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siRNA : Small interfering RNA 

SMIR : Small Molecule Inhibitor to target specific miRNA 
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TCF : T-Cell factor 
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UTR. : Untranslated Region 

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor 
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 AVANT-PROPOS 

 

Aujourd’hui, les traitements privilégiés de nombreux cancers continuent d’être la 

chimiothérapie et la radiothérapie en association avec la chirurgie. Ces traitements ont permis 

de marquer un net recul sur la mortalité engendrée par les cancers. Cependant, ce type de 

traitement présente une toxicité importante pour les tissus adjacents aux tumeurs. De plus, 

certains types de tumeurs comme le chondrosarcome (CS), développent une résistance accrue 

à ce type d’approches thérapeutiques. Néanmoins, grâce aux nombreux progrès de la biologie 

moléculaire et de la génétique, le mécanisme de ces pathologies est mieux compris permettant 

d’envisager de nouvelles approches thérapeutiques. En effet, au vu des caractéristiques propres 

à chaque type de cancer, la recherche prend progressivement en compte les possibilités de 

thérapies ciblées (anticorps ciblés, anti-angiogéniques, inhibiteurs enzymatiques). Les tumeurs 

osseuses comme le CS et l’ostéosarcome (OS) n’échappent pas à cette recherche de nouvelles 

approches thérapeutiques. Pour le CS, la chimiothérapie est totalement inefficace et les cellules 

sont également résistantes à la radiothérapie. De plus, ce type de tumeur dite « cartilagineuse » 

a tendance à récidiver localement. La chirurgie présente de bons résultats selon l’étendue de la 

tumeur et sa localisation. Toutefois, l’intervention chirurgicale est parfois impossible lorsque 

la tumeur se trouve par exemple à la base du crâne et donc trop proche de structures nerveuses 

vitales. Les cellules tumorales d’OS produisent du tissu ostéoïde. Le traitement par 

chimiothérapie combiné à la radiothérapie et à la chirurgie apporte de bons résultats. Toutefois, 

cette tumeur présente un fort potentiel métastasique qui impacte considérablement les résultats 

thérapeutiques (80 % des patients présenteraient des métastases souvent indétectables lors du 

diagnostic). Au-delà de la nécessité d’améliorer les techniques de détection précoce des 

sarcomes osseux, la communauté scientifique s’accorde sur la nécessité d’identifier les 

altérations moléculaires afin de mettre en place une thérapie personnalisée.  

Dans ce contexte, mon travail de thèse s’inscrit dans la continuité des travaux de 

recherches développés par l’équipe OErAGen (Ossification Endochondrale et Anomalies 

Génétiques du Développement) de l’unité BioTARGen (Biologie, Génétique et Thérapies 

ostéoArticulaires et Respiratoires), et en particulier sur l’utilisation de miRNAs à visée 

thérapeutique pour le traitement innovant des CS. Cette approche a été initiée en 2012 grâce à 

un financement du Conseil Régional de Basse Normandie (projet Emergence) en collaboration 

avec l’équipe BioTICLA (Biologie et Thérapie Innovantes des Cancers de l’Ovaire, 
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UNICAEN). Il a permis de mettre en évidence par criblage haut débit d’une banque de 1200 

microARNs (miRNAs ou miRs), 21 miRNAs potentiellement cytotoxiques pour le CS et 30 

miRNAs chimiosensibilisateurs. L’unité a ensuite fait le choix d’une approche innovante, 

financée par une dotation de la LIGUE contre le Cancer, de la vectorisation de miRNAs tueurs 

par des bactéries colonisatrices des CS (projet BaChoSamiR), en collaboration avec l’équipe 

Stress et Virulence de l’Unité de Recherche Risques Microbiens (U2RM, UNICAEN).  

 

La plus grande partie de mes travaux s’est donc intéressée au rôle des miRNAs comme 

agents thérapeutiques des CS et OS. Les miRNAs constituent une classe particulière d’ARNs 

non-codants endogènes de petite taille (~20 nucléotides). Présents dans toutes les cellules, ils 

sont capables de réguler l’expression génique. Des centaines de miRNAs peuvent réguler le 

même gène, tout comme un miRNA peut agir sur la régulation de plusieurs centaines de gènes 

différents. Les miRNAs agissent donc de manière coordonnée sur des réseaux de cibles, encore 

trop peu caractérisés. Néanmoins, dans le contexte du cancer, il est clairement établi que 

certains miRNAs vont fonctionner, soit comme des oncogènes, soit comme des suppresseurs 

de tumeurs, en fonction de leurs cibles. Les miRNAs jouent donc ainsi un rôle important dans 

la progression et le développement des cancers. En effet, tout comme pour les gènes codant les 

protéines, des altérations génétiques ou épigénétiques peuvent altérer leur expression.  

Ainsi, la validation fonctionnelle individuelle des miRNAs définis comme 

potentiellement cytotoxiques chez les cellules de CS lors du criblage haut débit a représenté le 

cœur de mon projet. Cette étude a été réalisée en parallèle dans des cellules d’OS pour évaluer 

la spécificité de l’effet des miRs mis en évidence. Je me suis donc attaché à caractériser leur 

mode d’action et à identifier les cibles de ces miRNAs d’intérêt dans le but d’améliorer la 

compréhension des voies de signalisations impliquées dans la survie, le développement et la 

chimiorésistance des cellules tumorales de CS. Cela, avec l’objectif d’une utilisation de ces 

miRNAs cytotoxiques comme agent thérapeutique pour le traitement des CS.  

Le mode d’administration des miRNAs in vivo n’a toujours pas été résolu par le 

développement de vecteurs viraux et non viraux. Le dernier volet de ma thèse s’est intéressé à 

la vectorisation de ces miRNAs basée sur l’utilisation de bactéries. L’utilisation de bactéries 

dans la régression de certaines formes de cancer est connue depuis plus d’un siècle. En effet, 

une régression complète de certaines tumeurs a été observée à la suite d’infections bactériennes 

post-opératoires. Depuis, plusieurs études ont démontré que, suite à l’injection de diverses 

espèces bactériennes, ces microorganismes sont capables non seulement de s’accumuler 
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spécifiquement dans des tumeurs solides, mais également de s’y multiplier. Certaines bactéries, 

telles que Clostridium ou Salmonella possèdent des activités oncolytiques naturelles. Toutefois, 

la stratégie privilégiée à ce jour passe par une modification génétique des bactéries visant à 

engendrer une cytotoxicité sélective basée sur l’expression de toxines, de cytokines, d’antigènes 

tumoraux, de facteurs inducteurs d’apoptose et de siRNAs/shRNAs/miRNAs. Antérieurement 

à mon projet de thèse, l’équipe OErAGen associée à l’équipe STRESS et Virulence, en 

collaboration avec l’UMR990 INSERM (Clermont-Ferrand) et l’URM INSERM 1238 (Nantes) 

sont parvenues à mettre en évidence deux souches de bactéries lactiques Gram+ capables de 

coloniser de manière spécifique 4 modèles de CS et d’OS générés en site orthotopique 

intramusculaire paratibial. Ces souches, que nous nommerons Eh et EfS1, ont colonisé de 

manière spécifique, ce modèle innovant de CS humain généré par xénogreffe chez la souris 

immunodéprimée et ce modèle de CS murin généré par allogreffe chez le rat 

immunocompétent. Ces bactéries ont aussi colonisé un modèle d’OS humain généré par 

xénogreffe en site orthotopique intramusculaire paratibial chez la souris immunodéprimée et 

un modèle d’OS murin généré par allogreffe en site orthotopique intramusculaire paratibial 

chez la souris immunocompétente. Ces résultats sont tout à fait novateurs, d’autant plus que ces 

souches sont non pathogènes pour l’Homme. Ils ont conduit l’équipe Stress et Virulence à 

reprogrammer génétiquement ces deux souches, et en particulier la souche Eh, qui est la 

meilleure colonisatrice pour qu’elle exprime le meilleur miRNA sélectionné dans mon projet 

de thèse. Dans cette continuité, la dernière partie de mon projet de thèse a été consacrée à 

vérifier la fonctionnalité du miRNA produit par la bactérie. Cette étape est indispensable avant 

d’envisager d’autres modifications génétiques (module d’invasion et d’autolyse) permettant in 

fine de délivrer le miRNA synthétique dans les cellules tumorales in vitro, puis in vivo grâce à 

la bactérie Eh. 

