inhibe également la prolifération et induit l’arrêt du 

cycle cellulaire et l’apoptose, limitant alors la croissance des xénogreffes tumorales. De plus, 

le N2817 a montré une grande stabilité métabolique, une demi-vie relativement longue ainsi 

qu’une absence de pénétration dans le cerveau après administration orale [408]. Aucune 

investigation clinique n’est pour le moment en cours concernant ces trois inhibiteurs.  

L’inhibiteur bivalent AZD5153 est efficace à des concentrations nettement inférieures 

à celles de la plupart des autres BETi [409,410]. L’utilisation de AZD5153 inhibe la croissance 

de lignées cellulaires hématologiques, prostatiques ou encore thyroïdiennes à une concentration 

inférieure à 150 nM [409–411]. La plupart des lignées cellulaires hématologiques répondent au 

traitement à une concentration inférieure à 25 nM [409]. Cet inhibiteur montre également son 

efficacité dans des modèles de cancer colorectal, de foie, de rein chez l’enfant (tumeur de 

Wilms) [412–414]. L’inhibition de la croissance de ces lignées cellulaires est notamment due à 

une induction de l’apoptose et un arrêt du cycle cellulaire [410,412]. En effet, les cellules taitées 

avec l’AZD5153 présentent une activation de marqueurs de l’apoptose comme les caspases-3 

et -9 ou la protéine PARP ((poly(ADP-ribose)polymérase) et une sous-régulation des protéines 

régulées par BRD4 telles que c-Myc, Bcl-2 et la cycline D1 [411,412]. L’AZD5153 inhibe aussi 

la croissance tumorale de xénogreffes de cancer de prostate, de carcinome thyroïdien, de 

carcinome hépatocellulaire ou encore de cancer du rein [410,411,413,414]. 

Des essais cliniques sont menés notamment chez des patients atteints de lymphome non 

hodgkinien agressif récidivant/réfractaire (NCT03527147) ou encore des patients souffrant de 
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tumeurs solides récidivantes ou réfractaires, y compris des cancers ovaraiens, des cancers du 

sein, des cancers de la prostate ou encore des cancers du pancréas (NCT03205176) (tableau V). 

Néanmoins, l’utilisation cet inhibiteur inhibiteur rapporte des toxicités limitant la dose 

similaires à ceux d'OTX-015, ce qui indique que, malgré la diversité de la structure chimique 

des BETis, les toxicités peuvent être partagées par tous les BETis [415]. En effet, des essais 

cliniques ont même dû être interrompus prématurément en raison de la présence trop importante 

de toxicités limitant la dose. Une nouvelle étude clinique de phase I/II recrutant actuellement 

des patients atteints de leucémie myéloïde aiguë établira une méthode de dépistage génomique 

ainsi qu’une évaluation de thérapies ou d'associations expérimentales, incluant l’inhibiteur 

AZD5153.  

 

 

Figure 13 : Structures chimiques des inhibiteurs bivalents. Figure adaptée du site internet du fournisseur 

MedChemExpress «https://www.medchemexpress.com» et de l’article « Design and development of a novel series 

of oral bivalent BET inhibitors with potent anticancer activities-MenglanLuo » [407] 

 

 

 

Les inhibiteurs spécifiques du bromodomaine et du domaine extra-terminal des protéine BET 
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Dans le but d’améliorer la spécificité et l’efficacité mais également de limiter les effets 

secondaires des inhibiteurs de protéines BET, de puissants inhibiteurs bivalents du 

bromodomaine (BD) et du domaine extraterminal (ET) ont été développés. Ces inhibiteurs ne 

sont cependant pas encore évalués en clinique.  

Le GXH-II-052 (Figure 14) montre un potentiel de liaison pour BRD4-1, BRD4-2, 

BRD4-T, BRDT-1, BRDT-2, BRDT-T. Cet inhibiteur diminue l’expression de c-Myc et 

possède donc une activité anti-proliférative dans des cellules de myélome [416]. 

Un second puissant inhibiteur du bromodomaine et du domaine extraterminal (BET), le 

NC-III-49-1 (Figure 14), inhibe également le niveau de c-Myc et, par conséquent, la croissance 

cellulaire de cellules de myélome multiple. L’IC50 obtenue avec ce nouvel inhibiteur est plus 

élevée que celle obtenue avec un inhibiteur homologue monovalent. L’inhibition de la 

croissance s’accompagne d’une diminution dose-dépendante des niveaux d’expression de c-

myc causée par une inhibition de BRD4 [416]. 

 

Figure 14 : Structures chimiques des inhibiteurs spécifiques du bromodomaine et du domaine extra-terminal des 

protéines BET. Figure adaptée du site internet du fournisseur MedChemExpress 

«https://www.medchemexpress.com». 

 

Les inhibiteurs monovalents spécifiques du bromodomaine 1 des protéines BET 

 

L’olinone, le GSK778 (Figure 15) ainsi que les molécules MS611, MS436, MS402 

(Figure 15) dérivant du même composé chimique [358,417–419], sont des inhibiteurs de 

protéines BET monovalents spécifiques du bromodomaine 1 (BD1).  L’olinone présente une 

affinité de liaison 100 fois plus élevée pour BD1 que pour BD2 dans toutes les protéines BET, 

[358,417,420]. Le GSK778, un analogue de l’I-BET 151 [421], présente une sélectivité 130 

fois plus importante pour le BD1 de BRD4 par rapport au BD2.  Cet inhibiteur montre un effet 

plus prononcé sur la croissance et la viabilité de cellules de cancer de sein et de leucémie 

myéloïde aiguë comparé aux effets générés dans ces mêmes cellules par un inhibiteur pan-BET, 

l’I-BET 151 [422]. Le GSK778 montre également de forts effets anti-cancéreux in vivo, 

prolongeant la survie de souris atteintes de leucémies myéloïdes aiguë [422,423]. Les 
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inhibiteurs spécifiques du bromodomaine 1 des protéines BET ne font pour le moment pas 

l’objet d’évauation en clinique.  

 

 

Figure 15 : Structures chimiques des inhibiteurs spécifiques du bromodomaine 1 des protéines BET. Figure 

adaptée du site internet du fournisseur MedChemExpress «https://www.medchemexpress.com». 

 

Les inhibiteurs monovalents spécifiques du bromodomaine 2 des protéines BET 

 

Les inhibiteurs de protéines BET spécifiques du bromodaime 2 sont de plus en plus 

nombreux car leur potentiel thérapeutique est de plus en plus reconnu [358]. 

L’inhibiteur BY27 (Figure 16) se lie à BD2 avec une sélectivité de 5 à 38 fois supérieure 

à celle de BD1 [358,424]. Le traitement des cellules du cancer du foie humain (HepG2) avec 

BY27 ou OTX-015 entraîne des différences significatives dans l'expression génique. Même si 

BY27 inhibe de manière dose-dépendante le niveau de protéine de c-Myc et augmente le niveau 

de protéine de p21, ce qui est en accord avec les données obtenues pour OTX-015, plus de 

gènes sont sous-régulés et moins de gènes sont surrégulés en présence de BY27, par rapport à 

OTX-015 (393 contre 251, 158 contre 205, respectivement). De plus, le BY27 entraîne une 

inhibition de 67 % de la croissance tumorale d’un modèle murin de xénogreffe et est moins 

toxique qu'un inhibiteur pan-BET à fortes doses [424]. Les recherches concernant cet inhibiteur 

spécifique du bromodomaine 2 des protéines BET n’en sont pour le momement qu’au stade 

pré-clinique. 

L' ABBV-744 (Figure 16), un inhibiteur possèdant une affinité de liaison pour BD2 

environ 300 fois supérieure à BD1 [358,425–427], montre son efficacité in vitro et in vivo dans 

des cellules de leucémie myéloïde aiguë et de cancer de la prostate. L'efficacité anti-tumorale 

de l'ABBV-744 est comparable à celle de l'inhibiteur pan-BET ABBV-075 mais présente 

cependant moins de toxicités plaquettaires et gastro-intestinales que l’inhibiteur ABBV-075 

[427,428]. Cet inhibiteur spécifique du bromodomaine 2 est actuellement en essai clinique. En 

effet, deux essais cliniques de phase I incluants des patients atteints de leucémie myéloïde aiguë 
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(NCT03360006) ou de myélofibrose évaluent l'innocuité et la pharmacocinétique de l'ABBV-

744 (NCT04454658) (Tableau V). 

Même si les inhibiteurs de protéines BET décrits précédemment ont montré une 

meilleure efficacité et de meilleures propriétés pharmacocinétiques que les inhibiteurs pan-

BET, les inhibiteurs spécifiques de BD2 sont parfois moins efficaces. L’inhibiteur GSK046 

(Figure 16), ayant une affinité de liaison à BD2 300 fois supérieure à celle de BD1 [358,422], 

est contrairement à d’autres inhibiteurs comme le GSK788 (BET BD1) ou l’I-BET 151 (pan-

BET), moins efficace. En effet, l’inhibiteur spécifique de BD2 ne montre pas d’avantage de 

survie dans le modèle de leucémie myéloïde aiguë agressive MLL-AF9 contrairement au 

GSK778 [422]. 

 

 

Figure 16 : Structures chimiques des inhibiteurs spécifiques du bromodomaine 2 des protéines BD2. Figure 

adaptée du site internet du fournisseur MedChemExpress «https://www.medchemexpress.com». 

 

L’efficacité anti-tumorale des inhibiteurs monovalents, se liant de manière spécifique à 

l'un des bromodomaines (BD1 et BD2) des protéines BET est controversée [408]. Les 

inhibiteurs ciblant les deux bromodomaines (BD1 et BD2) des protéines BET montrent une 

activité clinique modeste dans les essais de monothérapie contre le cancer. De plus, des effets 

indésiraux comme une thrombocytopénie ainsi que des symptômes de toxicité gastro-intestinale 

apparaissent après traitement avec ces inhibiteurs de protéine BET [401,403,429–431].  

 

Les dégradeurs PROTAC (proteolytic targeting chimera) 

 

Les molécules inhibitrices, PROTAC, limitent la fixation des protéines BET des lysines 

acétylées, mais permettent aussi leur ubiquitination et leur dégradation. En effet, ces molécules 

sont lièes via un lieur flexible à un module de reconnaissance de l’ubiquitine ligase. Une fois 

que la protéine BET interagit avec la molécule PROTAC, le complexe PROTAC-protéine BET 

est mis en contact avec la machinerie de dégradation des protéines et la protéine BET est 

dégradée. Cette nouvelle approche présente des avantages comme la dégradation très efficace 
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des protéines, l’utilisation de n’importe quel site de liaison ou d’interaction même transitoire 

avec la protéine, la réutilisation de la molécule inhibitrice par la cellule afin de réaliser plusieurs 

cycles de dégradation de la protéine cible, la possibilité d’affecter la localisation subcellulaire 

et la régulation transcriptionnelle de la protéine cible, l’utilisation de doses sensiblement plus 

faibles de la molécule nécessaires pour obtenir un effet pharmacologique ou encore le 

retardement voir l’impossibilité d’apparition de résistance par l’inhibition plus prononcée de la 

protéine BET [432,433]. Leur efficacité in vitro et in vivo de certains de ces PROTAC est 

démontrée dans diverses cellules cancéreuses et dans un modèle animal de cancer de la prostate 

[432]. Néanmoins, les recherches concernant ces molécules inhibitrices n’en sont qu’au stade 

pré-clinique car leur potentiel thérapeutique est encore inconnu [358]. De plus, avant que ces 

molécules n’entrent en phase clinique, certains critères doivent être améliorés. En effet, la taille 

considérable de ces inhibiteurs pose problème quant à l’absorption et aux modifications 

métaboliques. De plus, le dégradeur doit être adapté à chaque molécule.  Des différences dans 

la capacité de dégradation d'un PROTAC sont observées et pourraient être expliquées par la 

flexibilité différente des molécules. Pour la protéine BRD4, seul le complexe contenant Van 

Hippel Lindau et le complexe ubiquitine ligase E3 de Cereblon sont utilisés comme dégradeurs 

[432]. De nombreuses études montrent que les PROTAC constituent une nouvelle génération 

de médicaments dont l’efficacité thérapeutique est augmentée par rapport aux inhibiteurs BET 

classiques [434]. En effet, les inhibiteurs de type PROTAC, présentent, de manière générale 

des IC50 plus faibles que des molécules inhibitrices telles que JQ1 ou OTX-015[435]. 

 

De manière générale, la dégradation de la protéines BRD4 par les PROTAC diminue 

plus efficacement les niveaux de l’oncogène c-MYC, induisant l’apoptose des cellules 

tumorales et inhibant aussi la prolifération cellulaire, la migration ainsi que la capacité 

clonogénique des cellules tumorales.  De nombreuses études ont démontré l’efficacité in vitro 

et in vivo de différents PROTAC tels que l’ARV-825, l'ARV-771 (possèdant des propriétés 

pharmacologiques supérieures à celles de l'ARV-825 [436]), l’A1874 ou encore le MZ1 (Figure 

23). In vitro, les PROTAC ARV-825 [434,435,437,437–440], ARV-711 [436] ou encore MZ1  

[441] sont efficaces dans des hémopathies malignes comme le lymphome de Burkitt, la 

leucémie lymphoblastique aiguë à cellules T ou encore d’autres lymphomes. Le traitement des 

xénogreffes de leucémie lymphoblastique aiguë à cellules T avec l’ARV-825 réduit 

significativement la croissance tumorale [446].  

Les PROTAC montrent également leur efficacité, in vitro, dans de nombreux cancers 

solides. L’ARV-825 inhibe la viabilité cellulaire dans des lignées de neuroblastome, de cancer 
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du sein, de cancer gastrique, de carcinome pulmonaire, de carcinome thyroïdien ou encore le 

cholangiocarcinome [442,443]. L'ARV-771 diminue considérablement l’expression des 

protéines BET dans des cellules de cancer de la prostate, entraînant une suppression de 

l’expression des récepteurs aux androgènes et de la signalisation en aval. Cela inhibe plus 

efficacement de la croissance tumorale ainsi que du taux de PSA (antigène spécifique de la 

prostate) [454]. Ce même inhibiteur montre aussi son efficacité anti-tumorale au sein de lignées 

de carcinome hépatocellulaire [455]. Dans les cellules primaires et établies du cancer du côlon, 

le traitement des cellules avec l’A1874 stabilise la protéine p53 et produit des espèces réactives 

de l'oxygène [456]. Un autre dégradeur, le MZ1, montre un effet anti-prolifératif dans des 

cellules de cancer du sein triple négatif [448] et de neuroblastome [457]. L’efficacité anti-

tumorale de ces PROTAC est également retrouvée in vivo dans des lignées de tumeurs solides. 

L’ARV-711, l'A1874, le MZ1 et l’ARV-825 inhibent la progression tumorale dans des modèle 

murins de carcinome hépatocellulaire [455], cancer du côlon [456] ou encore de neuroblastome 

[444,445]. 

 

Une deuxième génération de dégradeurs de protéine BET, présentant une sélectivité 

ainsi qu’une activité anti-tumorale supérieure aux premiers dégradeurs, a été développée [446]. 

L’inhibiteur BET-d246 montre une activité anti-tumorale dans des cellules de cancer du sein 

triple négatif, cancer manquant de thérapie ciblée efficace (Figure 17). Le traitement avec le 

BET-d246 a induit la dégradation des protéines BET entraînant une inhibition de la prolifération 

cellulaire et une augmentation de l’apoptose. De plus cet inhibiteur, ainsi que son analogue, le 

BET-d260, inhibent efficacement les protéines BET dans des modèles murins de xénogreffes 

de tumeurs cancéreuses du sein [446] (Figure 17). Le BET-d260 possède aussi une efficacité 

anti-tumorale dans différents modèles tumoraux comme le carcinome hépatocellulaire [447] 

mais aussi l’ostéosarcome [448]. Le BETd-260, inhibe également la croissance tumorale dans 

un modèle murin de xénogreffe de carcinome hépatocellulaire ou d’ostéosarcome dérivées de 

cellules de patients. Dans le modèle d’ostéosarcome, l'activité de BETd-260 était 1000 fois plus 

importante que celle de l’inhibiteur JQ1.   

Ces molécules capables d’inhiber et de dégrader les protéines BET sont toujours en 

développement [444]. 
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Figure 17 : Structures chimiques des dégradeurs PROTAC (Proteolytic Targeting Chimera). Figure adaptée du 

site internet du fournisseur MedChemExpress «https://www.medchemexpress.com». 

 

Tableau V : Essais cliniques menés avec des inhibiteurs de protéines BET. 

Type 

d’inhibiteur 
Nom de l’inhibiteur Phase Combinaison Pathologies Référence 

Pan-BET 

ABBV-075/Mivebresib 

I venetoclax 
Tumeurs solides récidivantes ou 

réfractaires  
NCT02391480 

I 
Ruxolitinib 

Navitoclax 
myélofibrose NCT04480086 

BAY1238097 I x 
tumeurs solides 

lymphomes 
NCT02369029 

BI894999 I x 
tumeurs solides malignes avancées 

lymphomes diffus à grandes cellules B 
NCT02516553 

BMS-986158 

I/II x cancer pédiatrique NCT03936465 

I/II x Cancers avancés NCT02419417 

I/II ruxolitinib myélofibrose NCT04817007 

I/II 

tazemetostat 

trametinib 

dexamethasone 

myélome multiple récidivant ou 

réfractaire 
NCT05372354 

CC-90010/Trotabresib 
I x 

tumeurs solides avancées 

lymphomes non hodgkiniens récidivants 

ou réfractaires 

NCT03220347 

I x astrocytome diffus NCT0404730 
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astrocytome anaplasique 

glioblastome progressifs/récurrents 

I x cancer pédiatrique NCT03936465 

I 
cisplatine 

étoposide 

cancer du poumon à petites cellules de 

première ligne et de stade avancé 
NCT03850067 

I témozolomide glioblastome NCT04324840 

CPI-0610/pelabresib 

I x myélome multiple NCT02157636 

I x lymphome progressif NCT01949883 

I x Tumeurs malignes avancées NCT05391022 

I/II 
pelabresib 

ruxolitinib 
myélofibrose NCT04603495 

III ruxolitinib myélofibrose NCT02158858 

FT-1101/CC-95775 

I x 
hémopathies malignes récidivantes ou 

réfractaires 
NCT02543879 

I x 

tumeurs solides avancées  

lymphomes non hodgkiniens récidivants 

ou réfractaires 

NCT04089527 

GS-5829 

I/II 
fulvestrant 

exémestane 
Cancer du sein avancé ER+/HER2- NCT02983604 

I/II enzalutamide 
cancer de la prostate métastatique 

résistant à la castration 
NCT02607228 

I fulvestrant 
tumeurs solides 

lymphomes avancés 
NCT02392611 

I-BET 762/ 

GSK525762 

I x 
Hémopathies malignes réfractaire ou 

récurrentes 
NCT01943851 

II x carcinome NUT NCT01587703 

I fluvestrant cancer du sein NCT02964507 

I 

abiraterone 

enzalutamide 

prednisone 

cancer de la prostate NCT03150056 

INCB054329 I/II x 
tumeurs solides 

hémopathies malignes 
NCT02431260 

INCB057643 

I ruxolitinib 
myélofibrose 

autres néoplasmes myéloïdes avancés 
NCT04279847 

I/II 

azacitidine 

pembrolizumab 

epacadostat 

INCB057643 

INCB059872 

Tumeurs solides avancées  

Cancers métastatiques 
NCT02959437 

I/II 

paclitaxel 

rucaparib 

abiraterone 

ruxolitinib 

azacitidine 

tumeurs malignes avancées NCT02711137 

ODM-207/BET-IN-4 I/II x tumeurs solides avancées NCT03035591 

OTX-015/MK-

8626/Bilabresib 

I x hémopathies malignes NCT01713582 

I x 

leucémies myéloïdes (de novo ou 

secondaires) 

lymphomes diffus à grandes cellules 

NCT02698189 
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I x tumeurs solides avancées NCT02698176 

I x tumeurs solides avancées NCT02259114 

II x glioblastome multiforme récurrent NCT02296476 

PLX51107 

I x tumeurs malignes avancées NCT02683395 

I/II x 
leucémie myéloïde aiguë 

 syndrome myélodysplasique 
NCT04022785 

TEN-010 – 

RO6870810 

I x Tumeures solides avancées NCT01987362 

I x 
Leucémie myéloïde aiguë 

Syndrome myélodisplasique 
NCT02308761 

I 
venetoclax 

rituximab 
Lymphomes à cellules B NCT03255096 

I atezolizumab 
Cancer ovarien avancé 

Cancer du sein triple négatif 
NCT03292172 

I daratumumab Myélome multiple avancé NCT03068351 

BETi bivalent AZD5153 

I x 
tumeurs solides récidivantes ou 

réfractaires 
NCT03205176 

I x 
lymphome non hodgkinien (LNH) 

agressif récidivant/réfractaire 
NCT03527147 

I/II x leucémie myéloïde aiguë NCT03013998 

I/II 
sélumétinib 

durvalumab 
sarcomes réfractaires/non résécables NCT05253131 

BETi spécifique 

de BD2 
ABBV-744 

I 
ruxolitinib 

navitoclax 
myélofibrose NCT04454658 

I X leucémie myéloïde aiguë NCT03360006 

 

Bien que les résultats de la plupart des études cliniques ne soient que préliminaires, les 

résultats des premiers essais cliniques confirment le potentiel anti-tumoral des inhibiteurs de 

BET. Mais ils montrent également une activité/efficacité limitée lorsqu’ils sont utilisés en 

monothérapie. Des effets indésirables ont également été observés et peuvent limiter l’utilisation 

de ce traitement [302] . 

 

 

5. Résistance aux inhibiteurs de protéines à Bromodomaine et domaine 

ExtraTerminal  

 

L'inhibition pharmacologique des protéines BET via des molécules inhibitrices, telles 

que JQ1, montre des activités antinéoplasiques dans le traitement de cancers hématologiques 

[300,373,449] et de cancers solides humains [423,450] en inhibant l’expression de voies 

oncogéniques, comme c-MYC [300], YAP [356], NOTCH3 [357] ou encore RUNX2 [331].  

L’efficacité des inhibiteurs de protéines BET ainsi que l’apport de réponse thérapeutique 

durable peuvent être limités par la mise en place de mécanismes de résistance [451–453].  
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Afin d’améliorer la thérapie ciblant les protéines BET, les mécanismes potentiellement 

responsables de la résistance aux BETi sont à l’étude dans de nombreux types de cancers, 

comme  le carcinome hépatocellulaire [442], le cancer colorectal [443,454], le cancer du 

pancréas [452], du poumon [455], de la prostate [456,457], du sein [445], de l’ovaire [458,459] 

ou encore des leucémies [451,453,460,461]. Ces études entreprises, pour le moment sur la 

résistance acquise aux BETi, ont principalement utilisé les inhibiteurs JQ1 et I-BET 762 [462]. 

Les différents mécanismes de résistance aux inhibiteurs de protéines BET varient selon les 

types de cancer. Certains mécanismes permettent de retrouver une fonctionnalité des protéines 

BET. D’autres mécanismes de résistance compensent la suppression de MYC, réactivant ainsi 

son expression [443]. Enfin, l’activation de voies de signalisation alternatives ou de processus 

biologiques entraîne l’émergence de mécanismes de résistance aux inhibiteurs de protéines 

BET. 

 

a) Hyperphosphorylation et stabilisation des protéines BET 

Des cancers comme l’adénocarcinome de poumon [455], le cancer du sein triple négatif 

[445] ou encore le cancer colorectal [463], présentent une hyperphosphorylation de BRD4 

entraînant le développement d'une résistance acquise aux BETi tels que JQ1.  

La phosphorylation de BRD4 par la protéine CK2 (protéine caseine kinase-2) ne 

perturbe pas sa liaison avec les BETi, mais provoque un changement dans les interactions 

protéiques pouvant expliquer l’émergence de résistance aux inhibiteurs de protéines BET [464]. 

En effet, dans le cancer du sein triple négatif, il est démontré que la protéine BRD4 

phosphorylée se lie plus efficacement à MED1. Le complexe pBRD4-MED1, en se liant 

indépendamment du bromodomaine aux lysines-acétylées des histones, active l’initiation de la 

transcription et réactive ainsi l'expression de MYC, et ce même en présence de l’inhibiteur JQ1. 

Ce phénomène entraîne donc une résistance aux inhibiteurs de protéines BET. Néanmoins, 

malgré des cibles communes, le complexe pBRD4-MED1 se fixe sur des régions différentes de 

celles de BRD4 non phosphorylée. Cette fixation est susceptible de provoquer l'activation 

transcriptionnelle de gènes différents, notamment des gènes qui étaient transcriptionnellement 

silencieux dans les cellules sensibles au JQ1.  

 Dans le cancer de la prostate, la phosphorylation de BRD4 au niveau de la tyrosine 97/98 

est médiée par les fibroblastes associés au cancer (CAF). En effet, les CAF activent la 
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signalisation stromale interleukines-6/8-JAK2. Les interleukines 6 et 8 sont des cytokines pro-

inflammatoires induisant l’expression de la protéine BRD4. La protéine JAK2 (Janus kinase 2), 

phosphoryle la protéine BRD4. Dans ces lignées de cancer colorectal, la protéine BRD4 

phosphorylée présente une capacité de liaison accrue à la chromatine mais réduite aux 

inhibiteurs de protéines BET, induisant alors une résistance à ces composés. La protéine BRD4 

phosphorylée interagit avec la protéine UCHL3 (Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 

isozyme L3), qui est une déubiquitinase, entraînant l’accumulation et la stabilisation de la 

protéine BRD4 [463].  

La surexpression et l’accumulation de protéines BET est également un des mécanismes 

à l’origine de l’apparition de la résistance aux inhibiteurs de protéines BET dans des lignées 

cellulaires et d’échantillons de patients de cancer de la prostate. L’accumulation des protéines 

BET s’explique par une réduction de leur dégradation protéasomique dûe à une mutation de la 

protéine SPOP (POZ de type speckle). La protéine SPOP, un adaptateur de liaison au substrat 

de l'ubiquitine ligase E3, de type sauvage se lie aux protéines BET (BRD2, BRD3 et BRD4) et 

induit leur ubiquitination et leur dégradation protéasomique. Dans le cancer de la prostate, cette 

protéine est fréquemment mutée. Ces protéines mutées ont une liaison déficiente aux protéines 

BET, réduisant la dégradation protéasomique des protéines BET. Ainsi, les lignées cellulaires 

et les organoïdes du cancer de la prostate dérivés d'individus porteurs de mutations SPOP sont 

plus résistants à l'arrêt de la croissance cellulaire et à l'apoptose en réponse aux inhibiteurs de 

BET [456,465].  

Aucun mécanisme de résistance aux inhibiteurs de protéines BET décrit jusqu’à présent 

ne montre la présence d’une mutation sur les protéines BET, entraînant sa surexpression et son 

accumulation [317].  

 

b) Reprogrammation adaptative du kinome 

Grâce à un processus connu sous le nom de « reprogrammation adaptative du kinome », 

qui se caractérise par des modifications importantes des réseaux de signalisation des kinases, 

les cellules tumorales peuvent acquérir une résistance aux traitements. Cela a par exemple été 

montré dans la résistance aux inhibiteurs de kinases [466–470]. Après le traitement avec un de 

ces inhibiteurs, les cellules tumorales envoient des signaux, provoquant l’activation des voies 

de survie régulées par les protéines kinases. Ces protéines contournent alors l’action de 

l’inhibiteur permettant aux cellules tumorales d’échapper aux thérapies ciblées. Ce mécanisme 
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de résistance est montré dans le cancer ovarien résistant au JQ1. En effet, après un traitement 

prolongé avec le JQ1, les cellules de cancer ovarien ont acquis une résistance, médiée par une 

reprogrammation du kinome. Dans ces cellules l’activation de réseaux de kinases 

compensatoires pro-survie surmontent l’inhibition de la protéine BET. Les cellules résistantes 

au JQ1 montrent une activation des récepteurs à tyrosine kinase ansi qu’une activation des voies 

de signalisation en aval telles que les voies MAPK ou PI3K/Akt/mTOR. La combinaison 

d’inhibiteurs ciblant les récepteurs à tyrosine kinase ou les voies de signalisation activées avec 

des inhibiteurs de protéines BET peut prévenir ou retarder la résistance des cellules. En effet, 

dans les cellules résistantes au JQ1, l’inhibition de certains récepteurs à tyrosine kinase tels que 

le FGFR ou l’EGFR avec de l’AZD4547 ou du lapatinib, respectivement, diminue l’activation 

des voies MAPK et PI3K/Akt/mTOR, entraînant une diminution de la capacité clonogénique 

des cellules [458]. Ainsi, les inhibiteurs de protéines BET peuvent avoir une efficacité limitée 

en tant qu'agents uniques dans certains cancers ovariens en raison de la reprogrammation 

adaptative du kinome. Néanmoins, des stratégies de combinaison impliquant des inhibiteurs 

ciblant les kinases et les protéines bromodomaines BET pourraient maximiser le bénéfice 

clinique. 

 

c) Suractivation de voies de signalisation 

Les voies de signalisation sont très fréquemment impliquées dans les mécanismes de 

résistance aux thérapies anti-cancéreuses. Les études in vitro réalisées jusqu’à aujourd’hui 

montrent que certaines voies telles que les voies YAP, WNT, PI3K/AKT-mTOR ou encore 

MAPK pourraient jouer un rôle dans l’acquisition de la résistance aux inhibiteurs de protéines 

BET.  

 

La voie de Hedgehog : 

 La voie de signalisation Hedgehog (HH) joue un rôle dans le développement 

embryonnaire mais aussi dans la tumorigenèse. La voie de signalisation HH régule la croissance 

et la différenciation des cellules normales. Cette voie est réactivée dans plusieurs cancers, 

notamment le médulloblastome, le rhabdomyosarcome, le carcinome basocellulaire, le 

glioblastome,  le cancer du poumon, du côlon, de l'estomac, du pancréas, de l'ovaire et du sein 

[471]. La dérégulation de la voie de signalisation HH induit la tumorigenèse et favorise les 

phénotypes agressifs du cancer humain tels que la transformation néoplastique, la croissance 
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tumorale, les métastases et la résistance aux traitements [471,472]. Les protéines HH sont des 

glycoprotéines sécrétées qui se lient au récepteur transmembranaire homologue de Patched 

(PTCH). En l'absence de HH, le PTCH interagit avec la protéine transmembranaire inactive 

SMO (smoothened). La fixation de HH libère SMO et permet à une série d'événements 

moléculaires de se produire telle que la translocation nucléaire du facteur de transcription GLI 

(zinc finger protein). Ces facteurs induisent l'expression de gènes cibles tels que Ptch1, Gli1, 

des membres de la famille Wnt, ainsi que des gènes impliqués dans la croissance et la division 

cellulaire [473].  

Les cellules cancéreuses pancréatiques développent une résistance aux inhibiteurs de 

BET via une sur-régulation de la protéine GLI2, intervenant dans la cancérogenèse et régulant 

la voie de Hedgehog. Les cellules résistantes à JQ1 restent dépendantes à l’expression de c-

MYC qui est co-régulé par des niveaux élevés de GLI2. L’inhibition de GLI2 resensibilise 

significativement les cellules résistantes à JQ1, en diminuant l’expression de MYC [452]. 

 

La voie de signalisation des androgènes : 

D’un point de vue physiologique, le développement, la croissance et la fonction de la 

prostate reposent sur la voie de signalisation des androgènes [474]. Dans cette voie, des ligands 

tels que la testostérone et le dihydrotestostérone se lient au récepteur des androgènes, 

déclenchant la translocation du complexe ligand-récepteur vers le noyau. Ce même complexe 

se fixe ensuite sur des séquences d’ADN spécifiques et active la transcription de gènes cibles 

[475]. 

 Les analyses transcriptomiques de cellules de cancer de prostate résistantes à la 

castration et aux BETi, montrent une réactivation de la signalisation des androgènes, sur 

laquelle repose le développement et la croissance tumorale. La réactivation de cette voie est 

due à la phosphorylation du récepteur des androgènes par la protéine CDK9. L’inhibition des 

récepteurs aux androgènes, à l’aide d’enzalutamide, sensibilise les cellules tumorales 

résistantes aux inhibiteurs de protéines BET [457] . 

 

La voie de signalisation NF-κB : 

D’autres voies de signalisation comme la voie NF-κB semble être impliquée dans la 

résistance aux inhibiteurs de protéines BET. Cette voie de signalisation participe à 

l’inflammation, la réponse immunitaire, la survie cellulaire, la prolifération cellulaire et 

l’apoptose (Figure 18). 
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Figure 18 : Voie de signalisation Nf-κB. L’activation des récepteurs TLR, TNFR, IL-1R induit l’activation de la 

voie canionique. Après activation de ces récepteurs, la protéine inhibitrice IκB est phosphorylée et dégradée. La 

dégradation de IκB active NF-κB, qui est transloquée dans le noyau.  L’activation des récepteurs BAFR, CD40 et 

RANK permettent l’activation de la voie non canionique. Après activation de ces récepteurs, la protéine NIK est 

phosphorylée et phosphoryle à son tour IKKα. L’activation de IKKα permet la phosphorylation de P100, 

entraînant la formation et l’activation de l’hétérodimère p52-RelB. p52-RelB est ensuite transloqué au noyau. 

Dans les deux cas, la tranlocation de NF-κB ou de p52/RelB dans le noyau permet la transcription de gènes 

impliqués dans l’inflammation, la réponse immunitaire, la survie et la prolifération cellulaire ou encore dans 

l’apoptose. Figure provenant de la revue « The NF-κB Signaling Pathway, the Microbiota, and Gastrointestinal 

Tumorigenesis : Recent Advances – Chao Peng » [476].  

TLR : Toll-like receptors ; TNFR : Tumor necrosis factor receptors; IL-1R : Interleukin-1 receptor; NEMO: NF-

κB Essential Modulator; IKK: IkappaB kinase; BAFFR: B-cell activating factor receptor; CD40: cluster of 

differentiation 40; RANK: Receptor activator of nuclear factor κ B; NIKS: NF-κB-inducing kinase. 

 

Dans des cellules de mélanome uvéal résistantes à l’inhibiteur BET, PLX51107, 

l’expression des gènes impliqués dans la signalisation NF-κB, tels que REL, RELB, CEBPD 

ou encore SOD2, augmente. Le parthenolide, un inhibiteur de la signalisation NF-κB, inhibe la 

phosphorylation de la sous-unité p65 de la protéine NF-κB. De plus, la combinaison de 

PLX51107 avec le parthenolide, inhibe l'expression de la sous-unité p50 de NF-κB, induit 

l'inhibiteur IkBα du NF-κB et augmente le clivage PARP. La combinaison de traitement induit 

donc plus efficacement l’apoptose par rapport aux agents uniques. In vivo, l'association du 

PLX51107 avec le PTL inhibe de manière significative la croissance tumorale de manière dose-

dépendante par rapport au PLX51107 en monothérapie [477]. Dans des cellules parentales de 
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cancer colorectal, l’activation de NF-κB par le ciblage de l’inhibiteur IκBα via un siRNA induit 

une résistance à JQ1. Ainsi, l’activation de la voie NF-κB est impliquée dans l’acquisition de 

la résistance aux inhibiteurs de protéines BET. L'efficacité des traitements combinés a été testée 

dans des modèles de lignées cellulaires et de xénogreffes dérivées de patients (PDX). Dans des 

cellules cancéreuses colorectales, le bortezomib, un inhibiteur du protéasome, sensibilise de 

manière synergique les cellules résistantes aux BETi au traitement par JQ1. En effet, la 

combinaison du JQ1 avec le bortezomib, induit un arrêt du cycle en G2/M. Le bortezomib 

phosphoryle Bcl-2 et des produits de clivage qui conduisent également à l'arrêt du cycle en 

G2/M et à l'apoptose. L'inhibition de NF-κB par le bortezomib sensibilise les cellules résistantes 

à JQ1 en diminuant l’expression de c-myc, GADD45s puis de FOXM1 qui à son tour inhibe 

l'expression des gènes du point de contrôle G2/M. Enfin, la combinaison du JQ1 avec le 

bortezomib inhibe la croissance tumorale et l'angiogenèse dans le modèle de xénogreffe de 

lignées cellulaires de cancer colorectal ainsi que dans des modèles PDX (xénogreffe dérivée de 

la tumeur du patient) [454,478]. Des cellules de lymphome résistantes à l’inhibiteur de BET, I-

BET 151, présentant une surexpression de BRD2 et BRD4, présentent également une activation 

de la voie de signalisation NF-κB, avec une surexpression de la protéine nucléaire NF-κBp65. 

L'inhibition de IKK VII sensibilise les cellules tumorales à l'I-BET 151. De plus, l'inhibition de 

IKK VII a eu un un effet synergique sur l'activité anti-tumorale de l’I-BET 151 [479]. Ainsi la 

combinaison des inhibiteurs de protéines BET avec des inhibiteurs du protéasome pourraient 

limiter l’activation de la voie NF-κB et améliorer l'efficacité de l'inhibition de BET chez les 

patients atteints de cancer.  

 

La voie de signalisation Hippo : 

La voie hippo est une voie de signalisation qui régule de nombreux processus 

biologiques tels que la prolifération, la mobilité, la différenciation, la survie cellulaire mais 

aussi l’apoptose. Cette voie de signalisation consiste en une cascade de kinases comprenant les 

protéines TAOK1/2/3 (TAO kinases), MST1/2 et LATS1/2, qui phosphorylent les co-

activateurs de la transciption YAP (Yes-associated protein) et TAZ (Tafazzin). YAP/TAZ 

phosphorylé est séquestré dans le cytoplasme, limitant ainsi sa fonction transcriptionnelle co-

activatrice. A l’inverse, lorsque la voie Hippo est inactive, YAP/TAZ est transloqué au noyau 

et joue son rôle de co-activateur de la transciption [480,481].  

Dans des cellules de cancer du poumon, la voie Hippo joue un rôle central dans la 

médiation de la résistance aux inhibiteurs de protéines BET [482]. En effet, trois gènes de la 

voie Hippo, LATS2, TAOK1 et NF2, sont des acteurs clés de la sensibilité aux BETi, puisque 
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leur knock-out induit une résistance au BETi, en favorisant la localisation nucléaire et l'activité 

transcriptionnelle de TAZ. Inversement, l'expression de TAZ favorise la résistance à ces 

médicaments [482]. De plus, dans les cellules d’adénocarcinome de poumon, l'activation de 

YAP1 fait de la voie Hippo la deuxième voie la plus enrichie associée à la résistance au JQ1. 

L’activation de YAP, dans ces cellules est due à AXL, surrégulé par pBRD4. Cela signifie que 

AXL est une potentielle cible transcriptionnelle en aval de BRD4 phosphorylé permettant de 

contourner les effets du JQ1. Ainsi, dans le but de contre-carrer la résistance au JQ1 dans ces 

cellules, la voie de signalisation Hippo ou les acteurs activant cette voie tels que AXL,  

pourraient être ciblés [455].  

 

La voie de signalisation WNT : 

D'autres mécanismes de résistance comprennent une régulation compensatoire de MYC 

par la voie de signalisation Wnt [317]. La voie Wnt/β-caténine joue un rôle majeur dans de 

nombreux processus cellulaires tels que la prolifération, la migration, la polarisation et la 

différenciation cellulaire [131].  

Dans un modèle murin de leucémie myéloïde aiguë résistant à I-BET 762, le traitement 

avec l’inhibiteur de protéines BET diminue l’expression des protéines BET, telles que BRD4. 

Cette diminution devrait inhiber l’expression de MYC ; néanmoins, celle-ci reste inchangée. 