 

Afin de permettre la compréhension de mes travaux, ce manuscrit de thèse comprend 

dans un premier temps une introduction générale présentant les CS et les OS, avec les 

problématiques rencontrées sur l’échec des traitements conventionnels pour ces types de 

tumeurs. Ensuite, une grande partie de l’introduction sera dédiée aux miRNAs afin de présenter 

leur rôle dans la régulation des voies métaboliques des cellules, en passant par leurs 

dérégulations qui favorisent le développement et la progression tumorale. Les champs 

d’application possibles de l’utilisation des miRNAs en cancérologie et leurs limites, notamment 

à cause de leurs modes de vectorisation, sont également décrits. Enfin, les différentes pistes 
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étudiées pour la vectorisation des miRNAs sont présentées, avec un accent sur la présentation 

des bactéries comme vecteurs possibles pour délivrer des miRNAs au sein des tumeurs.  

A la suite de cette introduction bibliographique, mon manuscrit de thèse présente les 

principaux résultats obtenus sous la forme d’articles scientifiques, tout en intégrant le contexte 

et la démarche menée pour la réalisation de chaque article. Après la présentation de l’ensemble 

des résultats, une discussion générale présente les perspectives de ce travail de thèse.  
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A. Chondrosarcomes  

I. Définitions et épidémiologie 

Les sarcomes osseux sont des tumeurs rares qui représentent moins de 1 % de tous les 

cancers. Parmi ceux-ci, les chondrosarcomes (CS) correspondent à un groupe hétérogène de 

tumeurs osseuses malignes associées à la production d’une matrice cartilagineuse semblable au 

cartilage hyalin et qui produisent rarement des métastases. Du fait de la nature chondrogénique 

du tissu et l’absence de vascularisation, ces tumeurs évoluent dans un microenvironnement 

hypoxique. Ces tumeurs sont considérées comme résistantes à la chimiothérapie et à la 

radiothérapie. Le meilleur traitement proposé aux patients consiste à une exérèse de la tumeur 

pouvant aller jusqu’à l’amputation du membre touché. Malgré tout, ces tumeurs présentent un 

risque de récidive relativement élevé, avec un pronostic plus mauvais que celui de la tumeur 

initiale. Donc, le pronostic est fortement conditionné par la rapidité de la prise en charge du CS 

et l’efficacité de la chirurgie. 

Cette pathologie est peu symptomatique en raison d’une évolution lente de ces tumeurs. 

Il peut s’agir d’une douleur, d’une tuméfaction. La découverte de ces tumeurs est souvent due 

à une fracture pathologique. Le CS est une tumeur relativement rare (25 % des tumeurs osseuses 

primaires et malignes), mais qui représente la deuxième tumeur osseuse maligne la plus 

fréquente après l’ostéosarcome (OS). L’âge des patients atteints est compris entre 40 et 70 ans 

avec une légère prédominance masculine. L’incidence dans la population est de 1/200 000 par 

an.  

II. Classification 

1. Critères de classification  

 Ce type de tumeur a été décrit pour la première fois par Liechtenstein et Jaffe en 1943. 

Ils ont établi les critères diagnostiques et cytologiques. Les années suivantes, des formes 

particulières ont été décrites. Aujourd’hui, les CS sont classés d’après des critères histologiques 

et anatomiques (Tableau I). Ainsi, la classification histologique permet la distinction des CS 

conventionnels (85% des CS) des autres CS (dédifférenciés, mésenchymateux et à cellules 

claires). On distinguera également, selon leur mode d’apparition, les CS primaires et 
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secondaires. Ces derniers se développent à partir de chondromes ou d’ostéochondromes 

préexistants. D’après la classification anatomique, les CS sont soit centraux (développement à 

partir de la région médullaire de l’os), soit périphériques, soit juxtacorticaux/périostés (Dai et 

al., 2011; Kim et al., 2011). De très rares cas de CS myxoïdes extra-squelettiques ont aussi été 

rapportés (Drilon et al., 2008).  

Tableau I : Vue d’ensemble des caractéristiques cliniques des sous-types de chondrosarcomes 

(adapté d’après Gelderblom et al., 2008). 

2. Les tumeurs cartilagineuses bénignes  

L’apparition des CS peut survenir à la suite du développement d’une tumeur osseuse 

bénigne. Différents types de tumeurs bénignes du cartilage sont décrites comme les  

ostéochondromes, les enchondromes, les chondromes périostés ou juxtacorticaux, les 

chondroblastomes et les fibromes myxoïdes (Bovée et al., 2010). Nous décrirons les 3 formes 

les plus courantes.   

a. Enchondromes 

L’enchondrome est un chondrome qui se développe dans l’os intramédulaire et qui se 

compose principalement de cartilage hyalin (Flemming and Murphey, 2000; Mulligan, 2019). 
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L’enchondrome solitaire représente 3 à 17 % de toutes les tumeurs osseuses primaires 

(Flemming and Murphey, 2000) 

La prévalence des enchondromes est probablement sous-estimée car la plupart de ces 

lésions sont asymptomatiques, mais il arrive parfois que ces tumeurs entrainent une fracture 

pathologique ou un gonflement indolore d’un doigt. Ces tumeurs bénignes apparaissent à partir 

de 30 ou 40 ans et il n’y a pas de prédilection pour le sexe.  

Les localisations les plus courantes pour l’enchondrome sont les os de la main. Cela 

représente 40 à 65 % des enchondromes avec une préférence pour les phalanges proximales (40 

à 50 %), suivies des métacarpiens (15 à 30 %) et des phalanges moyennes (20-30 %). 

L’implication des phalanges distales (5-15 %) et des os carpiens sont très rares. La localisation 

sur les os longs (radius, cubitus, péroné) est peu fréquente. Les localisations sur les os plats 

(côtes, bassin, colonne vertébrale) sont extrêmement rares et celles-ci doivent faire suspecter 

un CS (Mulligan, 2019). L’enchondromatose, c’est à dire le développement de multiples 

enchondromes (maladie d’Ollier), augmente chez le patient la probabilité de développer un CS.  

Les cellules présentes au sein de la tumeur sont des chondrocytes « piégés » dans l’os, 

conservant leurs caractéristiques chondroïdes, formant une zone de cartilage en croissance 

(Flemming and Murphey, 2000).  

b. Chondrome périosté ou juxtacortical 

Le chondrome périosté est localisé entre le tissu périosté et la corticale osseuse, plus 

souvent en regard des zones d’insertion ligamentaire et tendineuse. Il est moins fréquent que 

les enchondromes (moins de 2 % de l’ensemble des chondromes). 

Sa localisation anatomique diffère, elle est plus fréquente au niveau des os longs qu’au 

niveau des mains et des pieds. La tumeur a un aspect cartilagineux blanc nacré, elle est lobulée 

et peut contenir de calcifications et des plages d’ossification enchondrale. Elle est plus 

cellularisée que l’enchondrome (Delaunay-Lemarié, 2011).  

c. Ostéochondromes 

Les ostéochondromes, communément appelés exostoses, sont les tumeurs osseuses 

bénignes les plus fréquentes. Ils touchent principalement les adultes de moins de 30 ans ainsi 

que les enfants (Alabdullrahman and Byerly, 2020). Ces tumeurs sont des excroissances 

osseuses à la surface de l’os composé de cartilage hyalin mature. 
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La localisation préférentielle se trouve au niveau de la métaphyse des os longs dans 90 

% des cas (fémur distal, humérus proximal, tibia proximal) (Alabdullrahman and Byerly, 2020). 

Néanmoins, de multiples formes d’ostéochondromes existent. 

Les personnes développant des ostéochondromes multiples ont une probabilité plus 

importante de développer un CS.  

d. Diagnostic différentiel 

La difficulté principale rencontrée durant le diagnostic est de faire la différence entre 

une tumeur bénigne du cartilage et un CS de bas grade. L’identification se fait à partir de 

l’observation clinique (Mulligan, 2019). Le CS présente, par rapport à un chondrome, une 

rupture de la corticale osseuse, un envahissement des parties molles et une réaction périostée. 

Néanmoins, l’interprétation reste difficile et la biopsie reste indispensable pour établir le 

diagnostic.  

D’un point de vu histologique, le CS se distingue du chondrome par une légère 

augmentation de la cellularité, une binucléation plus importante, la présence de faibles atypies 

cellulaires. 

Il existe peu de marqueurs moléculaires permettant de discriminer le chondrome des 

CS. Par exemple PTHRrP (« Parathyroid-hormone-Related protein ») et Bcl-2 (« B-cell 

lymphoma-2 ») pourraient permettre de différencier les CS périphériques des ostéochondromes 

(Bovée et al., 2000). Par ailleurs, le marqueur de prolifération Ki-MCM6 (« Minichromosome 

Maintenance protein 6 ») a été étudié comme marqueur diagnostique entre l’enchondrome et le 

CS. L’indice de marquage des cellules par Ki-MCM6 pourrait être corrélé au grade histologique 

de la tumeur et permettrait la différenciation entre l’enchondrome et le CS de grade 1 

(Helfenstein et al., 2004).  

3. Les chondrosarcomes conventionnels centraux et périphériques 

§ Epidémiologie 

Les formes de CS les plus communes sont les CS conventionnels primaires centraux (75 

% des CS localisés au centre de la cavité médullaire), puis les CS conventionnels secondaires 

périphériques (10%) (Tableau I). Ces derniers se développent à la surface de l’os, résultant dans 

la majorité des cas, d’une transformation maligne à l’intérieur de la coiffe du cartilage d’un 

ostéochondrome préexistant.  
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§ Localisation 

Les CS se localisent préférentiellement au niveau :  

- du Pelvis (24-38 %) ; 

- du fémur proximal (16-27 %) ; 

- de l’humérus proximal (9 %) ; 

- des côtes (8 %) ; 

- du fémur distal (6 %). 

Quelques localisations rachidiennes ont été mise en évidence, mais elles sont 

relativement rares (Gelderblom et al., 2008). Les CS centraux sont plus souvent localisés au 

niveau des os longs, tandis que les CS périphériques vont plus souvent être localisés au sein des 

os plats.  

§ Imagerie 

L’imagerie tient une place importante dans le diagnostic des tumeurs cartilagineuses. 

Les aspects radiologiques de cette pathologie sont souvent corrélés à leur sous-type 

histologique. En effet, la matrice cartilagineuse est radio-transparente, donc seuls les foyers de 

calcifications ou d’ossification apparaissent en radiologie standard (Figure 1).  

La tomodensitométrie (TDM) et l’imagerie par résonnance magnétique (IRM) 

présentent un intérêt certain dans la visualisation des critères d’agressivité. Un scanner permet 

de détecter et de caractériser la matrice minéralisée ainsi que l’atteinte endostéale. L’IRM est 

idéale pour décrire l’extension médullaire et la visualisation de l’œdème péri-tumoral (Murphey 

et al., 2003).  

 

 

Figure 1 : Radiographie d’un chondrosarcome 

conventionnel intramédullaire. Les radiographies 
antéro-postérieures et latérales présentent une lésion 

tibiale diaphysaire étendue à prédominance lytique. Des 

zones de minéralisation matricielle chondroïde sont 
observées en haut (grande flèche), un foyer de festonnage 

profond (petites flèches), de remodelage cortical, et de 

réaction périostéale (pointes de flèche) (d’après Murphey 

et al., 2003). 
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§ Grade histologique des CS conventionnels  

La classification histologique des CS est basée sur leur aspect microscopique (Kim et 

al., 2011). Les chondrocytes de CS sont atypiques, ils présentent des binucléations et un 

polymorphisme. Des zones de nécrose peuvent être présentes dans les tumeurs. La matrice 

extracellulaire (MEC) peut être chondroïde ou myxoïde (riche en protéoglycanes et 

en mucopolysaccharides). Les CS conventionnels sont gradés de 1 à 3, selon une classification 

proposée en 1952 par O’Neal et Ackerman (O’Neal and Ackerman, 1952) et reprise par Evans 

(Evans et al., 1977) (Figure 2). 

 

 

Figure 2 : Représentation schématique illustrant le système de gradation du chondrosarcome 

conventionnel (d’après Kim et al., 2011). 

Grade 1 : C’est une tumeur cartilagineuse très bien différenciée qui pose le problème 

du diagnostic différentiel avec un chondrome. Néanmoins, par rapport à ce dernier, le CS de 

grade 1 présente une cellularité légèrement augmentée. Les noyaux des chondrocytes de CS 

possèdent une chromatine très dense. De volumineuses calcifications sont présentes. Les 

remaniements myxoïdes sont réduits et il n’y a pas ou peu d’activité mitotique.  
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Grade 2 : La tumeur est de nature cartilagineuse et maligne. La cellularité est plus 

importante que pour le grade 1. Il y a également une augmentation des atypies nucléaires, les 

noyaux sont hyperchromatiques et d’un volume plus important. La matrice devient myxoïde.  

Grade 3 : La tumeur est maligne avec une différenciation cartilagineuse difficile à 

établir. La tumeur est très cellularisée avec des cellules fusiformes. Les chondrocytes tumoraux 

sont de grande taille et les mitoses sont facilement observables. Les remaniements myxoïdes et 

nécrotiques sont très marqués. Les calcifications sont rares voir absentes.  

§ Evolution 

Ce type de tumeur est peu métastasique, néanmoins les métastases sont le plus souvent 

pulmonaires. Elles peuvent également être osseuses, cérébrales ou ganglionnaires. Les risques 

de récidive locale, de métastases et la survie globale sont corrélés avec le grade histologique. 

Pour les CS conventionnels, le pronostic est corrélé avec le grade de la tumeur ainsi que sa 

localisation : 82 à 99 % de survie à 5 ans pour les grades 1, 63 à 92 % pour les grades 2, et 39 

à 77 % pour les grades 3 (Nota et al., 2015). 

4. Les chondrosarcomes juxtacorticaux ou périostés 

Les CS juxtacorticaux/périostés représentent une faible minorité des CS qui se 

développent à la surface de l’os (environ 1 %). Ils pourraient provenir du périoste et ont une 

histologie semblable à celle des CS conventionnels. Ils se distinguent des CS secondaires 

périphériques par un meilleur pronostic après une chirurgie locale. 

5. Les chondrosarcomes non conventionnels  

Les CS dits non conventionnels sont également rares, ils représentent moins de 10-15 

% de l’ensemble des CS totaux (Gelderblom et al., 2008). 

a. Les chondrosarcomes dédifférenciés 

§ Epidémiologie, localisation 

Les CS dédifférenciés correspondent à une tumeur non cartilagineuse de haut grade 

ayant un mauvais pronostic juxtaposé à une tumeur cartilagineuse bien différenciée.  Cette co-

localisation entre ces deux types tumoraux est bien distincte avec une transition nette. Ils 

représentent environ 10 % des CS. Ils siègent au niveau du pelvis, du fémur et de l’humérus. 
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L’âge de survenue est identique aux CS conventionnels. Cependant l’évolution tumorale est 

plus rapide que pour les CS conventionnels.  

§ Histologie 

La composante cartilagineuse de ce type de tumeur correspond à un CS de bas grade, 

tandis que la composante sarcomateuse de haut grade peut correspondre à un histiocytofibrome 

malin, à un OS ou à un fibrosarcome (Figure 3). 

 

 

Figure 3 : Histologie d’un chondrosarcome dédifférencié. 

Présence d’un chondrosarcome (à gauche) avec un 

fibrosarcome (à droite) (coloration hématoxyline et éosine, 

x500 ; d’après Gelderblom et al., 2008). 

 

 

§ Evolution 

Cette tumeur est souvent liée à un mauvais pronostic. La survie à 5 ans est inférieure à 

10 %. Les métastases sont fréquentes avec une localisation pulmonaire, puis viscérale et 

osseuse. 90 % des patients décèdent dans les 2 ans qui suivent le diagnostic. 

b. Les chondrosarcomes mésenchymateux  

§ Epidémiologie, localisation 

Le CS mésenchymateux est retrouvé plus souvent chez des patients plus jeunes. Il 

correspond à une tumeur hautement maligne des os et des tissus mous. Sa caractéristique 

principale est qu’il est composé d’un mélange de cartilage hyalin contenant des chondrocytes 

différenciés et de cellules rondes indifférenciées. Ces deux caractéristiques n’ont pas de 

démarcation nette entre elles, à la différence des CS dédifférenciés. Ce type de CS ne représente 

que 2 % des CS. L’âge de survenue est en moyenne de 26 ans (Bovée et al., 2010). Il se localise 

majoritairement au niveau de la région craniofaciale (15 à 30 %) (Kim et al., 2011). Le taux de 

survie à 10 ans se situe bien en dessous de 50 %. 
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§ Histologie  

Les CS mésenchymateux correspondent à l’association d’un contingent 

chondrosarcomateux de bas grade à un contingent indifférencié́ de cellules rondes (Figure 4). 