Dans ces cellules, un programme transcriptionnel compensatoire se met en place suite au 

traitement avec l’I-BET 762, induisant une résistance aux inhibiteurs de protéines BET. Dans 

ce modèle, la résistance émerge d'une sous-population de cellules souches leucémiques 

présentant une amplification de la signalisation Wnt/β-caténine. En effet, l'inhibition de la 

signalisation Wnt/β-caténine sensibilise les cellules tumorales à l’I-BET 762, alors que la 

stimulation de cette voie dans les cellules sensibles entraîne une résistance à l'I-BET 762. Dans 

les cellules naïves, la protéine BRD4 se lie aux éléments cis-régulateurs de MYC. En revanche, 

dans les cellules résistantes à l’I-BET 762, la liaison de BRD4 diminue alors que celle de la β-

caténine augmente, expliquant l'expression soutenue de Myc sous traitement à l'I-BET 762. En 

outre, la sensibilité de différents échantillons humains de leucémie myéloïde aiguë à l'I-BET 

762 est inversement proportionnelle à l'expression des gènes cibles de Wnt/β-caténine. Cela 

confirme que les effets des BETi sont inhibés par l'augmentation de la signalisation Wnt/β-

caténine [297,451]. Une analyse transcriptomique des cellules leucémiques sensibles et 

résistantes au JQ1 révéle également  que l'altération la plus significative est une surrégulation 

des gènes associés à la signalisation Wnt [297,453]. 
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La voie de signalisation PI3K/AKT/ mTOR :  

La voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR joue un rôle majeur dans la régulation de la 

prolifération, du cycle cellulaire, de la croissance, de la survie, de la migration ou encore de 

l’angiogenèse [483].  

 

 

Figure 19 : Voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR. La voie PI3K est activée lorsque des ligands tels que des 

facteurs de croissance, des cytokines, des hormones se lient aux récepteurs à tyrosine kinase (RTK). Cela 

entraîne l'activation de la PI3K qui catalyse la phosphorylation de la PIP2 pour produire la PIP3. PIP3 

active AKT qui déclenche par la suite l’activation de mTOR, entraînant la modulation de la transcription des 

gènes liés au cycle cellulaire, à la prolifération, à la croissance, à la survie, à la migration ou encore à 

l’angiogenèse. 

RTK : receptor tyrosine kinase ; PI3K phosphatidylinositol-3-kinase; PIP2: phosphatidylinositol 4,5-

biphosphate; PIP3: phosphatidylinositol 3,4,5triphosphate ; PTEN : phosphatase and tensin homolog ; 

mTOR :mammalian target of rapamycine.  

 

Différentes études mettent en évidence le rôle de l’activation de la voie de signalisation 

PI3K/Akt/mTOR dans l’acquisition de la résistance aux inhibiteurs de protéines BET. En effet, 

dans le cancer de la prostate, la résistance aux BETi est due à l’augmentation de la signalisation 

PI3K/Akt/mTOR [456]. Comme évoqué précédemment, la mutation de SPOP dans le cancer 

de la prostate amplifie l’expression et la stabilisation de la protéine BRD4. Après l’analyse du 

transcriptome et du cistrome de ces cellules, l’activation de la signalisation AKT-mTORC1 est 
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révélée comme étant une conséquence de la stabilisation de BRD4 [456]. Dans des lignées de 

cancer de la prostate, l'inhibition pharmacologique, avec du MK-2206 ou la déplétion génétique 

d’Akt inhibe BRD4, sensibilisant les cellules à la cytotoxicité induite par l'AZD5153 [410]. Le 

criblage CRISPR/Cas9 dans un modèle de neuroblastome révèle que l'activation de PI3K 

confère une résistance au BETi [484]. L'activation constitutive d’Akt protège de manière 

significative les cellules de sarcome d'Ewing contre les inhibiteurs de BET, ce qui suggère que 

la suractivation de la voie PI3K/Akt/mTOR est à l’origine du manque de sensibilité des cellules 

aux inhibiteurs de BET [485]. L’inhibition des protéines appartenant à cette voie de 

signalisation pourrait resensibiliser les cellules aux inhibiteurs de BET. Dans des cellules 

d’adénocarcinome du poumon, l’utilisation d’un inhibiteur de PI3K, le BEZ-235 aussi connu 

sous le nom de dactolisib réduit la viabilité des cellules résistantes au JQ1 comparativement 

aux cellules sensibles [455].  

 

La voie de signalisation MAPK : 

La voie RAS/MAPK est impliquée dans la prolifération, la survie ou encore la 

différenciation cellulaire [486]. 

 

 

Figure 20 : Voie de signalisation MAPK. La voie MAPK est activée par des stimuli extracellulaires. Une fois 

qu’un ligand s’est fixé au récepteur à tyrosine kinase (RTK), les protéines GRB2 reconnait les résidus 

phosphorylés ainsi que le facteur d'échange de guanine nucléotide SOS et se lie au récepteur. La GTPase 

Ras a échange le GDP contre le GTP qui se lie à Ras pour le rendre actif. Ras active Raf qui peut 
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phosphoryler et activer MEK qui à son tour active ERK. ERK régule un certain nombre de facteurs de 

transcription, notamment c-myc, C-fos, et c-jun. Ces facteurs régulent l'expression d'un certain nombre de 

gènes impliqués dans le cycle cellulaire, la différenciation, la prolifération ou encore la survie.  

RTK: receptor tyrosine kinase; GRB2: Growth factor receptor-bound protein 2; SOS: son of sevenless; GDP: 

Guanosine-5'-diphosphate; GTP: Guanosine-5'-triphosphate; GAP: GTPase-activating protein; GEF: 

guanine nucleotide exchange factor. 

 

La voie de signalisation MAPK est impliquée dans les phénomènes de résistance aux 

inhibiteurs de protéines BET dans le cancer [423]. En effet, des études montrent que les 

inhibiteurs de protéines BET induisent une ré-activation de la signalisation MAPK. Dans le 

cancer ovarien, le traitement via des inhibiteurs de protéines BET tels que le JQ1 ou l’I-BET151 

active la voie de signalisation MAPK. Suite à un traitement avec des BETi, l’expression des 

gènes EGFR1 et FOS, ainsi que la phosphorylation des protéines ERK et MEK augmente. A 

l’inverse, l’expression des régulateurs négatifs de la cascade de signalisation MAPK tels que 

sprouty1, spreed2 ou encore les protéines DUSP de la phosphatase ERK diminue [459]. Des 

mutations activatrices des protéines KRAS, NRAS, BRAF ou une amplification du récepteur à 

l’EGF (EGFR) suractivent la voie MAPK dans la majorité des cancers colorectaux [443,487]. 

L’activation de la voie MAPK diminue la sensibilité des cellules de carcinome hépatocellulaire 

à l’ARV-771 [488] et affecte également la sensibilité des cellules de carcinome hépatocellulaire 

au JQ1. Une mutation activatrice du récepteur à l’EGF, EGFR-I645L altère la sensibilité des 

cellules via la suractivation de la voie de signalisation MAPK. Le niveau de la protéine MYC 

est considérablement réduit in vitro et in vivo et la résistance au JQ1 est surmontée lorsque 

l’activité de l’EGFR ou des protéines ERK est inhibée [442]. L’inhibition de cette voie de 

signalisation pourrait donc être inhibée dans le but de resensibiliser les cellules aux inhibiteurs 

de protéines BET. Une étude visant à mettre en évidence des biomarqueurs d'activité de 

l'inhibiteur I-BET 762 au sein des lignées cellulaires cancéreuses démontre que les mutations 

KRAS sont de nouveaux biomarqueurs de résistance aux inhibiteurs de protéines BET. De plus, 

cette étude pré-clinique montre que le traitement par l’I-BET 762 augmente les niveaux de p-

ERK1/2 dans les lignées cellulaires de type sauvage et mutantes KRAS, suggérant que 

l'activation de la voie de signalisation MAPK est un mécanisme de résistance adaptative aux 

inhibiteurs de BET  [489]. 

 

d) Implication de l’autophagie 
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- Le mécanisme de l’autophagie : 

L'autophagie est un processus catabolique intracellulaire conservé de protection et de 

recyclage du matériel cellulaire où les organites cellulaires et les protéines endommagées sont 

dégradés. Ce processus biologique permet ainsi de maintenir la biosynthèse cellulaire. 

L'autophagie permet également aux cellules de survivre en cas de stress cellulaire en éliminant 

les organites et les protéines afin de fournir de l'énergie [490].  Trois formes d’autophagie ont 

été identifiées et diffèrent selon les moyens utilisés pour présenter le contenu cellulaire à 

dégrader et à recycler au lysosome [491]. Ces 3 formes d’autophagie sont l’autophagie médiée 

par les protéines chaperonnes, la microautophagie et la macroautophagie. Dans le cas de 

l’autophagie médiée par les protéines chaperonnes, les organites et protéines contenant un motif 

pentapeptidique particulier sont identifiés par des protéines chaperonnes, dépliés et transloqués 

individuellement à travers la membrane du lysosome. Ainsi cette forme d’autophagie n’utilise 

pas de structures membranaires pour séquestrer la cargaison à dégrader et à recycler [492]. La 

microautophagie consiste à capturer les organites et protéines via des invaginations ou des 

protubérances de la membrane lysosomale [493]. Enfin, la macroautophagie implique la 

séquestration des organites et des protéines à dégrader et à recycler d’abord par une structure 

bien distincte du lysosome, appelé le phagophore [494]. Cette forme d’autophagie est la forme 

la plus abondante et la mieux étudiée et est généralement appelée simplement autophagie. La 

macroautophagie peut être de deux types. Dans des conditions normales, lorsqu’elle entraîne 

l’élimination des composants cellulaires ou organites endommagés, elle est dite basale 

continue. En revanche, lorsque la marcroautophagie est activée en réponse à certains facteurs 

tels que l’hypoxie, la privation de nutriments ou encore le stress oxydatif ou cytotoxique suite 

à un traitement de chimiothérapie par exemple, elle est décrite comme étant inductible 

[495,496]. La macroautophagie inductible peut être non-sélective ou sélective. Si elle est non-

sélective, par exemple au cours de carences nutritionnelles, les organites cellulaires et les 

protéines sont dégradés de manière aléatoire afin d’assurer un métabolisme suffisant pour la 

production d’énergie. En revanche, la macroautophagie sélective implique la séquestration d’un 

seul type de structure ou d’organite [497]. Cette sélection est rendue possible grâce à des 

protéines cargo sélectives de l’autophagie, tels que SQSTM1 (Sequestosome 1) aussi connu 

sous le nom de p62 (ubiquitin-binding protein), NBR1 (Neighbor of BRACA1 gene 1 protein), 

NDP52 (Nuclear Dot Protein 52) ou l’OPTN (optineurin), permettent de cibler et de séquestrer 

le matériel cellulaire destiné à être détruit dans les autophagosomes [498,499]. Pour isoler le 
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matériel lésé, une membrane appelée phagophore est formé dans le cytosol. Un autophagosome, 

une vésicule à double membrane, est produit lorsque le phagophore s'allonge et se ferme. Le 

contenu est ensuite dégradé et recyclé dans les autolysosomes, qui sont créés lorsque les 

autophagosomes fusionnent avec les lysosomes (Figure 27) [500].  

Plus de 30 protéines liées à l’autophagie, appelées Atg (Autophagy-related genes), 

régulent le processus autophagique. L'initiation de l'autophagie est médiée par la formation d’un 

complexe composé de sérine/thréonine protéines kinases ULK1 et ULK2 (UNC-51-Like 

Kinase), d’Atg13, de RB1CC1/FIP200 (RB1 Inducible Coiled-Coil 1/ FAK-family Interacting 

Protein of 200 kDa)  et d’Atg101 [501]. Ce processus d’initiation est contrôlé par deux 

régulateurs majeurs, un négatif et un positif, que sont le complexe mTORC1 (mammalian target 

of Rapamycin) et la protéine AMPK (Adenosine-Monophosphate activated Protein Kinase). A 

l’état basal, c’est-à-dire en présence de quantités suffisantes de nutriments, l’autophagie a une 

fonction, dite de « ménage » où les protéines à durée de vie longue sont dégradées et où les 

organites endommagés sont renouvellés. Dans ce cas, la voie de signalisation mTORC1 est 

fortement activée et bloque l’autophagie par la phosphorylation d’ULK1/2 et l’inactivation des 

protéines Atg13 [502,503]. Inversement, dans une situation de carence nutritionnelle ou de 

stress cellulaire, mTORC1 est inhibée par l’activation de l’AMPK, un senseur énergétique 

intracellulaire impliqué dans la régulation du métabolisme cellulaire afin de maintenir 

l’homéostasie énergétique [504]. Cette inhibition inactive ULK1, phosphoryle Atg13 et 

RB1CC1/FIP200 et induit le processus autophagique nécessaire à la survie des cellules. 

L’AMPK peut également phosphorylé et activé directement ULK1 [505–507]. Cette phase 

d’initiation est ensuite suivie de la nucléation, consistant à former une portion membranaire 

comprenant l’ensemble des protéines indispensables à la création d’un phagophore [508]. La 

nucléation est rendue possible grâce au complexe PI3-K de classe III (Class III 

PhosphoInositide 3-Kinase) coordonné par l’interaction de différentes protéines telles que 

Atg14L, Beclin1, Ambra1, VPS34 (Vacuolar Protein Sorting-associated protein) et VPS15 

[507]. Les protéines activées ULK1 et ULK2 augmentent l’activité des protéines VPS34 et 

Beclin-1 via la phosphorylation des protéines Ambra1 et Beclin-1. Cela active la PI3K, 

entraînant la production du PI3P (phosphatidylinositol-3-phosphate). Le PI3P permet le 

recrutement de protéines effectrices de liaison PI3P, telles que DFCP1 (Double FYVE 

Containing Protein 1) et WIPI2 (WD repeat domain phosphoinositide-interacting protein 2) 

favorisant la nucléation [508,509]. Par la suite, l’élongation du phagophore nécessite deux 

systèmes conjugués comprenant Atg12-Atg5-Atg16 et LC3-Atg3 qui conduisent à la formation 

de LC3-PE (microtubule-associated protein 1A/1B light chain 3- phosphatidyléthanolamine), 
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aussi notée LC3-II. Leurs mécanismes de conjugaison respectifs sont nécessaires pour 

l'allongement et la fermeture du phagophore [508,510]. Le premier complexe va permettre la 

formation du conjugué Atg12-Atg5-Atg16. Les enzymes Atg7 et Atg10 assure la conjugaison 

covalente des protéines Atg12 et Atg5. La protéine Atg16 va ensuite se fixer au conjugué 

Atg12-Atg5. Le second système de conjugaison de type ubiquitine permet la conjugaison de la 

PE (PhosphatidylEthanolamine) à LC3 (Microtubule-Associated Protein 1A/1B light chain 3 - 

MAP1LC3B). La protéine LC3 est traitée par la protéase Atg4, activée par l'enzyme Atg7, 

transférée à l'enzyme de conjugaison Atg3, puis conjuguée au PE [509,511]. Le matériel 

cellulaire à dégrader est emprisonné dans le phagophore au fur et à mesure de son élongation. 

Lorsqu’il s’agit d’un processus autophagique sélectif, les récepteurs sélectifs, tels que P62 ou 

OPTN, assurent la livraison du matériel cellulaire à dégrader et à éliminer jusqu’aux 

autophagosomes grâce à une séquence d'acides aminés spécifique qui se lie aux membres de la 

famille des protéines Atg8 (région d'interaction avec LC3 aussi appelé motif LIR (LC3-

interacting region)) [498,499]. Une fois refermé, le phagophore devient un autophagosome. Ce 

dernier va alors fusionner avec le lysosome pour former un autolysosome. Exposées à la lumière 

acide et aux hydrolases résidentes du lysosome telles que la sérine protéase TPP1 (TriPeptidyl 

Peptidase 1), la membrane interne de l'autophagosome ainsi que la cargaison autophagique sont 

dégradées. Des perméases lysosomales exportent ensuite les composants dégradés vers le 

cytoplasme. Ces composants sont ensuite utilisés par la cellule dans des processus de 

biosynthèse ou pour générer de l'énergie (Figure 21) [494]. 
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Figure 21 : Schéma du mécanisme de la macroautophagie. La première étape de l’autophagie est l’initiation, 

régulée négativement par le complexe mTORC1 ou positivement par l’AMPK. L’iniation requière la 

formation et l’activation du complexe ULK1/2-Atg13-RB1CC1/FIP200-Atg10. Une fois l’autophagie initiée, 

la membrane du phagophore commence à se générer grâce à la formation et à la liasion de PI3P, par le 

complexe PI3-K class III et les protéines DFCP1 et WIPI. Cette étape est appelée la nucléation. L’élongation 

du phagophore nouvellement formé nécessite la formation de la protéine LC3-II par les systèmes conjugués 

Atg12-Atg5-Atg16 et LC3-Atg3. Le matériel cytoplasmique à dégrader et à recycler est alors emprisonné 

dans le phagophore. Une fois refermé le phagophore, devenu un autophagosome, fusionne avec le lysosome 

pour former un autolysosome. Le contenu emprisonné dans cet autolysosome est dégradé grâce aux 

hydrolases lysosomales. Les composants alors dégradés sont exportés vers le cytoplasme par des perméases 

lysosomales et utilisés par la cellule dans le but de générer de l’énergie.  

AMPK : adenosine-monophosphate activated protein kinase ; mTORC1 : mammalian targets of rapamycin; 

Atg : autophagy-related genes; ULK: UNC-51 like kinase; RB1CC1 : RB1 inducible coiled-coil1; FIP200: 

FAK-family interacting protein of 200 kDa; VPS: vacuolar protein sorting-associated protein; PI3P: 

phosphatidylinositol-3-phosphate; DFCP1: Double FYVE Containing Protein 1; WIPI2: WD repeat domain 

phosphoinositide-interacting protein2; LC3-II : LC3-PE: microtubule-associated protein 1A/1B light chain 

3- phosphatidylethanolamine; OPTN: optineurin; Ub: Ubuiquitine. 

 

 

- L’autophagie et le cancer : 
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L’autophagie joue un rôle important dans l’oncogenèse, notamment dans l’initiation 

tumorale, la progression tumorale ou encore l’apparition de métastases. Cependant, le rôle dans 

l’autophagie reste controversé dans la tumorigenèse et dépend du contexte cellulaire et du stade 

de développement de la tumeur. 

En effet, au début de la tumorigenèse, l’autophagie joue un rôle anti-tumoral, alors qu’à des 

stades plus avancés de la tumorigenèse, elle favorise la survie des cellules tumorales [512,513]. 

 

 

Initialement, l'autophagie se comporte comme un mécanisme de suppression des 

tumeurs via la suppression des organites endommagés, des protéines mal repliées ou encore des 

espèces réactives de l’oxygène, limitant ainsi le développement tumoral. Le rôle 

oncosuppresseur de l’autophagie lors de l’initiation tumorale est montré dans plusieurs études.  

 

Le gène BECN1 codant la protéine Beclin-1 impliquée dans la régulation de 

l’autophagie a été initialement décrit comme un gène suppresseur de tumeur [514]. Des 

délétions mono-alléliques de BECN1 et de UVRAG (ultraviolet irradiation resistance-

associated gene), un gène codant pour une protéine activatrice de Beclin-1, sont retrouvés dans 

plusieurs types de cancers [515]. Cela a, en effet, été mis en évidence dans 50 à 70% des cancers 

du sein, des ovaires ou de la prostate [514,516] et dans le cancer du sein, de l’estomac, du côlon, 

de la prostate et de la vessie [517], respectivement. L’extinction de ces gènes dans un modèle 

murin in vivo a conduit au développement de tumeurs [515]. Récemment, il a été montré que 

des mutations au sein des gènes codant les protéines ATG12, ATG2B, ATG5 ou encore ATG9B 

conduisent au cancer colorectal et gastrique [518]. Également, des délétions des gènes Atg5 ou 

Atg7 chez la souris induit le développement d’adénomes hépatiques [519]. Enfin, l’extinction 

des gènes Atg7 ou Ulk1 au sein des cellules souches hématopoïétiques murines induit la 

prolifération de cellules myéloïdes et la mort des souris [520]. 

 

D’autres mécanismes tels que la prévention des dommages de l’ADN, de l’inflammation et 

de défense contre les pathogènes carcinogènes ; la dégradation sélective de la protéines proto-

oncogénique p62 ; l’induction de la sénescence ou encore le frein à la prolifération cellulaire 

ont été décrit comme étant responsables du rôle oncosuppresseur de l’autophagie [521].  

L’accumulation de mitochondries endommagées induite par le stress métabolique est à 

l’origine de la génération des espèces réactives de l’oxygène ainsi que de l’accumulation de 

dommages à l’ADN impliqués dans le développement tumoral [522]. Les espèces réactives de 
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l’oxygène, par l’induction d’un processus inflammatoire, déclenchent la sécrétion de 

médiateurs favorisant la progression tumorale.  Dans un premier temps, l’autophagie prévient 

les dommages à l’ADN via la dégradation des mitochondries endommagées, limitant ainsi 

l’initiation tumorale. En dégradant les mitochondries endommagées mais également les 

protéines impliquées dans la réponse inflammatoires, l’autophagie prévient aussi 

l’inflammation et par conséquent limite la progression tumorale [522]. 

De plus, l’autophagie semble jouer un rôle de défense cellulaire contre les virus et les 

bactéries carcinogènes, puisque son inhibition augmente la capacité des pathogènes favorisant 

la transformation maligne à infecter les cellules [523]. 

L’autophagie limite l’oncogenèse en diminuant l’accumulation de la protéine proto-

oncogénique p62 via sa dégradation sélective [524]. En effet, les cellules déficientes en 

autophagie présentent une accumulation de la protéine p62, responsable de l’activation de 

mTOR ainsi que de facteurs de transcription comme NF-B à l’origine de réponses 

oncogéniques [525]. De plus, différents cancers humains présentent des mutations du gène 

p62/SQSTM1 [525].  

Certains oncogènes induisent la sénescence, un mécanisme anti-tumoral. L’oncogène H-

RAS induit l’entrée en sénescence et stimule l’autophagie. L’inhibition de l’autophagie par 

extinction des gènes ATG limitée la sénescence ainsi que la sécrétion de protéines associées à 

ce processus [526,527]. 

L’autophagie semble être un frein à la prolifération des cellules cancéreuses en intervenant 

dans la dégradation de protéines clés de la division cellulaire comme la lamine B1 [528]. 

D’autres expériences montrent un rôle inhibiteur de l’autophagie sur la prolifération cellulaire 

chez des souris haplo-insuffisantes pour BECN1 [516]. 

 

 

Même si l’autophagie possède un rôle anti-tumoral au début de la tumorigenèse, de 

nombreuses études soutiennent le rôle pro-tumoral de l’autophagie dans diverses tumeurs 

[529,530]. En cas de stress, tel qu’un stress nutritionnel ou un stress hypoxique, l'autophagie 

permet l’élimination des protéines non pliées et les organites endommagés générant ainsi de 

l'adénosine triphosphate (ATP). Ainsi l’autophagie se comporte comme un mécanisme de 

survie cellulaire [531,532]. 

 

Dans un premier temps, il a été démontré que l’autophagie favorise l’autonomie des cellules 

cancéreuses vis-à-vis des signaux de croissance. En effet, l’autophagie est utilisée par 



 

 114 

différentes cellules tumorales afin de maintenir leur prolifération incontrôlée. La stimulation de 

l'autophagie dans les cellules cancéreuses du pancréas et les adénocarcinomes du canal 

pancréatique favorise leur croissance et ainsi le développement du cancer. De plus, cela joue 

aussi un rôle protecteur contre les chimiothérapies comme le 5-fluorouracile (5-FU) et la 

gemcitabine (GEM) dans les lignées cellulaires du cancer du pancréas [533]. Il a, également, 

été démontré que dans les régions hypoxiques des tumeurs, les facteurs de transcription médiés 

par PKR-like ER kinase (PERK),  Activating transcription factor 4 (ATF4) et DNA damage-

inducible transcript 3 (CHOP) augmentent l'autophagie pro-survie [534].  

Les cellules tumorales présentent dans la plupart des cas des défauts d’apoptose, permettant 

à l'autophagie de favoriser la survie des cellules cancéreuses pendant une longue période dans 

des conditions défavorables [535]. Par exemple, dans les cellules de cancer du sein, l'autophagie 

médiée par Beclin-1 et ATG7 est utilisée par les cellules comme un moyen de retarder 

l’aopotose, induite par de dommages à l'ADN, et de prolonger ainsi leur survie [536]. De plus, 

le rôle de l'autophagie mitochondriale dans la protection contre l'apoptose induite par un choc 

thermique a été démontrée [537]. En effet, l'inhibition de la libération de cytochrome c et 

l'activation de la caspase-3 en aval sont les événements moléculaires à l'origine de l'effet 

protecteur contre l'apoptose. Les cellules tumorales échappent donc à l'apoptose en régulant à 

la hausse l'autophagie. En accord avec les résultats ci-dessus, le knockdown d'ATG5 et d'ATG7 

a entraîné la mort cellulaire dans les lignées cellulaires de mélanome [538]. Ces lignées 

cellulaires en condition normale présentent un niveau basal élevé d'autophagie, ce qui suggère 

que le mécanisme de survie des cellules de mélanome dépend de l'autophagie. L'altération de 

l'apoptose est une signature majeure des tumeurs humaines, et l'augmentation de l'autophagie 

pro-survie est impliquée dans ce phénomène. Il existe une communication croisée entre 

l'apoptose et l'autophagie, et ce à différents niveaux. En effet, ces deux processus biologiques 

possèdent des médiateurs communs [505].  

 

Au sein des cellules tumorales, l’autophagie a également montré un rôle dans le soutient de 

l’angiogenèse. En effet, il a été montré que ATG5 module l'angiogenèse induite par le manque 

de nutriments et l'hypoxie dans les cellules endothéliales en favorisant l'activation de AKT et 

la production de ROS.  L’HMGB1, une protéine nucléaire cruciale liée à la chromatine, peut 

être responsable de cette modulation de l'angiogenèse [539]. Lors d'un stress, l'HMGB1 est 

transloquée du noyau au cytoplasme et est libérée dans la région extra-cellulaire des cellules 

endothéliales [540]. L'HMGB1 ainsi libérée fonctionne comme une cytokine inflammatoire et 

pourrait alors contribuer à la croissance vasculaire in vitro et in vivo par divers mécanismes 
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[540]. De plus, l'HMGB1 présente une homologie de séquence considérable avec la Beclin-1 

[541]. L'HMGB1 endogène soutient donc l'autophagie en régulant la formation des 

autophagosomes [541].  

 

En fonction du micro-environnement au sein des cellules tumorales, la voie métabolique est 

modifiée, permettant aux cellules tumorales de s’adapter et de survivre en conditions 

défavorables. De plus, l’autophagie est un processus qui dégrade divers substrats et agit comme 

un centre du métabolisme du carbone. En maintenant un niveau basal de métabolites en cas de 

stress métabolique, l’autophagie sert de mécanisme important d'adaptation métabolique pour 

les cellules cancéreuses afin de favoriser l'oncogenèse [513]. De nombreuses lignées de cellules 

cancéreuses présentent un niveau d’autophagie basale élevé, comparé aux cellules et tissus 

sains. L’augmentation de l’autophagie dans les cellules cancéreuses est nécessaire pour 

répondre à la demande métabolique accrue et entraîne la survie des cellules cancéreuses in vitro 

et in vivo [542]. Avant même que l’angiogenèse ne se mette en place, l’autophagie est activée 

dans la tumeur et plus précisément dans des zones subissant un important stress métabolique. 

Des modifications métaboliques se produisent dans les cellules cancéreuses suite à la 

transformation cellulaire par des oncogènes ou à la perte d’expression ou de fonction de 

suppresseurs de tumeurs. Ces modifications métaboliques conduisent à une augmentation de la 

glycolyse aérobie au détriment de la respiration mitochondriale. L'homéostasie du glucose 

médiée par l'autophagie favorise le maintien des tumeurs pulmonaires via la régulation de 

l'ATG7 [543]. Également, l’autophagie facilite la glycolyse, qui est importante pour la 

transformation oncogène médiée par RAS [544]. De plus, le niveau élevé d’autophagie dans 

certaines tumeurs maintient un niveau métabolique important, entraînant un fort pouvoir 

prolifératif des cellules cancéreuses [542]. Par exemple, l'autophagie produit de l'arginine, un 

acide aminé circulant, qui est un facteur essentiel de la croissance tumorale [545]. L'autophagie 

médiée par ATG7 dans le maintien de la glycolyse a également été démontrée dans la 

différenciation et la survie de la leucémie myéloïde chronique [546]. De la même manière, 

l’oncogène RAS nécessite l'autophagie pour maintenir le métabolisme oxydatif et la 

tumorigenèse [163]. Chez les patients atteints de la maladie de Wilson, l'induction de 

l'autophagie dans les tissus hépatiques protège les hépatocytes déficients en ATP7B de 

l'apoptose induite par le cuivre [547]. L'autophagie soutient également le métabolisme 

mitochondrial de la glutamine, ce qui est d'une importance critique concernant la malignité 

pulmonaire induite par BrafV600E, car les cellules déficientes en autophagie ne survivent pas 

en situation de privation de nutriments [548]. De plus, la régulation du métabolisme des lipides 



 

 116 

par l'autophagie a été suggérée dans une étude récente où il est montré que l'induction de 

l’autophagie par le manque de nutriments contribue à la dégradation du corépresseur du 

récepteur nucléaire 1 (NCoR1) et active ainsi le récepteur α activé par les proliférateurs de 

peroxysomes (PPARα) dans la lignée cellulaire HepG2 pour réguler la β-oxydation et la 

production de corps cétoniques. À l'inverse, l’inhibition de l'autophagie entraîne l'accumulation 

de NCoR1, supprimant l'activité de PPARα et provoquant une altération de l'oxydation des 

lipides [549]. Le métabolisme, la prolifération ainsi que la survie des cellules cancéreuses peut 

être affectée par l’inhibition pharmacologique et génétique de l’autophagie [545].  De plus, 

l’autophagie est également induite dans des cellules du micro-environnement tumoral telles que 

les fibroblastes associés au cancer produisant ainsi l’énergie indispensable à la croissance des 

cellules cancéreuses. Les cellules cancéreuses sécrétant du peroxyde d’hydrogène entraînent un 

stress oxydatif au sein des fibroblastes associés au cancer, induisant ainsi l’autophagie ainsi que 

des composés métaboliques comme les cétones ou le lactate, ayant un fort pouvoir énergétique 

[550].  

 

L’autophagie présente un rôle complexe et ambivalent dans la dissémination métastatique. 

Dans un premier temps, l’autophagie montre un rôle pro-métastatique. Dans différents cancers, 

comme le cancer du poumon ou dans les cholangiocarcinomes, l’autophagie favorise l’invasion 

et la migration des cellules tumorales en permettant la transition épithélio-mésenchymateuse 

[551,552]. En effet, dans des carcinomes hépatocellulaires, l’inactivation de Beclin-1 ou 

d’ATG5 inhibe l’autophagie ainsi que le développement de métastases pulmonaires [553]. De 

plus, d’après une étude réalisée sur des échantillons cliniques et dans un modèle murin de 

métastases, l’autophagie est plus élevée dans les métastases que dans la tumeur primaire [554]. 

Après cette transition épithélio-mésenchymateuse, l’autophagie joue un rôle de protection des 

cellules cancéreuses métastatiques de l’anoïkis, un processus de mort cellulaire. A l’inverse, 

certaines études ont montré un rôle anti-métastatique de l’autophagie. La dégradation de 

l’inflammasome ainsi que des mitochondries endommagées diminue la nécrose et 

l’inflammation [555]. Dans un modèle de glioblastome ou dans un modèle murin de de cancer 

hépatique, l’autophagie dégrade des protéines essentielles de la transition épithélio-

mésenchymateuse telles que SNAIL et SLUG, diminuant l’invasion cellulaire [556]. Dans les 

cancers gastriques, la transition épithélio-mésenchymateuse est également inhibée par 

l’autophagie via un mécanisme de la voie ROS-NF-kB-HIF-1a (hypoxia-inducible factor 1-

alpha) [557]. 
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Enfin, l’autophagie pourrait jouer un rôle dans l’acquisition du phénotype « cellules souches 

cancéreuses ». Ces cellules possèdent des niveaux d’autophagie plus élevés que les cellules 

cancéreuses « non-souches » [558,559]. In vivo, l’induction de l’autophagie via la protéine 

ARH1 (ras homolog member 1) augmente la dormance des cellules [560]. L’inhibition de 

l’expression du mutant oncogénique KRASG12D, dans un modèle murin d’adénocarcinome 

pancréatique, induit la régression tumorale mais s’accompagne aussi de la survie d’une sous-

population de cellules tumorales entrées en dormance de façon dépendante de l’autophagie, 

favorisant la résurgence de la tumeur [561]. De plus, l’inhibition pharmacologique de 

l’autophagie ainsi que l’extinction de l’expression du gène ATG ne permet pas de maintenir le 

phénotype « cellule souche cancéreuse » [559]. 

  

 

- L’autophagie et la résistance aux inhibiteurs de protéines à bromodomaines et domaine 

extra-terminal : 

 

Ainsi, l’autophagie joue un rôle complexe dans le cancer puisqu'elle peut diminuer 

l’activité tumorale, mais peut également fournir aux cellules tumorales des nutriments,  les 

aidant à survivre et à se développer plus rapidement [562].  

Des lignées de leucémie myéloïde aiguë, résistantes au JQ1 présentent une 

surexpression de protéines de l’autophagie telles que Beclin1, une augmentation de la lipidation 

de LC3 (essentielle pour la formation des autophagosome) ainsi qu’une augmentation de la 

formation d’autophagosome [460]. Ces cellules résistantes présentent également une 

diminution de p62/SQSTM1, protéine impliquée dans le ciblage et la séquestration du matériel 

cellulaire à détruire dans les autophagosomes. Ces modulations du processus autophagique sont 

associées à une diminution de l’apoptose des cellules [563]. Contrairement à d'autres protéines 

BH3-only, pouvant se lier et inhiber les protéines pro-survie entraînant une augmentation de 

l’apoptose, Beclin 1 ne fonctionne pas comme une molécule pro-apoptotique, et cela même si 

elle est surexprimée [564]. De plus, la protéine Bcl-2, lorsqu'elle interagit avec Beclin 1, ne 

perd pas son potentiel anti-apoptotique [565]. Cela peut alors expliquer la diminution de 

l’apoptose obsersée dans les cellules résistantes. La protéine p62 peut interagir avec des 

protéines apoptotiques et de survie [524,566,567]. P62 est notamment essentielle à l’activation 

de la caspase-8, qui une fois clivée active à son tour les caspases 3 et 7, responsables de 

l’apoptose. Ainsi, la diminution d’expression de la protéine p62 inhibe l’activation de la 
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caspase-8 et donc l’apoptose [568,569]. L’augmentation de l’autophagie permettrait aux 

cellules de résister aux effets cytotoxiques des inhibiteurs aux protéines BET. De plus, 

l'autophagie induite par JQ1 dans les cellules résistantes est associée à l'activation de la voie 

AMPK (p-Thr172)-ULK1 (p-Ser555), indépendamment de la signalisation mTOR [460]. En 

effet, dans les cellules de leucémie myéloïde aiguë, l'inhibition pharmacologique de l'AMPK 

ou son inactivation via un knockdown inhibe l'autophagie induite par JQ1 et favorise l'apoptose 

des cellules tumorales [317,460,461].   

 

 

6. Objectif de thèse  

 

Les thérapies anti-tumorales telles que la chimiothérapie, la radiothérapie ou encore 

l’endocrinothérapie induisent l’autophagie dans les cellules tumorales [570,571]. Différentes 

études ont montré que l'autophagie joue un rôle protecteur pour les cellules tumorales contre 

certains traitements et favorise la survie de certains types de lignées cellulaires tumorales 

[536,572–577]. Les inhibiteurs de protéines BET, tels que JQ1, induisent l’autophagie et 

inhibent la prolifération cellulaire dans différentes lignées cancéreuses [460,562]. 

Le premier obejctif de ma thèse est de déterminer si l’inhibition de l’autophagie, 

processus biologique amplifié dans les cellules traitées par des inhibiteurs de protéines BET, 

permet de potentialiser l’effet anti-tumoral des inhibiteurs de BET dans les cellules 

d’ostéosarcome. Trois inhibiteurs chimiques de l’autophagie ont été utilisés afin de déterminer 

l’intérêt de son ciblage thérapeutique ainsi que sa combinaison avec un inhibiteur de protéines 

BET dans l’ostéosarcome, in vitro. L’efficacité de combinaison d’un inhibiteur de protéines 

BET avec un inhibiteur de l’autophagie, sur des tumeurs d’ostéosarcome a également été 

étudiée in vivo.  

Ces dernières années, des mécanismes de résistance aux inhibiteurs de protéines BET 

ont été décrits dans divers cancers [302,432]. Cependant, aucun mécanisme menant à la 

résistance des inhibiteurs de protéines BET n’a été identifié et décrit dans l’ostéosarcome. C’est 

pourquoi, il est nécessaire d’identifier, de mieux comprendre et de caractériser les mécanismes 

cellulaires et moléculaires impliqués dans la résistance aux inhibiteurs de protéines à 

bromodomaine BET dans l’ostéosarcome. La compréhension de ces mécanismes de résistance 

permettra d’adapter et proposer une alternative thérapeutique personnalisée pour les patients 

résistants. Une lignée d’ostéosarcome résistante au JQ1 (HOS JQ1R) a été développée en 

exposant des cellules HOS-MNNG naïves (HOSn) avec des doses croissantes de JQ1.  
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Le deuxième objectif de ma thèse est d’identifier et d’explorer le rôle de gène(s), de 

processus biologique(s) et/ou de voie(s) de signalisation clés dans l’acquisition et le maintien 

de la résistance aux inhibiteurs de protéines BET dans l’ostéosarcome. Dans un premier temps, 

des méthodes haut débit ont permis d’identifier les modulations et adaptations entre les cellules 

HOS JQ1R et les cellules HOSn. Par la suite, les processus biologiques et les voies de 

signalisation modulées dans les cellules HOS JQ1R, comparativement aux cellules HOSn 

pouvant jouer un rôle dans la résistance ont été caractérisées. En fonction des résultats obtenus, 

le(s) gène(s), le(s) proccessus biologioque(s) ou la (les) voie(s) de signalisation modulée(s) ont 

été ciblés dans le but de sensibiliser les cellules résistantes aux BETis. 

Dans de nombreux cancers, la voie MAPK (mitogen-activated protein kinase) est 

suractivée. La FDA (Food and Drug administration) a approuvé des inhibiteurs ciblant des 

protéines appartenant à cette voie, telles que les protéines RAS, RAF et MEK. Néanmoins, 

l’efficacité de ces inhibiteurs reste limitée selon les cancers. En effet, un nombre important de 

patients développent rapidement une résistance aux inhibiteurs de la voie MAPK [578].  Des 

alternatives thérapeutiques visant à surmonter la résistance sont néanmoins à l’étude. La 

combinaison de traitement fait, par exemple, l’objet de nombreuses études pré-cliniques et 

cliniques [579,580]. Parmi ces combinaisons de traitement, la combinaison des inhibiteurs de 

protéines BET et des inhibiteurs de MAPK est à l’étude et montre des résultats prometteurs 

quant au traitement de certains cancers comme le mélanome [581], le gliome [582], le cancer 

de la thyroïde [583], etc.  

Le troisième objectif de ma thèse est d’étudier l’efficacité de la combinaison de 

l’inhibiteur des protéines BET, le JQ1 avec des inhibiteurs de la voie de signalisation MAPK, 

tels que le salirasib (RAS inhibiteur), le sorafenib (inhibiteur de RAF), le binimetinib, le 

trametinib ou le bobimetinib (MEK inhibiteurs) sur les cellules d’ostéosarcome. 

L’objectif de cette thèse est donc d’identifier de nouvelles cibles moléculaires 

permettant d’anticiper ou de contre-carrer la résistance aux inhibiteurs de protéines BET. Ceci 

ouvrant la voie à des alternatives thérapeutiques. 
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Matériels et méthodes 

 

1. Réactifs 

 

La chloroquine provient de Sigma-Aldrich et est dissoute dans l'eau à une concentration 

de 5 mM. La bafilomycine et la 3-méthyladénine (3-MA), provenant de Sigma-Aldrich, sont 

dissoutes dans du diméthylsulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich) à des concentrations de 100 µM 

et 100 mM, respectivement. Tous ces inhibiteurs de l’autophagie sont stockés à -20°C. 

Le JQ1 (Laboratoire Qi) est donné au laboratoire par James Bradner (Dana-Farber 

Cancer Institut). Pour les études in vitro, il est préparé à une concentration de 40 mM dans du 

DMSO et stocké à -20°C. Pour les études in vivo, le JQ1 est également dissous dans du DMSO 

à 50 mg/mL, puis dilué dans de l'hydroxypropyl-β-cyclodextrine (HP-β-CD, Sigma-Aldrich) à 

10 % pour obtenir une dose finale de 50 mg/kg, et conservé à 4 °C. Le HP-β-CD à 10 % est 

préparé dans de l'eau stérile filtrée avec un filtre de 0,22 μ. L’I-BET 151 est acheté auprès de 

MedChemExpress, est préparé dans du DMSO à une concentration de 10mM et stocké à -20°C.  

Le mafosfamide est acheté auprès de Sigma-Aldrich et est dilué à une concentration de 

20 mg/mL dans du DMSO. Le cisplatine et la doxorubicine proviennent de Sigma-Aldrich et 

sont resuspendus dans de l'eau à des concentrations de 3,3 mM et 10 mM, respectivement. Ces 

agents de chimiothérapie sont stockés à -20°C. 

La doxycycline provient de Clontech, est préparée dans de l'eau à une concentration de 

1 mg/mL et stockée à -20°C.  

Les inhibiteurs de la voie MAPK, le binimetinib, le trametinib, le cobimetinib, le 

salisarib et enfin le sorafenib, proviennent de CliniSciences, sont dilués dans du DMSO à des 

concentrations de 50 mM, 50 mM, 10 mM, 100 mM, 100 mM, respectivement et stockés à -

20°C.  

 

2. Culture cellulaire 

 

Les lignées cellulaires d'ostéosarcome HOS-MNNG (HOSn), KHOS, 143B, U2OS, et 

la lignée cellulaire de rein HEK 293 proviennent de l'American Type Culture Collection 

(ATCC). Les cellules sont cultivées dans du Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, 

Lonza) complémenté de 10 % de sérum de veau fœtal (SVF, Biowest). Le milieu de culture des 

cellules HEK 293 est complémenté avec du G-418 à 0.5 µg/mL. Les cellules sont incubées dans 
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une atmosphère humide à 37°C, 5 % de CO2 et 95 % d'air. La culture cellulaire est réalisée dans 

des conditions stériles. 

 

3. Établissement de la lignée HOS-MNNG résistante au JQ1 

 

La lignée cellulaire HOS-MNNG résistante au JQ1 (HOS JQ1R) est obtenue en traîtant 

des HOS-MNNG naïves (HOSn) avec des concentrations croissantes de JQ1 jusqu'à ce que les 

cellules prolifèrent dans un milieu contenant 24 µM de JQ1, correspondant à une concentration 

d’environ 14 fois l’IC50 des HOSn qui est de 1.761 µM. Huit mois sont nécessaires à 

l’établissement de cette lignée résistante au JQ1. Désormais, les cellules HOS JQ1R sont 

maintenues dans un milieu contenant 24 µM de JQ1 (DMEM complémenté de 10 % de SVF). 

 

4. Tests de viabilité cellulaire et expériences de dose-réponse 

 

Les cellules sont ensemencées dans des plaques 96 puits à J0. A J1, les cellules sont 

traitées ou non pendant 72 ou 96 heures. Pour les expériences de dose-réponse, les cellules sont 

traitées avec une gamme de dilutions allant de 0 µM à 100 µM selon le traitement utilisé (se 

référer aux légendes des figures). A la fin de ce temps de traitement, les cellules sont fixées 

pendant 5 minutes avec du glutaraldéhyde à 10 % (Sigma-Aldrich) et sont colorées pendant 5 

minutes avec 50 µL de cristal violet à 0,1 % (Sigma-Aldrich). Après 24 heures de séchage, la 

coloration au cristal violet est solubilisée dans une solution de Sorensen (9mg de citrate 

trisodique, 305 mL d'eau distillée, 195 mL de HCl 0,1N et 500 mL d'EtOH 90 %) et l'absorbance 

est mesurée à 570 nm à l'aide du Victor2 (Perkin Elmer).  

 

5. Test de synergie  

 

A J0, les cellules sont ensemencées dans 3 plaques 96 puits différentes. A J1, les cellules 

sont traitées soit avec un traitement A (pour la première plaque), avec un traitement B (pour la 

deuxième plaque) ou avec la combinaison des deux traitements A et B (pour la troisième 

plaque), selon un ratio constant entre les deux traitements. L’effet sur la viabilité cellulaire et 

la concentration de traitement utilisée sont renseignés dans le logiciel Calcusyn (Version 1.1). 

Ce logiciel détermine ensuite l’indice de combinaison (IC) à différentes dose-effet (DE) selon 

la méthode de Chou-Talalay [584]. Un IC inférieur à 1 correspond à un effet synergique des 
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deux traitements combinés, comparativement à l’effet antagoniste caractérisé par un IC 

supérieur à 1. Un IC égal à 1 détermine un effet additif.  

 

6. Tests de clonogénicité  

 

Les tests de clonogénicité sont réalisés en plaque 6 puits, à raison de 1 000 cellules par 

puits, soit après un traitement de 48 heures (inhibiteurs de l’autophagie, JQ1, combinaison de 

JQ1 et d’inhibiteurs de la voie MAPK), soit après une transduction de shRNA inductible ciblant 

KRAS et un pré-traitement de 96 heures ou non à la doxycycline (1 μg/mL). Pour les 

expériences utilisant les shRNA inductibles à la doxycycline, le traitement à la doxycycline est 

maintenu tout au long du test de clonogénicité. Après 10 à 14 jours de culture, les colonies sont 

fixées avec du glutaraldéhyde à 10 % (Sigma-Aldrich) et sont colorées avec du cristal violet à 

0,1 % (Sigma-Aldrich). Les plaques sont ensuite photographiées et les clones sont comptés à 

l’aide du logiciel Fiji.  

 

7. Extraction d’ARN et RT-qPCR 

 

L'ARN total est extrait des cellules à l'aide du kit NucleoSpin® RNA plus (Macherey-

Nagel) en suivant le protocole du fabricant. Un µg d'ARN est ensuite transcrit de manière 

inverse à l'aide du kit MaximaTM H Minus First Strand cDNA synthesis (ThermoFisher 

Scientific). La PCR quantitative en temps réel est réalisée sur 20 ng/µL d’ADNc à l'aide du 

système de PCR en temps réel QuantStudio 7 Flex (Thermo Fisher Scientific) avec du SYBR® 

Select Master Mix (Life Technologies) et les amorces d'ADN, répertoriées dans le tableau VI. 

L'expression des gènes cibles est normalisée par rapport au niveau de Glyceraldéhyde-3-

Phosphate Déhydrogénase (hPRT) et de β-2-Microglobuline (B2M) dans les échantillons 

respectifs. La méthode comparative du seuil de cycle (Ct) est utilisée pour déterminer la 

quantité relative des ARNm cibles. La comparaison de l’expression relative normalisée des 

gènes cibles est réalisée à l’aide de la méthode de calcul 2-ΔΔCt. 

 

Tableau VI : Séquences d'amorces pour la RT-qPCR 

Nom du primer Amorce sens Amorce anti-sens 

ATG2A 5’-CCTGCGGCGAGATTATGTCT-3’ 3’-CGAATAGTGGCTGGCTCAGT-5’ 

ATG7 5’-TGTTTCCTTCCGTGACCGTA -3’ 3’-CCAACTGCTTTAGGACAATCT-5’ 

B2M 5’-TTCTGGCCTGGAGGCTATC-3’ 3’-TCAGGAAATTTGACTTTCCATTC-5’ 

KRAS4a 5’-AAGACAGAGAGTGGAGGATGC-3’ 3’-CACACAGCCAGGAGTCTTTTC-5’ 
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LDHA 5’-GGAAAGGCTGGGAGTTCACC-3’ 3’-CCACTCCATACAGGCACACTG-5’ 

MAP1LC3B 5’-CCGCACCTTCGAACAAAGAG-3’ 3’-AAGCTGCTTCTCACCCTTGT-5’ 

OPTN 5’- GACCAGCAGGCTTACCTTGT-3’ 3’- GGGGCAGGAATGAATCGGAA-5’ 

PINK1 5’- CTGTCAGGAGATCCAGGCAAT-3’ 3’- ATACTCCTCCAGCCGAAAGC-5’ 

PRKAA2 5’- ATTGATGATGAAGTAGTGGAGCAG-3’ 3’- GTGTAAGCCAGCAGCAGAAC-5’ 

hPRT 5’-TGACCTTGATTTATTTTGCATACC-3’ 3’-CGAGCAAGACGTTCAGTCCT-5’ 

SQSTM1 5’-ATCAGCTTCTGGTCCATCGG -3’ 3’-CTTCAATGCCCAGAGGGCTA-5’ 

TPP1 5’-ACACGGTGCAAAAATGGCTC-3’ 3’-TCTGCTTGTCGGATGCTCAG-5’ 

ULK1 5’-ACGCAGGTGCAGAACTACC-3’ 3’-CAGAGGACCGAGGTGTTTGG-5’ 

ULK2 5’- TTGAGAGAAGACTGTCGGCG-3’ 3’- CCTCTTCCTCACGTTCCCAC-5’ 

 

8. Extraction protéique et western-blot 

 

Les cellules, sous forme de culot cellulaire, sont lysées pendant 30 minutes avec 30 à 

100 µL, selon les culots cellulaires, de tampon Radio-Immuno-Precipitation Assay (RIPA, 

Santa-Cruz) contenant un cocktail complet d'inhibiteurs de protéases (PIC), du fluorure de 

phénylméthyl-sulforyl (PMSF) et de l'orthovanadate de sodium (NAVO4) (Santa Cruz). Les 

lysats cellulaires sont débarrassés des débris cellulaires par centrifugation à 10 000 rpm pendant 

10 minutes. La concentration en protéines est déterminée à l'aide d’un dosage colorimétrique à 

l'acide bicinchoninique (BCA) (Sigma-Aldrich), conformément aux instructions du fabricant, 

l'absorbance étant mesurée à 562 nm à l'aide du lecteur de plaques Victor2 (Perkin Elmer). Les 

protéines (30 µg) sont dénaturées par le tampon Laemmli (62,5 mM Tris-HCl, pH 6,8, 2 % 

SDS, 10 % glycérol, 5 % 2-mercaptoéthanol, et 0. 001 % de bleu de bromophénol) à 95°C 

pendant 5 minutes, avant d'être séparées par électrophorèse sur gel de polyacrylamide contenant 

du dodécylsulfate de sodium (SDS-PAGE) à 100 V pendant 3 heures à température ambiante 

et transférées sur une membrane de transfert de 0,45 µm en fluorure de polyvinylidène (PVDF) 

(Immobilon-FL, Merck Millipore) à 30 V pendant une nuit à 4°C. La membrane est séchée 

pendant 10 minutes à 37°C, est réactivée dans du méthanol puis est saturée pendant 1 heure à 

température ambiante dans un tampon de saturation TBS-tween (intercept ®, LI-COR). La 

membrane est incubée pendant une nuit à 4°C avec les anticorps primaires dans ce même 

tampon de saturation. Les protéines cibles sont détectées par analyse western blot avec les 

anticorps répertoriés dans le tableau VII. Après des lavages de 3x10 minutes avec du TBS-

Tween 1X, la membrane est incubée 1 heure à l'obscurité avec les anticorps secondaires 

répertoriés dans le tableau VII. La liaison des anticorps est visualisée avec le système de 

fluorescence (Odyssey FC, LI-COR). 
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Tableau VII : Liste des anticorps primaires utilisés pour les western-blots 

Anticorps primaire 

Poids 

Moléculaire 

(kDA) 

Dilution Fournisseur Référence 

Akt 60 1/1 000ème 
Cell Signaling 

Technology 
9272S 

ERK 1/2 42,44 1/1 000ème  
Cell Signaling 

Technology 
9102S 

KRAS 21 1/200ème  SantaCruz Sc-30 

LC3B 14,16 1/1 000ème  
Cell Signaling 

Technology 
3868S 

LDHA 37 1/1 000ème  
Cell Signaling 

Technology 
2012S 

MEK1 45 1/1 000ème  
Cell Signaling 

Technology 
2352S 

mTOR 289 1/1 000ème  
Cell Signaling 

Technology 
2972S 

p62 62 1/1 000ème 
Cell Signaling 

Technology 
5114S 

PARP 89,116 1/1 000ème  
Cell Signaling 

Technology 
9542S 

pERK 42,44 1/500ème 
Cell Signaling 

Technology 
4370S 

pMEK1/2 45 1/500ème  
Cell Signaling 

Technology 
9154S 

pmTOR 289 1/500ème 
Cell Signaling 

Technology 
2971S 

pS6 32 1/500ème 
Cell Signaling 

Technology 
4858S 

Vinculin 124 1/20 000ème 
Cell Signaling 

Technology 
13901S 

 

Tableau VIII : Liste des anticorps secondaires utilisés pour les western-blots 

Anticorps secondaire Dilution Fournisseur Référence 

Goat-Rabbit IRDye® 

800CW 
1/20 000ème LI-COR 926-32211 

Goat-Mouse IRDye® 

680RD 
1/20 000ème LI-COR 926-68071 

 



 

 125 

9. Mesure de l’activité des caspases 3 et 7 

 

L'activité des caspases-3 et -7 est évaluée à l’aide du kit Apo-ONE® Homogeneous 

Caspase-3/7 Assay (Promega). Le réactif du kit est préparé en diluant au 1/100ème le substrat 

pro-fluorescent des caspases-3 et -7, la rhodamine, dans du tampon bifonctionnel de lyse et 

d’activité cellulaire. 25 µL de ce réactif sont ajoutés à 10 μL de lysats cellulaires totaux, 

préalablement dosés à l'aide du kit de dosage de l'acide bicinchoninique (BCA) (Sigma-

Aldrich), conformément aux instructions du fabricant, et dilués dans 15 µL de tampon Radio-

Immuno-Precipitation Assay (RIPA, Santa-Cruz). Après 3 heures d’incubation, la fluorescence 

à 521 nm est mesurée avec le TriStar LB 941 (BERTHOLD Technologies). La quantité de 

produit fluorescent généré est représentative de la quantité de caspases-3 et -7 actives présente 

dans l’échantillon. La normalisation est faite à l’aide des concentrations déterminées lors du 

dosage protéique de chaque échantillon, permettant ainsi d’obtenir une valeur en Unité 

Arbitraire/µg (UA/µg). 

 

10. Immunofluorescence et microscopie confocale 

 

A J0, les cellules sont ensemencées en plaque Ibidi µ-Slide 8 puits (ibidi). A J1, les 

cellules sont traitées, avec 1 µM de JQ1 pendant 24 heures et/ou 50 µM de chloroquine pendant 

4 heures. Les cellules sont fixées avec une solution froide de méthanol-acétone 3 % pendant 10 

minutes à -20°C, puis perméabilisées avec du PBS-Triton 0,3 % pendant 10 minutes. La 

saturation est faite avec du PBS-3 % de poudre de lait écrémé pendant 30 minutes. L'anticorps 

primaire dirigé contre la protéine LC3B (Cell Signaling Technologies, 3868S), dilué au 

1/300ème dans du PBS-1 % BSA, est incubé une nuit à 4°C. L'anticorps secondaire (Invitrogen, 

ZenonTM Alexa FluorTM 488 Rabbit IgG), dilué au 1/500ème dans du PBS-0,1 % Triton-2 % 

sérum de chèvre-1 % BSA, est incubé 1 heure à température ambiante. Le DAPI (Sigma-

Aldrich), dilué au 1/5 000ème dans du PBS, est incubé 15 minutes sous agitation lente. Du milieu 

de montage (ibidi) est placé dans chaque puits. Les images sont acquises à l'aide d'un 

microscope confocal (NIKON Eclipse Ti) et traitées avec ImageJ. 

 

11. Expérimentations In vivo 

 

Des souris nudes NMRI femelles âgées de 4 semaines provenant de la société Janvier 

sont utilisées pour les expériences in vivo. Ces souris sont utilisées en conformité avec les 

recommandations des structures en charge du bien-être animal (SBEA) et en accord avec le 
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comité d'éthique (saisine Apafis 8405). Après 1 semaine d'acclimatation dans l'animalerie, 1,5 

millions de cellules HOS-MNNG négatives pour les mycobactéries sont injectées par souris 

dans la région paratibiale. Les souris sont randomisées en 4 groupes de traitement, avec 8 souris 

par groupe : "contrôle", "chloroquine", "JQ1" et "chloroquine + JQ1". Le JQ1 et la chloroquine 

sont injectés en intra-péritonéal à des concentrations de 50 mg/kg/jour et 25 mg/kg/jour, 

respectivement. Le volume de la tumeur est mesuré sur chaque souris tous les 2 ou 3 jours, 

selon le calcul : longueur*largeur*épaisseur/0,5236. Lorsque le volume tumoral est supérieur à 

2 000 mm3 (point final) ou après 24 jours de traitement (fin de l'expérience), les souris sont 

sacrifiées. Arpès sacrifice, les tumeurs sont prélevées dans le but de réaliser une étude 

histologique.  

 

12. Immunohistologie 

 

Les tumeurs collectées sont fixées dans une solution de formol 4 % pendant 48 heures, 

puis inclus en paraffine. Des coupes sériées de 2 µm sont réalisées sur 2 niveaux (Leica 

Microsystems). Les lames sont immunomarquées dans le but d’évaluer la prolifération 

cellulaire (marquage de Ki67), l’apoptose (marquage de la caspase 3 clivée), et le processus 

d’autophagie (marquage de LC3B et de p62). Dans un premier temps, les lames sont 

déparaffinées à l’aide de l’automate HMS 740 (Celab), en suivant le protocole suivant : 3x5 

minutes OTTIX PLUS (diapath), 3x5 minutes éthanol 100°, 1x5 minutes éthanol 95°, 1x5 

minutes éthanol 80°. Les lames sont ensuite réhydratées 3x5 minutes dans de l’eau bidistillée. 

Un démasquage antigénique est ensuite réalisé dans un tampon citrate pH6 (marquage de Ki67 

et de la caspase 3 clivée) ou un tampon Tris/EDTA pH9 (marquage de LC3B et de p62) pendant 

20 minutes à 97°C (TP Module Leica). Après un retour à température ambiante, les lames sont 

rincées 3 fois dans de l’eau bidistillée, puis 3x5 minutes dans du TBS 1X pH=7.6 tween 0.05 

%. L’activité des peroxydases endogènes est bloquée par l’incubation, pendant 15 minutes à 

température ambiante, d’une solution de peroxyde d’hydrogène à 3 % (Gifère). Après des 

lavages de 3x5 minutes avec du TBS 1X pH=7.6 tween 0.05 %, les sites de fixation non-

spécifiques sont bloqués, pendant 25 minutes à température ambiante, à l’aide d’une solution 

contenant 2 % de sérum de chèvre non-immun, 1 % de BSA, dilué en TBS 1X pH=7,6 tween 

0,05 % (marquage de Ki67 et de la caspase 3 clivée) ou une solution contenant 2 % de sérum 

d’âne non-immun, 1 % de BSA, dilué en TBS 1X pH=7,4 tween 0,05 % (marquage de LC3B 

et de p62). Les lames sont de nouveau rincées 3x5 minutes dans du TBS 1X pH=7.6 tween 0.05 

%. Les anticorps primaires, répertoriés dans le tableau IX, sont dilués dans la solution de 
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saturation et incubés à température ambiante pendant 2 heures pour le marquage de Ki67 et de 

la caspace 3 clivée ou 1 heure pour le marquage de LC3B et de p62. Les complexes immuns 

sont détectés à l’aide d’un système anticorps secondaire biotynilé et streptavidine-peroxydase 

(système ABC). Après des rinçages de 3x5 minutes dans du TBS 1X pH=7.6 tween 0.05 %, les 

anticorps secondaires, répertoriés dans le tableau X, sont dilués dans la solution de saturation 

et incubés pendant une heure à température ambiante. Après des rinçages de 3x5 minutes dans 

du TBS 1X pH=7.6 tween 0.05 %, la révélation est réalisée par l’incubation, pendant une heure 

à température ambiante, de la streptavidine/peroxydase diluée au 1/800ème (DAKO, P0397) 

dans du TBS 1X pH=7.6 tween 0.05 %. Après de nouveaux rinçages de 3x5 minutes dans une 

solution de TBS 1X pH=7.6 tween 0.05 %, les lames sont incubées, de 1 à 10 minutes à 

température ambiante et à l’obscurité, avec le substrat, la DAB (3, 3'-diaminobenzidine, Dako). 

La cinétique est contrôlée afin de limiter au maximum le bruit de fond. Après des lavages de 

2x5 minutes à l’eau bisdistillée, les lames sont contre-colorées à l’hématoxyline de Gill-2 

(Shandon) pendant 15 secondes à température ambiante, déshydratées, éclaircies et montées 

entre lames et lamelles au Pertex (Histolab). L’acquisition des immunomarquages est réalisée 

à l’aide d’un scanner de lames (Nanozoomer, Hamamatsu). Les images sont exportées à partir 

du fichier brut à un grossissement de x10 et au format *.tiff. Sur chacune des images de 

marquage Ki67, le profil d’intensité de marquage des noyaux de toutes les cellules du champ 

est évalué et classé en 4 populations : les fortes intensités, les intermédiaires, les faibles, et les 

négatives. Cette représentation permet de respecter le niveau d’expression du Ki67 au cours du 

cycle cellulaire [585]. Pour ce faire, après avoir réalisé une déconvolution d’image en 3 canaux 

(Plugin Colour Deconvolution, ImageJ), le canal correspondant au signal DAB+ (marron, 

pseudo niveau de gris) est seuillé en prenant comme référence la plus forte intensité de 

marquage du champ. Puis de manière semi-automatisée, après plusieurs étapes de seuillage et 

segmentation, les éléments (noyaux) sont dénombrés. La distribution de chacune des 

populations est ensuite ramenée au nombre total de noyaux du champ analysé. Pour l’étude du 

marquage de la caspase 3 clivée, l’analyse est évaluée par le pourcentage d’aire dans la région 

d’intérêt après seuillage du signal DAB+ et en mesurant l’aire positive ainsi obtenue. 

 

Tableau IX : Liste des anticorps primaires utilisés pour les immunomarquages. 

Anticorps Dilution Fournisseur Référence 

Ki67 1/100ème Dako M7240 

Caspase 3 clivée 1/400ème 
Cell Signaling 

Technologies 
9664S 
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LC3B 1/200ème 
Cell Signaling 

Technologies 
3868S 

P62 1/200ème 
Cell Signaling 

Technologies 
5114S 

 

Tableau X : Liste des anticorps primaires utilisés pour les immunomarquages. 

Anticorps Dilution Fournisseur Référence 

Goat anti-mouse 

biotinylated 
1/400ème Dako E0433 

Goat anti-rabbit 

biotinylated 
1/400ème Dako E0432 

Donkey anti-mouse 

biotinylated 
1/500ème JacksonImmunoResearch 711-065-152 

 

13. siRNA interférence 

 

Les cellules tumorales sont ensemencées en plaque 6 puits afin d’atteindre une 

confluence d’environ 70 % au moment de la transfection. Les cellules sont transfectées à l'aide 

de Lipofectamine® RNAi max (Invitrogen) et de milieu optiMEM (Opti-Minimum Essential 

Medium, ThermoFisher) sans siRNA, avec 10 nM de siRNA contrôle (Ambion), 10 nM de 

siRNA ciblant le gène d'intérêt ATG7 ou 10 nM de siRNA ciblant le gène d'intérêt KRAS. Les 

expériences utilisant les cellules transfectées avec des siRNA sont réalisées 6 heures après 

transfection. 

 

14. shRNA interférence 

 

Le système shRNA SMARTvector (Horizon Discovery®) inductible à la doxycycline 

est utilisé pour éteindre de manière stable l'expression de l'oncogène KRAS dans les cellules 

HOS JQ1R. Les transductions sont réalisées en utilisant des lentivirus produits à partir des 

plasmides shV3IHSMCG_9403085 (sh085), shV3IHSMCG_9178388 (sh388) et 

shV3IHSMCG_8787668 (sh668) (Horizon Discovery®). Le shRNA contrôle (shCT) utilisé est 

le « Non-targeting Control mCMV-Turbo GFP » (Horizon Discovery®). L’efficacité 

d’extinction transcriptionnelle et protéique de KRAS est testée à l’aide de RT-qPCR et de 

western-blot. Seuls les sh388 et sh668 sont utilisés pour la suite des expériences, car le sh085 

n’a pas éteint efficacement l’expression de KRAS. 
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Les cellules HOS JQ1R sont ensemencées dans une plaque 24 puits afin d’atteindre une 

confluence d’environ 20 à 30 % au moment de la transduction, faite en présence de polybrène. 

La quantité de particules virales déposée sur les cellules HOS JQ1R, pour une MOI de 1, est de 

3,704 μL pour le sh388, de 0,563 μL pour le sh668 et de 0.537 µL pour le shCT. Les cellules 

sont ensuite sélectionnées par un traitement à la puromycine (2,5 μg/mL). La réalisation de tests 

de viabilité cellulaire effectués sur les lignées d’ostéosarcome traitées avec une gamme de 

puromycine allant de 0 à 20 µg/mL a permis de déterminer la dose la plus faible de puromycine 

permettant d’éliminer la majorité des cellules. Le traitement des cellules avec 1 µg/mL de 

doxycycline permet l’induction des shRNA. Cette concentration de doxycycline a été 

déterminée après avoir validé qu’elle permettait une bonne induction des shRNA, donc une 

extinction correcte de l’expression de KRAS sans induire d’effets néfastes sur la viabilité 

cellulaire des cellules transduites. 

 

15. Surexpression de KRAS4aWT et KRAS4aG12S 

 

Les plasmides de surexpression de KRAS, inductibles à la doxycycline, sont construits 

au laboratoire. Dans un premier temps, la séquence de KRAS4aWT, issu du plasmide 

HS.KRAS4a (Addgene) est intégrée dans le plasmide d’entrée pCW57.1 (Addgene). Pour ce 

faire, les plasmides (HS.KRAS4a et pCW57.1) sont amplifiés, puis clonés et recombinés à 

l’aide du kit GatewayTM LR clonaseTM II enzyme mix (Invitrogen), selon les recommandations 

du fournisseur. Une minipréparation est réalisée sur 5 des clones obtenus avec le kit NucleoSpin 

Plasmid EasyPure (Macherey-Nagel), selon les recommandations du fournisseur. Le plasmide 

alors construit (pCW57.1-KRAS4aWT) est amplifié par PCR, puis séquencé chez Eurofins. 

Après avoir vérifié la bonne intégration de la séquence KRAS4aWT dans le plasmide pCW57.1 

par séquençage, une maxipréparation est réalisée à l’aide du kit NucleoBond ® Xtra Midi/Maxi 

(Macherey-Nagel), selon les recommandations du fournisseur. Le plasmide codant pour 

KRAS4aG12S est produit à partir du plasmide pCW57.1-KRAS4aWT. La mutation KRAS4aG12S 

est intégrée dans le plasmide pCW57.1-KRAS4aWT par mutagenèse dirigée à l’aide du kit Q5® 

Site-Directed mutagenesis (New England Biolabs), selon les recommandations du fournisseur. 

Après mutagenèse, les étapes de minipréparation, d’amplification, de séquençage et de 

maxipréparation sont également réalisées. 

Ces deux plasmides de surexpression sont ensuite transduits de manière stable dans 2 

lignées d’ostéosarcome, les HOS-MNNG et les MG63. Pour ce faire, les cellules sont 

ensemencées dans une plaque 24 puits afin d’atteindre une confluence d’environ 20 à 30 % au 
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moment de la transduction. Les cellules sont ensuite transduites avec un volume de 5 µL de 

particules virales. Les titrations sont réalisées après transduction. Ainsi, les cellules sont 

transduites avec une MOI de 0.57 pour le KRAS4aWT et 0.27 pour le KRAS4aG12S. Après 

transduction, les cellules sont sélectionnées par un traitement de puromycine ayant une 

concentration de 2,5 μg/mL. L'induction de la surexpression de KRAS4aWT ou KRAS4aG12S est 

réalisée avec 2 µg/mL de doxycycline. Cette concentration de doxycycline a été déterminée 

après s’être assuré qu’elle n’entraînait pas d’effet néfaste sur la viabilité cellulaire des cellules 

tumorales. Pour ce faire, la viabilité cellulaire des lignées d’ostéosarcome traitées avec une 

gamme de docycyline allant de 0 à 8 µg/mL a été étudiée. De plus, parmi les différentes 

concentrations de doxyxycline testées (0,1,2,4,6 et 8 µg/mL), 2 µg/mL de doxycycline est la 

concentration permettant une expression transcriptionnelle maximale de KRAS.  

 

16. Séquençage d’ARN et traitement des données bio-informatiques 

 

Des quadruplicats biologiques de cellules HOSn et HOS JQ1R sont envoyés en 

séquençage haut-débit de l’ARN (RNA-seq). Ce séquençage et sa préparation sont réalisés par 

la plateforme Biogenouest sur un séquenceur Illumina HiSeq dans un format de 2 x 100 bp 

(PE100) ; en utilisant un kit Qiagen pour la capture des ARN et un kit Agilent pour la 

préparation de la librairie.  

Les adaptateurs des reads sont ensuite enlevés par fastp 0.20.1 [586]. Les reads sont 

également filtrés sur leur qualité de séquençage, en éliminant les reads ayant plus de 40 % de 

bases avec un score phred inférieur à 30. Pour l’alignement génomique, STAR 2.7.5a [587] est 

utilisé avec le génome GRCh38.p13 issu du NCBI (version "analysis set") et avec l’annotation 

de Ensembl (version 96). Le sashimi plot est construit à partir de cet alignement en utilisant 

ggsashimi 1.1.5 [588], en affichant uniquement les jonctions représentées au moins 10 fois. 

Pour la quantification des transcrits à partir des fichiers produits par fastp, kallisto 0.46.2 

[589] est utilisé sur le transcriptome de référence et l’annotation d’Ensembl (version 96). Puis 

la normalisation et les comparaisons sont effectuées avec DESeq2 1.30.1 [590]. Les transcrits 

sont considérés comme différentiellement exprimés si leur p-value ajustée est inférieure à 0.05 

et si la valeur absolue du log2(FoldChange) est supérieure à 1. Les analyses de sur-

représentation et d’enrichissement des ontologies GO et KEGG sont faites avec clusterProfiler 

3.18.1 [591]. Les heatmaps sont produites avec le package ComplexHeatmap 2.6.2 [592]. 
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17. 3’SRP et traitements des données bio-informatiques  

 

Les cellules HOSn (2 réplicats biologiques), HOS JQ1R (4 réplicats biologiques), HOS 

JQ1R transduites avec le shCT (6 réplicats biologiques) ou le sh388 (4 réplicats biologiques) 

sont cultivées pendant 96 heures avec ou sans doxycycline (1µg/mL). 25 ng/µL d'ARN de 

chaque échantillon sont envoyés à la plateforme GenoBiRD afin d’être séquencés. 

Les bibliothèques du protocole de profilage 3'seq-ARN (3'SRP) sont préparées à partir 

de l'ARN de réplicats de chacune des conditions suivantes : HOS (HOSn), HOS JQ1R, HOS 

JQ1R avec sh388 avec et sans doxycycline (HOS JQ1R sh388 dox et HOS JQ1R sh388 no 

dox), HOS JQ1R shCT avec et sans doxycycline (HOS JQ1R shCT dox et HOS JQ1R shCT no 

dox). Les queues poly(A) des ARNm sont marquées avec des adaptateurs universels, des codes-

barres bien spécifiques et des identificateurs moléculaires uniques (UMI) pendant la 

transcription inverse avec changement de modèle. Les ADNc codés avec un code-barre 

provenant de plusieurs échantillons sont ensuite regroupés, amplifiés et marqués à l'aide d'une 

approche de fragmentation par transposon qui enrichit les extrémités 3' des ADNc : 200ng 

d'ADNc complets sont utilisés comme entrée dans le kit Nextera™ DNA Flex Library Prep. Le 

séquençage est effectué sur un NovaSeq 6000 avec des lectures de 17*-8-105* cycles. 

Les adaptateurs sont enlevés par Cutadapt 1.18 [593]. Les reads sont alignés avec BWA 

0.7.17 [594] sur le transcriptome d’Ensembl version 96, puis les duplicats de PCR sont enlevés 

grâce à la méthode directionnelle de umi_tools 1.0.1 [595]. Ils sont quantifiés avec Salmon 

1.6.0 [596]. La normalisation et les seuils appliqués ensuite sont identiques à ceux utilisés pour 

le RNA-seq. 

 

18. Séquençage Sanger  

 

L'ADN total est extrait à partir de culots secs de cellules HOSn et HOS JQ1R à l'aide 

du Mini-Kit d’ADN génomique PureLink (ThermoFisher Scientific) en suivant le protocole du 

fabricant. Le fragment d’ADN comportant le gène KRAS est amplifié à l’aide d’une qPCR. La 

vérification de l’amplification du fragment est réalisée sur gel d’agarose à 1.2 %. Un mix 

d’ADN (10 ng/µL) et d’amorces (10 µM), référencées dans le tableau XI est envoyé en 

séquençage chez Eurofins. 

 

Tableau XI : Séquences d'amorces pour le séquençage Sanger 
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N° 

séquençage 
Nom des amorces Amorce sens Amorce anti-sens 

1 KRAS 

5’-

CGCAGAACAGCAGTCTGGCTAT

TTA -3’ 

3’-

CCTCTATTGTTGGATCATATTCCCG

TCCAC -5’ 

2 

KRASHOSn_cDNA 
5’-CATTTCGGACTGGGAGCGAG 

-3’ 
3’-CTCCTCTTGACCTGCTGTGT -5’ 

KRASHOSJQ1R_cDNA 
5’-CATTTCGGACCCGGAGCGAG 

-3’ 
3’- CTCCTCTTGACCTGTTGTGT-5’ 

 

19. Dosage du glucose et du lactate 

 

Les kits de dosage Glucose-GloTM (Promega) et Lactate-GloTM (Promega) sont 

utilisés selon les protocoles des fabricants afin de déterminer les niveaux de glucose et de lactate 

dans le milieu de culture HOSn et HOS JQ1R. Pour ces expériences, les cellules sont cultivées 

dans du DMEM à faible teneur en glucose (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium – Low 

Glucose, Sigma-Aldrich). 

75 000 cellules HOSn et HOS JQ1R sont ensemencées en plaque 6 puits. A 24, 48, 72 

et 96 heures, 2µL de milieu de culture sont prélevés et dilués dans 98µL de PBS, puis stockés 

à -20°C. A ces mêmes temps, les cellules sont comptées. Au moment du dosage de glucose et 

de lactate, les différents échantillons sont décongelés et de nouveau dilés dans 100 µL de PBS. 

Les réactifs des deux kits sont préparés, selon les instructions du fournisseur. 50 µL 

d’échantillon et 50 µL de réactif sont déposés dans un puits dans une plaque 96 puits noire à 

fond noir. Cette plaqua est agitée pendant 1 minute, puis incubée 60 minutes à température 

ambiante. La luminescence est mesurée à l’aide du TriStar LB 941 (BERTHOLD 

Technologies). La normalisation est faite en fontion du nombre de cellules, permettant ainsi 

d’obtenir une valeur en UA/nombre de cellules. 

 

20. Seahorse 

 

Un kit de mitose cellulaire Seahorse XF et un mini-analyseur Seahorse XF HS (Agilent) 

sont utilisés pour détecter le taux de consommation d'oxygène (OCR), et le taux d'acide 

extracellulaire (ECAR). Les cellules sont ensemencées dans une plaque 8 puits à raison de 17 

500 cellules par puits pour les HOSn et 20 000 cellules par puits pour les HOS JQ1R et incubées 

pendant 24 heures. Les cellules sont ensuite lavées avec du PBS, puis avec du milieu Sigma 

contenant du glucose (25 mM), de la glutamine (4 mM), du pyruvate (1,25 mM). 180 µL de 
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milieu Sigma sont ajoutés dans chaque puits et de l’oligomycine (1µM), du CCCP 

(carbonylcyanure m-chlorophénylhydrazone) (1,5 µM), de la roténone (1 µM) et de 

l’antimycine A (1 µM) sont injectés automatiquement pour mesurer l'OCR et l'ECAR. Les 

valeurs OCR et ECAR sont calculées après normalisation par rapport au nombre de cellules 

HOSn et HOS JQ1R et sont représentées sous forme de moyenne +/- SD. 

 

21. Mesure de l’activité de la lactate déshydrogénase 

 

L'activité de la lactate déshydrogénase est mesurée avec le kit Lactate Dehydrogenase 

Activity Assay (Sigma-Aldrich). Les cellules HOSn et HOS JQ1R sont homogénéisées dans du 

tampon de dosage lactate dehydrogenase (LDH) froid. Les composés insolubles sont ensuite 

éliminés via une centrifugation à 10 000g pendant 15 minutes à 4°C. La fraction soluble est 

utilisée pour le dosage. Pour une réaction, 48 µL de tampon sont mélangés à 2 µL de subtrat 

LDH. 50 µL de ce réactif sont ajoutés à 25µL d’échantillon et 25 µL de tampon. En parallèle 

une gamme allant de 0 à 12.5 nmole/puits de NADH est réalisée. Une première mesure 

d’absorbance à 450 nM est réalisée après 2 à 3 minutes d’incubation. Des lectures sont ensuite 

réalisées toutes les 5 minutes, jusqu’à ce que la valeur de l’échantillon le plus actif soit 

supérieure à la valeur de la gamme la plus élevée (12.5 nmoles/puits). La mesure finale, pour 

le calcul de l’activité enzymatique est l’avant-dernière lecture. Afin de déterminer l’activité 

enzymatique, le bruit de fond, obtenu par la valeur 0 nmole/puits de la gamme, est tout d’abord 

soustrait de chaque échantillon, puis la différence entre la mesure initiale et la mesure finale est 

calculée. Cette valeur est ensuite comparée à celles obtenues avec la gamme dans le but de 

déterminer la quantité de NADH générée. L’actvité enzymatique est ensuite calculée selon la 

formule suivante : activité enzymatiquenmole/min/mL = (quantité de NADH générénmole/(temps de 

réactionminutes*volume de d’échantillonmL))*facteur de dilution.  

 

22. Analyses statistiques 

 

Les analyses statistiques sont réalisées à l’aide du logiciel GraphPad Prism (GraphPad 

Software, Inc. Version6). Le risque α considéré est de 5% (* = p<0,05, ** = p<0,01, *** = 

p<0,001 ; ****=p<0,0001). 

En ce qui concerne les analyses in vitro, des tests statistiques ANOVA 2 voies en 

comparaisons multiples sont réalisés pour comparer les moyennes des réplicats biologiques. 



 

 134 

Pour les tests de métabolisme, notamment la quantification transcriptionnelle de LDHA et la 

mesure de son activité, le test Mann Whitney est utilisé.  

In vivo, un test ANOVA 2 voies est réalisé avec les valeurs de progression de la tumeur 

(volume de la tumeur à J33 - volume de la tumeur à J12 après injection). Des tests t de Student 

non appariés entre les groupes "JQ1" et "chloroquine + JQ1" sont également réalisés pour 

rendre compte d’un éventuel effet bénéfique significatif de la combinaison du JQ1 et de la 

chloroquine par rapport au JQ1 seul à différents jours de traitement. 
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Chapitre I : L’inhibition des protéines à Bromodomaine et domaine 

ExtraTerminal induit l’autophagie dans l’ostéosarcome 

 

1. Introduction  

 

Récemment, plusieurs études ont montré que les traitements anti-cancéreux induisent 

l'autophagie. Néanmoins, le rôle de l’autophagie dans le traitement anti-tumoral est controversé, 

puisque son induction augmente ou diminue l’activité anti-cancéreuse des traitements. 