La vascularisation est de type hémangiopéricytaire. Ces deux contingents ne sont pas 

démarqués l’un de l’autre de façon nette. On peut voir des cellules géantes multinucléées 

« osteoclast-like ». 

 

 

 

Figure 4 : Histologie d’un chondrosarcome mésenchymateux 

avec présence de cellules rondes indifférenciées (marquage 

bleu). Coloration hématoxyline et éosine, x500 ; d’après 

Gelderblom et al., 2008). 

 

 

§ Evolution 

Ils sont considérés comme des CS malins de haut grade. Les métastases sont assez 

fréquentes. Le risque de récidive et de métastases est élevé́ même après un long recul post-

chirurgie. Les sites métastatiques sont les poumons, les os, les tissus mous et les ganglions. 

c. Les chondrosarcomes à cellules claires 

§ Epidémiologie, localisation 

Le CS à cellules claires est une tumeur maligne de faible grade associant un contingent 

cartilagineux hyalin. Elle est caractérisée par la présence de cellules malignes dont le 

cytoplasme est clair et vide, avec des chondrocytes hypertrophiques. Ce type de tumeur ne 

représente que 2 à 6 % des CS. L’âge de survenue est compris entre 25 et 50 ans avec une 

moyenne à 34 ans. Sa localisation est préférentiellement située sur l’extrémité proximale du 

fémur et de l’humérus (2/3 des cas), mais il peut se développer sur l’épiphyse des os longs. De 

plus, les métastases sont rares mais peuvent survenir jusqu’à 24 ans après le diagnostic initial.  
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§ Histologie 

Les cellules tumorales ont un cytoplasme abondant, clair et des limites membranaires 

bien visibles (Figure 5). Les mitoses sont rares. On trouve dans ces tumeurs des cellules géantes 

multinuclées « osteoclast-like ». Des zones de CS conventionnel de bas grade comprenant 

parfois des calcifications ou des zones d’ossifications réactionnelles sont associées à ces 

tumeurs.  

 

 

 

Figure 5 : Histologie d’un chondrosarcome à cellules claires 

présentant des chondrocytes avec un cytoplasme clair et abondant, 

une matrice cartilagineuse et un dépôt d’ostéoïde (coloration 

hématoxyline et éosine, x500 ; d’après Gelderblom et al., 2008). 

 

 

§ Evolution  

Ces tumeurs sont considérées comme des CS malins de bas grade. Les récidives et les 

métastases sont peu fréquentes. Les localisations métastasiques préférentielles sont les 

poumons, le cerveau et les os (Kim et al., 2011). 
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III. Les altérations génétiques et moléculaires les plus 

fréquentes dans les chondrosarcomes  

L’origine cellulaire des différents types de CS a été mise en évidence depuis plusieurs 

années. En revanche, les bases moléculaires du développement des CS commencent tout juste 

à être bien établi (de Jong et al., 2016). Des changements moléculaires précoces vont affecter 

le devenir des chondrocytes, tandis que des changements plus tardifs vont mener au phénotype 

malin (Figure 6) (Bovée et al., 2010; Samuel et al., 2014).  

Figure 6 : Développement des tumeurs cartilagineuses bénignes et leur progression vers le CS. Au 

cours du stade précoce, les mutations IDH1/2 (Isocitrate déshydrogénase) et de la voie IHH/PTHrP 
(Indian Hedgehog/ Parathyroid Hormone related Protein) sont retrouvées au sein de lésions 

cartilagineuse bénignes ainsi que dans les tumeurs malignes. Celles-ci ne sont pas impliquées 

directement dans la transformation vers le phénotype malin, mais affectent le comportement des 
chondrocytes normaux. Par ailleurs, les modifications des gènes EXT (Exostine) favorisent l’apparition 

de mutations supplémentaires dans les chondrocytes normaux. Lors des stades tardifs, des mutations 

dans les voies p53 et pRB favorisent le développement tumoral. Les gains et pertes aléatoires de régions 

chromosomiques peuvent résulter des mutations de ces gènes, mais également d’autres gènes 

suppresseurs de tumeur ou d’oncogènes (d’après Bovée et al., 2010).  
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1. Contrôle moléculaire de l’ossification endochondrale 

La plaque de croissance est composée de chondrocytes à différent stades de 

différenciation durant la croissance longitudinale de l’os. Ce phénomène est régulé par la voie 

de signalisation IHH (« Indian Hedgehog »)/PTHrP (« Parathyroid Hormone related Protein »). 

Les trois ligands « Sonic Hedgehog » (SHH), « Desert Hedgehog » (DHH) et IHH peuvent 

activer la voie de signalisation « Hedgehog ». La protéine IHH est exprimée par les 

chondrocytes de la zone de transition, où elle diffuse et se lie à Patched dans la zone 

hypertrophique, ce qui stimule l’expression de PTHrP, qui se lie à son récepteur dans la zone 

de transition. Cela entraîne une sur-expression de Bcl-2, qui inhibe la différenciation des 

chondrocytes et diminue la sécrétion d’IHH. D’autre part, les gènes de la famille EXT 

(Exostine) codent des glycosyltransférases impliquées dans la synthèse de chaînes d’héparane-

sulfate entrant dans la composition des protéoglycanes. Ces protéoglycanes à héparane-sulfate 

(HSPGs) jouent un rôle dans la diffusion d’IHH, PTHrP et du « Fibroblast Growth Factor » 

(FGF) dans la matrice (Kim et al., 2011) (Figure 7). 

 

Figure 7 : Représentation des signaux d’IHH/PTHLH au sein de la plaque de croissance. La plaque 

de croissance est composée de chondrocytes à différents stades de différenciation, ce qui conduit 
finalement à une croissance osseuse longitudinale. Ce processus est étroitement régulé par la 

signalisation IHH/PTHLH. L'IHH, exprimé par les chondrocytes de la zone de transition, diffuse au sein 

de la plaque de croissance (d’après Kim et al., 2011). 
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2. Changements précoces 

Les gènes IDH1 et IDH2 codent respectivement l’isocitrate déshydrogénase (IDH) 1 et 

2. Ces enzymes convertissent l’isocitrate en α-cétoglutarate (α -KG) au cours du cycle de Krebs. 

Leurs mutations provoquent un gain de fonction et induisent une conversion supplémentaire de 

α-KG en oncométabolite 2-hydroxyglutarate (2-HG), ce qui entraîne des hyperméthylations des 

histones et de l’ADN (Dang et al., 2009). Des mutations hétérozygotes des gènes IDH1 et IDH2 

sont fréquemment rencontrées dans les CS centraux, dédifférenciés, périostaux et intra-

crâniaux. Environ 59 % des CS conventionnels possédent cette mutation, 54 % des CS 

dédifférenciés, 100 % des CS périostés et 87 % des enchondromes (Amary et al., 2011; 

Pansuriya et al., 2011). Une étude suggère que ces mutations auraient la capacité de modifier 

les propriétés de différenciation des cellules souches mésenchymateuses (CSM) de la moelle 

osseuse (Jin et al., 2015). En effet, l’étude propose que la mutation IDH1 R132C soit à l’origine 

d’une dérégulation de la différenciation chondrogénique et ostéogénique, via une 

hyperméthylation des histones des CSM. Cette hyperméthylation exerce une régulation 

épigénétique permettant une surexpression des gènes SOX9 (« SRY-box 9 »), RUNX2  (« Runt-

related transcription factor 2 »), Osterix, COL2A1 (« gène codant la chaîne alpha 1 du collagène 

de type II ») et COL10A1 (« gène codant la chaîne alpha 1 du collagène de type X »). La famille 

des gènes SOX est fortement impliquée dans la chondrogenèse en régulant notamment 

l’expression de COL2A1, COL9A1, COL11A1 et ACAN (gène codant l’agrécane) (Lefebvre, 

2019). 

IHH est exprimé par les chondrocytes pré-hypertrophique. IHH stimule la synthèse de 

PTHrP par les cellules périphériques. En retour, PTHrP inhibe la différenciation des 

chondrocytes de la plaque de croissance et l’expression d’IHH. La voie IHH/PTHrP est activée 

de manière constitutive dans les CS centraux. L’activation de la voie Hedgehog, constant au 

cours de la progression tumorale,  permettrait aux cellules tumorales de rester dans un état 

prolifératif (Bovée et al., 2010; Tarpey et al., 2013). De plus, une étude immunohistochimique 

met en évidence qu’une augmentation du niveau d’expression de PTHrP et de son récepteur 

PTHR est corrélée au grade tumoral. PTHrP pourrait donc être un marqueur de progression 

tumorale dans les CS (Samuel et al., 2014). Néanmoins, d’autres études ont montré que dans 

les CS périphériques de haut grade, la voie de signalisation IHH est diminuée (Bovée et al., 

2010; Gelderblom et al., 2008). 