L’autophagie joue sonc un double rôle dans le développemert du cancer. D’une part, certaines 

études montrent un effet anti-tumoral due à l’induction de l’autophagie. D’autre part, 

l’induction de l’autophagie peut être cytoprotectrice pour les cellules tumorales et ainsi limiter 

l’efficacité des traitements anti-cancéreux. Il semblerait que ce processus biologique agisse 

comme un mécanisme suppresseur de tumeur seulement à des stades précoces de la 

tumorigenèse. A des stades plus avancés du développement du cancer, l’autophagie serait pro-

tumorale et agirait alors comme un promoteur de tumeur. L’autophagie constitue alors une cible 

potentielle pour le traitement du cancer [597,598]. A des stades précoces de développement 

tumoral, l’autophagie pourrait être activée dans le but d’amplifier son effet anti-tumoral et, à 

l’inverse, elle pourrait être inhiber à des stades plus tardifs de la tumorigenèse dans le but de, 

cette fois-ci, le limiter  

 

Tout comme dans les traitements conventionnels tels que la radiothérapie, la 

chimiothérapie ou encore l’endocrinologie, l’autophagie est induite par les inhibiteurs de 

protéines BET dans différentes lignées tumorales [460,562]. L’induction par le JQ1 d’un 

mécanisme autophagique pro-survie a par exemple été montré dans de cancer de l’ovaire [599].  

La première partie de ma thèse a pour but d’étudier l’effet anti-tumoral de l’inhibition 

de l’autophagie, amplifiée dans les cellules traitées par les inhibiteurs de protéines BET, en 

combinaison ou non avec des inhibiteurs de protéines BET, dans l’ostéosarcome.  

Même s’ils ont été rédigés en français les résultats de cette partie de thèse ont été mis 

en format papier et, après que les expériences aient été répétées au moins 2 fois, ils feront l’objet 

d’une soumission.  

 

2. Résultats 
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Article en préparation 

L'ostéosarcome (OS) est la tumeur osseuse primaire la plus répandue, touchant principalement 

les enfants et les adolescents avec un pic d'incidence à 18 ans [82]. Depuis les années 1970, l'utilisation 

d'agents chimiothérapeutiques a amélioré le taux de survie des patients atteints d'OS [127,171]. 

Cependant, le taux de survie à 5 ans des patients présentant une mauvaise réponse, des métastases 

au moment du diagnostic ou une maladie récurrente (20 % des patients) chute dramatiquement à 20%. 

Par conséquent, le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques est nécessaire, telles que 

les inhibiteurs des protéines à bromodomaine et domaine extra-terminal (BET), qui se sont avérés être 

une approche thérapeutique prometteuse dans divers cancers [450]. 

Les protéines BET sont des lecteurs épigénétiques de l'acétylation des histones impliqués dans 

le remodelage de la chromatine et dans la régulation transcriptionnelle de multiples gènes. Les 

protéines BET et, en particulier, BRD4 sont impliquées dans des maladies humaines, dont le cancer. En 

effet, les niveaux de BRD4 sont augmentés dans diverses tumeurs incluant l'OS [331], induisant une 

expression aberrante des gènes liés à la survie et à la croissance [460]. Les protéines BET sont donc 

devenues des cibles potentielles et attractives pour le traitement de nombreuses maladies comme le 

cancer [301]. 

Des inhibiteurs compétitifs des protéines BET bloquent la liaison des protéines BET à la 

chromatine et empêchent la transcription d'oncogènes clés. L'inhibition des protéines BET entraîne 

ainsi l'inactivation transcriptionnelle de plusieurs voies oncogènes tels que c-MYC [300] ,  YAP[356], 

NOTCH3 [13,14] et RUNX2 [5]. Les inhibiteurs de protéines BET ont montré leur efficacité dans de 

nombreuses tumeurs hématologiques et solides [302,423]. Dans l'OS, l’inhibiteur BET, JQ1, a montré 

une efficacité thérapeutique in vitro, en réduisant la viabilité des lignées cellulaires d'OS, mais aussi 

dans des modèles précliniques en retardant la croissance tumorale et en prolongeant la survie des 

animaux [5]. Néanmoins, les cellules cancéreuses peuvent s’adapter aux traitements par l’activation 

de voies de signalisation ou l’induction de processus biologiques pour et ne pas répondent au 

traitement. Par exemple, il est décrit que l’inhibition de protéines BET par JQ1 induit l’autophagie via 

l’activation de la voie Akt/mTOR dans les cancers de l’ovaire, rendant les cellules tumorales résistantes 

aux inhibiteurs de protéines BET [599].  

L'autophagie est un système d'auto-dégradation conservé qui est essentiel au maintien de 

l'homéostasie cellulaire dans des conditions de stress. Ce mécanisme biologique joue un rôle complexe 

dans le cancer puisqu'il peut empêcher l'accumulation de protéines et d'organites endommagés afin 

de diminuer l'activité tumorale, mais il peut également fournir aux cellules tumorales des nutriments 

qui les aident à survivre et à se développer plus rapidement [562]. En effet, certaines études ont 
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montré que les thérapies anticancéreuses telles que la chimiothérapie, la radiothérapie et 

l'endocrinothérapie induisent l'autophagie dans les cellules cancéreuses, mais les résultats concernant 

la relation entre l'autophagie et l'effet thérapeutique restent controversés [570]. Certaines études ont 

montré que l'autophagie joue un rôle protecteur pour les cellules tumorales vis-à-vis de certains 

médicaments et favorise la survie de certaines lignées cellulaires cancéreuses [18-24], menant au 

développement de résistance aux traitements [25]. 

Dans cette étude, nous confirmons que JQ1 induit l'autophagie dans des lignées cellulaires 

d'OS. De plus, nous demontrons pour la première fois que l’inhibition de l’autophagie avec différents 

inhibiteurs chimiques et l’utilisation de JQ1 bloquent de manière synergique la prolifération tumorale 

et induisent l’apoptose in vitro dans différentes lignées d’OS, et ralentissent la progression tumorale 

in vivo dans un modèle préclinique d’OS. 

 

Matériels et méthodes :  

 

Réactifs : 

La chloroquine (CHQ) provient de Sigma-Aldrich et est dissoute dans l'eau à une concentration 

de 5 mM. La bafilomycine (Baf-A) et la 3-méthyladénine (3-MA), provenant de Sigma-Aldrich, sont 

dissoutes dans du diméthylsulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich) à des concentrations de 100 µM et 100 

mM, respectivement. Tous ces inhibiteurs de l’autophagie sont stockés à -20°C. 

Le JQ1 (Laboratoire Qi) est donné au laboratoire par Jun Qi (Dana-Farber Cancer Institut). Pour les 

études in vitro, JQ1 est préparé à une concentration de 40 mM dans du DMSO et stocké à -20°C. Pour 

les études in vivo, JQ1 est également dissous dans du DMSO à 50 mg/mL, puis dilué dans de 

l'hydroxypropyl-β-cyclodextrine (HP-β-CD, Sigma-Aldrich) à 10 % pour obtenir une dose finale de 50 

mg/kg, et conservé à 4 °C. Le HP-β-CD à 10 % est préparé dans de l'eau stérile filtrée avec un filtre de 

0,22 μm. 

 

Culture cellulaire : 

Les lignées cellulaires d'OS HOS-MNNG, 143B, U2OS et KHOS proviennent de l'American Type 

Culture Collection. Les cellules sont cultivées dans du Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, 

Lonza) complémenté de 10 % de sérum de veau fœtal (SVF, Biowest). Les cellules sont incubées dans 
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une atmosphère humide à 37°C, 5 % de CO2 et 95 % d'air. La culture cellulaire est réalisée dans des 

conditions stériles. 

 

Test de viabilité cellulaire : 

Les cellules sont ensemencées dans des plaques 96 puits à J0. A J1, les cellules sont traitées ou non 

pendant 96 heures aux concentrations indiquées. Les cellules sont ensuite fixées pendant 5 minutes 

avec du glutaraldéhyde à 10 % (Sigma-Aldrich) et sont colorées pendant 5 minutes avec 50 µL de cristal 

violet à 0,1 % (Sigma-Aldrich). Après 24 heures de séchage, la coloration au cristal violet est solubilisée 

dans une solution de Sorensen (9mg de citrate trisodique, 305 mL d'eau distillée, 195 mL de HCl 0,1N 

et 500 mL d'EtOH 90 %) et l'absorbance est mesurée à 570 nm à l'aide du Victor2 (Perkin Elmer).  

 

Test de synergie : 

Les cellules sont ensemencées et  traitées avec des concentrations croissantes de chaque drogue seule 

(CHQ, Baf-A, 3-MA ou JQ1) ou en combinaison (JQ1 combiné à CHQ, 3-MA ou Baf-A), selon un ratio 

constant entre les deux drogues pendant 72h, puis une coloration au cristal violet est réalisée comme 

décrit précedemment afin d’évaluer les effets induits. L’effet sur la viabilité cellulaire et la 

concentration de traitement utilisée sont renseignés dans le logiciel Calcusyn (Version 1.1). Ce logiciel 

détermine ensuite l’indice de combinaison (IC) à différentes doses-effets (DE) selon la méthode de 

Chou-Talalay [584]. Un IC inférieur à 1 correspond à un effet synergique des deux traitements 

combinés, comparativement à l’effet antagoniste caractérisé par un IC supérieur à 1. Un IC égal à 1 

détermine un effet additif.  

 

Tests de clonogénicité :  

Les cellules subissent un prétraitement de 48 heures avec des inhibiteurs d'autophagie et/ou avec JQ1. 

À la fin de la période de traitement, les cellules sont trypsinées, comptées et réensemencées à 1 000 

cellules par puits dans des plaques à 6 puits. Le milieu sans traitement est changé tous les deux jours. 

Les colonies sont fixées avec du glutaraldéhyde à 10% (Sigma-Aldrich) après 14 jours de culture et sont 

colorées avec du cristal violet à 0,1% (Sigma-Aldrich). Les plaques sont ensuite photographiées. 

 

Extraction d’ARN et qPCR :  
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L'ARN total est extrait des cellules à l'aide du kit NucleoSpin® RNA plus (Macherey-Nagel) en suivant le 

protocole du fabricant. Un µg d'ARN est ensuite transcrit de manière inverse à l'aide du kit MaximaTM 

H Minus First Strand cDNA synthesis (ThermoFisher Scientific). La PCR quantitative en temps réel est 

réalisée sur 20 ng/µL d’ADNc à l'aide du système de PCR en temps réel QuantStudio 7 Flex (Thermo 

Fisher Scientific) avec du SYBR® Select Master Mix (Life Technologies) et les amorces d'ADN, 

répertoriées dans le tableau 1. L'expression des gènes cibles est normalisée par rapport au niveau de 

Glyceraldéhyde-3-Phosphate Déhydrogénase (hPRT) et de β-2-Microglobuline (B2M) dans les 

échantillons respectifs. La méthode comparative du seuil de cycle (Ct) est utilisée pour déterminer la 

quantité relative des ARNm cibles. La comparaison de l’expression relative normalisée des gènes cibles 

est réalisée à l’aide de la méthode de calcul 2-ΔΔCt. 

Nom des amorces Sens Anti-sens 

B2M 5’-TTCTGGCCTGGAGGCTATC-3’ 3’-TCAGGAAATTTGACTTTCCATTC-5’ 

hPRT 5’- TGACCTTGATTTATTTTGCATACC-3’ 3’- CGAGCAAGACGTTCAGTCCT –5’ 

SQSTM1 5’ – TGCCCAGACTACGACTTGTG – 3’ 3’ – GAGAAGCCCTCAGACAGGTC – 5’ 

Séquences d'amorces pour la RT-qPCR quantitative. 

 

Extraction protéique et western-blot :  

Les cellules, sous forme de culot cellulaire, sont lysées pendant 30 minutes avec 30 à 100 µL, selon les 

culots cellulaires, de tampon Radio-Immuno-Precipitation Assay (RIPA, Santa-Cruz) contenant un 

cocktail complet d'inhibiteurs de protéases (PIC), du fluorure de phénylméthyl-sulforyl (PMSF) et de 

l'orthovanadate de sodium (NAVO4) (Santa Cruz). Les lysats cellulaires sont débarrassés des débris 

cellulaires par centrifugation à 10 000 rpm pendant 10 minutes. La concentration en protéines est 

déterminée à l'aide d’un dosage colorimétrique à l'acide bicinchoninique (BCA) (Sigma-Aldrich), 

conformément aux instructions du fabricant, l'absorbance étant mesurée à 562 nm à l'aide du lecteur 

de plaques Victor2 (Perkin Elmer). Les protéines (30 µg) sont dénaturées par le tampon Laemmli (62,5 

mM Tris-HCl, pH 6,8, 2 % SDS, 10 % glycérol, 5 % 2-mercaptoéthanol, et 0. 001 % de bleu de 

bromophénol) à 95°C pendant 5 minutes, avant d'être séparées par électrophorèse sur gel de 

polyacrylamide contenant du dodécylsulfate de sodium (SDS-PAGE) à 100 V pendant 3 heures à 

température ambiante et transférées sur une membrane de transfert de 0,45 µm en fluorure de 

polyvinylidène (PVDF) (Immobilon-FL, Merck Millipore) à 30 V pendant une nuit à 4°C. La membrane 

est séchée pendant 10 minutes à 37°C, est réactivée dans du méthanol puis saturée pendant 1 heure 

à température ambiante dans un tampon de saturation TBS-tween (intercept ®, LI-COR). La membrane 
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est incubée pendant une nuit à 4°C avec les anticorps primaires dans ce même tampon de saturation. 

Les protéines cibles sont détectées par analyse western blot avec les anticorps LC3B (1/1000 ; Cell 

Signaling Technology ; 3868) et vinculine (1/5000 ; Cell Signaling Technology ; 13901). Après des 

lavages de 3x10 minutes avec du TBS-Tween 1X, la membrane est incubée 1 heure à l'obscurité avec 

les anticorps secondaires : Goat anti-rabbit (IRDye® 800CW; 926-32211, LI-COR) and Goat anti-mouse 

(IRDye® 680RD; 926-68071; LI-COR) dilués au 1/20000. La liaison des anticorps est visualisée avec le 

système de fluorescence (Odyssey FC, LI-COR). 

 

Mesure de l’activité des caspases 3 et 7 : 

L'activité des caspases-3 et -7 est évaluée à l’aide du kit Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/7 Assay 

(Promega). Le réactif du kit est préparé en diluant au 1/100ème le substrat pro-fluorescent des caspases-

3 et -7, la rhodamine, dans du tampon bifonctionnel de lyse et d’activité cellulaire. 25 µL de ce réactif 

sont ajoutés à 10 μL de lysats cellulaires totaux, préalablement dosés à l'aide du kit de dosage de l'acide 

bicinchoninique (BCA) (Sigma-Aldrich), conformément aux instructions du fabricant, et dilués dans 15 

µL de tampon Radio-Immuno-Precipitation Assay (RIPA, Santa-Cruz). Après 3 heures d’incubation, la 

fluorescence à 521 nm est mesurée avec le TriStar LB 941 (BERTHOLD Technologies). La quantité de 

produit fluorescent généré est représentative de la quantité de caspases-3 et -7 actives présente dans 

l’échantillon. La normalisation est faite à l’aide des concentrations déterminées lors du dosage 

protéique de chaque échantillon, permettant ainsi d’obtenir une valeur en Unité Arbitraire/µg de 

protéines (UA/µg de protéines). 

 

Immunofluorescence et microscopie confocale :  

10 000 cellules sont ensemencées en plaque Ibidi µ-Slide 8-puits (ibidi) pendant 24h. Les cellules sont 

traitées avec 1 µM de JQ1 pendant 24 heures et/ou 50 µM de chloroquine pendant 4 heures. Les 

cellules sont fixées avec une solution froide de méthanol, acétone 3 % pendant 10 minutes à -20°C, 

puis les cellules sont perméabilisées avec du PBS Triton 0,3 % pendant 10 minutes. La saturation est 

réalisée avec du PBS 3 % de lait écrémé en poudre pendant 30 minutes. L'anticorps primaire dirigé 

contre la protéine LC3-B (3868S, Cell signaling) dilué à 1/300 dans du PBS, 1 % BSA est incubé pendant 

la nuit à 4°C. L'anticorps secondaire, ZenonTM Alexa FluorTM 488 Rabbit IgG (Invitrogen), dilué au 

1/500 dans du PBS, 0,1 % Triton, 2 % sérum de chèvre, 1 % BSA, est incubé 1 heure à température 

ambiante. Le DAPI (Sigma-Aldrich) dilué au 1/5 000 dans du PBS est incubé 15 minutes sous agitation. 
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Du milieu de montage Ibidi (ibidi) est placé dans chaque puits. Les images sont acquises à l'aide d'un 

microscope confocal (NIKON Eclipse Ti) et traitées avec ImageJ. 

 

Expérimentations in vivo :  

Des souris nudes NMRI femelles âgées de 4 semaines provenant de la société Janvier sont utilisées 

pour les expériences in vivo, conformément aux recommandations des structures en charge du bien-

être animal (SBEA) et en accord avec le comité d'éthique (saisine Apafis #8405). Après 1 semaine 

d'acclimatation dans l'animalerie, 1,5 millions de cellules HOS-MNNG négatives pour les mycobactéries 

sont injectées par souris dans la région paratibiale. Les souris sont réparties au hasard en 4 groupes de 

traitement, avec 8 souris par groupe : "contrôle", "chloroquine", "JQ1" et "chloroquine + JQ1". JQ1 et 

la chloroquine sont injectés par voie intra-péritonéale à des concentrations de 50 mg/kg/jour et 25 

mg/kg/jour, respectivement. Le volume tumoral est mesuré sur chaque souris tous les 2 ou 3 jours, 

selon le calcul : longueur*largeur*épaisseur/0,5236. Lorsque le volume tumoral atteint 2000 mm3 

(point final) ou après 24 jours de traitement (fin de l'expérience), les souris sont sacrifiées et les 

tumeurs sont prélevées pour réaliser une étude histologique. 

 

Histologie et immunohistochimie : 

Les tumeurs collectées sont fixées 48h en formol 4 % puis inclues en paraffine. Des coupes sériées de 

2µm sont réalisées sur 2 niveaux (Leica Microsystems). Les lames suivantes sont immunomarquées 

afin d’évaluer la prolifération cellulaire (antigène Ki67, Dako, 1:100), l’apoptose (caspase 3 clivée, Cell 

Signaling Technologies, 1:200), et le processus d’autophagie (LC3B / p62, Cell Signaling Technologies  

cat nb. 3868S / 5114S, 1:200). Après déparaffinage, les coupes sont réhydratées et le démasquage 

antigénique réalisé à chaud (Tampon citrate pH6 (Ki67, et caspase 3 clivée) ou Tampon Tris/EDTA pH9 

(LC3B et p62)). L’activité des peroxydases endogènes est inhibée par incubation avec une solution de 

peroxyde d’hydrogène à 3 % (Gifère) et les sites de fixation non-spécifiques sont saturés avec une 

solution contenant 2 % de sérum d’âne non-immun, 1 % de BSA, dilué en TBS tween 0,05 % pH 7,4. 

L’anticorps primaire, dilué en solution de saturation, est incubé 1h à température ambiante et les 

complexes immuns sont détectés à l’aide d’un système ABC (anticorps secondaire biotynilé et 

streptavidine-Peroxydase). La révélation est réalisée  avec la DAB (3, 3'-diaminobenzidine).  Les lames 

sont enfin contre-colorées à l’hématoxyline de Gill-2, déshydratées, éclaircies et montées entre lames 

et lamelles au Pertex. L’acquisition des colorations et immunomarquages est réalisée à l’aide d’un 

scanner de lames (Nanozoomer, Hamamatsu). Pour chacun des trois immunomarquages les images 
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réalisées dans un champ représentatif du front de progression tumorale, ont été exportées à partir du 

fichier brut à un grossissement de x10 et au format *.tiff. Sur chacune des images des marquages Ki67  

le profil d’intensité de marquage des noyaux de toutes les cellules du champ a été évalué en 4 

populations : les fortes intensités, les intermédiaires, les faibles, et les négatives. Cette représentation 

permet de respecter le niveau d’expression du Ki67 au cours du cycle cellulaire [585]. Pour ce faire 

après avoir réalisé une déconvolution d’image en 3 canaux (Plugin Colour Deconvolution, ImageJ), le 

canal correspondant au signal DAB+ (marron, pseudo niveau de gris) a été seuillée en prenant comme 

référence la plus forte intensité de marquage du champ. Puis de manière semi-automatisée, après 

plusieurs étapes de seuillage et segmentation, les éléments (noyaux) sont dénombrés. La distribution 

de chacune des populations est ensuite ramenée au nombre total de noyaux du champ analysé. Pour 

l’étude du marquage de la caspase 3 clivée, l’analyse est évaluée par le pourcentage d’aire dans la 

région d’intérêt après seuillage du signal DAB+ et en mesurant l’aire positive ainsi obtenue. 

 

Analyses statistiques :  

Les analyses statistiques sont réalisées à l'aide du logiciel GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc. 

Version6). Le risque α considéré est de 5 % (*=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001 ; ****=p<0,0001). Pour 

les analyses in vivo, un test ANOVA à 2 voies est réalisé avec les valeurs de progression tumorale 

(volume tumoral à J33 - volume tumoral à J12 après injection). Des tests t de Student non appariés 

entre les groupes "JQ1" et "chloroquine + JQ1" sont également réalisés pour mettre en évidence un 

éventuel effet bénéfique significatif de l'association de JQ1 et de la chloroquine par rapport au JQ1 

seul à différents jours de traitement. 

 

Résultats :  

JQ1 induit l’autophagie in vivo.   
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Figure 22 : JQ1 induit l’autophagie in vivo. Détection immunohistochimique des marqueurs autophagiques LC3B 

et p62 au sein de tumeurs murines d’OS ayant été traitées ou non avec du JQ1. 

 

Comme rapporté dans la littérature pour d’autres types tumoraux, nous avons confirmé dans 

l’ostéosarcome chez la souris que le traitement avec du JQ1 augmente l’autophagie comme montré 

par l’expression forte de LC3-II et p62 dans les conditions traitées JQ1 comparativement aux conditions 

non traitées (Figure 22).  

JQ1 induit l’augmentation du flux autophagique dans différentes lignées cellulaires d’OS 
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Figure 23 : JQ1 induit l’augmentation du flux autophagique dans différentes lignées cellulaires d’OS. (A) 

Estimation du flux autophagique par observation de l’accumulation du marqueur des autophagosomes LC3B-II 

dans les cellules HOS traitées ou non avec 1 ou 5 μM de JQ1 durant 24h par Western Blot. La vinculine est utilisée 

comme contrôle de charge. (B) Observation des « puncta » LC3B (structures LC3B-II positives), permettant de 

visualiser les autophagosomes/autolysosomes dans les cellules HOS-MNNG traitées ou non avec 1μM de JQ1 

pendant 24h. Marquage de LC3 (en vert) par immunofluorescence, et coloration des noyaux avec du DAPI (en 

bleu). Chaque point vert indique la présence d’un autophagosome/autolysosome. Observation par microscopie 

confocale au grossissement ×60. (C) Expression protéique de LC3B-II dans les cellules HOS traitées ou non avec 

1μM de JQ1 durant 24h en présence ou non de 50 μM de chloroquine durant 4h par western blot. (D) Marquage 

de LC3B (en vert) dans la lignée cellulaire HOS traitées avec 50 μM de chloroquine durant 4h par 

immunofluorescence. (E) Expression transcriptionnelle du gène SQSTM1 analysée par RT-qPCR dans les cellules 

HOS, 143B, U2OS traitées ou non avec 1 ou 5 μM de JQ1 pendant 24h et/ou 50 μM de chloroquine durant 4h. 

Moyenne des expressions normalisées relatives (méthode des 2
-ΔΔCt

, +/- sd).  
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Afin d’étudier l’effet de JQ1 sur le taux autophagique des cellules d’OS, les cellules HOS-

MNNG ont été traitées ou non avec 1 ou 5 µM de JQ1 durant 24h et l’accumulation du marqueur 

des autophagosomes LC3B-II a été évalué (Figure 23A). Les résultats montrent JQ1 augmente 

de manière dose-dépendante l’expression protéique de LC3B-II comparativement au contrôle. 

De plus, le marquage par immunofluorescence de LC3B dans la lignée HOS-MNNG montre 

une augmentation du nombre de puncta LC3B positifs (punctas en vert) comparativement au 

contrôle non-traité (Figure 23B), reflétant ainsi une augmentation du nombre 

d’autophagosomes/autolysosomes dans les cellules HOS-MNNG traitées avec JQ1.  

Afin de déterminer si l’augmentation de ce taux autophagique est également associée à 

une activité autophagique plus importante et non à un défaut de l’autophagie, nous avons 

combiné JQ1 à la chloroquine (CHQ), molécule connue pour inhiber la fusion de 

l’autophagosome avec le lysosome. Nos résultats montrent que 1 µM de JQ1 (durant 24h) 

combiné à 50 µM de CHQ durant 4h induit une accumulation de l’expression protéique de 

LC3B-II dans la lignée HOS-MNNG comparativement au contrôle (Figure 23C). De plus, une 

forte accumulation de punctas LC3B est observée dans les cellules HOS-MNNG traitées avec 

CHQ (Figure 23D) comparativement au nombre de punctas présents lors du traitement des 

cellules avec du JQ1 (Figure 23B). Enfin, pour connaitre l’effet du JQ1 sur l’autophagie nous 

avons étudié l’expression transcriptionnelle du gène SQSTM1 codant pour la protéine p62, 

protéine cargo contenue dans l’autophagosome (Figure 23E). Nos résultats montrent une 

augmentation de l’expression de SQSTM1 d’un facteur 3 à 10 lors du traitement des cellules 

d’OS HOS, 143B et U2OS avec 5 µM de JQ1. L’expression transcriptionnelle de ce gène suit 

globalement la même augmentation dans les différentes lignées cellulaires lors du traitement 

des cellules avec CHQ. Toutefois, l’expression de SQSTM1 est 2 à 3 fois plus importante 

lorsque le traitement des cellules avec 5 µM de JQ1 est associé à CHQ comparativement aux 

conditions traitées seules. Ces résultats démontrent donc une augmentation du flux 

autophagique des cellules d’OS lors du traitement avec JQ1.  
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L’inhibition de l’autophagie potentialise les effets antitumoraux du JQ1 dans l’OS
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Figure 24 : L’inhibition de l’autophagie potentialise l’effet de JQ1 des lignées d’OS. (A) Tests de synergie de JQ1 

avec des inhibiteurs de l’autophagie, la chloroquine (CHQ), la 3-méthyladénine (3-MA) et la bafilomycine-A (Baf-

A) sur la viabilité cellulaire des cellules HOS ou des (B) U2OS ensemencées à 2 500 cellules par puits en plaque 

96 puits, pendant 96h, suivi d'une coloration au cristal. Les courbes et les valeurs de dose-effet ont été générées 

par le logiciel Calcusyn. L’indice de combinaison (IC) est calculé à différentes efficacités (dose-effet) (ED50, 

ED75, ED90) selon la méthode de Chou-Talalay. (C) Tests clonogéniques des cellules HOS, 143B et U2OS 

prétraitées pendant 48h avec 1 µM de JQ1, combiné ou non avec 20 µM de chloroquine puis comptées et 
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ensemencées dans une plaque 6 puits à 1 000 cellules par puits et incubées dans un milieu sans traitement 

pendant 14 jours. Les colonies cellulaires ont été colorées avec du cristal violet, photographiées. (D) Mesure de 

l'activité des caspases 3/7 (AU/µg de protéine) dans les lysats protéiques des cellules HOS et U2OS traitées ou 

non avec 1 µM de JQ1 seul ou en combinaison avec 1mM de 3-MA ou 10 nM de Baf-A pendant 48h. 

 

Dans le but d’étudier les effets de l’inhibition de l’autophagie, induite après un traitement au JQ1, les 

cellules d’ostéosarcome ont été traitées avec des inhibiteurs chimiques de l’autophagie. L’inhibition 

de l’autophagie par CHQ ne semble pas diminuer la capacité clonogénique des cellules HOS-MNNG et 

U2OS, comparativement à la condition contrôle. En revanche, la capacité des cellules HOS semble 

diminuée suite à un traitement au JQ1. Seule la capacité clonogénique des cellules 143B semble être 

légèrement diminuée après un traitement CHQ. Le traitement au JQ1 semble également inhiber la 

capacité clonogénique des cellules 143B (Figure 24C). De plus, l’activité des caspases 3 et 7 dans les 

cellules HOS-MNNG et U2OS semble être augmentée d’un facteur 2 à 3 comparée à celle des cellules 

non-traitées. Dans les cellules HOS-MNNG, il semblerait que l’inhibition de l’autophagie induise une 

augmentation de l’activité des caspases plus importante que le traitement au JQ1. En effet, dans ces 

cellules, l’inhibition de l’autophagie par 3-MA ou Baf-A augmente respectivement de 8 et 3.5 l’activité 

des caspases 3 et 7. Dans les cellules U2OS, le traitement avec 3-MA ne semble pas induire d’apoptose 

puisque l’activité des caspases 3 et 7 est identique à celle des cellules non-traitées. En revanche, 

l’inhibition de l’autophagie avec Baf-A augmente 4,5 fois l’activité des caspases 3 et 7 (Figure 24D). 

Ainsi, de manière générale, l’inhibition de l’autophagie induit l’apoptose dans des lignées cellulaires 

d’OS. Afin de savoir si la combinaison du JQ1 avec des inhibiteurs de l’autophagie pourrait amplifier la 

réponse antitumoral dans les cellules d’OS et devenir une alternative thérapeutique dans le traitement 

de l’OS, les cellules ont été traitées avec le JQ1 combiné aux inhibiteurs de l’autophagie. Nos résultats 

montrent que, de manière générale, la combinaison du JQ1 avec CHQ, 3-MA ou encore Baf-A réduit 

de manière synergique la prolifération cellulaire, et ce pour des doses-effets de 50 %, 75 % ou 90 % 

présentant des IC<1. Seule la combinaison du JQ1 avec la chloroquine à la dose-effet de 50 % semble 

avoir un effet antagoniste (IC>1) sur la prolifération cellulaire des cellules HOS-MNNG (Figure 24A). 

Dans les cellules KHOS, l’association du JQ1 et de CHQ ou Baf-A montre un effet antagoniste sur la 

prolifération cellulaire à une doses-effet de 50 % (IC>1), alors que cet effet est synergique pour des 

doses-effet de 75 % et 90 % (IC<1). Pour des doses-effet de 50 %, 75 % et 90 % la combinaison du JQ1 

avec 3-MA diminue la prolifération cellulaire de manière synergique (Figure 24B). La combinaison de 

JQ1 avec CHQ diminue la capacité clonogénique des cellules d’OS, comparativement à la capacité 

clonogénique des cellules tumorales non-traitées. La capacité clonogénique des cellules HOS-MNNG 

suite au traitement combiné de JQ1 et de la chloroquine semble être identique à celle obtenue après 
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un traitement à la chloroquine et plus importante qu’après un traitement au JQ1. Dans ces cellules, 

l’inhibition de l’autophagie ne semble pas potentialisé l’effet du JQ1 sur la capacité clonogénique des 

cellules. En revanche, la combinaison du JQ1 avec CHQ semble diminuer la taille des clones des cellules 

143B, comparativement à la taille des cellules traitées avec du JQ1 ou non-traitées. De plus la capacité 

clonogénique des cellules U2OS semble être diminuée après un traitement combiné de JQ1 + CHQ 

comparativement aux cellules non-traitées, traitées au JQ1 seul ou à la CHQ seule (Figure 24C). Il 

semblerait donc que la combinaison du JQ1 avec des inhibiteurs de l’autophagie diminue la taille des 

clones ou diminue la capacité clonogénique des cellules d’OS. Les traitements combinés JQ1 + Baf-A 

ou JQ1 + 3-MA augmentent d’un facteur allant de 6 à 19 l’activité des caspases 3 et 7 dans les cellules 

HOS-MNNG et U2OS. De plus, l’activité des caspases 3 et 7 est plus importante suite à un traitement 

combiné de JQ1 et d’inhibiteurs de l’autophagie comparativement aux traitements seuls (Figure 24D). 

L’induction de l’apoptose dans les lignées d’OS est augmentée après un traitement combinant JQ1 à 

des inhibiteurs de l’autophagie.  

 

L’inhibition de l’autophagie potentialise l’effet antitumoral du JQ1 in vivo 
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Figure 25 : L’inhibition de l’autophagie par la chloroquine potentialise l’effet antitumoral de JQ1 dans un modèle 

murin d’OS. Injection de 1,5M de cellules HOS en para-tibiale, et traitement en intra-péritonéale de JQ1 à 

50mg/kg/jour et de CHQ à 25mg/kg/jour. 8 souris par groupe de traitement. Le volume tumoral est mesuré tous 

les 2/3 jours. (A) Evolution du volume tumoral moyen dans chaque groupe de traitement (les barres d’erreur 

représentent l’erreur standard à la moyenne (SEM) ($ : effet significatif de l’interaction entre JQ1 et CHQ calculé 

par un test ANOVA 2 voies à J33, p<0.05 ; * : test t non appariés du volume tumorale moyen du groupe « CHQ+JQ1 

» versus le groupe « JQ1 ». (B) Volume tumoral individuel dans chaque groupe de traitement. L’incidence de 

tumeurs supérieure à 1000mm3 est indiquée pour chaque groupe. (C) Progression tumorale calculée entre le jour 

12 et le jour 33 post-injection tumorale (test t non apparié, ns : p<0.05, * : p<0.05, *** : p<0.001). (D) Expression 

de Ki67 évaluée par immunohistochimie dans les xénogreffes d’OS chez des souris. (E) Expression de la caspase-3 

clivée évaluée par immunohistochimie dans les xénogreffes d’OS chez des souris. (F) Détection 

immunohistochimique des marqueurs d'autophagiques LC3 et p62.  
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Nous avons ensuite évalué la pertinence de la combinaison thérapeutique d’inhibiteurs de protéines 

BET avec des inhibiteurs de l’autophagie, in vivo, dans un modèle murin d’OS. Le traitement de JQ1 

seul diminue le volume tumoral moyen comparativement au groupe contrôle. Le traitement avec la 

chloroquine seule n’a pas d’effet sur le volume tumoral comparé au groupe de souris non traitées. La 

combinaison du JQ1 avec la chloroquine induit néanmoins une diminution significative du volume 

tumoral moyen, comparativement au volume tumoral moyen du groupe contrôle (Figure 25A). Au 

niveau individuel, une seule tumeur présentait un volume supérieur à 1 000 mm3 dans le groupe de 

souris traitées avec le JQ1 combiné à la chloroquine, alors qu’il y en avait 5/8 dans le groupe de souris 

traitées avec le JQ1 seul, 7/8 dans le groupe de souris non traitées et 8/8 dans le groupe de souris 

traitées avec la chloroquine seule (Figure 25B). De plus, la progression tumorale (J33-J12) a été 

comparée entre les différents groupes. Le traitement combiné de JQ1 avec la chloroquine ralentie 

significativement la progression tumorale comparativement aux groupes contrôle, chloroquine seule 

ou JQ1 seul. En effet, au jour 33, les volumes tumoraux moyens sont de 1605 mm3 pour le groupe 

contrôle, 1931 mm3 pour le groupe traité avec la chloroquine seule, 1147 mm3 pour le groupe traité 

avec le JQ1 seul et 725 mm3 pour le groupe traité avec la combinaison de JQ1 et de la chloroquine 

(Figure 25C). La médiane et l’écart interquartile de la progression tumorale sont respectivement de 

1500 et 800 mm3 pour le groupe CT, 1900 et 1000 mm3 pour CHQ, 900 et 800 mm3 pour JQ1, et 600 

et 200 mm3 pour JQ1 + CHQ. Seule la progression dans le groupe JQ1 + CHQ est statistiquement 

diminué par rapport au groupe CT. De plus, cette progression est également significativement 

inférieure au groupe JQ1 seul. Les valeurs des écarts interquartiles indiquent également que l’efficacité 

de la combinaison JQ1 + CHQ est moins variable entre individu que l’est 21 JQ1 seul. Ces résultats 

montrent que CHQ potentialise l’effet thérapeutique de JQ1 dans un modèle préclinique d’OS, et 

suggèrent que l’inhibition de l’autophagie permet d’augmenter la sensibilité des cellules tumorales à 

JQ1. Les analyses de marquage de Ki67 après seuillage des intensités de marquage (intensité négative, 

faible intensité, intensité intermédiaire, forte intensité) a permis de comparer les différentes 

populations de cellules tumorales en prolifération ou non. La combinaison JQ1 + CHQ diminue 

l’expression de Ki67 forte intensité comparativement aux groupes CT, JQ1 seul ou CHQ seule, 

suggérant une diminution prolifération tumorale. En effet, suite à un traitement de JQ1 associé à la 

chloroquine, le pourcentage total de cellules exprimant fortement Ki67 est diminué d’un facteur de 

2,25 comparativement aux conditions sans traitement ou traitements seuls.  

 

Discussion : 
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Dans notre étude, nous avons montré que JQ1 induit l’autophagie dans un modèle préclinique d’OS. 

En effet, après un traitement à JQ1, les marquages immunohistochimiques montrent une 

augmentation des marqueurs autophagique LC3B et p62 dans le tissu tumoral comparativement aux 

tissus d’animaux non-traités. Cette même observation a également été faite dans un modèle murin de 

cancer de la vessie [562]. Nous avons ensuite montré que JQ1 induit l’autophagie in vitro. En effet, JQ1 

augmente l’expression transcriptionnelle de SQSTM1 ainsi que l’expression protéique de LC3B-II dans 

les cellules d’ostéosarcome. De plus, les analyses d’immunofluorescence montrent également une 

surexpression du marqueur autophagique LC3B-II. L’induction de l’autophagie suite à un traitement 

JQ1 a également été montré dans d’autres cellules tumorales mais aussi dans d’autres modèles 

pathologiques tels que dans des lésions de la moëlle épinière [600]. Dans des cellules cancéreuses de 

la vessie l’autophagie est induite via l’activation de la voie LKB1/AMPK, jouant un rôle dans la 

suppression tumorale [562]. L’induction de l’autophagie a limité la prolifération cellulaire, signifiant 

dans ce cas que l’autophagie joue un rôle antitumoral. A l’inverse, dans le cancer ovarien,  l’induction 

de l’autophagie suite au traitement de JQ1 possède un rôle pro-survie [599]. Ainsi, l’inhibition de 

l’autophagie pourrait limiter la survie des cellules tumorales. Dans des cellules cancéreuses 

colorectales, par exemple, l’inhibition de l’autophagie par le 3-MA favorise l’apoptose [601]. 

L’utilisation d’inhibiteurs de l’autophagie pourrait potentialiser les effets antitumoraux du JQ1. Dans 

nos cellules d’OS, le ciblage de l’autophagie par l’utilisation d’inhibiteurs chimiques tels que la 

chloroquine, la 3-méthyladénine et la bafilomycine potentialise de manière synergique les effets 

antitumoraux du JQ1 dans plusieurs lignées d’OS, montrés par une diminution de la viabilité et de la 

capacité clonogénique ainsi qu’une augmentation de l’apoptose dans les cellules d’OS. In vivo, la 

combinaison JQ1 + CHQ ralentie la progression tumorale dans un modèle préclinique murin d’OS. La 

combinaison de JQ1 avec la chloroquine limite la prolifération tumorale et induit l’apoptose. A notre 

connaissance aucune étude n’a pour le moment étudié la combinaison de traitement des inhibiteurs 

de protéines BET avec des inhibiteurs de l’autophagie dans l’OS. Enfin, il a été montré que l’autophagie 

pouvait être un mécanisme potentiel dans la résistance des cellules tumorales aux inhibiteurs de 

protéines BET [599]. Il serait donc intéressant d’étudier si l’inhibition de l’autophagie peut limiter 

l’acquisition de la résistance aux inhibiteurs de protéine BET ou si cette inhibition est capable de lever 

la résistance des cellules tumorales et de les resensibiliser aux effets des traitements. Nos recherches 

suggèrent que la combinaison d’inhibiteurs de protéines BET avec des inhibiteurs de l’autophagie 

pourraient être envisager comme une approche thérapeutique pour l’OS.  
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3. Conclusion/Discussion  

 

Cette première partie de thèse montre qu’un traitement avec l’inhibiteur de protéines 

BET nommé JQ1 induit l’autophagie dans l’OS in vitro et in vivo. De plus, les résultats 

jusqu’alors obtenus suggèraient que l’inhibition de l’autophagie, in vitro et in vivo potentialisait 

les effets anti-tumoraux de JQ1. Les expériences in vitro devront néanmois être réitérées afin 

de confirmer les premiers résultats obtenus. Dans un premier temps, l’estimation du flux 

autophagique par observation de l’accumulation du marqueur des autophagosomes LC3B-II par 

Western-blot et immunofluoresccence devra être réalisée dans d’autres lignées d’OS car elles 

ont, pour le moment, été réalisées uniquement au sein de la lignée HOS-MNNG. Ces résultats 

permettront de confirmer l’induction de l’autophagie dans plusieurs lignées d’ostéosarcome. 