EXT1 et EXT2 sont deux gènes codant l’exostine (Samuel et al., 2014). Ils sont 

impliqués dans la synthèse de l’héparane-sulfate. Les PG à héparane-sulfate se lient au ligand 
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Hedgehog dans la matrice extracellulaire des plaques de croissance, réduisant ainsi la diffusion 

d’IHH. Il en résulte une diminution de la prolifération des chondrocytes et l’augmentation de 

la différenciation hypertrophique (Bovée et al., 2010). Tarpey et al. (2013) ont mis en évidence 

dans les CS périphériques de grade I une mutation hétérozygote des gènes EXT1 et EXT2. Ces 

mutations provoquent une altération de l’expression d’héparane-sulfate et entraînent une 

accumulation d’IHH dans la MEC. Cette accumulation peut entraîner une perte de 

l’organisation polaire et donc une croissance des chondrocytes dans le sens inverse de la plaque 

de croissance (Bovée et al., 2010). En revanche, l’exostine ne serait  pas impliquée dans 

l’apparition des CS centraux (Gelderblom et al., 2008).  

3. Changements tardifs 

Les modifications moléculaires précoces permettent d’initier une prolifération cellulaire 

anormale. En effet, comme nous l’avons vu, certaines de ces modifications peuvent également 

être retrouvées au sein de tumeurs cartilagineuses bénignes. Cependant, d’autres modifications 

plus tardives sont nécessaires afin de permettre à la tumeur d’évoluer efficacement vers le 

phénotype malin (Bovée et al., 2010; Samuel et al., 2014) (Figure 6). Ces modifications 

comprennent de nombreuses anomalies chromosomiques et des modifications d’expression 

d’oncogènes et de gènes suppresseurs de tumeurs. 

La protéine p53 codée par le gène TP53 a été très étudiée dans les cancers car elle est 

un régulateur clef dans la progression du cycle cellulaire, de la réparation de l’ADN et de 

l’apoptose. Le gène TP53 est également fréquemment muté dans les tumeurs. 96 % des CS 

présentent une altération de la voie p53 (Bovée et al., 2010). Son rôle est donc important pour 

la progression tumorale et son niveau d’expression est corrélé au grade de la tumeur.  

La protéine pRB (« Retinoblastoma protein ») est impliquée dans la régulation du cycle 

cellulaire. Elle inhibe le facteur de transcription E2F, qui contrôle l’entrée en phase S du cycle 

cellulaire. La protéine pRB est elle-même inhibée par la « Cyclin dependent Kinase 4 » 

(CDK4), elle-même inhibée par la protéine p16 (gène CDKN2). Dans le CS, de nombreuses 

preuves ont été apportées sur la dérégulation de la  voie pRB au niveau de p16 ou des cyclines 

(Tarpey et al., 2013). Samuel et al. (2014) expliquent par exemple que la perte d’expression de 

p16 est hautement liée au grade tumoral.  

La voie « phosphoinositide 3-kinase/protein Kinase B/ Mammalian Target Of 

Rapamycin Kinase » (PI3K)/Akt/mTOR) est constitutivement activée dans de nombreux 

cancers. Elle diminue l’activation de l’apoptose et permet la prolifération cellulaire. Une fois 
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activée, la signalisation par Akt peut être propagée à un large éventail d’enzymes de 

signalisation dont mTOR. mTOR sert de point de convergence pour de nombreux stimuli de 

croissance cellulaire et contribue donc à l’initiation et au maintien de la carcinogenèse. Une 

étude a montré une forte activation de mTOR dans 69 % des CS conventionnels (Zhang et al., 

2013b). 

 

IV. Traitements conventionnels des chondrosarcomes 

1. Les chondrosarcomes de grade I 

Pour les CS de bas grade, le traitement actuel consiste en un curetage intra-lésionnel 

extensif suivi d’une thérapie adjuvante locale (phénolisation et cryochirurgie), puis d’un 

remplissage de la cavité par une greffe osseuse (Gelderblom et al., 2008). Cette technique 

montre des résultats cliniques prometteurs et un contrôle local satisfaisant.  

2. Les chondrosarcomes de grade II et III 

La résection chirurgicale est le traitement privilégié pour les CS intermédiaires et de 

haut grade. Cependant, elle peut conduire à des complications considérables ainsi qu’une 

reconstruction plus ou moins complexe en fonction de l’emplacement de la tumeur (Gelderblom 

et al., 2008). Les CS sont considérés comme relativement résistants à la radiothérapie, mais un 

traitement par radiothérapie peut malgré tout être effectué après une résection incomplète de la 

tumeur. Cependant cela entraîne souvent un pronostic défavorable pour le patient (Dai et al., 

2011).  

3. La chimiothérapie 

a. Principe  

La chimiothérapie vise à détruire les cellules cancéreuses ou les empêcher de se 

multiplier. Généralement, une combinaison d’agents chimiothérapeutiques est utilisée pour agir 

sur des cibles cellulaires différentes. Ils sont classés selon leur mode d’action. Les agents 

alkylants, comme le cisplatine, le cyclophosphamide ou encore l’ifosfamide, forment des 

liaisons covalentes avec les nucléotides de l’ADN et inhibent ainsi la réplication. Les agents 

anti-métabolites (gencitabine, fludarabine, méthotréxate…) bloquent une ou plusieurs voies 
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desynthèse de l’ADN. Les antibiotiques cytotoxiques (docétaxel, vincristine…) inhibent la 

division cellulaire en s’intercalant à l’ADN ou en générant des espèces réactives de l’oxygène 

(ROS). Les inhibiteurs de topoisomérases, tels la doxorubicine ou l’étoposide, perturbent la 

structure, la réplication et la transcription de l’ADN. 

 

b. Cas du chondrosarcome     

Les traitements chimiothérapeutiques, par leur mode d’action, sont efficaces sur des 

cellules avec un fort potentiel de division, ce qui n’est pas le cas des CS de bas grade ou de 

grade intermédiaire, qui ont une faible capacité proliférative. De plus, l’abondante MEC des 

CS et leur faible vascularisation empêchent l’accès des drogues aux cellules. D’autres facteurs 

sont aussi responsables de la résistance à la chimiothérapie. L’ensemble de ces mécanismes 

agissent simultanément au sein de la cellule tumorale. La résistance est donc multifactorielle. 

La chimiothérapie n’a pas montré d’effet sur les CS conventionnels de bas grade, les CS à 

cellules claires et les CS périostés. Toutefois, elle peut être proposée pour les CS de haut grade, 

ou pour les CS dédifférenciés, ainsi que pour les CS mésenchymateux (Gelderblom et al., 2008; 

Whelan and Davis, 2018). Les agents chimiothérapeutiques employés seuls ou en association 

pour le traitement des CS de haut grade, dédifférenciés ou mésenchymateux sont 

principalement : le cisplatine, le méthotréxate (MTX),  la doxorubicine et l’ifosfamide. 

L’étude d’Italiano et al. montre que la chimiothérapie conventionnelle a une efficacité 

limitée pour les CS avancés, avec toutefois de meilleurs résultats pour les CS mésenchymateux 

et dédifférenciés (Italiano et al., 2013). De plus, les auteurs constatent que la combinaison de 

plusieurs agents chimiothérapeutique n’augmente pas la survie globale. Dans leur cohorte de 

180 patients (âge médian de 52 ans), traités soit par chimiothérapie combinée (54,5%), soit par 

un seul agent chimiothérapeutique (45,5%), la survie médiane globale était seulement de 18 

mois. Le taux de survie global à 2 ans était de 37%. 

c. Mode d’action du cisplatine 

Le cisplatine également appelé cis-diaminedichloroplatine (CDDP) est une molécule 

dérivée du platine appartenant à une classe d’agents anticancéreux et décrit pour la première 

fois en 1845 par le chimiste italien Michele Peyrone. 120 ans plus tard, Rosemberg et ses 

collaborateurs ont mis en évidence le rôle antiprolifératif du CDDP sur des cultures 

d’Esherichia Coli (Rosemberg et al., 1965), et par la suite dans des xénogreffes de tumeurs 
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solides et hématopoïétiques. Depuis, le CDDP est l’un des plus puissants agents anti-tumoraux 

connus et il est employé couramment en clinique pour lutter contre de nombreux cancers 

(Galluzzi et al., 2014). 

Deux mécanismes permettent l’entrée du CDDP à l’intérieur de la cellule. Il diffuse 

passivement à travers la membrane plasmique, mais le mécanisme majoritaire est une entrée 

active via des transporteurs de cuivre dont le principal est CTR1 (« Copper Transporter 1 »). 

Par ailleurs, le CDDP peut également être expulsé à l’extérieur de la cellule par d’autres 

transporteurs de cuivre comme ATP7B (« ATPase, Cu2+ transporting, beta polypeptide ») et 

ATP7A (« copper-transporting ATPase 1 ») et des transporteurs de la membrane plasmique tels 

que MRP2 (« Multidrug Resistance-associated Protein 2 ») et ATP11B (ATPase, class VI, type 

11B) (Galluzzi et al., 2014). 

Lorsque le CDDP entre dans la cellule, l’un ou ses deux groupements cis-chloro est/sont 

remplacé(s) par une molécule d’eau et il devient alors très électrophile. Il a alors une action 

génotoxique et/ou cytotoxique. Plusieurs mécanismes de cytotoxicité du CDDP dans le cytosol 

ont été proposés  (Galluzzi et al., 2014). Parmi ceux-ci, le CDDP hydraté électrophile se lie de 

façon covalente à la méthionine et à beaucoup de protéines contenant des cystéines, comme le 

glutathion réduit (GSH) et les métallothionéines. Cela contribue à son inactivation, mais réduit 

aussi le pool d’anti-oxydants et engendre une accumulation des ROS qui contribuent aux 

dommages à l’ADN et à la cytotoxicité du CDDP.   

Le CDDP hydraté se lie aussi avec une forte affinité à l’ADN mitochondrial et nucléaire, 

plus particulièrement sur les purines au niveau des sites N7 nucléophiles. Cela favorise la 

génération de complexes ADN-ADN hétérotypiques et des adduits à l’ADN tels que des 

réticulations intra-brins adénine-guanine ou guanine-guanine et des réticulations inter-brins 

(Roos and Kaina, 2013; Siddik, 2003). 

 Si la quantité de lésions de l’ADN est limitée, celles-ci peuvent être reconnues et 

éliminées par plusieurs systèmes de réparation. Il en résulte la phosphorylation des kinases Akt 

et ATM (« Ataxia Telangiectasia Mutated ») entraînant un arrêt transitoire du cycle cellulaire 

en phase S et l’activation des voies de réparation telles que la réparation par excision de 

nucléotides (NER), la réparation des bases mésappariées (MMR) et la recombinaison 

homologue (RH).  
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 Si les lésions provoquées par le CDDP sont irréversibles, la cellule meurt via l’activation 

des voies intrinsèque (mitochondriale) et/ou extrinsèque (récepteurs de mort) de l’apoptose 

(Figure 8). 

Figure 8 : Aperçu des voies impliquées dans la médiation des effets cellulaires du cisplatine 

(d’après Siddik, 2003). 

 

d. Mécanismes de résistance au cisplatine 

La chimiothérapie anticancéreuse a pour but d’induire la mort des cellules tumorales. 

Le CDDP est un inducteur d’apoptose. Cependant, une résistance peut être acquise à cause de 

phénomènes intrinsèques ou d’une exposition chronique (Figure 9). 

L’effet « pre-target » : la résistance des cellules peut être liée à des altérations réduisant 

la quantité de CDDP dans le cytoplasme. Deux mécanismes sont responsables : une réduction 

de l’accumulation du CDDP intracellulaire ou/et une augmentation de la séquestration du 

CDDP par les GSH (Glutathion) et les métallothionéines. En effet, dans des modèles 
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précliniques et chez des patients atteints d’un cancer, des altérations du niveau d’expression, de 

la localisation et/ou de la fonctionnalité des transporteurs CTR1 et ATP7B ont été associées à 

la résistance au CDDP (Galluzzi et al., 2014). Le transporteur MRP2, responsable de l’efflux 

du CDDP, est aussi impliqué dans la résistance. Ce transporteur est surexprimé par les cellules 

résistantes au CDDP (Siddik, 2003).  

L’effet « on-target » : la présence d’un système efficace de réparation de l’ADN 

entraîne une diminution de la sensibilité aux effets cytotoxiques induit par le CDDP. Les 

principales voies utilisées pour réparer les lésions de l’ADN sont les voies NER et MMR. Une 

augmentation de l’efficacité de ces voies est corrélée avec une augmentation de la résistance 

(Galluzzi et al., 2014).  

Figure 9 : Mécanismes de 

résistance au cisplatine. Les 

cellules malignes peuvent perdre 
leur sensibilité à l’effet 

cytostatique/cytotoxique du 

cisplatine. Ces altérations 

peuvent : affecter les processus 
qui précèdent la liaison effective 

du ciplatine à ses cibles (effet 

« pre-target ») ; potentialiser la 
capacité des cellules à réparer les 

dommages moléculaires causés 

par le cisplatine (effet « on-
target ») ; altérer la transmission 

des signaux qui induisent 

l’activation de la sénescence ou 

l’apoptose suite aux dommages 
causés à l’ADN (effet « post-

target ») ; stimuler la 

transmission des signaux de 
survie (effet « off-target ») 

(d’après Galluzi et al, 2014). 

 

L’effet « post-target » : la résistance peut être également liée à une altération des 

systèmes cellulaires permettant l’activation et l’expression des signaux de mort cellulaire. En 

effet, une mutation du gène p53 est corrélé avec une réponse faible des cellules en contact avec 

le CDDP (Siddik, 2003). Ensuite, des protéines anti-apoptotiques telles que la survivine et 

XIAP (« X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein ») interviennent dans la résistance au CDDP. 

Dans les cellules résistantes, elles diminuent l’activité des caspases 3, 8 et 9 de manière directe 



 46 

ou indirecte. Enfin, une surexpression des protéines anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2 est 

corrélée à la résistance au CDDP (Galluzzi et al., 2014).  

L’effet « off-target » : le CDDP peut également induire indirectement l’activation de 

voies de signalisation de survie : sur-expression d’oncogènes, activation de kinases...  (Galluzzi 

et al., 2014).  

4. La radiothérapie 

a. Principe  

La radiothérapie utilise les propriétés des radiations ionisantes pour détruire ou ralentir 

la croissance des cellules tumorales. Aujourd’hui, ce type de traitement est utilisé dans deux 

tiers des traitements, seul ou en association avec la chirurgie ou la chimiothérapie. Les 

protocoles de radiothérapie dépendent du type de tumeur, de sa localisation, de sa taille, de son 

extension et de son grade. Classiquement, la dose totale de radiation est délivrée par fraction de 

2 Gray (Gy) : une fraction par jour, 5 jours par semaine. Ce ratio est souvent un bon compromis 

entre l’efficacité anti-tumorale et la tolérance des tissus sains aux irradiations. En effet, cet 

étalement et ce fractionnement de la dose d’irradiation permettent une régénération des tissus 

sains traversés par le faisceau d’irradiation qui est plus rapide que pour les cellules tumorales. 

Cependant, certaines tumeurs acquièrent une résistance aux irradiations.  

 

b. Cas du chondrosarcome    

Le CS est initialement résistant aux rayonnements donc dans le cas d’une résection 

incomplète ou impossible, une dose élevée de radiothérapie doit être utilisée (supérieure à 60 

Gy).  Dans l’analyse rétrospective réalisée par Catanzano et al., le taux de survie global à 5 ans 

de patients atteints d’un CS et ayant subis une radiothérapie conventionelle était de 48% (294 

patients entre 2004 et 2015 aux Etat-Unis, doses palliatives (<40Gy) à des doses >60Gy) 

(Catanzano et al., 2019). L’étude d’une autre cohorte de 264 patients atteints d’un CS primaire 

associé à la présence de métastases entre 2000 et 2013 en Chine, donne un taux de survie global 

de la cohorte à 5 ans de 28,4% (Wang et al., 2019). L’analyse mutlivariée réalisée a montré que 

la radiothérapie (doses non précisées) n’avait pas eu d’effet sur la survie globale. Ainsi, la survie 

médiane était de 6 ± 1,7 mois sans traitement, de 7 ± 0,9 mois avec uniquement de la 
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radiothérapie, de 30 ± 10,3 mois avec uniquement une chirurgie, et de 22 ± 7,8 mois avec une 

chirurgie associée à une radiothérapie.   

 

c. Mode d’action de la radiothérapie conventionnelle 

§ Les lésions induites.  