En ce qui concerne les tests de capacité clonogénique, pour les prochaines expériences la culture 

devra être arrétée avant 14 jours afin d’éviter que les clones ne se détachent. De plus, les clones 

devront être comptés pour pouvoir interpréter plus finement l’effet du JQ1, de la chloroquine 

et de la combinaison de ces deux drogues sur les cellules d’OS. L’activité des caspases 3 et 7 

devra également être évaluée dans la lignée d’ostéosarcome 143B. Néanmoins, les résultats 

obtenus jusqu’alors suggèrent un intérêt thérapeutique de la combinaison des inhibiteurs de 

protéines BET avec des inhibiteurs de l’autophagie pour le traitement de l’ostéosarcome.  

Une des limites à l’utilisation des inhibiteurs de l’autophagie est le manque de spécificité 

(action ubiquitaire). Comme beaucoup d’inhibiteurs, ces derniers ne sont pas spécifiques des 

cellules tumorales et pourraient donc aussi affecter le niveau basal d'autophagie des cellules 

normales. 

Les mécanismes en aval de l’induction de l’autophagie ont été identifiés et étudiés. En 

effet, l’amplification de ce processus biologique dans les cellules tumorales contribue à la 

croissance tumorale, à l’échappement à l'apoptose, au maintien de l'angiogenèse, à la 

dissémination métastastatique, à la reprogrammation du microenvironnement tumoral, aux 

modulations du métabolisme, à la conservation de l'intégrité du génome et à l'échappement 

immunitaire [513]. En revanche, les mécanismes en amont de l’induction de l’autophagie 

restent peu connus. En effet, très peu d’études montrent par quel mécanisme JQ1 ou d’autres 

inhibiteurs de protéines BET induisent l’autophagie dans les cellules tumorales. Or, une 

meilleure connaissance et compréhension de ces mécanismes permettrait de proposer des 

approches thérapeutiques ciblant plus spécifiquement les cellules tumorales et limitant plus 

efficacement l’autophagie pro-survie. De plus, l’activation de l’autophagie pro-survie peut être 

une des causes de la résistance aux thérapies conventionnelles telles que la radiothérapie, 
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chimiothérapie, l’endocrinothérapie ou encore certaines thérapies ciblées. Il serait donc 

intéressant de savoir si, dans nos cellules d’OS, l’induction de l’autophagie induite par JQ1 est 

à l’origine de la résistance aux traitements, notamment aux inhibiteurs de BET. S’il s’avère que 

l’autophagie participe aux mécanismes de résistance aux BET inhibiteurs, il serait alors 

intéressant de voir si la thérapie combinée associant des inhibiteurs de protéines BET et des 

inhibiteurs de l’autophagie peut limiter l’acquisition de la résistance ou même lever cette 

résistance et resensibiliser les cellules tumorales aux traitements.  
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Chapitre II : L’autophagie, la surexpression de KRAS, la suractivation 

des voies de signalisation MAPK et PI3K/Akt/mTOR ainsi qu’une 

potentielle dérégulation du métabolisme sont des mécanismes 

impliqués dans la résistance aux inhibiteurs de protéines BET dans 

l’ostéosarcome 

 

1. Introduction  

 

L’efficacité de la thérapie dite « épigénétique » peut, comme pour tout traitement, être 

limitée par l’apparition de mécanismes de résistance. Certains mécanismes de résistance aux 

inhibiteurs de protéines BET ont été observés dans divers tumeurs, expliquant en partie le 

manque de réponse chez certains patients incluent dans des essais cliniques [423,602]. 

L’émergence de la résistance aux inhibiteurs de protéines à BET peut être due à une activation 

du processus autophagique au sein des cellules tumorales. En effet, les traitements anti-

cancéreux, y compris les inhibiteurs de protéines BET, induisent l’induction de l’autophagie 

pro-survie, induisant la résistance des cellules tumorales aux traitements [603–607]. En effet, 

JQI induit l’autophagie dans un modèle de cellules de leucémie myéloïde résistantes à JQ1 

[460]. Dans la partie précédente, nous avons montré que JQ1 induit l’autophagie dans les 

cellules d’OS. D’autres études décrivent que la résistance aux inhibiteurs de protéines BET est 

également due à une activation de récepteurs à tyrosines kinase et de voies de signalisation en 

aval telles que les voies MAPK et PI3K-Akt-mTOR. Par exmple, une étude décrit une 

reprogrammation adaptative d’un réseau de kinases dans le cancer de l’ovaire [458]. De plus, 

la suractivation des voies MAPK et PI3K-Akt-mTOR est décrite comme à l’origine de la 

résistance aux BETi dans les lymphomes [608] ou les neuroblastomes [484]. Néanmoins, aucun 

des mécanismes de résistance aux inhibiteurs de protéines BET mentionnés précédemment n’a 

pour le moment été décrit dans l’OS. Il est cependant nécessaire d’identifier et de comprendre 

les principaux mécanismes de résistance aux inhibiteurs de protéines BET qui pourraient se 

développer dans les OS afin de pouvoir les anticiper et les inhiber. L’objectif de cette partie de 

thèse est donc d’identifer et d’étudier les mécanismes moléculaires de la résistance aux 

inhibiteurs des protéines BET.  
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2. Résultats 

 

a) Développement d’une lignée résistante à JQ1 

La lignée d’ostéosarcome, HOS JQ1R, est résistante à l’effet antiprolifératif et apoptotique de JQ1. 

 

Afin d’anticiper le développement de résistance aux BETi dans l’ostéosarcome, il est 

nécessaire de mettre en évidence les mécanismes cellulaires et moléculaires à l’origine de cette 

résistance. Une lignée d’OS résistante à JQ1 (HOS JQ1R) a alors été développée. Pour ce faire, 

des cellules HOS-MNNG naïves (HOSn) ont été exposées à des doses croissantes de JQ1 

jusqu’à ce qu’elles puissent proliférer avec 24 µM de JQ1, soit 13.6 fois leur IC50, étant de 

1.761 µM. Cette lignée a été caractérisée par des tests de viabilité cellulaire, de clonogénicité 

et d’apoptose (Figure 26). 
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Figure 26 : La lignée HOS JQ1R est résistante au JQ1. (A) Test de viabilité cellulaire des cellules HOSn et HOS 

JQ1R ensemencées à raison de 2 500 et 3 500 cellules par puits, respectivement, traitées avec des concentrations 

croissantes de JQ1 (0 µM à 100 µM) pendant 72h, puis colorées au cristal violet afin d’évaluer la viabilité des 

cellules tumorales. L’IC50 des cellules HOSn est de 1.761 µM et l’IC50 des cellules HOS JQ1R et de 29.02 µM. 

Ces valeurs d’IC50 ont été calculées à l'aide du logiciel GraphPad Prism 6 (* : test statistique ANOVA 2 voies en 

comparaisons multiples, valeur p≤0,05) (N=3). (B-C) Test clonogénique des cellules HOSn et HOS JQ1R traitées 

avec 0, 1 ou 10 µM de JQ1 pendant 48h, puis comptées et ensemencées dans une plaque 6 puits à 1 000 cellules 

par puits et incubées dans un milieu sans JQ1 pendant 14 jours. Les colonies cellulaires ont été colorées avec du 

cristal violet, photographiées (B) et comptées à l’aide du logiciel Fiji (C) (N=3). (D) Mesure de l'activité des 
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caspases-3/7 (AU/µg de protéines) dans les lysats protéiques des cellules HOSn et HOS JQ1R traitées avec 0, 1 

ou 10 µM de JQ1 pendant 48h afin d’évaluer l’apoptose (* : test statistique ANOVA 2 voies en comparaisons 

multiples, valeur p≤0,05) (N=3). (E) Western blot réalisé pour évaluer l'apoptose par la détection de PARP clivé 

dans les lysats protéiques des cellules HOSn et HOS JQ1R traitées ou non avec 5 µM de JQ1 pendant 48h. La β-

actine a été utilisée comme contrôle de charge (N=3). 

 

Le traitement des cellules par JQ1 diminue significativement la viabilité des cellules 

HOSn, comparativement aux cellules HOS JQ1R. En effet, pour une concentration de 10 µM, 

une diminution de 62 % de la viabilité des cellules HOSn est observée contre une diminution 

de seulement 15 % pour les cellules HOS JQ1R. L’IC50 des cellules HOSn est de 1.761 µM, 

tandis qu’elle est de 29.02 µM pour les cellules HOS JQ1R. Une diminution de la viabilité des 

cellules HOSn est observée dès 0.1 µM de JQ1, tandis que la viabilité cellulaire des cellules 

résistantes diminue à partir de 10 µM de JQ1 (Figure 26A). De plus, la capacité clonogénique 

des cellules HOS JQ1R n’est pas affectée par le traitement avec 1 et 10 µM de JQ1, alors qu’elle 

est diminuée pour les cellules HOSn. La capacité clonogénique des cellules HOSn est diminuée 

de 52 % avec un traitement de 1 µM de JQ1 et de 66 % avec un traitement de 10 µM de JQ1. 

Alors que celle des cellules HOS JQ1R diminue de manière non significative d’environ 13 % 

et 2 % après un traitement de 1 µM et 10 µM de JQ1, respectivement (Figure 26B et 26C). 

L’activité des caspases-3/7 des cellules HOSn augmente significativement après un traitement 

de 10 µM de JQ1, alors qu’elle n’augmente que très légèrement dans les cellules HOS JQ1R. 

En effet, l’activité des caspases-3/7 dans les cellules HOSn augmente d’environ 840 UA/µg de 

protéines et d’environ 1650 UA/µg de protéines en présence de 1 µM et de 10 µM de JQ1, 

respectivement, alors que l’activité des caspase-3/7 n’excède pas une augmentation de 330 

UA/µg de protéines dans les cellules HOS JQ1R traitées avec 10 µM de JQ1 (Figure 26D). Ces 

résultats sont confirmés par l’expression de la protéine PARP clivée dans les cellules HOSn 

après un traitement de 5 µM de JQ1, alors qu’elle est absente dans les cellules résistantes ayant 

reçu le même traitement (Figure 26E). Ainsi, l’ensemble de ces résultats confirment la 

résistance des cellules HOS JQ1R à l’inhibiteur BET, JQ1.  

 

La lignée HOS JQ1R est résistante à l’effet antiprolifératif des inhibiteurs des protéines BET mais reste 

sensible à celui des agents de chimiothérapie conventionnels. 
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Figure 27 : Sensibilité des cellules HOSn et HOS JQ1R à l’I-BET 151 et aux agents de chimiothérapie 

conventionnels, mafosfamide, cisplatine et doxorubicine. (A) Test de viabilité cellulaire des cellules HOSn et HOS 

JQ1R ensemencées à raison de 2 500 et 3 500 cellules par puits, respectivement et traitées avec des concentrations 

croissantes d’I-BET 151 (195 nM à 50 µM) pendant 72h, suivi d'une coloration au cristal violet pour évaluer la 

viabilité cellulaire. L’IC50 des cellules HOSn est de 10.16 µM, alors que l’IC50 est de 96.26 µM pour les cellules 

HOS JQ1R. Ces valeurs d’IC50 ont été calculées à l'aide du logiciel GraphPad Prism 6 (* : test statistique ANOVA 

2 voies en comparaisons multiples, valeur p≤0,05) (N=3). (B-D) Sensibilité des cellules HOSn et HOS JQ1R aux 

agents de chimiothérapie conventionnels. Test de viabilité cellulaire des cellules HOSn et HOS JQ1R ensemencées 

à raison de 2 500 et 3 500 cellules par puits, respectivement et traitées avec des concentrations croissantes de (B) 

mafosfamide (78 ng/mL à 20 µg/mL), (C) cisplatine (97 nM à 25 µM), (D) doxorubicine (3,9 nM à 1 µM) pendant 

72h, suivi d'une coloration au cristal violet pour évaluer la viabilité cellulaire (* : test statistique ANOVA 2 voies 

en comparaisons multiples, valeur p≤0,05) (N=3). 

 

Le traitement des cellules tumorales par un autre inhibiteur des protéines BET, I-BET 

151, diminue significativement la viabilité des cellules HOSn, comparativement à la viabilité 

des cellules HOS JQ1R. En effet, à une dose de 50 µM d’I-BET 151, la viabilité des cellules 

HOSn est diminuée de 73.5 %, alors qu’elle n’est diminuée que de 20.4 % pour les cellules 

HOS JQ1R. L’IC50 des cellules HOSn est de 10.16 µM à 72h, tandis qu’elle est de 96.26 µM 

pour les cellules HOS JQ1R (Figure 27A).  

Les cellules HOS JQ1R sont aussi sensibles que les cellules HOSn aux effets 

antiprolifératifs d’agents de chimiothérapie conventionnels tels que le mafosfamide (Figure 
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27B), la cisplatine (Figure 27C) et la doxorubicine (Figure 27D). En effet, la viabilité des 

cellules HOSn et HOS JQ1R n’est pas significativement différente après un traitement avec 

l’un de ces agents de chimiothérapie. Les cellules HOS JQ1R présentent une résistance aux 

BETi, alors qu’elles restent sensibles aux agents de chimiothérapie conventionnels. Ces 

résultats montrent que les cellules résistantes, HOS JQ1R, présentent des mécanismes 

moléculaires spécifiques des inhibiteurs de protéines BET. 

Afin d’identifier les modulations présentent entre les cellules naïves et résistantes aux 

BETi, et plus précisément au JQ1, le transcriptome des cellules HOS JQ1R a été analysé et 

comparé à celui des cellules HOSn par séquençage de l’ARN (RNA-sequencing, noté RNA-

seq).  

 

Les cellules HOSn et HOS JQ1R possèdent un profil transcriptomique différent. 

 

D’après les analyses bio-informatiques issues du RNA-seq les cellules HOS JQ1R 

présentent un enrichissement des voies de signalisation et de processus biologiques 

comparativement aux cellules HOSn (Figure 28). 
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Figure 28 : Les cellules HOSn et HOS JQ1R sont deux lignées distinctes présentant une expression différentielle 

de gènes et de voies de signalisation et processus biologiques. (A) Analyse en composantes principales (ACP) 

issue des données RNA-seq réalisé sur 4 réplicats biologiques de chaque lignée. L’analyse a été réalisée sur les 

valeurs de comptage estimées par DESeq2 et corrigées avec une transformation stabilisante de la variance (vst). 

(B) Volcano plot des transcrits différentiellement exprimés entre les cellules HOSn et HOS JQ1R dont les données 

sont issues du RNA-seq réalisé sur 4 réplicats biologiques de cellules HOSn et HOS JQ1R. Les transcrits sont 

différentiellement exprimés si la p-value ajustée est inférieure à 0.05 et si la valeur absolue du log2FoldChange 

est supérieur à 1. (C) Analyse de surreprésentation des ontologies (processus biologiques de Gene Ontology à 

gauche et KEGG à droite) des transcrits différentiellement exprimés entre les cellules HOSn et HOS JQ1R. Les 

données sont issues du RNA-seq réalisé sur 4 réplicats biologiques pour chaque lignée.  

 

La première composante de l’analyse en composantes principales représente 43.7 % de la 

variance globale observée entre les échantillons (4 échantillons de la lignée HOSn et 4 

échantillons de la lignée HOS JQ1R) et différencie nettement les deux lignées cellulaires, HOSn 

et HOS JQ1R. La deuxième composante, ayant une variance de 29.4 %, montre une variabilité 

intra-groupe. En effet, un des quatre réplicats biologiques est isolé par rapport aux trois autres 

(Figure 28A). De plus, l’analyse différentielle des données RNA-seq met en évidence une 
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expression différentielle des transcrits dans les deux lignées cellulaires, avec 3181 transcrits 

surexprimés (en vert, à droite de la Figure 28B) et 4762 sous-exprimés (en rouge, à gauche de 

la Figure 28B) dans les cellules HOS JQ1R, par rapport aux cellules naïves. Une analyse de 

l’enrichissement des voies de signalisation KEGG et des listes d’ontologie « Biological 

process » de Gene Ontology a été réalisée dans le but de déterminer si des gènes, provenant 

d’une même voie ou d’un même processus biologique, étaient identifiés significativement 

enrichis parmi les transcrits différentiellement exprimés. L’autophagie fait partie d’un des 

processus biologiques le plus significativement enrichi. De plus, d’autres voies pouvant 

interagir avec le processus de l’autophagie telles que « regulation of autophagy », 

« macroautophagy », « regulation of macroautophagy », « positive regulation of autophagy » 

ou encore « mTOR signaling pathway » sont également retrouvées parmi les termes de Gene 

Ontology les plus significativement enrichis (Figure 28C). L’analyse de l’enrichissement des 

voies de signalisation KEGG de Gene Ontology montre également que les cellules HOS JQ1R 

présentent une amplification de voies de signalisation telles que les voies PI3K/AKT/mTOR, 

MAPK ou encore RAS (Figure 28C). Ainsi, les cellules HOSn et HOS JQ1R présentent des 

différences transcriptomiques, avec, dans les cellules résistantes à JQ1, un enrichissement de 

processus biologiques tels que l’autophagie ou encore de voies de signalisation comme les voies 

MAPK ou PI3K/AKT/mTOR comparativement aux cellules HOSn.  

 

b) L’inhibition de l’autophagie, suractivée dans les HOS JQ1R, potentialise l’effet du JQ1 

in vitro  

La lignée HOS JQ1R présente une expression différentielle des transcrits de l’autophagie comparée à la 

lignée HOSn. 

 

Comme évoqué précédemment, l’inhibition de l’autophagie dans les cellules HOSn 

potentialise l’effet de JQ1 (PARTIE I). Ainsi, il serait intéressant d’inhiber ce processus 

biologique dans les cellules HOS JQ1R afin de les sensibiliser au JQ1. Les données issues du 

RNA-seq concernant l’autophagie ont été analysées plus en détails dans les cellules HOSn et 

HOS JQ1R (Figure 29).  
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Figure 29 : Les transcrits de l’autophagie sont différentiellement exprimés dans les cellules HOS JQ1R. (A) 

Heatmap des transcrits différentiellement exprimés entre les cellules HOSn et HOS JQ1R, qui sont également liés 

à l’autophagie (listés dans la base de données humaine KEGG). Les données sont issues du RNA-seq réalisé sur 

4 réplicats biologiques de cellules HOSn et HOS JQ1R. Les transcrits sont considérés comme différentiellement 

exprimés si leur p-value ajustée est inférieure à 0.05 et si la valeur absolue du Log2(FoldChange) est supérieure 

à 1. (B) Expression des transcrits de ULK1, ATG2A et TPP1 dans les cellules HOSn et HOS JQ1R, issue des 

données RNA-seq réalisé sur 4 réplicats biologiques de chaque lignée, exprimée en nombre de reads normalisé et 

représentée sous forme de Boxplot. (C) RidgePlot Gene Ontology et RidgePlot KEGG montrant la répartition des 

transcrits différentielemement exprimés entre les cellules HOSn et HOS JQ1R, selon leur Log2(FoldChange) pour 
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chaque ontologie. Les données proviennent du RNA-seq réalisé sur 4 réplicats biologiques de HOS JQ1R. Les 

transcrits ayant un Log2(FoldChange) supérieur à 0 sont surexprimés alors que ceux présentant un 

Log2(FoldChange) inférieur à 0 sont sous-exprimés. 

 

L’analyse des transcriptomes montre une expression différentielle des transcrits codant 

pour des gènes de l’autophagie entre les cellules naïves et résistantes au JQ1. En effet, 101 

transcrits autophagiques sont surexprimés et 77 sont sous-exprimés dans les cellules HOS JQ1R 

comparés aux cellules HOSn (Figure 29A). Parmi ces transcrits, ULK1, ATG2A et TPP1 sont 

jusqu’à 2, 3.5 et 2.5 fois plus exprimés, respectivement, dans les cellules HOS JQ1R en 

comparaison aux cellules HOSn (Figure 29B). L’analyse de l’enrichissement des listes 

d’ontologie « Biological process » de Gene Ontology et des voies de signalisation KEGG 

(Figure 29C) montre que les gènes, provenant du processus biologique de l’autophagie, sont 

majoritairement surexprimés parmi les gènes différentiellement exprimés dans les cellules HOS 

JQ1R. En effet, une majorité des ontologies sélectionnées, faisant partie de l’autophagie, telles 

que la macroautophagie, la régulation de la macroautophagie ou encore la régulation positive 

de l’autophagie montre une surexpression des transcrits les composants (transcrits ayant un 

Log2(FoldChange) supérieur à 0). D’aprés les données issues du RNA-seq, l’autophagie est 

donc amplifiée dans les cellules HOS JQ1R comparativement aux cellules HOSn.  

 

L’autophagie, suractivée dans les cellules HOS JQ1R comparativement aux cellules HOSn, est induite par 

le JQ1 (Données issues du stage de Master 2 d’Alexandre Pelletier). 

 

Les données issues de l’analyse du transcriptome ont montré une suractivation de 

l’autophagie dans les cellules résistantes. Dans le but de confirmer ces données, les expressions 

des gènes de l’autophagie tels que ULK1 (Unc-51 Like Autophagy Activating Kinase 1) et 

ATG2A (Autophagy-related protein 2 homolog A) ainsi que le gène du lysosome TPP1 

(tripeptidyl peptidase-1) ont été étudiés par RT-qPCR. De plus, l’expression du marqueur des 

autophagosomes LC3B-II a été analysée par western blot et immunofluorescence (Figure 30). 

Ces études ont été réalisées dans le cadre d’un stage de master 2 réalisé par Alexandre Pelletier. 
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Figure 30 : Les cellules résistantes à JQ1 ont une forte activité autophagique, qui est amplifiée après un traitement 

au JQ1. (A) Expression transcriptionnelle des gènes de l'autophagie ULK1 et ATG2A, et du gène du lysosome 

TPP1, analysée par RT-qPCR dans les cellules HOS JQ1R par rapport aux cellules HOSn. Moyenne des 

expressions relatives et normalisées (Méthode 2-ΔΔCt, * : test statistique ANOVA 2 voies en comparaison 

multiples, valeur p≤0,05) (N=3). (B) Expression du marqueur d'autophagosome LC3-II évaluée par western blot 

dans les lysats protéiques des cellules HOS JQ1R en présence de 0, 1 ou 5 µM de JQ1 pendant 48h. La vinculine 

a été utilisée comme contrôle de charge (N=1). (C) Estimation du flux autophagique par western blot révélant 

l'accumulation du marqueur d'autophagosome, LC3-II, dans les lysats protéiques des cellules HOS JQ1R traitées 

avec 0 ou 1 µM de JQ1 pendant 24h, sans ou avec 50 µM de chloroquine pendant 4h. La vinculine a été utilisée 

comme contrôle de charge (N=1). (D) Visualisation des "puncta" (structures positives LC3-II) représentant les 

autophagosomes/autolysosomes par marquage immunofluorescent LC3 (vert) et coloration DAPI des noyaux 

(bleu), dans les cellules HOS JQ1R traitées ou non avec 50 µM de chloroquine pendant 4h, ou avec 1 µM de JQ1 

pendant 24h. Observation par microscopie confocale (grossissement x60) (N=1).  

 

Comparativement aux cellules HOSn, les cellules HOS JQ1R présentent une 

surexpression de gènes impliqués dans l’autophagie, tels que ULK1, gène initiateur de 

l’autophagie, ATG2A, gène impliqué dans l’assemblage des autophagosomes et TPP1, gène 

permettant la dégradation des protéines capturées dans les lysosomes. En effet, les expressions 

de ULK1, ATG2A et TPP1 sont 2, 3 et 7,7 fois plus importantes dans les cellules HOS JQ1R 
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comparées aux cellules HOSn, respectivement (Figure 30A). Le traitement au JQ1 induit une 

augmentation de l’expression de la protéine LC3B-II. D’après le western blot réalisé sur les 

culots protéiques des cellules HOS JQ1R, le traitement avec 1 µM ou 5 µM de JQ1 augmente 

l’expression de la protéine LC3B-II comparativement aux cellules HOS JQ1R non traitées 

(Figure 30B). Ces observations sont également faites avec les marquages immunofluorescents 

de la protéine LC3B-II au sein des cellules HOS JQ1R. En effet, les cellules HOS JQ1R traitées 

avec 1 µM de JQ1 présentent plus de structures LC3B positives (représentées par les punctas 

en vert), c’est-à-dire plus d’autophagosomes (Figure 30D – Acquisition du bas) que les cellules 

HOS JQ1R non traitées (Figure 30D – Acquisition du haut). En revanche, l’augmentation du 

taux autophagique ne signifie pas que les cellules possèdent une activité autophagique plus 

élevée. En effet, les cellules ayant une autophagie défectueuse peuvent présenter une 

accumulation d’autophagosomes. Le flux autophagique a alors été étudié dans les cellules 

traitées avec un inhibiteur de la fusion des autophagosomes et des lysosomes, la chloroquine. 

En présence de cet inhibiteur, une forte accumulation des punctas LC3B (structures LC3B 

positives) (Figure 30D – Acquisition du milieu) ou de la protéine LC3B-II est observée dans 

les cellules résistantes au JQ1 (Figure 30C). 

Ainsi, les résultats obtenus dans la partie I concernant les cellules HOSn et les résultats 

obtenus avec les cellules HOS JQ1R montrent que les cellules résistantes au JQ1 ont une forte 

activité autophagique basale et que le JQ1 induit l’autophagie au sein des cellules HOSn et HOS 

JQ1R. L’élevation de l’activité autophagique pourrait être l’un des mécanismes responsables 

de l’acquisition de la résistance aux inhibiteurs de protéines BET dans les cellules HOS JQ1R.  

 

L’inhibition de l’autophagie dans les cellules HOS JQ1R par le ciblage de la protéine Atg7 ou par 

l’utilisation de la chloroquine potentialise l’effet du JQ1 (Données issues du stage de Master 2 

d’Alexandre Pelletier). 

 

 Afin de déterminer si l’inhibition de l’autophagie dans les cellules HOS JQ1R les 

sensibilise au JQ1, en d’autres termes si l’autophagie joue un rôle dans la résistance au JQ1, les 

cellules HOS JQ1R ont été traitées avec de la chloroquine ou transfectées avec un siRNA ciblant 

Atg7, une enzyme effectrice essentielle de l’autophagie. Les effets de l’inhibition de 

l’autophagie sur les cellules HOS JQ1R ont été évalués par des expériences de viabilité 

cellulaire et d’apoptose par des mesures de l’activité des caspases 3 et 7 (Figure 31). Ces 

expériences ont été réalisées et analysées par Alexandre Pelletier lors de son stage de master 2.  
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Figure 31 : L’inhibition de l’autophagie potentialise l’effet de JQ1 dans les cellules HOS JQ1R. (A) Expression 

transcriptionnelle du gène de l'autophagie, Atg7, analysée par RT-qPCR dans des cellules HOS JQ1R 

ensemencées en plaque 6 puits et transfectées avec 10 nM de siRNA contrôle (siCT) ou de siRNA ciblant Atg7 

(siAtg7) pendant 48h. Moyenne des expressions relatives et normalisées (Méthode 2-ΔΔCt) (N=1). (B) Test de 

viabilité cellulaire des cellules HOS JQ1R ensemencées à raison de 3 500 cellules par puits en plaque 96 puits et 

transfectées avec 10 nM de siRNA contrôle (siCT) ou de siRNA ciblant Atg7 (siAtg7), puis traitées 24h plus tard 

avec 0, 1, 10 ou 24 µM de JQ1 pendant 48h. Moyenne des pourcentages de viabilité par rapport à la condition 

DMSO siCT (* : test statistique ANOVA 2 voies en comparaisons multiples, valeur p≤0,05) (N=4). (C) Test de 

viabilité cellulaire des cellules HOS JQ1R ensemencées à raison de 3 500 cellules par puits en plaque 96 puits et 

traitées avec 0, 1, 10 ou 24 µM de JQ1, en présence ou en l'absence de 5 µM de chloroquine pendant 72h. Moyenne 

des pourcentages de viabilité par rapport à la condition DMSO sans chloroquine (* : test statistique ANOVA 2 

voies en comparaisons multiples, valeur p≤0.05) (N=2). (D) Évaluation de l'apoptose par la mesure de l'activité 
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des caspases 3/7 (AU/µg de protéine) dans les lysats protéiques des cellules HOS JQ1R traitées avec 5 µM de JQ1 

et/ou 5 µM de chloroquine pendant 48h (N=1). 

 

Dans un premier temps, une diminution de l’expression transcriptionnelle d’Atg7 est 

observée, validant ainsi l’efficacité de transfection du siAtg7 dans les cellules HOS JQ1R 

(Figure 31A). L’inhibition d’Atg7 semble potentialiser l’effet du JQ1 dans ces mêmes cellules 

puisque la transfection du siAtg7 dans les cellules HOS JQ1R diminue significativement la 

viabilité cellulaire en présence de 24 µM de JQ1 comparativement à la tranfection du siRNA 

control (siCT). En effet, la viabilité cellulaire diminue de 20 % dans les cellules HOS JQ1R 

transfectées avec le siAtg7 et traitées avec 24 µM de JQ1 en comparaison avec les cellules 

transfectées avec le siCT et traitées avec la même concentration de JQ1 (Figure 31B). 

L’inhibition chimique de l’autophagie par l’utilisation de la chloroquine potentialise l’effet de 

JQ1 dans les cellules HOS JQ1R. En effet, la viabilité des cellules HOS JQ1R est réduite de 20 

% en présence de chloroquine seule. Associée avec 10 µM de JQ1, la chloroquine induit une 

diminution de la prolifération des cellules tumorales de 33 %, alors qu’un traitement avec 

seulement 10 µM de JQ1 n’induit pas de diminution de la viabilité cellulaire (Figure 31C). De 

plus, un traitement chloroquine combiné à JQ1 induit l’apoptose, montrée par une augmentation 

l’activité des caspases 3 et 7, comparativement au traitement JQ1 seul ou de la chloroquine 

seule (Figure 31D). Ces résultats suggèrent que l’inhibition de l’autophagie sensibilise les 

cellules HOS JQ1R au JQ1. 

 

c) Les cellules HOS JQ1R surexpriment KRAS et possèdent une éventuelle mutation de 

cette protéine 

Dans le but d’identifier l’origine des modulations entre les cellules HOSn et HOS JQ1R, 

les données du RNA-seq ont été de nouveau analysées. L’analyse du transcriptome a montré la 

suractivation de voies de signalisation, de processus biologiques comme l’autophagie ainsi que 

la surexpression de KRAS dans les cellules HOS JQ1R comparativement aux cellules HOSn 

(Figure 32). La suractivation du processus autophagique ainsi que la surexpression de KRAS 

dans les cellules HOS JQ1R comparées aux cellules HOSn a été validée in vitro (Figure 28C). 

Ainsi, la surexpression de KRAS pourrait être à l’origine des modulations observées dans les 

cellules HOS JQ1R. De plus, les analyses bio-informatiques issues du RNA-seq ont mis en 

évidence une mutation de KRAS (Figure 39).  
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Les cellules HOS JQ1R surexpriment KRAS et cette expression est amplifiée en présence de JQ1. 

 

 

 

Figure 32 : Les cellules HOS JQ1R surexpriment la protéine KRAS et JQ1 amplifie cette expression. (A) 

Expression des transcrits de KRAS dans les cellules HOSn et HOS JQ1R obtenue par RNA-seq, réalisé sur 4 

réplicats biologiques de chaque lignée, exprimée en nombre de reads normalisé et représentée sous forme de 

Boxplot. L’analyse a été réalisée sur tous les transcits de KRAS connus. (B) Expression transcriptionnelle du 

variant a de KRAS (KRAS4a) analysée par RT-qPCR dans les cellules HOSn et HOS JQ1R en présence de 0, 1 ou 

10 µM de JQ1 pendant 48h. Moyenne des expressions relatives et normalisées (Méthode 2-ΔΔCt, * : Test 

statistique ANOVA 2 voies en comparaisons multiples, valeur p≤0,05) (N=3). (C) Expression protéique de KRAS 
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analysée par western blot dans les lysats protéiques des cellules HOSn et HOS JQ1R en présence de 0, 1 ou 10 

µM de JQ1 pendant 48h. La vinculine a été utilisée comme contrôle de charge (N=3). 

 

La quantification du RNA-seq réalisée au niveau des transcrits montre une 

surexpression transcriptionnelle de KRAS dans les cellules HOS JQ1R comparativement aux 

cellules HOSn. Cette surexpression est le résultat d’une augmentation d’expression 

transcriptionnelle du variant « a » (KRAS4a). En effet, le niveau d’expression du transcrit 

KRAS4a dans les cellules HOS JQ1R est environ 1700 fois plus élevé que dans les cellules 

HOSn (Figure 32A). La surexpression transcriptionnelle du variant a de KRAS est confirmée 

par RT-qPCR au sein des cellules HOS JQ1R. En effet, les cellules HOS JQ1R présentent une 

surexpression transcriptionnelle de KRAS4a comparativement aux cellules HOSn traitées ou 

non avec du JQ1. Sans traitement au JQ1, le gène KRAS4a est 7650 fois plus exprimé dans les 

cellules HOS JQ1R comparativement aux cellules HOSn. Avec un traitement de 1 et 10 µM de 

JQ1, cette augmentation est de 19800 et 17900, respectivement (Figure 32B). La surexpression 

de la protéine KRAS est également observée dans les cellules HOS JQ1R, alors que 

l’expression de cette protéine dans les cellules naïves est inexistante. De plus, dans les cellules 

HOS JQ1R, l’expression de la protéine KRAS augmente en réponse au JQ1. (Figure 32C).  

 

Le ciblage de KRAS dans les cellules HOS JQ1R par siRNA ou shRNA semble diminuer leur viabilité 

cellulaire. 

 

 Afin de démontrer que la surexpression de KRAS pourrait jouer un rôle dans 

l’apparition du phénomène de résistance à JQ1, son ARN a été ciblé par des siRNA et des 

shRNA. La viabilité cellulaire et la capacité clonogénique des cellules HOS JQ1R ont ensuite 

été évaluées (Figure 33 et Figure 34). 
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Figure 33 : Le ciblage de KRAS par transfection de siRNA dans la lignée cellulaire résistante au JQ1 diminue la 

viabilité cellulaire. (A) Expression transcriptionnelle du variant a de KRAS (KRAS4a) analysée par RT-qPCR 

dans des cellules HOS JQ1R transfectées ou non avec 10 nM de siRNA contrôle (siCT) ou de siRNA ciblant KRAS 

(siKRAS) pendant 6h et traitées avec 0, 1 ou 10 µM de JQ1 pendant 72h. Moyenne des expressions relatives et 

normalisées (Méthode 2-ΔΔCt, * : Test statistique ANOVA 2 voies en comparaisons multiples, valeur p≤0,05) 

(N=3). (B) Western blot révélant l'expression de la protéine KRAS dans les lysats protéiques des cellules HOS 

JQ1R transfectées ou non avec 10 nM de siRNA contrôle (siCT) ou de siRNA ciblant KRAS (siKRAS) pendant 6h 

et traitées avec 0, 1 ou 10 µM de JQ1 pendant 72h. La vinculine a été utilisée comme contrôle de charge (N=3). 

(C) Test de viabilité cellulaire des cellules HOS JQ1R ensemencées à raison de 3 500 cellules par puits et 

transfectées ou non avec 10 nM de siRNA contrôle (siCT) ou de siRNA ciblant KRAS (siKRAS) pendant 6h. 72 

heures après l’ensemencement, la viabilité cellulaire a été évaluée par une coloration au cristal violet. Moyenne 

des pourcentages de viabilité par rapport à la condition siCT DMSO (* : test statistique ANOVA 2 voies en 

comparaisons multiples, valeur p≤0,05) (N= 2). 

 

L’efficacité de la transfection du siKRAS a été validée dans les cellules HOS JQ1R. En 

effet, la transfection du siKRAS diminue l’expression transcriptionnelle de KRAS4a de 81 %, 

71 % et 59 % dans les cellules HOS JQ1R non-traitées ou traitées avec 1 ou 10 µM de JQ1, 

respectivement par rapport aux cellules HOS JQ1R transfectées avec le siCT (Figure 33A). La 

même observation est faite concernant l’expression protéique de KRAS. Les cellules 

transfectées avec le siKRAS n’expriment plus la protéines KRAS, même après un traitement 

avec 1 ou 10 µM de JQ1(Figure 33B). La transfection du siRNA ciblant KRAS dans les cellules 

HOS JQ1R semble diminuer la prolifération cellulaire. En effet, la viabilité de ces cellules 
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diminue de 40 % par rapport à la viabilité des cellules HOS JQ1R transfectées avec le siCT 

(Figure 33C).  

Le ciblage de KRAS dans les cellules a également été réalisé avec des shRNA 

inductibles à la doxycycline, ayant pour avantage d’être plus stables que des siRNA.  

 

 

 

Figure 34 : Le ciblage de KRAS par transduction de shRNA dans la lignée cellulaire résistante au JQ1 diminue 

la viabilité cellulaire. (A) Expression transcriptionnelle du variant a de KRAS (KRAS4a) analysée par RT-qPCR 

dans des cellules HOS JQ1R transduites ou non avec un shRNA contrôle (shCT) ou des shRNA ciblant KRAS 

(sh388 et sh668) à une MOI de 1, en présence ou non de doxycycline (1µg/mL) pendant 96h. Moyenne des 

expressions relatives et normalisées (Méthode 2-ΔΔCt, * : Test statistique ANOVA 2 voies en comparaisons 

multiples, valeur p≤0,05) (N=3). (B) Expression de la protéine KRAS dans les lysats protéiques des cellules HOS 

JQ1R transduites avec un shRNA contrôle (shCT) ou des shRNA ciblant KRAS (sh388 et sh668) à une MOI de 1, 
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en présence ou non de doxycycline (1 µg/mL) pendant 96h. La vinculine a été utilisée comme contrôle de charge 

(N=3). (C) Test de viabilité cellulaire des cellules HOS JQ1R transduites ou non avec un shRNA contrôle (shCT) 

ou des shRNA ciblant KRAS (sh388 et sh668) à une MOI de 1, à raison de 3 500 cellules par puits en plaque 96 

puits et traitées ou non avec de la doxycycline (1 µg/mL) pendant 96h. Moyenne des pourcentages de viabilité par 

rapport à la condition shCT sans doxycycline (*: test statistique ANOVA 2 voies en comparaisons multiples, valeur 

p≤0,05) (N=3). (D-E) Test clonogénique des cellules HOS JQ1R transduites ou non avec un shRNA contrôle 

(shCT) ou des shRNA ciblant KRAS (sh388 et sh668) à une MOI de 1, en présence ou non de doxycycline (1µg/mL) 

pendant 96h, puis comptées et ensemencées en plaque 6 puits à 1 000 cellules par puits et incubées dans un milieu 

avec ou sans doxycycline pendant 14 jours. Les colonies cellulaires ont été colorées au cristal violet, 

photographiées (D) et comptées à l’aide du logiciel Fiji (E) (N=3). 

 

Tout comme pour les siRNA, l’efficacité de la transduction des deux shKRAS a été 

validée dans les cellules HOS JQ1R. La transduction, puis l’induction par la doxycycline du 

sh388 ciblant KRAS diminue significativement de 83 % l’expression transcriptionnelle de 

KRAS4a. Le sh668 diminue également l’expression transcriptionnelle de KRAS4a de 70 % 

(Figure 34A). Ces résultats sont confirmés au niveau protéique par western-blot montrant une 

absence d’expression de la protéine KRAS dans les cellules HOS JQ1R transduites avec les 

sh388 et sh668 (Figure 34B). Il est à noter que l’induction à la doxycycline ne diminue pas 

l’expression transcriptionnelle et protéique de KRAS dans les cellules transduites avec le shCT 

(Figure 34A et Figure 34B). L’inhibition de KRAS par les shRNA dans les cellules HOS JQ1R 

diminue significativement la viabilité cellulaire de 72 % pour le sh388  et de 33 % pour le sh668 

(Figure 34C). Cependant, l’induction à la doxycycline dans les cellules transduites avec le shCT 

semble avoir un effet sur la viabilité cellulaire, puisqu’elle diminue de 22 % la viabilité 

cellulaire des cellules HOS JQ1R. De plus, la capacité clonogénique des cellules HOS JQ1R 

diminue de 36 % et 9 % après la transduction et l’induction des sh388 et sh668, respectivement 

(Figure 34D et Figure 34E). De manière générale, le traitement à la doxycycline diminue 

légèrement la taille des clones (Figure 34D).  