La radiothérapie conventionnelle utilise les rayons X et les rayons gamma (γ). Ils sont 

capables de créer des lésions de manière directe ou indirecte, par l’intermédiaire des ROS 

provenant de la radiolyse de l’eau (Kim et al., 2015; Lomax et al., 2013; Roos and Kaina, 2013). 

Les altérations se traduisent par des modifications de base, des cassures de l’ADN simple-brin, 

des cassures double-brin ou encore des pontages inter- ou intra-brins (Figure 10). En fonction 

du nombre de cassures et de l’altération des mécanismes de réparation, les irradiations 

conduisent à la mort cellulaire essentiellement par apoptose et catastrophe mitotique. 40 % des 

lésions de l’ADN sont une conséquence directe de dépôts d’énergie au sein des cellules 

tumorales et 60 % sont liées aux effets indirects de l’irradiation.  

Figure 10 : Représentation schématique des dommages de l’ADN. Les dommages à l’ADN 
comprennent des dommages simples et groupés et des cassures double-brin simples ou complexes. Ils 

sont formés par le passage du rayonnement. Les rayonnements à faible transfert d’énergie induisent des 

concentrations plus faibles d’évènements d’ionisation et donc des sites de dommages à l’ADN moins 
complexes que les rayonnements à haut transfert d’énergie. Les étoiles colorées représentent des lésions 

sur les bases ou sur les sucres (d’après Lomax et al., 2013). 
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§ Signalisation des lésions à l’ADN.  

Les radiations ionisantes causent des dommages irréversibles à l’ADN, mais 

déclenchent parfois des mécanismes de défense (Kim et al., 2015). Des mécanismes de 

surveillance détectent des lésions et entraînent les cellules vers la mort ou vers la réparation. 

Ces mécanismes sont totalement dépendants du type cellulaire, de la fonction et de l’état de 

prolifération des cellules au sein de l’organisme. Par exemple, une étude sur le CS a analysé 

l’implication des protéines IDH1/2 dans la résistance de ce type de tumeur à la radiothérapie. 

En effet, dans le gliome, les mutations IDH1R132H et IDH2R172K sensibilisent les cellules à 

la radiothérapie, et augmentent la survie des patients (Li et al., 2013a; Molenaar et al., 2015). 

En revanche, les résultats de l’étude menée sur le CS n’a pas montré de corrélation entre les 

mutations IDH1/2 et la radiorésistance (de Jong et al., 2019). 

 

V. Mécanismes de résistance des chondrosarcomes aux 

traitements conventionnels 

La compréhension des mécanismes de résistance représente un enjeu majeur pour, à 

terme, parvenir à trouver de nouvelles cibles moléculaires afin d’améliorer ou remplacer les 

méthodes de traitements actuels. Les hypothèses expliquant ces phénomènes de résistance sont 

présentées ci-dessous. 

1. L’environnement tumoral des chondrosarcomes 

Le contexte microenvironnemental et physiopathologique des CS permet d’expliquer en 

partie leur résistance face aux traitements conventionnels. En effet, les CS synthétisent une 

MEC abondante, présentent une faible vascularisation et possèdent également un faible 

pourcentage de division cellulaire. Dans ce contexte, l’efficacité de la distribution et la diffusion 

des drogues au sein de ces tumeurs peuvent être altérées.  

De plus, la faible vascularisation confère un environnement hypoxique au sein des 

tumeurs cartilagineuses. Le taux d’oxygène varie de 1 % d’O2 au centre de la tumeur à 6 % à 

sa périphérie. Or, l’hypoxie peut induire directement une résistance par privation de molécules 

d’O2, car la chimiothérapie et la radiothérapie nécessitent de l’oxygène intra-tumoral afin d’être 

pleinement efficaces (Graham and Unger, 2018). 

Les voies de signalisation induites spécifiquement par l’hypoxie et les mécanismes de 
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résistance inhérents à un environnement hypoxique seront développées dans le chapitre VI.  

2. Activité télomérase 

Les télomères, localisés aux extrémités des chromosomes, sont des régions au sein 

desquelles se trouvent des séquences d’ADN répétées non codantes, leur fonction est de 

protéger les régions codantes de l’ADN vis-à-vis de la dégradation. Les régions codantes sont 

localisées entre les télomères et le centromère des chromosomes. Certaines cellules cancéreuses 

acquièrent la capacité d’exprimer une enzyme : la télomérase, dont le rôle est de maintenir la 

longueur des extrémités télomériques constante par addition de ces séquences d’ADN répétées, 

en sachant que lors de chaque division cellulaire/cycle de réplication de l’ADN, les extrémités 

télomériques sont raccourcies. La télomérase peut ainsi conférer à une cellule une « immortalité 

cellulaire ». Au sein des CS, l’activité de cette enzyme et son expression sont corrélées au grade 

tumoral. Une étude a démontré que les lignées de CS possédant une faible activité télomérase 

sont plus sensibles à l’apoptose induite par le CDDP (Parsch et al., 2008). 

3. Expression de la P-glycoprotéine 

La P-glycoprotéine est codée par le gène MDR-1 (« Multi Drug Resistance-1 »). C’est 

une pompe transmembranaire ATP dépendante. Son expression et son rôle dans l’efflux des 

drogues au sein des CS sont bien établis (Kim et al., 2009a). L’expression de MDR-1 permet 

aux CS de résister aux effets cytotoxiques d’agents chimiothérapeutiques tels que le 

cyclophosphamide, le CDDP, la doxorubicine et la vincristine. En utilisant des siRNA (« small 

interfering RNA »), Kim et al. ont montré que la diminution de l’expression de MDR-1 

augmentait la chimiosensibilité jusqu’à 4,1 fois (Kim et al., 2009a). De plus, l’inhibition de la 

glycoprotéine-P combinée avec l’inhibition des protéines anti-apoptotiques Bcl-2, Bcl-xL et 

XIAP a permis une augmentation de la chimiosensibilité jusqu'à 5,5 fois (Kim et al., 2009a). 

4. Rôle des facteurs pro- et anti-apoptotiques 

L’ensemble des cellules de notre organisme expriment des protéines que nous 

définissons comme pro- ou anti-apoptotiques. Ces protéines permettent de réguler différentes 

voies de signalisations comme la survie, la prolifération ou la mort cellulaire. Ces différents 

mécanismes sont contrôlés par une balance entre les signaux pro- ou anti-apoptotiques. Les 

protéines pro-apoptotiques, telles que Bax (« Bcl-2-associated X »), Bak (« Bcl-2 homologous 

antagonist/killer ») et Bim (« Bcl-2-like protein 11 »), favorisent la mort cellulaire. Tandis que 
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les membres anti-apoptotiques, tels que Bcl-xL « B-cell lymphoma-extra large »), Bcl-2 et 

XIAP, favorisent la prolifération, la survie, la migration ou encore la différenciation cellulaire. 

 Dans les tumeurs de CS, le niveau d’expression des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 

et XIAP est élevé. Ce taux d’expression est supérieur à celui des chondrocytes non tumoraux 

(Kim et al., 2007). Les irradiations induisent une augmentation de l’expression de ces protéines 

de manière dépendante de la dose. Cela suggère que la signalisation de la voie anti-apoptotique 

joue un rôle essentiel dans la radiorésistance. Ainsi, il a été montré que l’utilisation de siRNAs 

dirigés contre Bcl-2, Bcl-xL, XIAP ou la survivine augmente la radiosensibilité des CS ainsi 

que la sensibilité vis-à-vis de la chimiothérapie (Kim et al., 2007; Lechler et al., 2011).  

D’autres études plus récentes ont confirmé le rôle clef de certaines protéines anti-

apoptotiques dans les CS. Par exemple, la restauration de l’expression des membres de la 

famille Bcl-2, à l’aide d’un BH3 mimétique, l’ABT-737, dans différentes lignées de CS a 

permis de restaurer la sensibilité des cellules à la doxorubicine et au cisplatine et permet 

également d’inhiber la croissance tumorale (de Jong et al., 2016; Morii et al., 2014; van 

Oosterwijk et al., 2012). Dernièrement, la même équipe a été plus loin en confirmant que le 

niveau d’expression de Bcl-2 et Bcl-xL est corrélé au grade de la tumeur et que Bcl-xL est le 

membre le plus important des anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 pour la croissance et la 

survie des CS (de Jong et al., 2018) 

5. Perte de l’expression de la protéine p16 

La perte de l’expression des gènes suppresseurs de tumeur joue un rôle majeur dans la 

progression tumorale et dans la radiorésistance. Parmi ces gènes, le gène CDKN2 (« Cyclin 

Dependent Kinase Inhibitor 2 »), codant la protéine p16, voit son expression diminuée dans les 

CS de haut grade, alors qu’elle n’est pas modifiée dans les tumeurs cartilagineuses bénignes. 