L’ensemble de ces résultats montrent que le ciblage de l’expression de KRAS inhibe la 

prolifération et de la capacité clonogénique des cellules HOS JQ1R, suggérant une addiction 

des cellules tumorales à l’expression de KRAS, nécessaire à la survie des cellules.  

 

 

Le ciblage de KRAS dans les cellules HOS JQ1R par un shRNA semble réguler les voies de signalisation et 

processus biologiques comme l’autophagie. 
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Afin de déterminer si l’activation des processus biologiques, comme l’autophagie, et voies 

de signalisation font partie des mécanismes moléculaires régulés par la surexpression de KRAS 

et sont responsables de la résistance à JQ1, le transcriptome des cellules HOSn (2 réplicats 

biologiques), HOS JQ1R (4 réplicats biologiques), HOS JQ1R transduites avec le shCT (6 

réplicats biologiques) ou le sh388 (4 réplicats biologiques) a été étudié par la technique de 

3’SRP (3’ Seq-RNA profiling) (Figure 36 et Figure 37). Cette technique est moins sensible et 

moins coûteuse que la technique de RNA-seq. 

 

Dans un premier temps, les données obtenues via la technique de 3’SRP concernant 

l’expression des transcrits de KRAS dans les cellules HOSn et les cellules HOS JQ1R 

transduites ou non avec le shCT ou le sh388 ont été analysées et comparées à celles obtenues 

par la technique de RNA-seq (Figure 35). 

 

 

Figure 35 : Le ciblage de la protéine KRAS dans les cellules HOS JQ1R par transduction et induction de shRNA 

est confirmé par 3’SRP. Expression des transcrits de KRAS dans les cellules HOSn (HOSn_no_dox) et HOS JQ1R 

non transduites (HOS JQ1R_no_dox) et transduites avec le shCT (HOS JQ1R_shCT_dox et HOS 

JQ1R_shCT_no_dox) ou le sh388 (HOS JQ1R_sh388_dox et HOS JQ1R_sh388_no_dox) ciblant KRAS, exprimée 

en nombre de reads normalisé et représentée sous forme de Boxplot. L’analyse a été réalisée sur tous les transcits 

de KRAS connus. 

 

La quantification des transcrits de KRAS issue du 3’SRP confirme la surexpression de 

KRAS dans les cellules HOS JQ1R comparativement aux cellules HOSn. En effet, l’expression 
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normalisée des transcrits de KRAS est quasiment nulle pour les cellules HOSn, alors qu’elle 

est d’environ 300 pour des cellules HOS JQ1R. De plus, l’efficacité de la transduction du sh388 

est validée par 3’SRP dans les cellules HOS JQ1R. En effet, la transduction, puis l’induction 

par la doxycycline du sh388, diminue d’environ 80 % l’expression transcriptionnelle de KRAS. 

La transduction et l’induction du shCT ne diminue que de 3 % l’expression transcriptionnelle 

de KRAS, confirmant le fait que transduire les cellules avec des shRNA et les traiter à la 

doxycycline, n’inhibe pas l’expression transcriptionnelle de KRAS (Figure 35). Tous ces 

résultats valident ce qui a été montré précédemment par les analyses du RNA-seq et les analyses 

in vitro, concernant l’expression de KRAS dans les HOSn et HOS JQ1R transduites ou non 

avec des shRNA ciblant KRAS.  

Les transcrits différentiellement exprimés entre les cellules HOSn et HOS JQ1R 

transduites ou non avec des shRNA ciblant KRAS ainsi que l’enrichissement des voies de 

signalisation KEGG et des listes d’ontologie « Biological process » de Gene Ontology ont été 

analysés à partir des données provenant du 3’SRP. 

 

 

Figure 36 : Les cellules HOSn et HOS JQ1R présentent une expression différentielle de gènes, de voies de 

signalisation et de processus biologiques. (A) Volcano plot des transcrits différentiellement exprimés entre les 

cellules HOS JQ1R et HOSn dont les données sont issues du 3’SRP. Les transcrits sont différentiellement exprimés 
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si la p-value ajustée est inférieure à 0.05 et si la valeur absolue du log2FoldChange est supérieur à 1. (B) Analyses 

de surreprésentation des ontologies (processus biologiques de Gene Ontology à gauche et KEGG à droite) des 

transcrits différentiellement exprimés entre les cellules HOS JQ1R et les HOSn. Les données sont issues du 3’SRP. 

 

Tout comme pour l’analyse du RNA-seq, l’analyse différentielle des données issues du 

3’SRP met en évidence l’expression transcriptionnelle différentielle dans les deux lignées 

cellulaires, HOSn et HOS JQ1R. En effet, 3053 transcrits sont surexprimés (en vert, à droite de 

la Figure 36A) et 2448 sous-exprimés (en rouge, à gauche de la Figure 36A) dans les cellules 

HOS JQ1R, par rapport aux cellules HOSn. Une analyse de l’enrichissement des voies de 

signalisation KEGG et des listes d’ontologie « Biological process » de Gene Ontology a été 

réalisée. Des voies de signalisation comme les voies PI3K-Akt, MAPK ou encore RAS ainsi 

que des processus biologiques tels que l’autophagie sont amplifiés dans les cellules HOS JQ1R 

par rapport aux cellules HOSn. De plus, les termes de Gene Ontology « macroautophagy », 

« regulation of autophagy », « regulation of macroautophagy » mais aussi « positive regulation 

of autophagy » sont les plus significativement enrichis dans les cellules HOS JQ1R (Figure 

36B). Ces observations sont similaires à celles mises en évidence par l’analyse transcriptomique 

issue du RNA-seq. Ainsi, des données de 3’SRP concernant les conditions où KRAS est inhibé 

par les shRNA inductibles peuvent être analysées.  
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Figure 37 : La transduction et l’induction du sh388, ciblant KRAS, dans les cellules HOS JQ1R régulent certaines 

voies de signalisation et processus biologiques tels que l’autophagie. (A) Heatmap de l'expression des transcrits 

inversés par le sh388 ciblant KRAS. Les analyses ont été réalisées à partir des données issues du 3'SRP. Les 

transcrits sont considérés comme différentiellement exprimés si leur p-value ajustée est inférieure à 0.05 et si la 

valeur absolue du Log2(FoldChange) est supérieure à 1. (B) Volcano plot des transcrits différentiellement 

exprimés entre les cellules HOS JQ1R transduites avec le sh388 non induit et les cellules HOS JQ1R transduites 

avec le sh388 induit par un traitement à la doxycycline. Les transcrits sont différentiellement exprimés si la p-

value ajustée est inférieure à 0.05 et si la valeur absolue du log2FoldChange est supérieur à 1. (C) Ridgeplot 

Gene Ontology et RidgePlot KEGG montrant la répartition des transcrits différentiellement exprimés entre les 

cellules HOS JQ1R transduites avec le sh388 non induit et les cellules HOS JQ1R transduites avec le sh388 induit 

par un traitement à la doxycycline, selon leur Log2(FoldChange) pour chaque ontologie. Les données proviennent 

du 3’SRP. Les transcrits ayant un Log2(FoldChange) supérieur à 0 sont surexprimés alors que ceux présentant 

un Log2(FoldChange) inférieur à 0 sont sous-exprimés. 
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Les analyses bio-informatiques issues du 3’SRP montrent, qu’après avoir transduit et induit 

le sh388 avec un traitement à la doxycycline, les cellules HOS JQ1R ont un profil qui se 

rapproche des cellules HOSn. Sur la heatmap, 2 branches principales sont identidiées sur le 

dendrogramme et séparent bien un premier groupe incluant les cellules HOSn et les cellules 

HOS JQ1R dont l’expression du KRAS a été inhibée par l’induction du sh388 (condition HOS 

JQ1R_sh388_dox), d’un deuxième regroupant les conditions n’altérant pas l’expression de 

KRAS (HOS JQ1R_no_dox, HOS JQ1R_shCT_dox, HOS JQ1R_shCT_no_dox et HOS 

JQ1R_sh388_no_dox) (Figure 37A). Les données issues du 3’SRP montrent une expression 

transcriptionnelle différentielle après transduction et induction du sh388, avec 45 transcrits 

surexprimés (en vert, à droite de la Figure 37B) et 25 sous-exprimés (en rouge, à gauche de la 

Figure 37B) dans les cellules HOS JQ1R où KRAS est inhibé par le sh388 (Figure 37B). De 

plus, les analyses bio-informatiques issues du 3’SRP montrent que certains processus 

biologiques, tels que la macroautophagie ou les protéines qui régulent les protéines de 

l’autophagie (mais qui ne sont pas impliquées directement dans l’autophagie), sont sous-régulés 

dans les cellules HOS JQ1R transduites avec le sh388 induit par la doxycycline (condition HOS 

JQ1R_sh388_dox). Ces résulats suggèrent que la surexpression de KRAS pourrait être à 

l’origine de la modulation du processus autophagique dans les cellules HOS JQ1R. 

L’autophagie est suractivée dans les cellules HOS JQ1R. La régulation positive de l’autophagie 

après inhibition de KRAS était attendue sous-régulée. Or les données de bio-informatiques 

montrent une sur-régulation de la régulation positive de l’autophagie (Figure 37C). 

 

L’expression de la protéine LC3B-II dans les cellules HOSn et HOS JQ1R tranduites ou 

non avec les shCT et sh388 a été analysée par western-blot.  
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Figure 38 : Le ciblage de la surexpression de KRAS dans les cellules HOS JQ1R ne semble pas diminuer leur 

activité autophagique. Estimation du flux autophagique par western blot révélant l'accumulation du marqueur 

d'autophagosome, LC3-II, dans les lysats protéiques des cellules HOS JQ1R transduites avec un shRNA contrôle 

(shCT) ou un shRNA ciblant KRAS (sh388), en présence ou non de JQ1 (24 µM), traitées ou non avec de la 

doxycycline (1 µg/mL) pendant 96h, puis avec ou sans chloroquine (50µM) pendant 4h comparées aux cellules 

HOSn et HOS JQ1R. La vinculine a été utilisée comme contrôle de charge (N=3). 

 

Le western-blot réalisé sur des cellules HOSn, HOS JQ1R non transduites ou transduites 

avec le shRNA contrôle (shCT) ou le shRNA ciblant KRAS (sh388) confirme certains résultats 

déjà obtenus auparavant comme le fait que les cellules HOS JQ1R présentent une activité 

autophagique plus importante que les cellules HOS naïves. Ce western blot atteste également 

que l’autophagie est amplifiée après un traitement au JQ1. En effet, l’expression de la protéine 

LC3B-II est augmentée dans les cellules HOS JQ1R transduites avec le shCT ou le sh388 et 

traitées avec 24 µM de JQ1, comparée à ces mêmes cellules non traitées au JQ1 (Figure 38). 

De plus, l’expression de la protéine LC3B-II est légérement augmentée dans les cellules HOS 

JQ1R transduites avec le shCT ou le sh388 et traitées avec 50 µM de chloroquine (Figure 38). 

En revanche, cette augmentation ne semble pas être aussi prononcée que celle observée Figure 

30 (Figure 38).  

La transduction et l’induction du shCT n’a pas d’effet sur l’expression de la protéine 

LC3B-II donc sur le flux autophagique dans les cellules HOS JQ1R transduites avec shCT 

(Figure 38). Il est à noter que le traitement à la doxycycline, nécessaire à l’induction des shRNA, 

semble augmenter très légérement l’expression de la protéine LC3B-II dans les cellules HOS 

JQ1R transduites avec le shCT (Figure 38). 

 

Le ciblage de KRAS dans les cellules HOS JQ1R, après induction du sh388 à la 

doxycycline, ne diminue pas l’expression de LC3B-II, comme attendu, mais au contraire 

l’augmente comparativement à la condition basale (HOS JQ1R transduite avec le sh388 sans 

traitement JQ1, chloroquine et doxycycline). En revanche, lorsque le ciblage de KRAS est 

combiné à un traitement au JQ1 et à la chloroquine, l’expression de la protéine LC3B-II est 

diminuée et semble atteindre le niveau basal observé dans les HOS JQ1R (Figure 38). 

L’interprétation de ces résultats est néanmoins difficile car l’expression de la protéine LC3B-II 

n’a pas pu être évaluée dans les cellules HOS JQ1R transduites avec le sh388 traitées à la 

doxycycline et à la chloroquine ou au JQ1, à cause d’une quantité insuffisante de protéines. De 

plus des conclusions ne pourront être données qu’après avoir réitérées plusieurs fois 

l’expérience.  
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L’ensemble de nos données suggère que le ciblage de KRAS dans les cellules HOS JQ1R 

par un shRNA permet de s’approcher d’un profil transcriptomique de cellules HOSn, suggérant 

alors que la surexpression de KRAS joue bien un rôle dans l’acquisition de la résistance au JQ1 

(Figure 37). Néanmoins, l’analyse de l’autophagie réalisée à l’aide d’un western blot n’a, pour 

le moment, pas confirmé ces données (Figure 38).   

 

En plus de la surexpression de la protéines KRAS, les données RNA-seq ont permis 

d’identifier une mutation du gène KRAS dans les cellules HOS JQ1R, qui pourrait elle aussi 

jouer un rôle dans l’acquisition de la résistance aux inhibiteurs de protéines BET (Figure 39).  

 

 

Les cellules HOS JQ1R présentent une mutation KRAS4aG12S. 
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Figure 39 : Les données du RNA-seq montrent la présence d’une mutation de KRAS (KRASG12S) dans les cellules 

HOS JQ1R. (A) Graphique Sashimi de l'alignement génomique des données RNA-seq sur la région génomique de 
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HOSn

HOS JQ1R
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KRAS. Les arcs représentent le nombre moyen de jonctions identiques entre les réplicats de la même condition. 

(B) Ratio du nombre de bases différentes du génome de référence (en rouge) selon la profondeur totale, sur une 

partie de l’exon 2 de KRAS. (C) Séquençage SANGER réalisé à partir de l’ADN génomique des cellules HOSn et 

des cellules HOS JQ1R avec un couple d’amorce designé sur les introns à proximité de l’exon 2 (noté 1 dans la 

partie 18 du matériels et méthodes) (N=2). (D) Séquençage SANGER réalisé à partir de l’ARNm des cellules HOS 

JQ1R rétro-transcrits en ADN. Le couple d’amorces utilisé pour ce séquençage a été designé sur les exons 1 et 3 

(noté 2 dans la partie 18 du matériels et méthodes) (N=1). (E) Validation de la présence de la mutation KRASG12S 

sur l'ADN des cellules HOS JQ1R par séquençage SANGER réalisé à partir de l’ADN génomique cellules HOS 

JQ1R. Le design de ce couple d’amorces a été designé sur les l’exon 1 et 3. (noté 2 dans la partie 18 du matériels 

et méthodes) (N=1). 

 

Les données provenant du RNA-seq mettent en évidence la présence de la mutation 

KRASG12S dans les cellules résistantes au JQ1. Les cellules HOSn et HOS JQ1R présentent des 

jonctions différentes entre les exons. Dans les cellules HOSn, la plupart des jonctions relient 

les exons 3 avec les exons 4b, relié à la partie 3’UTR. Dans les cellules HOS JQ1R, les jonctions 

majoritaires relient les exons 3, avec les exons 4a, puis les exons 4b. De plus, la partie 3’UTR 

des cellules HOS JQ1R est plus courte comparativement à celle des cellules HOSn (Figure 

39A). La visualisation de l’alignement des « reads » sur le génome de référence avec 

l’integrative genomic viewer (IGV), révèle une mutation p.G12S (Figure 39B). Afin de 

confirmer la présence de cette mutation sur l’ADN, un séquençage de SANGER a été réalisé. 

Un premier séquençage a été réalisé à l’aide d’amorces désignées sur les introns à proximité de 

l’exon 2 et n’a pas permis de démontrer la présence de la mutation KRASG12S sur l’ADN des 

cellules HOS JQ1R (Figure 39C). Dans le but de vérifier si la mutation était bien présente sur 

l’ARNm comme le montre le RNAseq, l’ARNm des cellules HOSn et des cellules HOS JQ1R 

a été rétro-transcrits en ADN. Les produits de cette rétro-transcription ont alors été séquencés 

via la technique de Sanger avec, cette fois-ci des amorces se fixant au niveau des exons 1 et 3 

du gène de KRAS. La mutation apparait bien sur l’ADN des cellules HOS JQ1R (Figure 39B). 

Dans un troisième temps, ces mêmes amorces ont été utilisées directement sur le génome. Cela 

a alors permis l’amplification du gène KRAS4a muté G12S (Figure 39C). Ce séquençage, a en 

revanche montré l’absence d’introns dans la séquence du KRAS génomique. Une analyse plus 

appronfondie de ce séquençage Sanger, a révélé que le KRAS séquencé n’était pas un KRAS 

humain mais un KRAS de rat et que ce KRAS présente bien la mutation G12S.  
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Il semblerait, que le développement de la lignée résitante au JQ1 ait finalement été réalisé à 

partir des cellules KHOS. En effet, les lignées HOS-MNNG, KHOS et 143B, disponibles au 

laboratoire, sont issues de la même patiente mais ont été immortalisées de manières différentes. 

La lignée HOS-MNNG est dérivée des cellules HOS par transformation avec 0,001 mg/mL de 

MNNG, une nitrosamine cancérigène. La lignée 143B a été générée par tranformation des 

cellules HOS avec l’oncogène K-ras. Enfin, la lignée KHOS est dérivée de la lignée cellulaire 

HOS par transformation à l’aide du Kirsten murine sarcoma virus (Ki-MSV), présentant le 

KRAS muté G12S. Cepenadant, les cellules HOS-MNNG et les cellules KHOS n’expriment 

pas la protéine KRAS comme montré par western-blot (Figure 38), alors  que les cellules 143B, 

exprime la protéine KRAS (Figure 38). De plus, ces 3 lignées sont sensibles à JQ1, même les 

cellules 143B qui, pourtant exprime KRAS. Il semblerait qu’il y ait eu une confusion entre les 

lignées HOS-MNNG et KHOS, qui sont difficilement distinguables même avec un profil STR 

(par exemple, leurs profls STR sont identique sur le site de l’ATCC), dans lequel elles diffèrent 

sur seul microstaellite. Par conséquent, la lignée d’ostéosarcome utilisée pour le développement 

de résistance était, non pas des cellules HOS-MNNG, mais des cellules KHOS, présentant un 

KRAS de rat muté G12S, retrouvé lors du deuxième séquençage de Sanger et pas à l’endroit 

attendu.  

 

Figure 40 : Expression protétique de KRAS au sein des lignées d’ostéosarcomes présentent au laboratoire. 

Expression de la protéine KRAS analysée par western blot dans les lysats protéiques des cellules d’ostéosarcome. 

La vinculine a été utilisée comme contrôle de charge (N=3). 

 

Les résultats jusqu’alors obtenus devront être confirmés en les cellules KHOS JQ1R 

comparant au bon contrôle, c’est-à-dire à des KHOS parentales, sensibles au JQ1. Cependant, 

cette lignée KHOS est sensible à JQ1 et n’exprime pas la protéine KRAS. Ce qui veut dire, que 

les cellules KHOS JQ1R ont subit des modulations moléculaires et notamment une activation 

de la voie KRAS, montrée par une sur-expression transcriptionnelle et protéique KRAS et une 

addiction vitale de cette voie, puisque l’inhibition de KRAS dans cette lignée réduit la viabilité 

cellulaire. Nous avons donc un modèle cellulaire artificiel de résistance à JQ1 probablement en 
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lien avec l’activation de KRAS, et qui est même spécifique aux BETi, puisque cette lignée 

KHOS JQ1R est également résistante à l’I-BET 151 mais reste sensible aux chimiothérapies 

conventionnelles. 

 

Après avoir mis en évidence, par RNA-seq, la présence de la mutation KRASG12S dans 

les cellules KHOS JQ1R, une des hypothèses de travail était que la mutation KRASG12S, pouvait 

être une des causes de l’acquisition de la résistance au JQ1 dans les cellules KHOS JQ1R. 

 

Transduction de plasmides de surexpression de KRAS4aWT et KRAS4aG12S dans des lignées d’ostéosarcome 

naïves au JQ1 

 

Afin d’étudier le potentiel rôle de la mutation de KRAS dans l’acquisition de la 

résistance au JQ1, des cellules d’ostéosarcome sensibles au JQ1, HOSn et MG63, ont été 

transduites avec un plasmide de surexpression de KRAS4aG12S. Ces cellules ont également été 

transduites avec un plasmide de surexpression de la forme sauvage (Wide Type - WT) de 

KRAS. Ces deux plasmides de surexpression sont inductibles à la doxycycline. La transduction 

de ces deux plasmides dans les cellules HOSn et MG63 avaient pour but de déterminer si la 

surexpression de KRAS et/ou la présence la mutation de KRAS dans les cellules résistantes 

sont à l’origine des modulations observées entre les cellules sensibles et résistantes au JQ1. Les 

effets de la surexpression des plasmides de surexpression de KRAS4aWT et KRAS4aG12S ont été 

évalués par des tests de viabilité cellulaire (Figure 41).  
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Figure 41 : Transduction des plasmides de surexpression de KRAS4aWT et KRAS4aG12S dans deux lignées 

d’ostéosarcome sensibles au JQ1 : HOSn et MG63. (A) Expression transcriptionnelle du variant a de KRAS 

(KRAS4a) analysée par RT-qPCR dans des cellules HOSn et MG63 transduites avec les plasmides de 

surexpression de KRAS4aWT ou KRAS4aG12S, en présence ou non de doxycycline (2 µg/mL) pendant 96h. Moyenne 

des expressions relatives et normalisées (Méthode 2-ΔΔCt, * : test statistique ANOVA 2 voies en comparaisons 

multiples, valeur p≤0,05) (N=3 pour les HOSn et N=1 pour les MG63). (B) Expression de la protéine KRAS 

évaluée par western blot dans les lysats protéiques des cellules HOSn ou MG63 transduites avec les plasmides de 

surexpression de KRAS4aWT ou KRAS4aG12S, en présence ou non de doxycycline (2 µg/mL) pendant 96h, 

comparées aux cellules HOS JQ1R. La vinculine a été utilisée comme contrôle de charge (N=3 pour les HOSn et 

N=1 pour les MG63). (C) Test de viabilité cellulaire des cellules HOSn et MG63 transduites avec des plasmides 

de surexpression de KRAS4aWT ou KRAS4aG12S, ensemencées à raison de 2 500 cellules par puits en plaques 96 

puits et traitées avec de la doxycycline (2 µg/mL) pendant 96h. Moyenne des pourcentages de viabilité par rapport 

à la condition KRAS4aWT sans doxycycline au temps 0 (3heures d’ensemencement) (N=2 pour les HOSn et N=1 

pour les MG63). (D) Test de viabilité cellulaire des cellules HOSn et MG63 transduites avec des plasmides de 

surexpression de KRAS4aWT ou KRAS4aG12S, ensemencées à raison de 2 500 cellules par puits en plaque 96 puis 

et traitées avec de la doxycycline (2 µg/mL) pendant 96h et 10 µM de JQ1 pendant 96h. Moyenne des pourcentages 

de viabilité par rapport à la condition KRAS4aWT sans doxycycline au temps 0 (3heures d’ensemencement) (N=2 

pour les HOSn et N=1 pour les MG63).  

 

L’efficacité de transduction des deux plasmides de surexpression a été étudiée dans les 

cellules HOSn et MG63. L’expression transcriptionnelle de KRAS4a est 11 et 3,84 fois plus 

élevée dans les cellules HOSn et les MG-63, repectivement après la transduction et l’induction 
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par la doxycycline du plasmide de surexpression de KRAS4aWT (Figure 41A). L’expression 

transcriptionnelle de KRAS4a est également augmentée de 6,8 et 5,3 dans les cellules HOSn et 

MG63, respectivement, suite à la transduction et l’induction du plasmide de surexpression de 

KRAS4aG12S (Figure 41A). Le western-blot, montre néanmoins, l’absence de l’expression de la 

protéine KRAS que ce soit dans les cellules HOSn ou MG63 transduites avec les plasmides de 

surexpression de la forme sauvage ou mutée de KRAS, et ce même après induction de 

l’expression du plasmide par un traitement à la doxycycline (Figure 41B). De plus, aucun de 

ces plasmides de surexpression n’a montré son efficacité biologique dans les cellules HOSn et 

MG63 après transduction et induction avec de la doxycycline (Figure 41C et 41D). En effet, 

sans traitement à JQ1, la transduction et l’induction du plasmide de surexpression de 

KRAS4aWT, n’augmente pas la viabilité cellulaire des cellules et la diminue même de 3 % pour 

les cellules HOSn et de 7 % pour les cellules MG63. La transduction et l’induction du plasmide 

de surexpression de KRAS4aG12S, augmente la viabilité cellulaire des cellules HOSn de 

seulement 11 % et diminue celle des cellules MG63 de 3 % (Figure 41C). La viabilité des 

cellules HOSn et MG63 transduites avec les plasmides de surexpression de KRAS4aWT et 

KRAS4aG12S a été évaluée après un traitement avec 10 µM de JQ1. Si la surexpression de 

KRAS4aWT ou la présence de la mutation KRAS4aG12S jouent un rôle dans l’acquisition de la 

résistance à JQ1, les cellules alors traitées devraient résister au JQ1, donc avoir une viabilité 

cellulaire augmentée lors de l’induction des plasmides de surexpression. Contrairement à ce qui 

était attendu, la transduction et l’induction du plasmide de surexpression de KRAS4aWT, 

n’augmente pas la viabilité cellulaire des cellules HOSn et la diminue même de 25 %. La 

viabilité des cellules MG63 est quant à elle bien augmentée mais de manière non significative. 

La transduction et l’induction du plasmide de surexpression de KRAS4aG12S, augmente la 

viabilité cellulaire des cellules HOSn de seulement 25 % et diminue celle des cellules MG63 

de 31 % (Figure 41D). L’efficacité de la transduction et de l’induction des plasmides de 

surexpression semble très faible. En effet, l’expression transcriptionnelle de KRAS4a est 

multipliée au mieux par 6,8 (Figure 41A). De plus, la protéine KRAS n’est pas exprimée alors 

qu’elle devrait l’être après l’induction des plasmides de surexpression à la doxycycline (Figure 

41B). Des expériences complémentaires ont été réalisées dans le but de mettre au point les 

conditions expérimentales optimales permettant la surexpression des protéines KRAS4aWT et 

KRAS4aG12S. Pour ce faire, le plasmide de surexpression de KRAS4aG12S a été transfecté 

transitoirement dans une lignée cellulaire de rein HEK 293, connue pour être facilement 

transfectable. L’efficacité de transfection a été évaluée par RT-qPCR et western-blot (Figure 

42).  
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Figure 42 : Transfection transitoire du plasmide de surexpression KRAS4aG12S dans une lignée cellulaire de rein 

HEK 293. (A) Expression transcriptionnelle du variant a de KRAS (KRAS4a) analysée par RT-qPCR dans des 

cellules HEK 293 transfectées avec le plasmide de surexpression de KRAS4aG12S, en présence ou non de 

doxycycline (2 µg/mL) pendant 96h. Moyenne des expressions relatives et normalisées (Méthode 2-ΔΔCt) (N=1). 

(B) Expression de la protéine KRAS dans les lysats protéiques des cellules HEK 293 transfectées transitoirement 

avec le plasmide de surexpression de KRAS4aG12S, en présence ou non de doxycycline (2 µg/mL) pendant 96h, 

comparée aux cellules HOSn et HOS JQ1R. La vinculine a été utilisée comme contrôle de charge (N=2). 

 

L’expression transcriptionnelle du variant a de KRAS est 27 fois plus élevée dans les 

cellules HEK après transfection et induction par la doxycycline du transgène KRAS4aG12S 

(Figure 42A). De plus, l’expression de la protéine KRAS est bien induite par le traitement à la 

doxycycline dans les cellules HEK transduites avec le plasmide de surexpression de 

KRAS4aG12S (Figure 42B). 

Ces résultats montrent donc que le plasmide de surexpression de KRAS4aG12S a pu être 

transfecté dans les cellules HEK et que le traitement à la doxycycline induit l’expression 

transcriptionnelle et protéique de KRAS. Des expériences faisant varier le temps d’exposition 

à la doxycycline des cellules HOSn transduites avec le plasmide de surexpression de 

KRAS4aG12S ont alors été réalisées. Les expressions transcriptionnelles et protéiques de KRAS 

dans ces cellules ont été évaluées après un traitement de 5, 10 ou 15 jours à la doxycycline 

(Figure 43). 
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Figure 43 : Transduction et induction pendant 5, 10 ou 15 jours du plasmide de surexpression de KRAS4aG12S 

dans les cellules HOSn. (A) Expression transcriptionnelle du variant a de KRAS (KRAS4a) analysée par RT-qPCR 

dans des cellules HOSn transduites avec le plasmide de surexpression de KRAS4aG12S, en présence ou non de 

doxycycline (2 µg/mL) pendant 5, 10 ou 15 jours. Moyenne des expressions relatives et normalisées (Méthode 2-

ΔΔCt, * : test statistique ANOVA 2 voies en comparaisons multiples, valeur p≤0,05) (N=3). (B) Expression de la 

protéine KRAS dans les lysats protéiques des cellules HOSn transduites avec le plasmide de surexpression de 

KRAS4aG12S, en présence ou non de doxycycline (2 µg/mL) pendant 5, 10 ou 15 jours, comparées aux cellules 

HOSn et HOS JQ1R. La vinculine a été utilisée comme contrôle de charge (N=3). 

 

L’expression transcriptionnelle de KRAS4a est 6,8, 5 et 3,5 fois plus élevée dans les 

cellules HOSn tranduites avec le plasmide de surexpression de KRAS4aG12S et traitées pendant 

5, 10 et 15 jours à la doxycycline, respectivement (Figure 43A). L’expression de la protéine 

KRAS n’est pas induite après 5, 10 et 15 jours de traitement à la doxycycline des cellules HOSn 

transduites avec le plasmide de surexpression de KRAS4aG12S (Figure 43B). 

L’augmentation du temps d’exposition à la doxycycline, donc l’augmentation du temps 

d’induction du plasmide de surexpression de KRAS4aG12S, n’augmente pas l’expression 

transcriptionnelle de KRAS, et la diminue même. De plus, cette augmentation du temps de 

traitement n’induit pas non plus l’expression protéique de KRAS.  

 

Un des objectifs de cette partie était de déterminer si la surexpression de KRAS et/ou la 

présence de la mutation KRASG12S dans les cellules résistantes sont à l’origine des modulations 

observées, telles que la suractivation de l’autophagie. L’expression des protéines LC3B-II et 

p62 ont ainsi été évaluées dans les cellules HOSn transduites avec le plasmide de surexpression 

de KRAS4aG12S et traitées pendant 5,10 ou 15 jours avec de la doxycycline (Figure 44).  
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Figure 44 :  Étude de l’autophagie par western blot révélant l’expression du marqueur d'autophagosome, LC3-II, 

ainsi que l’expression de la protéine p62, intervenant dans la reconnaissance des protéines ubiquitinylées, dans 

les lysats protéiques des cellules HOSn transduites avec le plasmide de surexpression de KRAS4aG12S en présence 

ou non de doxycycline (2 µg/mL) pendant 5,10 ou 15 jours, comparées aux cellules HOSn et HOS JQ1R. La 

vinculine a été utilisée comme contrôle de charge (N=1).  

 

L’expression de la protéine LC3B-II semble être plus élevée dans les cellules HOSn 

transduites avec le plasmide de surexpression de KRAS4aG12S  que dans les cellules HOS JQ1R. 

Néanmoins, l’induction de l’expression de KRAS4aG12S dans les cellules HOSn n’induit pas 

d’augmentation d’expression de la protéine LC3B-II, normalement attendue. De plus, aucune 

différence d’expression de la protéine p62 n’est visible entre les conditions plus ou moins 

doxycycline. L’augmentation de l’expression de la protéine p62 n’est donc pas le résultat de 

l’induction de l’expression de KRAS4aG12S. Ces résultats, en plus du manque d’expression de 

KRAS dans les cellules transduites avec le plasmide de surexpression de KRAS4aG12S, ne 

permettent pas de lier la suractivation de l’autophagie à la surexpression de KRAS ou à la 

présence de la mutation de KRAS4aG12S (Figure 44). 

 

L’autophagie n’est pas le seul mécanisme moléculaire suractivé dans les HOS JQ1R. En 

effet, d’après les analyses issues du RNA-seq, les voies de signalisation MAPK et 

PI3K/Akt/mTOR font partie des voies KEGG les plus enrichies.  

 

d) Suractivation des voies de signalisation MAPK et PI3K/AKT/mTOR 

L’expression de protéines appartenant aux voies de signalisation MAPK et PI3K/Akt/mTOR a 

été évaluée dans les cellules HOSn et HOS JQ1R (Figure 45). 

 

Les cellules HOS JQ1R surexpriment des protéines de la voie MAPK et PI3K/Akt/mTOR 
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Figure 45 : Les cellules HOS JQ1R surexpriment p-ERK (une protéine de la voie MAPK) mais également Akt, 

mTOR, p-S6 (protéines de la voir PI3K/AKT/mTOR). Expression de protéines de la voie MAPK et 

PI3K/AKT/mTOR analysée par western blot dans les lysats protéiques des cellules HOSn et HOS JQ1R en 

présence de 0, 1 ou 5 µM de JQ1 pendant 48h. La vinculine a été utilisée comme contrôle de charge (N=1). 

 

La protéine p-ERK(T202/Y204), appartenant à la voie de signalisation MAPK, est 

surexprimée dans les cellules HOS JQ1R traitées ou non avec du JQ1, comparée aux cellules 

HOSn. Les protéines Akt, mTOR ainsi que p-S6, appartenant à la voie de signalisation 

PI3K/Akt/mTOR, sont surexprimées dans les cellules HOS JQ1R, comparativement aux 

cellules HOSn, et ce en présence ou en absence de JQ1. Le western-blot réalisé a donc confirmé 

la surexpression de protéines clés des voies MAPK, PI3K/Akt/mTOR dans les cellules HOS 

JQ1R comparativement aux cellules HOSn. La suractivation de ces voies pourrait être ciblée 

afin d’induire une sensibilisation des cellules résistantes au JQ1 (Figure 45).  

 

 

e) L’activité métabolique semble être augmentée dans la lignée d’ostéosarcome résistante 

au JQ1 

L’expression de certains transcrits spécifiques, tels que le transcrit de l’enzyme LDH, 

ont été évalués à partir des données issues RNA-seq, réalisés sur 4 réplicats biologiques de 

chaque lignée cellulaire (HOSn et HOS JQ1R). Les expressions transcriptionnelles et 

[JQ1] (µM) kDa
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1 50

124Vinculin
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1 50

Akt 60
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protéiques de LDHA ainsi que son activité dans les cellules HOSn et HOS JQ1R ont ensuite 

été analysées.  

 

 

 

Figure 46 : L’expression et l’activité de la LDHA semble être augmentée dans les cellules HOS JQ1R comparées 

aux cellules HOSn. (A) Boxplot de l'expression des transcrits de LDH, dont les données sont issues du RNA-seq 

réalisés sur 4 réplicats biologiques de chaque lignée cellulaire. L’analyse a été réalisée sur tous les transcrits de 

LDH connus. (B) Expression transcriptionnelle d'une enzyme de la glycolyse, LDHA, analysée par RT-qPCR dans 

les cellules HOS JQ1R par rapport aux cellules HOSn. Moyenne des expressions relatives et normalisées (Méthode 

2-ΔΔCt, test de Mann withney, p-value≤0,05) (N=2). (C) Expression de la protéine LDHA analysée par western 

blot dans les lysats protéiques des cellules HOSn et HOS JQ1R. La vinculine a été utilisée comme contrôle de 

charge (N=3). (D) Évaluation de la glycolyse par mesure de l'activité LDHA dans les cellules HOS JQ1R par 

rapport aux cellules HOSn. (Test de Mann withney, valeur p≤0,05) (N=3). Les graphiques B, C et D sont issus des 

expériences réalisées par Mélanie Lavaud. 

 

La quantification du RNA-seq réalisée au niveau des transcrits a montré une 

surexpression de la lactate déshydrogénase (LDH), une enzyme impliquée dans la glycolyse, 

dans les cellules résistantes au JQ1 comparativement aux cellules HOSn. En effet, les cellules 

HOS JQ1R comptent 3 fois plus de transcrits de la LDH comparées aux cellules HOSn (Figure 

46A). Au laboratoire, Mélanie Lavaud avait déjà montré la surexpression de la LDHA au niveau 

transcriptionnel et protéique dans les cellules HOS JQ1R comparativement aux cellules HOSn 

(Figure 46B et Figure 46C). Les cellules HOS JQ1R expriment 2 fois plus le gène de la LDHA 
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comparativement aux cellules HOSn (Figure 46B). D’après le western blot réalisé sur les culots 

protéiques des cellules HOS JQ1R et HOSn, l’expression de la protéine LDHA est augmentée 

dans les cellules HOS JQ1R comparativement aux cellules HOSn (Figure 30B). De plus, 

l’activité de cette enzyme semble être augmentée dans les cellules HOS JQ1R, puisqu’elle est 

environ 2,5 fois plus élevée que dans les cellules HOSn (Figure 46D).  

Ces résultats montrent que les cellules résistantes au JQ1 semblent avoir une activité 

métabolique amplifiée comparée aux cellules naïves, suggérant un rôle du métabolisme dans 

l’acquisition de la résistance aux inhibiteurs de protéines BET. 

 

 

Figure 47 : Profil respiratoire mitochondrial des cellules HOSn et HOS JQ1R. (A) taux de consommation 

d’oxygène basal (OCR) en pmolO2/min/20000cells et (B) taux d’acidification extracellulaire basal (ECAR) en 

mpH/min/20000cells des cellules HOSn et HOS JQ1R (C) taux de consommation d’oxygène (OCR) en % des 

cellules HOSn et HOS JQ1R incubées 30 minutes avant l'expérience dans un milieu sigma complémenté avec 25 

mM de glucose, 4 mM de glutamine et 1,25 mM de pyruvate, puis injecté consécutivement avec de l'oligomycine 

(1 μM), du CCCP (1,5 μM), de la roténone (1 μM) et de l’antimycine A (1 μM). (D) taux de consommation 

d’oxygène basal (OCR) en pmoles/min/20000cells et (E) du taux d’acidification extracellulaire basal (ECAR) en 

mpH/min/20000cells dans les cellules HOSn et HOS JQ1R (F) taux de consommation d’oxygène en % dans les 

cellules HOSn et HOS JQ1R incubées 30 minutes avant l'expérience dans un milieu sigma complémenté avec 25 

mM de glucose, 4 mM de glutamine et 1,25 mM de pyruvate et injectées consécutivement avec de l’oligomycine (1 
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μM), puis trois concentrations différentes de CCCP (0,15 µM, 0,15 µM et 0,2 µM). (A-F) Les valeurs OCR et 

ECAR sont représentées sous forme de moyenne +/- SD (N=1).  

 

Dans le but de comparer le métabolisme énergétique des cellules HOSn et HOS JQ1R, 

le taux de consommation d’oxygène (OCR), indicateur de la respiration mitochondriale, et le 

taux d’acidification extracellulaire (ECAR), indicateur de la glycolyse, ont été mesurés à l’aide 

de la technologie Seahorse. Après avoir déterminé les densités cellulaires optimales, une 

expérience de Seahorse a été réalisée en suivant le protocole standard d’activité de la chaine 

respiratoire mitochondriale. Un µM d’oligomycine (inhibiteur de l’ATP synthase-complexe V 

de la mitochondrie), suivi de 1 µM de CCCP (agent découplant), 1 µM de roténone (inhibiteur 

du complexe I de la mitochondrie) et enfin 1 µM d’antimycine A (inhibiteur du complexe III 

de la mitochondrie) ont été injectés dans le milieu de culture des cellules (Figure 47A, 47B et 

47C). La respiration basale et la glycolyse basale ne semblent pas être différentes entre les 

cellules HOSn et HOS JQ1R (Figure 47A et 47B). En effet, l’OCR des cellules HOSn et HOS 

JQ1R sont de 260 et 220 pmol O2/min/20000cells, respectivement (Figure 47A). Le taux 

d’acidification (ECAR) est quasiment similaire entre les cellules HOSn et HOS JQ1R, 

puisqu’elle est de 154 mpH/min/20000cells pour les cellules HOSn et de 103 

mpH/min/20000cells pour les cellules HOS JQ1R (Figure 47B). Les données issues de la 

mesure de l’OCR permettent de rendre compte de la respiration basale mais aussi de la 

respiration liée à l’ATP et de la fuite de proton, de la capacité maximale respiratoire et enfin de 

la capacité de réserve. La respiration liée à l’ATP et la fuite de protons peuvent être mesurées 

après l’injection de l’oligomycine. Ces valeurs semblent légèrement différentes entre les 

cellules HOSn et HOS JQ1R, puisque l’OCR des cellules HOSn est d’environ 50 % et celle des 

cellules HOS JQ1R de 72 %. La respiration maximale ainsi que la capacité de réserve évaluées 

après l’injection CCCP n'ont cependant pas pu être déterminée. En effet, après l’injection du 

CCCP, là où une augmentation de la valeur de l’OCR devrait être observée, l’OCR des cellules 

HOSn et HOS JQ1R chute drastiquement. L’injection de CCCP à une concentration de 1 µM 

serait trop élevée, entraînant la mort des cellules (Figure 47C).  

La concentration de CCCP injecté a due être mise au point. Dans le second essai, 1 µM 

d’oligomycine, suivi de 3 injections de CCCP aux concentrations de 0,15 µM, 0,15 µM et enfin 

0,2 µM de CCCP ont été injectés dans le milieu de culture des cellules (Figure 47D, 47E et 

47F). Pour ce deuxième essai, la différence de respiration basale dans les cellules HOSn et HOS 

JQ1R est plus prononcée que pour le premier essai. En effet, l’OCR des cellules HOSn est 

d’environ 155 pmolO2/min/20000cells alors qu’elle est de 103 pmolO2/min/20000cells pour 
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les cellules HOS JQ1R. Dans cet essai, les cellules HOSn semblent donc avoir une respiration 

basale plus importante que les cellules HOS JQ1R (Figure 47D). Dans cet essai, le taux 

d’acidification (ECAR) est légérement différent entre les cellules HOSn et HOS JQ1R, 

puisqu’il est de 69 mpH/min/20000cells pour les cellules HOSn et de 52 mpH/min/20000cells 

pour les cellules HOS JQ1R (Figure 47E). La respiration liée à l’ATP et la fuite de protons ne 

semblent être différentes entre les cellules, puisque l’OCR des cellules HOSn est d’environ 59 

pmolO2/min/20000cells et celle des cellules HOS JQ1R de 78 pmolO2/min/20000cells. Cette 

fois-ci, l’injection de 0,15 µM de CCCP a augmenté l’OCR dans les cellules HOSn d’environ 

47 pmol02/min/20000cells mais ne semblent pas augmenter celle des cellules HOS JQ1R. Ces 

résultats correspondant à l’effet maximal avant une diminution après les autres injections qui 

laisse supposer que la concentration de CCCP devient trop importante et que les cellules 

meurent (Figure 47F). A une dose de 0,15 µM de CCCP, la dose maximale est atteinte. Cela 

signifie que l’oligomycine induit une inhibition plus faible de la respiration au sein des cellules 

HOS JQ1R donc que ces cellules semblent moins utiliser leurs mitochondries pour produire de 

l’ATP comparées aux cellules HOSn. De plus, l’effet du CCCP est quasiment nul sur les 

cellules HOS JQ1R alors qu’il est maximal sur les cellules HOSn, montrant que les cellules 

résistantes au JQ1 ont peu de réserve (comme le NADH) à utiliser pour maintenir l’activité de 

la chaine respiratoire. Les résultats alors obtenus laissent penser que même si la consommation 

d’oxygène est similaire entre les 2 lignées, HOSn et HOS JQ1R, les adaptations des 

mitochondries dans les cellules HOS JQ1R sont beaucoup moins flexibles du point de vue de 

l’activité métabolique. De plus, ces adaptations mitochondriales pourraient se traduire par une 

activité des complexes I et II différente entre les cellules HOSn et les HOS JQ1R.  

 

 

 

Figure 48 : Consommation de glucose et production de lactate dans les cellules HOSn et HOS JQ1R. (A) Mesure 

de la consommation de glucose et (B) mesure de la production de lactate par les cellules HOS et HOS JQ1R après 
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24, 48, 72 et 96h de culture dans du milieu en faible teneur en glucose, complémenté de 10 % de SVF. 

Normalisation par rapport au nombre de cellules par puits (N=1). 

 

En parallèle, les consommations de glucose et de lactate au sein des cellules HOS JQ1R 

et HOSn ont été mesurées après 24, 48, 72 et 96 heures de culture (Figure 48A et 48B). La 

consommation de glucose ne semble pas être différente entre les deux lignées cellulaires. En 

effet, après 24 heures d’ensemencement, les cellules HOSn ont consommé 66.24 % du glucose 

et les cellules HOS JQ1R en ont consommé 38.53 %. A 48 heures, 86.73% et 83.08 % de 

glucose sont consommés par les cellules HOSn et HOS JQ1R. Après 72 heures 

d’ensemencement, aucune différence de consommation de glucose n’est observée entre les 

cellules HOSn et HOS JQ1R. 95.51 % de glucose est consommé par les cellules HOSn et 96.14 

% par les cellules HOS JQ1R. A 96 heures, les cellules HOS JQ1R ont consommé la quasi-

totalité du glucose (99.94 %) et les cellules HOSn en ont consommé 99.22 % (Figure 48A). En 

ce qui concerne la sécrétion de lactate, étonnament, les cellules HOSn semblent sécréter plus 

de lactate comparé aux cellules HOS JQ1R. En effet, après 24 heures d’ensemencement les 

cellules HOSn ont sécrété 6.5 fois plus de lactate que les cellules HOS JQ1R. A 48, 72 et 96 

heures, la tendance reste la même puisque la quantité de lactate sécrétée par les cellules HOS 

JQ1R est 1,4, 1,3 et 15 fois plus importante que celle sécrétée par les cellules HOS JQ1R, 

respectivement (Figure B).  

Ces mesures, n’ayant été réalisées qu’une seule fois, devront être réitérées.  

 

 

3. Conclusion/Discussion  

 

 

Les inhibiteurs de protéines BET, notamment JQ1, ont montré leur efficacité anti-

tumorale dans les ostéosarcomes [330–333,448,609], ou d’autres sarcomes de l’enfant, tels que 

le rhabdomyosarcome ou le sarcome d’Ewing [610]. L’émergence de mécanismes de 

résistance, présentés et décrits dans l’introduction générale de ma thèse, peuvent néanmoins 

limiter l’efficacité anti-tumorale de ces inhibiteurs. Le deuxième objectif de ma thèse était 

d’identifier et de caractériser les mécanismes de résistance aux inhibiteurs de protéines BET 

dans l’ostéosarcome. Dans ce but, un modèle de cellules d’ostéosarcome résistante au JQ1 a été 

développé au sein du laboratoire. Par des analyses de haut débit (RNA-seq), des voies de 

signalisation ainsi que des processus biologiques amplifiés dans les cellules résistantes au JQ1 
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comparativement aux cellules naïves, pouvant expliquer l’acquisition de résistance dans les 

HOS JQ1R ont été identifiées.  

 Dans un premier temps, l’autophagie a été identifiée comme étant un processus 

biologique amplifié dans les cellules HOS JQ1R. Il a déjà été démontré que les thérapies anti-

tumorales induisent l’activation de l’autophagie, favorisant la survie des cellules tumorales 

[611–613] et donc la résistance des cellules tumorales aux traitements [603–607]. Les cellules 

d’ostéosarcome résistantes au JQ1 présentent une augmentation de l’expression de gènes 

autophagiques ainsi qu’une augmentation du flux autophagique après le traitement au JQ1. Tout 

comme dans notre modèle, d’autres équipes ont pu montrer une induction de l’autophagie suite 

à un traitement au JQ1, notamment dans des cellules de cancer ovarien [599]. La cible de JQ1, 

BRD4, est un répresseur transcriptionnel de l’autophagie [614,615]. La fixation de BRD4 sur 

les promoteurs des gènes de l’autophagie et le recrutement d’une méthylase des marques 

H3K9me2 sont à l’origine de la répression. Dans les cellules HOS JQ1R, l’inhibition de 

l’autophagie à l’aide de chloroquine ou de siATG7 sensibilise les cellules au JQ1. En effet, 

après inhibition de l’autophagie et traitement au JQ1, les cellules présentent une diminution de 

la prolifération ainsi qu’une augmentation de l’apoptose. Dans un modèle de cellules de 

leucémie myéloïdes aigues résistantes au JQ1, l’inhibition de l’autophagie induite par JQ1 a 

augmenté l’apoptose des cellules induite par JQ1 [460]. Ainsi, l’autophagie pourrait jouer un 

rôle de protection contre les effets anti-tumoraux de JQ1 et son ciblage sensibiliserait les 

cellules tumorales aux traitements anti-cancéreux ; proposant alors une alternative 

thérapeutique pour le patients mauvais répondeurs aux traitements conventionneles ou aux 

thérapies ciblées.  

Les études menées sur les cellules d’ostéosarcome résistantes au JQ1 ont montré une 

surexpression de la protéine KRAS, notamment le variant a. Ce phénomène de surexpression 

de KRAS4a dans les cellules tumorales a déjà été démontré [616]. Dans notre modèle de 

résistance, le ciblage de KRAS par siRNA ou shRNA a montré une inhibition de la prolifération 

cellulaire des cellules résistantes. La surexpression de KRAS jouerait un rôle dans l’acquisition 

de la résistance aux inhibiteurs de protéines BET et son inhibition sensibiliserait les cellules 

tumorales à ces inhibiteurs. De plus, il a été montré que KRAS4a induit une transformation 

oncogénique, responsable de l’activation de la voie de signalisation MAPK [616]. Or 

l’activation de cette voie de signalisation induit la croissance et la prolifération cellulaire. Nos 

données issues du RNA-seq et nos résultats de western-blot ont montré que les cellules HOS 

JQ1R ont une suractivation de la voie MAPK. La surexpression de KRAS activerait alors des 

voies de signalisation, qui serait à l’origine de la résistance au JQ1. Un modèle de souris de 
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carcinome pulmonaire muté KRAS a montré que la surexpression de KRAS4a est nécessaire à 

l’initiation de la tumorigenèse et à la croissance tumorale [617]. Les GTPases, telles que KRAS, 

sont des oncogènes très souvent retrouvés mutés dans le cancer humain. En effet, KRAS est 

altéré dans 1 cancer sur 6 [618]. Les mutations de KRAS stimulent certains processus cellulaires 

tumoraux tels que la prolifération cellulaire, l’angiogenèse ou encore la résistance à l’apoptose. 

Dans le cancer, la mutation de KRAS la plus retrouvée est une substitution de la glycine en 

position 12 [619]. Cette mutation induit un défaut d’hydrolyse du GTP (Guanosine-5'-

triphosphate) par la GEP (Guanine nucleotide exchange factor), entraînant une activation 

constitutive de KRAS. KRAS muté est fréquemment retrouvée dans les cancers du côlon [620], 

du pancréas [621], de la prostate [622] ou encore du poumon [623]. La mutation KRASG12S est 

présente dans 0,35% des cas de cancers, dont les cancers du côlon, du poumon, colorectaux 

mais aussi endométrial [624]. L’implication de la mutation KRASG12S a été mise en évidence, 

par exemple, dans le cancer du poumon à petites cellules. En effet, les cellules mutées 

KRASG12S sont résistantes aux anti-EGFR [625], signifiant que la mutation KRASG12S serait en 

partie responsable de la résistance aux traitements. L’efficacité des inhibiteurs de protéines BET 

a été montrée dans les cancers du poumon [626] ou dans l’adénocarcinome du canal 

pancréatique [627] mutants KRAS. Paradoxalement, les mutations de KRAS ont été identifiées 

comme biomarqueurs potentiels de la résistance intrinsèque aux BETi [628]. La résistance au 

GSK525762, un inhibiteur de protéines BET, du cancer colorectal est associé à la présence de 

mutation de KRAS [628]. Les mutations de KRAS conférant une résistance aux inhibiteurs de 

protéines BET sont intrinsèques et sont initiatrices du cancer tels que le cancer ovarien [458]. 

L’implication de cette mutation dans le développement de la résistance n’a jamais été décrite 

dans l’ostéosarcome. Dans notre lignée d’ostoéosarcome résistante au JQ1, les résultats du 

RNA-seq ont montré la présence de la mutation KRASG12S, comparativement aux cellules 

HOSn. Néanmoins, comme décrit dans les résultats, il s’agissait d’un KRAS viral de rat muté 

G12S, indiquant que les cellules utilisées n’étaient pas des cellules HOS-MNNG mais des 

cellules KHOS. Les cellules KHOS, porteuses de la mutation KRAS G12S, n’expriment pas 

KRAS au niveau protéique et sont sensibles au JQ1, ce qui suggère une activation de cette voie 

, peut être facilitée par la présence de la mutation G12S du KRAS de rat, dans la mise en place 

de la résistance à JQ1. En effet, cette protéine KRAS semble très active rendant les cellules 

tumorales addictes puisque l’inhibition du KRAS dans les cellules devenues résistantes au JQ1 

induit la mort cellulaire, alors que le traitement siKRAS ou shKRAS, par exemple, n’entraîne 

aucun effet sur les cellules parentales d’ostéosarcome. De plus, l’ajout de JQ1 sur cette lignée 

résistante amplifie ces phénomnènes notamment par l’augmentation de l’expression de KRAS. 
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Dans cette lignée « HOS JQ1R », JQ1 a tout de même un effet, puisque la voie de KRAS ainsi 

que les voies de signalisation MAPK, PI3K-Akt-mTOR sont activées dans les cellules rendues 

résistante aux inhibiteurs BET.  

Le métabolisme est décrit comme un processus permettant aux cellules cancéreuses de 

survivre, de s’adapter dans des environnements complexes, de favoriser la dissémination 

métastastatiques et de développer une résistance aux traitements anti-cancéreux [629] . 

L’augmentation des besoins énergétiques associée à un taux plus élevé de la prolifération 

cellulaire est l’une des caractéristiques des cellules cancéreuses. Ainsi, les cellules cancéreuses 

opèrent des modifications métaboliques telles qu’une augmentation de l’absorption de glucose 

et/ou une activité anormale de la lactate déshydrogénase (LDH) [630]. En effet, une glycolyse 

élevée est une des caractéristiques du métabolisme du cancer. Cette glycolyse dépend des 

enzymes métaboliques, telle que la lactate déshydrogénase A (LDHA), qui facilite le processus 

glycolytique en convertissant le pyruvate en lactate. De nombreuses recherches démontrent que 

la LDHA a une expression aberrante dans de nombreux cancers, ce qui est associé à la 

progression maligne [631]. La LDHA est sur-régulée dans les lignées cellulaires 

d’ostéosarcome en comparaison avec des ostéoblastes normaux [632]. La LDHA est une 

enzyme centrale dans la prolifération tumorale et la croissance maligne. Cette enzyme est 

également requise pour le maintien et la progression tumorale mais aussi l’apparition de 

métastases [633]. Les taux sériques de LDHA sont également fréquemment augmentés chez les 

patients atteints de cancers. De plus, ce taux est corrélé à de mauvais résultats cliniques ainsi 

qu’à une résistance au traitement [630]. Dans l’ostéosarcome, l’augmentation de la LDHA est 

associée à un taux de survie sans maladie plus faible. De plus, la LDHA sérique peut être un 

biomarqueur pronostique pour les patients atteints d’ostéosarcome [634]. Dans l’ostéosarcome, 

la protéine LDHA peut être mise en relation avec la résistance au traitement. En effet, dans des 

lignées d’ostéosarcome, la LDHA restaure le métabolisme du glucose et augmente la résistance 

des cellules au cisplatine [635]. Dans le cancer du sein résistants au tamoxifène, la LDHA en 

association avec Beclin-1 induit l’autophagie pro-survie. L’inhibition de la LDHA a réduit 

l’autophagie pro-survie [636]. Dans notre modèle, le traitement au JQ1 induit l’autophagie pro-

survie au sein des cellules HOSn et HOS JQ1R. Cela pourrait être intéressant d’étudier 

l’association LDHA et Beclin-1 dans ces cellules et de cibler par exemple LDHA afin de 

diminuer l’autophagie induite par le traitement JQ1. L’autophagie pro-survie est induite de 

façon plus importante dans les cellules d’ostéosarcome résistantes au JQ1 que dans les cellules 

naïves.  De plus, les cellules HOS JQ1R surexpriment les protéine LDHA. Ce niveau plus élevé 

de LDHA pourrait expliquer l’induction de l’autophagie dans les HOS JQ1R puisque ces 
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cellules présentent un flux autophagique plus important que les cellules naïves. L’inhibition 

combinée de la LDHA et de l’autophagie pourrait resensibiliser les cellules HOS JQ1R au JQ1. 

Il a été démontré que les changements métaboliques produits dans les cellules par 

l'augmentation de la LDHA sont dirigés par mTOR dans des cellules de sein non cancéreuses. 

La régulation de la LDHA par mTOR est suivie d'une reprogrammation du métabolisme 

cellulaire, montrant une dépendance accrue à la glycolyse plutôt qu'aux réactions oxydatives. 

L'activation de la LDHA pilotée par mTOR provoque des signes de progression tumorale dans 

un lignées cellulaire épithéliale issue de glande mammaire [637]. Dans le carcinome 

hépaocellulaire, il a été montré que l’expression de LDHA est induite par mTORC1 et 

l'inhibition pharmacologique de la signalisation mTORC1 par la rapamycine a diminué le 

niveau de LDHA et la capacité glycolytique des lignées. Dans notre modèle, les analyses 

d’expression protéique ont montré que les HOS JQ1R expriment très fortement la protéine 

mTOR. Or, cette protéine pourrait être à l’origine de la régulation de la LDHA, qui est 

également surexprimée dans les cellules HOS JQ1R, comparativement aux cellules naïves. Il 

serait intéressant de déterminer, si l’utilisation d’inhibiteurs de mTOR dans les cellules HOS 

JQ1R pourrait diminuer l’expression de la LDHA et la glycolyse et ainsi diminuer la 

progression tumorale. Il serait également intéressant de voir si l’inhibition de mTOR 

resensibiliserait les cellules HOS JQ1R au JQ1. Il se pourrait aussi que la suractivation des 

voies de signalisation dans les HOS JQ1R, notamment la voie PI3K/AKT/mTOR, soit à 

l’origine de la surexpression et de la sur-activité de la LDHA, qui induirait l’autophagie pro-

survie dans les HOS JQ1R. Dans ce cas, il pourrait être possible d’utiliser des inhibiteurs de la 

voie PI3K/Akt/mTOR dans le but d’inhiber la surexpression de la LDHA et de resensibiliser 

les cellules HOS JQ1R au JQ1. Aux vues de tous ces résultats, la LDHA ainsi que tous les 

éléments permettant son activation pourraient être des cibles thérapeutiques potentielles dans 

la prise en charge du cancer et plus particulièrement dans le traitement des patients résistants 

aux traitements.  

 

 

Chapitre III : Le ciblage de la voie des MAP kinases pourrait 

resensibiliser les cellules d’ostéosarcome résistantes à JQ1 
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1. Introduction  

 

Même si les inhibiteurs de protéines BET présentent en pré-clinique une certaine activité 

anti-tumorale dans différents cancers, leur efficacité en clinique reste limitée [302]. De 

nouvelles stratégies thérapeutiques sont alors développées dans le but d’augmenter les effets 

anti-tumoraux des inhibiteurs BET. La combinaison d’inhibiteurs de protéines BET avec des 

inhibiteurs des voies de signalisation suractivées dans certaines cellules tumorales [638,639], 

fait partie des nouvelles stratégies thérapeutiques à l’étude.  

Dans des cellules tumorales thyroïdiennes, la combinaison du JQ1 et du trametinib, un 

inhibiteur de la protéine MEK, bloque la prolifération cellulaire, alors que le JQ1 ou le 

trametinib seuls n'ont que des effets partiels. Le traitement combiné inhibe l'expression de MYC 

plus efficacement que les traitements avec les drogues seules. La combinaison de traitement 

diminue ainsi l'expression des régulateurs pro-survie et augmente celle des régulateurs pro-

apoptotiques pour induire l'apoptose de manière synergique. Alors que le traitement unique 

n’inhibe que partiellement la croissance tumorale dans des modèles précliniques, le traitement 

combiné réduit la croissance tumorale de plus de 90 % [583].  

De plus, dans certains cancers, l’émergence de resistance aux inhibiteurs des protéines 

BET, limitant leurs effets anti-tumoraux, est décrite [360]. Afin d’anticiper cette résistance, 

l’équipe d’Anastasia Wyce a étudié les biomarqueurs d'activité de l'inhibiteur clinique d’I-BET-

762 (GSK525762) dans différentes lignées cellulaires cancéreuses et a démontré que les 

mutations de la protéine KRAS peuvent être considérer comme des biomarqueurs de résistance. 

Cette équipe a également montré que les cellules, mutées ou non KRAS, traitées avec l’I-BET 

762 présentent une surexpression de la protéine p-ERK1/2, suggérant que l’activation de la voie 

de signalisation MAPK peut également être un des mécanismes à l’origine de l’acquisition de 

résistance aux BETi. Ces données justifient alors la combinaison des inhibiteurs BET avec des 

inhibiteurs de la voie MAPK, tels que des inhibiteurs de la protéine MEK. La combinaison de 

ces deux types d’inhibiteurs entraîne des effets synergiques sur la croissance et la survie dans 

des modèles mutants de la voie RAS ainsi que dans un sous-ensemble de lignées cellulaires 

dépourvues de mutations de la voie RAS [628]. Dans un modèle de mélanome présentant une 

suractivation de la voie de signalisation des MAPK médiant la résistance à l’inhibition des 

protéines BET, un traitement combiné associant des inhibiteurs de protéines MEK, dont le 

trametinib et le binimetinib, avec des inhibiteurs de protéines BET, tels que I-BET et PLX2853, 

diminue la viabilité cellulaire et augmente l’apoptose de manière synergique. L'inhibition des 

protéines BET et MEK diminue l’expression des protéines telles que p-ERK, MYC, Bcl-xL et 
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augmente l’expression de BIM. De même, le traitement combiné inhibe  la croissance tumorale 

in vivo de manière plus importante comparativement à l'inhibition de BET ou de MEK seuls 

[640].  

L’association des inhibiteurs de protéines BET avec des inhibiteurs de la voie de 

signalisation MAPK peut contre-carrer d’autres résistance, notamment la résistance des cellules 

tumorales aux inhibiteurs de MAPK. Au sein de cellules de mélanome NRAS-mutant, 

résistantes aux inhibiteurs de MAPK, la co-inhibition des protéines BET et MEK réduit de 

manière synergique la croissance des cellules. Ce même traitement combiné prolonge 

également la survie des des animaux porteurs de tumeurs réfractaires aux inhibiteurs de MAPK 

et à l'immunothérapie [581]. Dans un autre modèle de mélanome présentant une résistance à un 

inhibiteur de BRAF, le vemurafenib, l’ajout du JQ1 sensibilise les cellules à l'apoptose induite 

par le vemurafenib. Chez des souris C57BL/6 atteintes de mélanome résistant au vemurafenib, 

le co-traitement de vemurafenib et de JQ1 empêche la formation de métastases pulmonaires 

[641]. 

Dans la partie précédente, nous avons montré que les cellules résistantes au JQ1 

présentent une surexpression de la protéine KRAS ainsi qu’une suractivation de la voie de 

signalisation MAPK. Ainsi, cibler certaines protéines activées par KRAS et appartenant à la 

voie des MAPK dans les cellules HOS JQ1R pourrait resensibiliser ces cellules au JQ1. De 

plus, l’inhibition de cette voie de signalisation dans les cellules HOSn pourrait également 

potentialiser les effets du JQ1. Afin de vérifier ces hypothèses, les cellules HOSn et HOS JQ1R 

ont été traitées avec cinq inhibiteurs de la voie des MAPK : le salirasib, un inhibiteur de RAS ; 

le sorafenib, un inhibiteur de RAF ; le binimetinib, le trametinib et le cobimetinib, des 

inhibiteurs de MEK. Ces recherches ont fait l’objet d’un stage de Master 2 réalisé par Juliette 

Rousseau que j’ai pu encadrer. 

 

 

 

2. Résultats 

 

 

 

Les cellules HOS JQ1R sont sensibles à un inhibiteur de RAS et la combinaison de cet inhibiteur au JQ1 a 

un effet synergique sur les cellules HOS JQ1R.  
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Dans un premier temps, la combinaison du JQ1 avec un inhibiteur de la protéine RAS, 

le salirasib a été étudiée. L’efficacité de cette combinaison a été évaluée à l’aide de tests de 

viabilité cellulaire, de clonogénicité et de synergie. 

  

 

 

 

Figure 49 : Inhibition de la voie MAPK par l’inhibiteur de la protéine Ras, le salirasib. (A) Test de viabilité 

cellulaire des cellules HOSn et HOS JQ1R, ensemencées à 2 500 et 3 500 par puits, respectivement, et traitées 
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avec des concentrations croissantes de salirasib (0 à 400 µM) pendant 72h, suivi d'une coloration au cristal violet 

pour évaluer la viabilité cellulaire. (* : test statistique ANOVA 2 voies en comparaisons multiples, valeur p≤0,05) 

(N=3). (B-C) Tests de combinaison du traitement de JQ1 avec le salirasib (ratio 1 : 4) sur la viabilité cellulaire 

des cellules HOSn (ensemencées à 2 500 cellules par puits en plaque 96 puits) (B) et HOS JQ1R (ensemencées à 

3 500 cellules par puits en plaque 96 puits) (C) pendant 72h, suivi d'une coloration au cristal violet. Les courbes 

dose-effet ont été générées par le logiciel Calcusyn (N=3). (D) Test de synergie de JQ1 avec le salirasib (ratio 1 : 

4), sur la viabilité des HOS JQ1R et HOSn pendant 72h, suivi d'une coloration au cristal violet. L’indice de 

combinaison (IC) est calculé à différentes efficacités (dose-effet) (ED50, ED75, ED90) selon la méthode de Chou-

Talalay (N=1). (E-F) Test clonogénique des cellules HOS JQ1R prétraitées pendant 48h avec 10 µM de JQ1, 

combiné ou non avec 150 µM de salirasib puis comptées et ensemencées dans une plaque 6 puits à 1 000 cellules 

par puits et incubées dans un milieu sans traitement pendant 10 jours. Les colonies cellulaires ont été colorées 

avec du cristal violet, photographiées (E) et comptées à l’aide du logiciel Fiji (F) (N=1). 

 

L’IC50 du Salirasib obtenu pour les cellules HOS JQ1R est de 199,9 µM et de 192,5 

µM pour les cellules HOSn (Figure 49A). Des tests de combinaison de l’inhibiteur de RAS, le 

salirasib, avec du JQ1 ont été réalisés dans le but de potentialiser les effets du JQ1 et de 

sensibiliser les cellules HOS JQ1R au JQ1. Pour des doses-effet de 50 %, 75 % et 90 %, les 

indices de combinaison des cellules HOSn sont de 0,75 ; 0,84 et 1,14 respectivement. Dans les 

cellules HOS JQ1R, ces indices de combinaison sont de 1,06 ; 0,91 ; 0,81 (Figure 49B, 49C et 

49D). La combinaison de JQ1 avec du salirasib diminue la capacité clonogénique des cellules 

HOS JQ1R de 86 %, alors que cette capacité clonogénique est diminuée de 25 % par le 

traitement du salirasib seul (Figure 49E).  

 

 Dans l’ensemble, ces résultats montrent que les cellules HOSn et HOS JQ1R sont 

sensibles au salirasib, inhibiteur de RAS. Dans les cellules HOSn, les tests de synergie montrent 

que la combinaison de JQ1 au salirasib a un effet synergique à des doses-effet de 50 % et de 75 

%, puisque les indices de combinaison sont inférieurs à 1. Dans les cellules HOS JQ1R, la 

combinaison du JQ1 avec le salirasib est synergique à des doses-effet de 75 % et 90 %  puisque 

les indices de combinaison sont inférieurs à 1 (Tableau XII). De plus, la combinaison de JQ1 

avec du salirasib diminue la capacité clonogénique des cellules HOS JQ1R de manière plus 

importante comparativement au traitement avec le salirasib seul. Ces mêmes expériences sont 

à réaliser dans les cellules HOSn afin de confirmer l’effet synergique de JQ1 et Salirasib sur 

ces cellules. L’ensemble des résultats suggèrent que la combinaison de JQ1 avec du salirasib 

est plus intéressante que l’utilisation des traitements seuls dans les cellules d’ostéosarcome 

résistantes ou non aux BETi. 
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Les cellules HOS JQ1R sont sensibles à un inhibiteur de RAF et la combinaison de cet enihibiteur au JQ1 a 

un effet synergique sur les cellules HOS JQ1R. 
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Figure 50 : Inhibition de la voie MAPK par l’inhibiteur de la protéine Raf, le sorafenib. (A) Test de viabilité 

cellulaire des cellules HOSn et HOS JQ1R, ensemencées à 2 500 et 3 500 par puits, respectivement, et traitées 

avec des concentrations croissantes de sorafenib (0 à 40 µM) pendant 72h, suivi d'une coloration au cristal violet 

pour évaluer la viabilité cellulaire. (* : test statistique ANOVA 2 voies en comparaisons multiples, valeur p≤0,05) 

(N=3). (B-C) Tests de combinaison du traitement de JQ1 avec le cobimetinib (ratio 5 : 2) sur la viabilité cellulaire 

des cellules HOSn (ensemencées à 2 500 cellules par puits en plaque 96 puits) (B) et HOS JQ1R (ensemencées à 

3 500 cellules par puits en plaque 96 puits) (C) pendant 72h, suivi d'une coloration au cristal violet. Les courbes 

dose-effet ont été générées par le logiciel Calcusyn (N=3). (D) Test de synergie de JQ1 avec le sorafenib (ratio 

5 : 2), sur la viabilité des cellules HOSn et HOS JQ1R pendant 72h, suivi d'une coloration au cristal violet. 

L’indice de combinaison (IC) est calculé à différentes efficacités (dose-effet) (ED50, ED75, ED90) selon la 

méthode de Chou-Talalay (N=1). (E-F) Test clonogénique des cellules HOSn et HOS JQ1R prétraitées pendant 

48h avec 10 µM de JQ1, combiné ou non avec 6 µM de sorafenib puis comptées et ensemencées dans une plaque 

6 puits à 1 000 cellules par puits et incubées dans un milieu sans traitement pendant 10 jours. Les colonies 

cellulaires ont été colorées avec du cristal violet, photographiées (E) et comptées à l’aide du logiciel Fiji (F) 

(N=1). 

 

Les tests de prolifération montrent que l’IC50 du Sorafenib est de 5,436 µM pour les 

cellules HOS JQ1R et de 7,154 µM pour les cellules HOSn (Figure 50A). Dans le but de 

potentialiser les effets du JQ1 et de sensibiliser les cellules HOS JQ1R au JQ1, des tests de 

combinaison d’un inhibiteur de la protéine RAF, le sorafenib, avec du JQ1 ont été réalisés. Les 

indices de combinaison des cellules HOSn obtenus via les tests de synergie sont de 0,55 ; 0,74 

et 1,29 pour des doses-effet de 50 % ; 75 % et 90 %, respectivement. En ce qui concerne les 

cellules HOS JQ1R, les indices de combinaisons obtenus pour des doses-effet de 50 % ; 75 % 

et 90 % sont de 0,86 ; 0,94 et 1,04, respectivement (Figure 50B, 50C et 50D). La combinaison 

de JQ1 avec le sorafenib diminue la capacité clonogénique des cellules HOSn de 73 %, 

comparativement à la condition traitée avec le sorafenib seul ou JQ1 seul où la capacité 

clonogénique est diminuée de 19 % et 29 %, respectivement. Dans les cellules HOS JQ1R, la 

combinaison de JQ1 avec le sorafenib diminue la capacité clonogénique des cellules HOS JQ1R 

de 19 %, et le traitement par le sorafenib seul entraîne une diminution de la capacité 

clonogénique des cellules HOS JQ1R de 23 % (Figure 50E et 50F). 

 

L’ensemble de ces résultats montrent que les cellules HOSn et HOS JQ1R sont sensibles 

et répondent de manière similaire au sorafenib. D’après les tests de synergie réalisés sur les 

cellules HOSn et HOS JQ1R, la combinaison du JQ1 avec le sorafenib a un effet synergique à 

des doses-effet de 50 % et de 75 % puisque les indices de combinaison sont inférieurs à 1. Dans 

les cellules HOSn, ces résultats sont confirmés par les tests de capacité clonogénique. En 
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revanche, dans les cellules HOS JQ1R, le sorafenib seul semble diminuer de manière plus 

importante la capacité clonogénique comparé à sa combinaison avec le JQ1. 

 

 

 

Les cellules HOS JQ1R sont sensibles aux inhibiteurs de MEK et la combinaison de ces inhibiteurs avec du 

JQ1 a un effet synergique sur les cellules HOS JQ1R. 

 

Enfin, la voie MAPK a été ciblée dans les cellules HOSn et HOS JQ1R avec des 

inhibiteurs ciblant la protéine MEK (Binimetinib, Cobimetinib et Trametinib). L’efficacité de 

combinaison du JQ1 avec ces inhibiteurs a été évaluée par des tests de viabilité cellulaire, de 

clonogénicité, de synergie ou encore d’apoptose. En ce qui concerne les tests de clonogénicité, 

les photographies ainsi que les comptages de clones des contrôles DMSO et JQ1 seront les 

mêmes. Les expériences ayant été réalisées le même jour, les différents traitements ont été faites 

sur des plaques distinctes.  
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Figure 51 : Inhibition de la voie MAPK par l’inhibiteur de la protéine MEK, le binimetinib. (A) Test de viabilité 

cellulaire des cellules HOSn et HOS JQ1R, ensemencées à 2 500 et 3 500 par puits, respectivement, et traitées 

avec des concentrations croissantes de binimetinib (0 à 100 µM) pendant 72h, suivi d'une coloration au cristal 

violet pour évaluer la viabilité cellulaire (* : test statistique ANOVA 2 voies en comparaisons multiples, valeur 

p≤0,05) (N=3). (B-C) Tests de combinaison du traitement de JQ1 avec le binimetinib (ratio 1 : 1) sur la viabilité 

cellulaire des cellules HOSn (ensemencées à 2 500 cellules/puits en plaque 96 puits) (B) et des cellules HOS JQ1R 

(ensemencées à 3 500 cellules/puits en plaque 96 puits (C) pendant 72h, suivi d'une coloration au cristal violet. 

Les courbes dose-effet ont été générées par le logiciel Calcusyn (N=3). (D) Test de synergie de JQ1 avec le 

binimetinib (ratio 1 : 1), sur la viabilité cellulaire des cellules HOSn et HOS JQ1R pendant 72h, suivi d'une 

coloration au cristal violet. L’indice de combinaison (IC) est calculé à différentes efficacités (dose-effet) (ED50, 

ED75, ED90) selon la méthode de Chou-Talalay (N=1). (E-F) Test clonogénique des cellules HOSn et HOS JQ1R 

prétraitées pendant 48h avec 10 µM de JQ1, combiné ou non avec 10 µM de binimetinib puis comptées et 

ensemencées dans une plaque 6 puits à 1 000 cellules par puits et incubées dans un milieu sans traitement pendant 

10 jours. Les colonies cellulaires ont été colorées avec du cristal violet, photographiées (E) et comptées à l’aide 

du logiciel Fiji (F) (N=2). (G) Évaluation de l'apoptose par la mesure de l'activité des caspases 3/7 (AU/µg de 

protéine) dans les lysats protéiques des cellules HOSn et HOS JQ1R traitées ou non avec 10 µM de JQ1 combiné 

ou non avec 10 µM de binimetinib pendant 48h (N=1). 

 

L’IC50 de binimetinib, déterminée à l’aide des tests de viabilité, est de 2,878 µM pour 

les cellules HOS JQ1R alors qu’elle est de 18,25 µM pour les cellules HOSn (Figure 51A). De 

plus, la capacité clonogénique des cellules HOS JQ1R est diminuée de 72 % suite à un 

traitement au binimetinib alors que la capacité clonogénique des cellules HOSn n’est diminuée 

que de 9 % (Figure 51E et 51F). La combinaison de JQ1 et de binimetinib diminue la viabilité 

cellulaire des cellules HOSn de 46 %. L’inhibition de JQ1 seul diminue de 32 % de la viabilité 

cellulaire des cellules HOSn (Figure 51B). Pour des doses-effet de 50 % ; 75 % et 90 %, les 

indices de combinaison des cellules HOSn sont de 0,70 ; 1,02 ; 1,82, respectivement (Figure 

51D). Dans les cellules HOS JQ1R, le traitement combiné de JQ1 avec le binimetinib diminue 

la viabilité cellulaire de 37 %, alors que le traitement par binimetinib seul diminue la viabilité 

des cellules HOS JQ1R de 48 % (Figure 51C). Les indices de combinaison des cellules HOS 

JQ1R sont de 0,73 ; 0.59 et 0,59 pour des doses doses-effet de 50 % ; 75 % et 95 %, 

respectivement (Figure 51D). Dans les cellules HOSn, la combinaison de JQ1 avec l’inhibiteur 

de MEK diminue la capacité clonogénique de 44 %, alors qu’elle diminue de seulement 9 % 

suite au traitement par l’inhibiteur de MEK seul. Dans les cellules HOS JQ1R, la capacité 

clonogénique diminue de 72 % en présence de binimetinib seul. La combinaison de JQ1 avec 

le binimetinib diminue de 14 % (Figure 51E et 51F). Dans les cellules HOSn, l’activité des 

caspases 3/7 est 4 fois plus élevée dans la condition « JQ1 + binimetinib », comparativement à 
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l’utilisation du binimetinib seul. Dans les cellules HOS JQ1R, l’activité des caspases 3/7 après 

un traitement combiné du JQ1 avec le binimetinib est de 8500 UA/µg de protéines alors qu’elle 

est de 11000 UA/µg après un traitement au binimetinib seul (Figure 51G).  

 

D’après les tests de viabilité cellulaire et de capacité clonogénique, les cellules HOS 

JQ1R sont plus sensibles au binimetinib que les cellules HOSn.  

L’ensemble des résultats montre que, dans les cellules HOSn, la combinaison de JQ1 

avec le binimetinib est plus efficace que le traitement avec le binimetinib seul. En effet, dans 

ces cellules, la diminution de la viabilité cellulaire est plus importante suite au traitement 

combiné de JQ1 et de binimetinib, comparativement au traitement par JQ1 seul et au 

binimetinib seul. La diminution de la capacité clonogénique des cellules HOSn est plus 

importante suite au traitement combiné de JQ1 et binimetinib que binimetinib seul. Dans ces 

cellules, la combinaison de traitement semble être synergique pour une dose-effets de 50 % (IC 

<1), additif pour une dose-effet de 75 % (IC=1) et antagoniste pour une dose-effet de 95 % 

(IC>1) (Tableau XII). De plus, l’apotose est plus importante dans les cellules HOSn traitées par 

JQ1 combiné au binimetinib en comparaison à l’utilisation du binimetinib seul. 

A l’inverse, dans les cellules HOS JQ1R, le traitement avec le binimetinib seul entraîne 

plus d’effet sur la viabilité cellulaire et la capacité clonogénique des cellules HOS JQ1R 

comparativement à la combinaison binimetinib + JQ1. Cependant, la combinaison du JQ1 et du 

binimetinib est tout de même synergique pour toutes les doses-effets testées (50 %, 75 % et 90 

% ; IC<1)) (Tableau XII). Néanmoins, l’activité caspase 3/7 induite par la combinaison 

binimetinib + JQ1 semble moins importante comparativement au binimetinib seul.  
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Figure 52 : Inhibition de la voie MAPK par l’inhibiteur de la protéine MEK, le trametinib.  (A) Test de viabilité 

cellulaire des cellules HOSn et HOS JQ1R, ensemencées à 2 500 et 3 500 par puits, respectivement, et traitées 

avec des concentrations croissantes de trametinib (0 à 20 µM) pendant 72h, suivi d'une coloration au cristal violet 

pour évaluer la viabilité cellulaire. (* : test statistique ANOVA 2 voies en comparaisons multiples, valeur p≤0,05) 

(N=3). (B-C) Tests de combinaison du traitement de JQ1 avec le trametinib (ratio 5 : 1) sur la viabilité cellulaire 

des cellules HOSn (ensemencées à 2 500 cellules/puits en plaque 96 puits) (B) et HOS JQ1R (ensemencées à 3 

500 cellules/puits en plaque 96 puits) (C) pendant 72h, suivi d'une coloration au cristal violet. Les courbes dose-

effet ont été générées par le logiciel Calcusyn (N=3). (D) Test de synergie de JQ1 avec le trametinib (ratio 5 : 1), 

sur la viabilité des cellules HOSn et HOS JQ1R pendant 72h, suivi d'une coloration au cristal violet. L’indice de 

combinaison (IC) est calculé à différentes efficacités (dose-effet) (ED50, ED75, ED90) selon la méthode de Chou-

Talalay (N=1). (E-F) Test clonogénique des cellules HOSn et HOS JQ1R prétraitées pendant 48h avec 10 µM de 

JQ1, combiné ou non avec 0,5 µM de trametinib puis comptées et ensemencées dans une plaque 6 puits à 1 000 

cellules par puits et incubées dans un milieu sans traitement pendant 10 jours. Les colonies cellulaires ont été 

colorées avec du cristal violet, photographiées (E) et comptées à l’aide du logiciel Fiji (F) (N=1). (G) Évaluation 

de l'apoptose par la mesure de l'activité des caspases 3/7 (AU/µg de protéine) dans les lysats protéiques des 

cellules HOSn et HOS JQ1R traitées ou non avec 10 µM de JQ1 combiné ou non avec 0,5 µM de trametibinib 

pendant 48h (N=1). 

 

Les tests de viabilité montrent que l’IC50 du trametinib est de 3,489 µM pour les cellules 

HOS JQ1R, alors qu’elle est de 13,71 µM pour les cellules HOSn (Figure 52A). Suite au 

traitement par le trametinib, la capacité clonogénique des deux lignées diminue de 81 % (Figure 

52E et 52F). Dans les cellules HOSn, la combinaison JQ1 + trametinib diminue la viabilité 

cellulaire de 50 %. JQ1 seul diminue la viabilité cellulaire des cellules HOSn de 14 % (Figure 

52B). Les indices de combinaison des cellules HOSn, obtenus par les tests de synergie, sont de 

0,22 ; 0,23 et 0,26 pour des dose-effets de 50 %, 75 % et 90 %, respectivement (Figure 52D). 

Le traitement JQ1 + trametinib diminue la viabilité cellulaire des cellules HOS JQ1R de 59 %. 

Dans ces cellules, le trametinib seul diminue la viabilité cellulaire de 61 % contre 50 % après 

la combinaison JQ1 + trametinib (Figure 52C). Les résultats des tests clonogéniques, montrent 

que le trametinib seul diminue de 81 % la capacité clonogénique des cellules HOS JQ1R 

comparativement aux cellules HOS JQ1R traitées avec la combinaison JQ1 + trametinib, 

montrant une diminution de 3 %. La capacité clonogénique des cellules HOSn diminue de 81 

% après un traitement combiné JQ1 + trametinib. Le trametinib seul diminue de 41 % la 

capacité clonogénique de ces mêmes cellules (Figure 52E et 52F). Comparativement à 

l’utilisation du trametinib seul dans les cellules HOSn, l’activité des caspases 3/7 est 1,6 fois 

plus élevé pour la condition JQ1 + trametinib. L’activité enzymatique des caspases 3/7 est de 
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12000 UA/µg de protéines après traitement par trametinib seul et 10000 UA/µg de protéines 

après traitement combiné JQ1 + trametinib (Figure 52G). 

 Les tests de viabilité montrent que cellules HOS JQ1R sont plus sensibles au trametinib 

que les cellules HOSn. En revanche, les tests de capacité clonogénique montrent une diminution 

de la capacité clonogénique quasiment identique entre les deux lignées. Dans les cellules HOSn, 

la combinaison de traitement JQ1 et trametinib est plus efficace que JQ1 seul. Dans ces cellules, 

la combinaison de traitement montre des effets synergiques pour des doses-effets de 50 %, 75 

% et 90 % (IC<1) (Tableau XII). De plus, l’inhibition de la capacité clonogénique est plus 

élevée dans les cellules HOSn traitées avec JQ1 + trametinib comparativement aux cellules 

HOSn traitées avec trametinib seul. Enfin, l’apoptose est plus importante dans les cellules 

HOSn traitées par la combinaison JQ1 + trametinib, comparé au trametinib seul. Dans les 

cellules HOS JQ1R, le trametinib seul entraîne plus d’effet sur la viabilité cellulaire que la 

combinaison JQ1 + trametinib. La combinaison JQ1 + trametinib est synergique pour des dose-

effets de 50 % et 75 % (IC<1) et antagoniste pour une dose-effets de 90 % (IC>1) (Tableau 

XII). La capacité clonogénqiue de ces cellules est diminuée de manière plus importante après 

un traitement avec le trametinib seul qu’après un traitement du trametinib combiné au JQ1. De 

plus, l’induction de l’apoptose dans les cellules HOS JQ1R traitées avec le trametinib combiné 

ou non au JQ1 est plus importante que celle induite après traitement avec le trametinib seul.  
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Figure 53 : Inhibition de la voie MAPK par l’inhibiteur de la protéine MEK, le cobimetinib. (A) Test de viabilité 

cellulaire des cellules HOSn et HOS JQ1R, ensemencées à 2 500 et 3 500 par puits, respectivement, et traitées 

avec des concentrations croissantes de cobimetinib (0 à 40 µM) pendant 72h, suivi d'une coloration au cristal 

violet pour évaluer la viabilité cellulaire. (* : test statistique ANOVA 2 voies en comparaisons multiples, valeur 

p≤0,05) (N=3). (B-C) Tests de combinaison du traitement de JQ1 avec le cobimetinib (ratio 50 : 1) sur la viabilité 

cellulaire des cellules HOSn (ensemencées à 2 500 cellules par puits en plaque 96 puits) (B) et HOS JQ1R 

(ensemencées à 3 500 cellules par puits en plaque 96 puits) (C) pendant 72h, suivi d'une coloration au cristal. Les 

courbes dose-effet ont été générées par le logiciel Calcusyn (N=3). (D) Test de synergie de JQ1 avec le cobimetinib 

(ratio 50 : 1), sur la viabilité des HOS JQ1R et HOSn pendant 72h, suivi d'une coloration au cristal violet. L’indice 

de combinaison (IC) est calculé à différentes efficacités (dose-effet) (ED50, ED75, ED90) selon la méthode de 

Chou-Talalay (N=1). (E-F) Test clonogénique des cellules HOSn et HOS JQ1R prétraitées pendant 48h avec 10 

µM de JQ1, combiné ou non avec 2 µM de cobimetinib puis comptées et ensemencées dans une plaque 6 puits à 1 

000 cellules par puits et incubées dans un milieu sans traitement pendant 10 jours. Les colonies cellulaires ont été 

colorées avec du cristal violet, photographiées (E) et comptées à l’aide du logiciel Fiji (F) (N=1). (G) Évaluation 

de l'apoptose par la mesure de l'activité des caspases 3/7 (AU/µg de protéine) dans les lysats protéiques des 

cellules HOSn et HOS JQ1R traitées ou non avec 10 µM de JQ1 combiné ou non avec 2 µM de cobimetinib 

pendant 48h (N=1). 

 

Les IC50 obtenus après le traitement au cobimetinib, sont de 0,6691 µM pour les cellules HOS 

JQ1R et de 2,117 µM pour les cellules HOSn (Figure 53A). Après un traitement au cobimetinib, 

la capacité clonogénique des cellules HOS JQ1R diminue de 85 % alors qu’une diminution de 

24 % est observée pour les cellules HOSn (Figure 53E et 53F). La combinaison du JQ1 et du 

cobimetinib diminue la viabilité cellulaire des cellules HOSn de 51% (Figure 53B). La viabilité 

cellulaire des cellules HOS JQ1R diminue de 29 % après un traitement JQ1 + cobimetinib. Le 

cobimetinib seul diminue la viabilité cellulaire de 49 % contre 29 % après combinaison avec 

JQ1 (Figure 53C). Pour des doses-effets de 50 %, 75 % et 90 %, les indices de combinaison des 

cellules HOSn sont de 0,75 ; 1,40 et 1,82, respectivement. Pour les cellules HOS JQ1R, ces 

indices sont de 1,40 ; 1,53 et 1,73 à des doses-effets de 50 %, 75 % et 90 %, respectivement 

(Figure 53D). La capacité clonogénique des cellules HOS JQ1R diminue de 85 % suite à un 

traitement cobimetinib seul et de 23 % suite à un traitement combiné JQ1 + cobimetinib. Dans 

les cellules HOSn, la combinaison de JQ1 avec l’inhibiteur de MEK diminue la capacité 

clonogénique de 18 %, contre 25 % suite au traitement avec cobimetinib seul (Figure 53E et 

53F). Après un traitement cobimetinib seul, l’activité des caspases 3/7 dans les cellules HOS 

JQ1R est 16000 UA/µg de protéines contre 8500 UA/µg de protéines après traitement avec ces 

deux inhibiteurs. Comparativement à l’utilisation d’un inhibiteur de MEK seul dans les cellules 
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HOSn, l’activité des caspases 3/7 est 7 fois plus élevé pour la condition JQ1 + 

cobimetinib  (Figure 53G). 

 

 Les tests de viabilité cellulaire et de capacité clonogénique montrent que les cellules 

HOS JQ1R sont plus sensibles au cobimetinib, troisième inhibiteur de MEK testé, que les 

cellules HOSn.  

 Les tests de synergie mettent en évidence que JQ1 combiné au cobimetinib diminue la 

viabilité des cellules HOSn. Le calcul des ED50, ED75 (IC<1) montre que les effets de la 

combinaison JQ1 + cobimetinib semblent synergiques sur la viabilité des cellules HOSn. A une 

dose-effet de 90 %, l’effet de la combinaison de traitement semble plutôt additif (IC=1) 

(Tableau XII). La capacité clonogénique des cellules HOSn est inhibée de façon plus importante 

suite au traitement de cobimetinib seul comparativement au traitement combiné JQ1 + 

cobimitinib. L’apoptose des cellules HOSn, est plus importante suite au traitement combiné 

JQ1 + cobimetinib comparativement au cobimetinib seul. 

Les résultats des tests de synergie montrent également que le traitement cobimetinib 

seul entraîne plus d’effet sur la viabilité des cellules HOS JQ1R que le traitement combiné JQ1 

+ cobimetinib. Le calcul des ED50, ED75 et ED90 (IC>1) montre que les effets de la 

combinaison JQ1 + cobimetinib ne semblent pas synergiques sur la viabilité des cellules HOS 

JQ1R mais antagonistes (Tableau XII). Les résultats des tests clonogéniques, montrent une 

diminution de la capacité clonogénique des cellules HOS JQ1R en présence de cobimetinib seul 

comparativement aux cellules HOS JQ1R traitées par la combinaison JQ1 + cobimetinib. 

L’apoptose induite dans les cellules HOS JQ1R est plus importante après traitement 

cobimetinib seul, qu’après traitement combiné JQ1 + cobimetinib. 

 

Tableau XII : Tableau récapitulatif des effets de la combinaison de JQ1 avec différents inhibiteurs de la voie de 

signalisation MAPK : salirasib (inhibiteur de RAS), sorafenib (inhibiteur de RAF), binimetinib, trametinib et 

cobimetinib (inhibiteurs de MEK) dans les cellules HOSn et HOS JQ1R. 

 
HOSn HOS JQ1R 

ED50 ED75 ED90 ED50 ED75 ED90 

Salirasib+JQ1 Synergique Synergique Antagoniste Antagoniste Synergique Synergique 

Sorafenib+JQ1 Synergique Synergique Antagoniste Synergique Synergique Antagoniste 

Binimetinib+JQ1 Synergique Additif Antagoniste Synergique Synergique Synergique 

Trametinib+JQ1 Synergique Synergique Synergique Synergique Synergique Antagoniste 

Cobimetinib+JQ1 Synergique Synergique Synergique Antagoniste Antagoniste Antagoniste 
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Analyse de l’expression protéique de la voie MAPK après combinaison de traitements 

 

Afin de déterminer les mécanismes moléculaires des inhibiteurs de la voie des MAPK 

sur les cellules HOSn et HOS JQ1R, des analyses protéiques de cette voie de signalisation ont 

été réalisées. 

 

Figure 54: Effet de la combinaison des inhibiteurs de la voie MAPK et du JQ1 sur l’expression des protéines de 

la voie MAP kinases. Expression de p-MEK et p-ERK analysée par western blot dans les lysats protéiques des 

cellules HOSn et HOS JQ1R en présence de binimetinib (10 µM), trametinib (0,5 µM), cobimetinib (2 µM) ou 

sorafenib (6 µM) en combinaison ou non avec du JQ1 (24 µM) pendant 48h. La vinculine a été utilisée comme 

contrôle de charge (N=1). 

 

Dans un premier temps, les western blot confirment la surexpression de p-ERK dans les 

cellules HOS JQ1R comparativement aux cellules HOSn en condition contrôle. Cependant, la 

surexpression de p-MEK dans les cellules HOS JQ1R comparativement aux cellules HOSn en 

condition contrôle n’est pas observée (Figure 54). Des analyses supplémentaires devront être 

réalisées en optimisant les conditions de western blot. Après traitement JQ1, les expressions de 

p-ERK et de p-MEK sont augmentées dans les cellules HOS JQ1R par rapport à la condition 

contrôle, suggérant une suractivation de la voie des MAPK suite au traitement JQ1 (Figure 54).  
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 Ces analyses par western-blot montrent que les niveaux d’expression protéiques de p-

ERK et p-MEK sont impactés par les différents traitements. En effet, l’utilisation du binimetinib 

(inhibiteur de MEK) augmente l’expression de p-MEK dans les cellules HOS JQ1R et diminue 

l’expression de p-ERK par la suite. Les deux autres inhibiteurs de MEK, le cobimetinib et le 

trametinib, semblent agir directement sur la phosphorylation de MEK puisqu’il n’y a pas 

d’expression de p-MEK, ni de p-ERK dans les conditions traitées avec ces inhibiteurs. Ces 

analyses d’expression protéique montrent également que le traitement sorafenib (inhibiteur de 

RAF) bloque la cascade de signalisation des MAPK. En effet, aucune expression de p-MEK et 

de p-ERK n’est observée après traitement par le sorafenib seul ou combiné à JQ1 suite au 

blocage de RAF comparativement aux conditions traitées par JQ1 où des expressions de p-ERK 

et de p-MEK sont observée (Figure 54).  

 

 

3. Conclusion/Discussion  

 

Précédemment, il a été évoqué le potentiel rôle de l’activation des voies de signalisation 

telles que la voie des MAPK. La suractivation des voies de signalisation comme la voie MAPK 

est généralement associée à la prolifération cellulaire ainsi qu’à la résistance aux médicaments. 

Les cellules de leucémie myéloïde aigue présentent par exemple une suractivation de la voie 

des MAPK, entraînant la résistance à la doxorubicine. L’implication des voies de signalisation 

suractivées dans l’acquisition de la résistance aux inhibiteurs de protéines BET a déjà été 

démontrée [608], notamment dans le cancer colorectal [443]. Afin de limiter ou de contre-carrer 

l’apparition de résistance, le traitement avec des inhibiteurs de protéines BET peut être combiné 

avec des inhibiteurs de voies suractivées, notamment la voie MAPK.  

Les cellules HOSn et HOS JQ1R ont été traitées avec des inhibiteurs puissants et 

sélectifs de MEK 1/2, approuvés par la Food and Drug Administration depuis ces dix dernières 

années (binimetinib, cobimetinib et trametinib). Les traitements binimetinib, cobimetinib et 

trametinib ont été approuvés dans le mélanome muté BRAF en association avec un inhibiteur 

de BRAF (encorafenib, vemurafenib et dabrafenib respectivement) [642–644]. Nos résultats 

mettent en évidence une efficacité plus importante des inhibiteurs de MEK (MEKi) sur la 

capacité proliférative et clonogénique des cellules HOS JQ1R que sur les cellules HOS naïves, 

démontrant une sensibilité accrue des cellules HOS JQ1R aux MEKi. L’efficacité de ces MEKi 

confirme l’addiction des cellules HOS JQ1R à la voie des MAPK.  
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 L’association entre la surexpression de KRAS et la résistance à JQ1 suggère que le 

ciblage de la voie des MAPK sensibiliserait les cellules HOS JQ1R aux BETi. Les MEKi 

combinés à JQ1 montrent que la combinaison diminue la viabilité des cellules HOS JQ1R, par 

rapport au traitement JQ1 seul. La réponse synergique de la combinaison des BETi avec des 

MEKi a été montrée dans plusieurs cancers dont le cancer ovarien [645] et le mélanome [581]. 

La combinaison d’un BETi (HMBA, JQ1 ou I-BET-762) avec du trametinib augmente 

l’apoptose des cellules du gliome de rat et d’humain, comparativement au traitement par le 

BETi seul [582]. La combinaison du GSK525762 (BETi) avec un inhibiteur de MEK inhibe de 

manière synregique la croissance tumorale dans de nombreux modèles précliniques présentant 

une mutation KRAS [628]. Ces données suggèrent l’intérêt de cibler les protéines BET et la 

voie des MAPK dans les modèles surexprimant KRAS.  De manière surprenante, un effet 

antagoniste a été observée dans les HOS JQ1R après combinaison des MEKi avec JQ1, alors 

que nous nous attendions à observer un effet synergique de la combinaison de JQ1 avec les 

MEKi sur la prolifération des cellules HOS JQ1R. En effet, les MEKi seuls entraînent une 

diminution plus importante de la capacité proliférative et clonogénique des cellules HOS JQ1R, 

par rapport à la combinaisons avec JQ1. La première hypothèse qui peut être émise est que le 

traitement JQ1 combiné à un MEKi pourrait stimuler la capacité proliférative des cellules HOS 

JQ1R et bloquer l’effet du MEKi. La deuxième hypothèse se base sur le fait qu’il existe une 

activation compensatrice de la voie Pi3K/AKT/mTOR après le traitement par JQ1 combiné à 

l’inhibition de MEK. Dans la littérature, il a été montré que la voie PI3K/AKT/mTOR et la voie 

des MAPK, initialement décrites comme des voies de signalisation linéaires, présentent des 

points de convergence et sont interconnectées à plusieurs niveaux. Il existe de nombreux 

« cross-talk » de régulation entre ces 2 voies notamment au niveau de PI3K et de RAS [646]. 

Or les analyses protéiques des cellules HOS JQ1R ont mis en évidence une suractivation de la 

voie Pi3K/AKT/mTOR. La voie Pi3K/AKT/mTOR est un mécanisme clé contrôlant la survie, 

la division et le métabolisme cellulaire [646]. L’activation de cette voie, suite au traitement par 

JQ1, pourrait compenser l’inhibition de la voie des MAPK par le MEKi. Les analyses 

protéiques réalisées afin d’analyser l’impact moléculaire de la combinaison de JQ1 et des 

MEKi, montrent que le traitement binimetinib augmente la phosphorylation de MEK et inhibe 

la cascade de signalisation en aval. Dans des lignées cellulaires de neuroblastome, le traitement 

binimetinib augmente également la phosphorylation de MEK et inhibe la phosphorylation de 

ERK [647]. Après traitement avec trametinib ou cobimetinib, les cellules HOS JQ1R 

n’expriment pas MEK-phosphorylé et ERK-phosphorylé. Il a été montré que le cobimetinib se 

lie spécifiquement à MEK1 et inhibe son activité catalytique, ce qui inhibe la phosphorylation 
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et l’activation de ERK [648]. Dans des modèles de xénogreffes de mélanome métastatique, le 

traitement trametinib inhibe la phosphorylation de MEK1 et de ERK [649]. D’autres effecteurs 

de la voie des MAPK : RAS et RAF ont été ciblés dans les cellules d’ostéosarcome. Les 

traitements par salirasib (inhibiteur de RAS) ou par sorafenib (inhibiteur de RAF) semble 

diminuer la viabilité des cellules HOSn et HOS JQ1R, sans différence de sensibilité entre les 

deux lignées. Ces éléments suggèrent la présence d’un cross-talk au niveau de cette voie de 

signalisation, déjà décrit en clinique dans le mélanome. Les BRAFi de type I ont été développés 

avec succès dans les mélanomes mutés BRAF mais bien souvent, une réactivation de la voie 

des MAPK a entrainé le développement de résistance [650]. À ce jour, l’utilisation d’inhibiteurs 

de RAS n’est pas en première ligne comparativement aux autres inhibiteurs de la voie MAPK 

jugés plus efficaces. D’après les IC déterminés par les tests de synergie et les résultats des tests 

clonogéniques, il semblerait que la combinaison du JQ1 avec le salirasib ait un effet synergique 

sur les cellules HOS JQ1R. Les tests de synergie montrent que la combinaison sorafenib + JQ1 

semble avoir un effet synergique dans les cellules HOSn et HOS JQ1R. Cependant, les tests 

clonogéniques après traitement par sorafenib en combinaison avec JQ1 ne montrent pas d’effet 

synergique de la combinaison des traitements dans les cellules HOS JQ1R. Cet effet synergique 

est quant à lui confirmé dans les cellules HOS naïves par les tests clonogéniques. Des analyses 

supplémentaires seront nécessaires pour s’assurer de la pertinence de ces données.   

 

 

 

Discussion générale et perspectives  

 

Depuis les années 1970 où la chimiothérapie néoadjuvante et postopératoire a été 

associée à la chirurgie, la prise en charge des patients atteints d’ostéosarcome s’est nettement 

améliorée. En effet, le taux de survie à 5 ans est maintenant de 75 % pour les patients atteints 

d’ostéosarcome localisé, par rapport à 20 % avant les années 1970 [127,171]. Depuis, le taux 

de survie a cessé d’évoluer. De plus, 30 à 50 % des patients atteints d’ostéosarcome localisé au 

moment du diagnostic rechutent, dont 80 % avec des tumeurs aux poumons et 9 % au niveau 

de sites osseux [132]. Les patients présentant des métastases, principalement pulmonaires, au 

moment du diagnostic ont, quant à eux, un taux de survie à 5 ans qui diminue de façon drastique 

pour atteindre seulement 20 %. Ces patients ont également une fréquence plus élevée de rechute 

(80 %). Dans le but d’améliorer la prise en charge thérapeutique et de limiter les rechutes des 
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patients atteints d’ostéosarcome, le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques est 

nécessaire. Ainsi, de nombreuses cibles thérapeutiques, telles que les protéines à 

bromodomaine et domaine extra-terminal sont actuellement étudiées pour le traitement de 

cancers. Depuis les années 2010, de nombreux inhibiteurs de protéines BET ont été développés.  

Dans l'ensemble, les résultats des études pré-cliniques ont montré des effets prometteurs 

des inhibiteurs de protéines BET et suggèrent que l’utilisation de ces inhibiteurs pourrait être 

une option thérapeutique efficace, notamment dans la prise en charge des patients ayant 

développer des résistances aux traitements. Les BETi ont montré leur efficacité dans des lignées 

radiorésistantes, chimiorésistantes ou encore résistantes à l’hormonothérapie ou aux thérapies 

ciblées. Les BETi pourraient donc présenter une alternative thérapeutique et être proposés en 

seconde intention chez des patients ayant développés des résistances aux traitements 

conventionnels. De nombreux inhibiteurs de protéines à BET ont montré des effets anti-

prolifératifs dans le traitement de cellules tumorales résistantes aux traitements conventionnels 

et ont même permis, dans certains cas, de surmonter cette résistance. Le PROTAC MZ1 a, par 

exemple, induit une diminution de la protéine cible BRD4 et un effet anti-prolifératif dans des 

cellules de cancer du sein triple négatif résistantes à la radiothérapie [438]. Le traitement 

d’explants dérivés de patients atteints de cancer de la prostate ou de xénogreffes avec des 

inhibiteurs de protéines BET, tels que JQ1, améliore l'efficacité de la radiothérapie en bloquant 

la réparation de l'ADN et permet de surmonter la radiorésistance [651]. Le PROTAC, ARV-

771, a détourné la résistance acquise par des cellules de liposarcome à la trabectedine, anti-

cancéreux alcaloïde [652]. L'ABBV-075 a montré une puissante activité anti-proliférative dans 

plusieurs modèles de cancer de prostate résistants à l'anti-androgène de deuxième génération 

l’enzalutamide [653,654]. Un essai clinique mené chez des patients souffrant d'un cancer de la 

prostate métastatique résistant à la castration évalue la sécurité, la tolérance, la 

pharmacocinétique ainsi que la pharmacodynamique du GS-5829 en monothérapie et en 

association avec l'enzalutamide (NCT02607228). Un autre PROTAC, l’ARV-825 a montré son 

efficacité anti-tumorale, notamment en induisant des niveaux élevés d’apoptose, dans les 

cellules de leucémies myéloïdes résistantes au ruxolitinib, un inhibiteur de tyrosine kinase 

[655]. En effet, l’ARV-825 a inhibé c-Myc, CDK4 et Cycline D1, formant le complexe 

CDK4/CyclineD1, impliqué dans l’entrée des cellules dans le cycle cellulaire et ainsi dans la 

division et prolifération cellulaire. L’ARV-825 a réduit l’expression des gènes anti-

apoptotiques, tels que Bcl-xL et XIAP, et, à l’inverse a augmenté l’expression des gènes pro-

apoptotiques comme NOXA et CDKN1A/p21 [436]. Dans le cancer ovarien, la résistance au 

palbociclib, un inhibiteur de CDK 4/6, protéines régulant le cycle cellulaire. L’inhibiteur 
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bivalent des protéines BET, l’AZD5153, en inhibant les protéines liées au cycle cellulaire et à 

la voie MAPK/PI3K-AKT, a inversé la résistance au palbociclib [656]. Ainsi, l’utilisation des 

inhibiteurs de protéines BET permet de surmonter la résistance à la radiothérapie, à la 

chimiothérapie, à l’hormonothérapie ou encore aux thérapies ciblées comme les inhibiteurs de 

tyrosine kinase. De plus, les nouvelles molécules capables d’inhiber et dégrader les protéines 

BET, les PROTAC, ont récemment montré leur efficacité dans des lignées de cancer du sein 

triple négatif sensibles mais aussi résistantes aux inhibiteurs de BET. En effet, les PROTAC 

MZ1 et ARV-825 ont diminué le niveau d’expression protéique de BRD4 et induit un effet anti-

prolifératif des cellules de cancer du sein triple négatif sensibles et résistantes à JQ1 [438].  

Même si les inhibiteurs BET ont montré leur efficacité dans de nombreuses études pré-

cliniques, les premiers résultats cliniques jusqu’alors obtenus ne montrent que très peu de 

bénéfices lorsque ces molécules inhibitrices sont utilisées en monothérapie. Ce manque 

d’efficacité peut s’expliquer par la mise en place de modifications moléculaires au sein des 

cellules tumorales, leur permettant de survivre et parfois même de résister aux inhibiteurs de 

protéines BET. Tout comme Luan et al. ou encore Li et al. l’ont montré dans des cellules de 

cancer ovarien ou de cancer de la vessie [562,599], j’ai pu mettre en évidence, in vivo et in vitro 

que JQ1 induit l’autophagie dans des cellules d’ostéosarcome. J’ai également montré que 

l’inhibition, in vitro, de l’autophagie par l’utilisation d’inhibiteurs chimiques tels que la 

chloroquine, la 3-méthyladénine et la bafilomycine potentialise l’effet antitumoral de JQ1. De 

plus, la combinaison JQ1 + chloroquine ralentie la progression tumorale et augmente la survie 

dans un modèle préclinique d’ostéosarcome. Mes données sont donc la preuve de concept que 

les inhibiteurs de protéines à BET peuvent être combinés à l’inhibition de l’autophagie comme 

approche thérapeutique dans l’ostéosarcome. L’induction de l’autophagie est un processus 

biologique faisant partie des mécanismes de résistance aux inhibiteurs de protéines BET décrit 

dans la littérature. Afin d’étudier l’implication de l’autophagie dans la résistance aux inhibiteurs 

de protéines BET dans les cellules d’ostéosarcome, nous avons développé au laboratoire une 

lignée d’HOS résistantes au JQ1. Nous avons mis en évidence que les cellules d’ostéosarcome 

résistantes au JQ1 présentent une suractivation des voies de signalisation telles que les voies 

PI3K/Akt/mTOR ou MAPK, également décrites dans d’autres cancers comme étant à l’origine 

de la résistance aux inhibiteurs de protéines BET. Différentes études ont montré le rôle que 

pouvait jouer la voie MAPK dans l’acquisition de la résistance notamment aux inhibiteurs de 

protéines BET [423]. Tout comme dans mon projet de thèse, la combinaison d’inhibiteurs BET 

avec des inhibiteurs des protéines RAF, RAS et MEK a montré son efficacité dans différents 

cancers. En effet, la combinaison de l'ARV-771 avec le sorafenib, inhibiteur de la protéine 
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RAF, déjà utilisé en clinique dans le cancer du foie, inhibe de manière synergique la croissance 

des cellules de carcinome hépatocellulaire [488]. La combinaison des inhibiteurs I-BET726 ou 

I-BET762, avec l’inhibiteur de MEK, le trametinib, a montré un effet synergique in vitro dans 

la grande majorité des lignées cellulaires de neuroblastomes, mais a montré une activité anti-

tumorale limitée in vivo [657]. De plus, l’utilisation de JQ1 combiné au trametinib induit une 

régression significative de xénogreffes sous-cutanées de cellules de cancer colorectal [443]. 

Dans le cancer ovarien, l’association du JQ1 avec des inhibiteurs de MEK, PD0325901 ou 

trametinib, a diminué la prolifération ainsi que la survie des cellules tumorales, et s’est avérée 

plus efficace que chaque drogue seule [459]. La combinaison des inhibiteurs de protéines BET 

avec des inhibiteurs de MEK a également été décrite comme ayant un effet synergique dans des 

cellules présentant des mutations de la protéine RAS. La surexpression des protéines BET dans 

le mélanome mutant NRAS est associée à une faible survie des patients. L’association des 

inhibiteurs de protéines BET, JQ1 ou OTX-015, avec un inhibiteur de MEK, PD901, a inhibé 

de façon synergique la croissance du mélanome NRAS-mutant et a prolongé la survie de souris 

porteuses de tumeurs réfractaires aux inhibiteurs de MAPK et à l'immunothérapie [658]. La 

combinaison de l’I-BET 151 et du PD0325901, un inhibiteur de MEK a diminué de manière 

synergiques la croissance et la survie cellulaire dans des modèles mutants de KRAS ainsi que 

dans un sous-ensemble de lignées cellulaires sans mutations de KRAS, contrairement au 

traitement avec l’I-BET 151 seul ou le PD0325901 seul [489]. Un essai clinique de phase I, 

retiré avant d’être actif, devait évaluer l'innocuité, la pharmacocinétique, la 

pharmacodynamique ainsi que l'activité clinique du GSK525762 et du trametinib chez des 

sujets atteints de tumeurs solides (NCT03266159). Un essai clinique de phase I/II en cours de 

recrutement incluant des patients atteints de sarcomes réfractaires/non résécables évaluera 

l’effet du selumetinib, molécule inhibitrice des protéines MEK1 et MEK2, en association avec 

l'AZD5153, un inhibiteur bivalent des protéines BET et le durvalumab, anticorps anti-PDL1 

(NCT05253131). Les trois inhibiteurs de MEK, binimetinib, cobimetinib et trametinib, utilisés 

dans mon projet de thèse ont déjà montré de bons résultats dans d’autres modèles et ont même 

été approuvés dans le mélanome muté BRAF en association avec des inhibiteurs de BRAF 

(encorafenib, vemurafenib et dabrafenib) [642–644].  
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L’activité anti-tumorale des inhibiteurs de protéines BET a aussi été renforcée par le co-

traitement avec des inhibiteurs spécifiques des voies de signalisation telles que la voies 

PI3K/Akt/mTOR. La stabilisation de la protéine BRD4, malgré un traitement avec un inhibiteur 

de protéine BET, l’augmentation de l’activation des protéines PI3K ou encore AKT peuvent 

réguler la suractivation de cette voie [456,484,485]. Ainsi, la combinaison d’inhibiteurs de 

protéines BET et d’inhibiteurs de la voie PI3K/Akt/mTOR a été évaluée dans différents cancers 

et a montré des résultats prometteurs. Le traitement combiné du CPI-0610 avec des inhibiteurs 

de la voie de signalisation PI3K tels que l'alpelisib (inhibiteur de PI3K), le MK2206  ou 

l'ipatasertib (inhibiteurs d’Akt) a montré un effet synergique sur des organoïdes tumoraux 

obtenus directement auprès de patients atteints de cacrinome ovarien [659]. Dans un modèle 

murin de xénogreffe de cancer de la prostate, la combinaison de l’inhibiteur de protéines BET, 

JQ1, et de l’inhibiteur d’AKT, le GDC-0068 (Ipatasertib) a réduit la croissance tumoral [456]. 

Dans des cellules de sarcome d’Ewing, l’inhibition du récepteur à l’IGF1 combiné avec des 

inhibiteurs de protéines BET a augmenté de manière synergique la sensibilité, in vitro et in vivo, 

des cellules de sarcomes aux inhibiteurs de BET [485]. 

La suractivation de la voie signalisation PI3K/Akt/mTOR est à l’origine de la surexpression 

de la protéine mTOR. Or l’activation aberrante du complexe 1 de mTOR (mTORC1) jouent un 

rôle dans différents contextes pathologiques y compris le cancer [660]. L’efficacité des 

inhibiteurs de mTOR en tant que monothérapie est limitée. En revanche, les effets 

thérapeutiques, in vitro et in vivo, des inhibiteurs doubles de mTORC1/2, OSI-027 et PP42 se 

sont considérablement améliorés, lorsqu’ils sont combinés avec un inhibiteur des protéines 

BET spécifique du bromodomaine 2, le RVX-208. Dans des cellules de rhabdomyosarcome, le 

RVX-208 a bloqué efficacement la fixation de BRD4 sur son promoteur et a diminué 

l’expression de protéines telles que p-AKT, p-mTOR, p-p70S6K et la cycline D1, entraînant 

une diminution de la prolifération [661].  
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Résumé : L'ostéosarcome (OS) est une tumeur osseuse 
primaire agressive qui touche principalement les enfants et 
les jeunes adultes, avec un pic d'incidence à 18 ans. La 
survie à long terme avec les traitements actuels est de 
70 % pour les patients non métastatiques, mais chute 
radicalement à 20 % pour les patients présentant des 
métastases ou mauvais répondeurs aux thérapies 
conventionnelles. Par conséquent, il est crucial de 
développer de nouvelles approches thérapeutiques pour 
l’OS. Parmi celles-ci, les inhibiteurs sélectifs de protéines à 
bromodomaine et domaine extra-terminal (BET), 
notamment JQ1, ont été utilisés dans le but d’inhiber 
l’expression de l’oncogène C-MYC, amplifiée dans l’OS. 
Même si le traitement des cellules d’OS par le JQ1 a 
montré une efficacité antitumorale, il a également induit 
une augmentation de l’autophagie dite pro-survie, 
protégeant ainsi les cellules tumorales contre les 
inhibiteurs de BET. L’inhibition de l’autophagie, processus 
biologique amplifié dans les cellules traitées par des 
inhibiteurs de protéines BET, a potentialisé l’effet 
antitumoral, in vitro et in vivo des inhibiteurs BET dans les 
cellules d’OS. L'autophagie pro-survie, induite par les 
inhibiteurs de protéines BET a été décrit comme étant l’un 
des mécanismes impliqués dans l’acquisition de la 
résistance aux inhibiteurs de BET des cellules 
cancéreuses. Aucun mécanisme menant à la résistance 

des inhibiteurs de protéines BET n’a pour le moment été 
identifié et décrit dans l’OS. Afin d'anticiper l'émergence de 
la résistance aux inhibiteurs de protéines BET dans l’OS, il 
est nécessaire d’identifier, de mieux comprendre et de 
caractériser les mécanismes cellulaires et moléculaires 
impliqués dans la résistance. À cette fin, une lignée d’OS 
résistante à JQ1 (HOS JQ1R) a été développée. Les HOS 
JQ1R présentent des mécanismes spécifiques de 
résistance aux inhibiteurs BET. Les cellules résistantes ont 
un transcriptome différent de celui des cellules naïves. En 
effet, les cellules résistantes à JQ1 présentent des voies 
de signalisation enrichies, telles que la voie de 
signalisation Ras, ainsi que des processus biologiques tels 
que l'autophagie par rapport aux cellules naïves. Des 
mécanismes tels que la surexpression de KRAS, la 
suractivation de l'autophagie mais aussi du métabolisme 
dans les cellules résistantes au JQ1 par rapport aux 
cellules naïves peuvent, en partie, expliquer la résistance 
du modèle résistant. L’inhibition de la voie MAPK, 
suractivée dans les cellules HOS JQ1R comparativement 
aux cellules HOS sensibles au JQ1, pourrait faire partie 
des nouvelles alternatives thérapeutiques permettant de 
potentialiser l’effet des inhibiteurs de protéine BET, 
d’anticiper l’apparition de résistance à ces inhibiteurs ou 
encore de traiter les patients ayant développé une 
résistance aux inhibiteurs de BET. 
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Abstract : Osteosarcoma (OS) is an aggressive primary bone 

tumor that primarily affects children and young adults, with a 

peak incidence at 18 years of age. Long-term survival with 

current treatments is 70 % for non-metastatic patients, but drops 

dramatically to 20 % for patients with metastases or poor 

responders to conventional therapies. Therefore, it is crucial to 

develop new therapeutic approaches for OS. Among these, 

selective inhibitors of bromodomain and extra-terminal domain 

(BET) proteins, including JQ1, have been used to inhibit the 

expression of the C-MYC oncogene, which is amplified in OS. 

Although treatment of OS cells with JQ1 showed antitumor 

efficacy, it also induced an increase in so-called pro-survival 

autophagy, thus protecting tumor cells from BET inhibitors. 

Inhibition of autophagy, a biological process amplified in cells 

treated with BET protein inhibitors, potentiated the antitumor 

effect, in vitro and in vivo of BET inhibitors in OS cells. Pro- 

survival autophagy induced by BET protein inhibitors has been 

described as one of the mechanisms involved in the acquisition 

of resistance to BET inhibitors in cancer cells. No mechanism 

leading to BET inhibitor resistance has yet been identified and 

described in OS. In order to anticipate the emergence of BET 

inhibitor resistance in OS, it is necessary to identify, better 

understand and characterize the cellular and molecular 

mechanisms involved in resistance. To this end, a JQ1-resistant 

OS line (HOS JQ1R) was developed. HOS JQ1R exhibit specific 

mechanisms of resistance to BET inhibitors. Resistant cells have 

a different transcriptome than naive cells. Indeed, JQ1-resistant 

cells exhibit enriched signaling pathways, such as the Ras 

signaling pathway, as well as biological processes such as 

autophagy compared to naive cells. Mechanisms such as 

overexpression of KRAS, overactivation of autophagy but also of 

metabolism in JQ1-resistant cells compared to naive cells may, 

in part, explain the resistance of the resistant model. Inhibition of 

the MAPK pathway, which is overactivated in HOS JQ1R cells 

compared to JQ1-sensitive HOS cells, could be one of the new 

therapeutic alternatives to potentiate the effect of BET inhibitors, 

to anticipate the development of resistance to these inhibitors or 

to treat patients who have developed resistance to BET 

inhibitors. 
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