Cela signifie que p16 jouerait un rôle dans l’évolution de la tumeur vers un phénotype agressif 

et malin (Onishi et al., 2011). Une étude a montré que le rétablissement du niveau d’expression 

de p16 par transduction virale, augmente la sensibilité des cellules de CS à la radiothérapie par 

induction d’une catastrophe mitotique (Moussavi-Harami et al., 2006). 
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VI. L’hypoxie et les CS  

1. Hypoxie et cancer 

L’hypoxie correspond à une diminution des taux d’oxygène disponibles pour la cellule. 

L’hypoxie peut être physiologique (processus de chondrogenèse, physioxie du cartilage, 

différenciation des lymphocytes T…), mais également pathologique (ischémie cérébrale, 

cancers…). Le maintien du taux d’oxygène dans les cellules est essentiel pour leur 

fonctionnement et leur survie. Un manque d’oxygène induit un stress environnemental 

entraînant des réponses cellulaires comme la mort cellulaire par apoptose ou nécrose des 

régions exposées à l’hypoxie (Karakashev and Reginato, 2015). Pour les cellules tumorales, 

l’effet de l’hypoxie entraîne des réponses différentes. Ces cellules sont capables de s’adapter à 

cet environnement : l’hypoxie permet l’activation de mécanismes cellulaires comme la 

glycolyse, l’autophagie, la prolifération, l’invasion, la progression tumorale ou encore la 

résistance à la chimiothérapie et à la radiothérapie (Karakashev and Reginato, 2015; Paolicchi 

et al., 2016; Shannon et al., 2003) (Figure 11).  

Figure 11 : Rôle de l’hypoxie sur le développement des tumeurs (d’après Zeng et al., 2011). 
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L’implication de l’hypoxie dans le développement des tumeurs osseuses est également 

importante (Zeng et al., 2011). Dans le CS, les voies de signalisation de l’hypoxie semblent 

corrélées avec le grade tumoral et le devenir de ces tumeurs (Boeuf et al., 2010; Kubo et al., 

2008). 

2. Les facteurs HIFs 

a. Structure 

Les facteurs HIFs (« Hypoxia-Inducible Factor ») sont les médiateurs clefs de la réponse 

cellulaire à l’hypoxie. Ils appartiennent à la superfamille des protéines bHLH/PAS (« basic 

Helix-Loop-Helix/ Per-ARNT-Sim » (Wu and Rastinejad, 2017). 

Le facteur HIF est un hétérodimère comprenant une des 3 sous-unités HIF-1a, HIF-2a 

et HIF-3a et une unité constitutive HIF-1β exclusivement nucléaire. Ils forment trois isoformes 

de ce facteur : HIF-1, HIF-2 et HIF-3. Les sous-unités sont codées par des gènes différents mais 

de structures proches (Wigerup et al., 2016) (Figure 12). 

Figure 12 : Structure des HIF-1/2/3α et de leurs partenaires transcriptionnels (d’après Koh and 

Powis 2012). 
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Plusieurs domaines composent les facteurs HIFs : 

- le motif bHLH est impliqué dans la dimérisation des deux sous-unités ainsi que dans la liaison 

directe d’HIF à l’ADN.  

- Le domaine PAS forme un second domaine de dimérisation entre les sous-unités α et β. 

- Le domaine ODD (« Oxygen-dependent Degradation Domain ») est le domaine de 

dégradation de la sous-unité α dépendante de l’oxygène. Ce domaine permet une régulation 

post-transcriptionnelle d’HIF-1α et -2α en fonction de la teneur en O2. Il contient des résidus 

proline (pour HIF-1α et -2α) reconnus et hydroxylés par les prolyl-hydroxylases en normoxie. 

- Les domaines N-terminal (N-TAD) et C-terminal (C-TAD) sont impliqués dans l’activation 

transcriptionnelle.  

Le facteur HIF-3α, bien que très similaire à HIF-1α et HIF-2α, ne possède pas de 

domaine de transactivation C-terminal. Il se présente sous forme de nombreux variants 

d’épissage dont le plus étudié est l’inhibiteur du domaine protéique PAS (IPAS) qui détient un 

rôle d’inhibiteur d’HIF-1α (Koh and Powis, 2012; Wigerup et al., 2016).  

b. Régulation 

Les facteurs HIFs sont régulés par la teneur en oxygène intracellulaire selon plusieurs 

mécanismes :  

§ Voie de régulation canonique des HIFs 

Seule la sous-unité α est soumise à une régulation post-traductionnelle. La sous-unité 

HIF-1β est synthétisée de manière constitutive. En normoxie, des enzymes ayant une activité́ 

dépendante de l’oxygène, appelées prolyl-hydroxylases (PHD), induisent l’hydroxylation des 

résidus proline des sous-unités α au niveau du domaine ODD : PHD1, PHD2 (active 

préférentiellement pour HIF-1α) et PHD3 (active préférentiellement pour HIF-2α). Ces 

hydroxylations permettent la liaison des sous-unités α à une protéine appelée « Von Hippel- 

Lindau tumor suppressor » (pVHL) appartenant au complexe ubiquitine ligase 3. Il s’ensuit 

donc l’ubiquitination de la sous-unité α, puis in fine sa dégradation par le protéasome (Figure 

13). 

En condition hypoxique, la teneur en oxygène n’est pas suffisante pour activer ces PHD. 

Donc, la sous-unité HIF-1α, par exemple, est stabilisée et s’accumule dans le cytoplasme, puis 

est transloquée dans le noyau. Au niveau nucléaire, HIF-1α se dimérise avec HIF-1β, exprimé 
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de manière constitutive, pour former HIF-1. Cet hétérodimère peut alors se fixer sur les « 

Hypoxia Responsive Elements » (HRE) de différents gènes cibles (Wigerup et al., 2016).  

 

Figure 13 : Régulation d’HIF-α en condition normoxique et hypoxique. Dans les conditions 

normoxiques, HIF-α subit une hydroxylation, processus modulé par les PHD et les enzymes inhibitrices 

du facteur HIF-1. L’hydroxylation par les PHD favorise la déstabilisation de la protéine HIF-α, et inhibe 

l’activité transcriptionnelle en empêchant l’interaction avec le co-facteur transcriptionnel p300/CBP.  
La dégradation d’HIF-α est sous le contrôle d’un processus dépendant de l’ubiquitine exécuté par le 

complexe VHL. En hypoxie, les PHD sont inactivées, permettant une stabilisation d’HIF-α, suivie d’une 

translocation dans le noyau et une dimérisation avec HIF-β, formant le facteur de transcription HIF. 
Avec le co-activateur p300/CBP, les HIF induisent la transcription d’une pléthore de gènes cibles lors 

de l’hypoxie (d’après Wigerup et al., 2016). 

§ Voies de régulation alternatives des HIF 

Des voies alternatives de régulation d’HIF ont été mises en évidence (Koh and Powis, 

2012; Wigerup et al., 2016) (Figure 13).  

- FIH-1 (« Factor Inhibiting HIF-1 ») est une enzyme dépendante de l’oxygène dont l’efficacité 

est plus faible que les PHD. Elle hydroxyle les résidus asparagines 803 du domaine C-TAD du 

facteur HIF-1α et du domaine N851 C-TAD du facteur HIF-2α. Ces hydroxylations gênent 
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l’interaction entre le domaine C-TAD d’HIF et le co-activateur transcriptionnel p300/CBP 

(« CREB Binding Protein »). Ces hydroxylations sont inhibées en hypoxie conduisant donc à 

des interactions entre p300/CBP et les facteurs HIF-1α et HIF-2α.  

- HAF (« Hypoxia-Associated Factor ») est une ubiquitine ligase E3 dégradant HIF-1α. Elle 

induit une transactivation du facteur HIF-2α lors d’une hypoxie prolongée. 

- Le récepteur RACK (« Receptor Activated Protein Kinase C »), dépendant de l’oxygène, 

contribue à la dégradation d’HIF-1α lorsque la protéine Hsp90 (« Heat-Shock Protein 90 ») est 

inhibée.  

- Le complexe Hsp70/CHIP (« Heat-Shock Protein 70/ Carboxyl terminus of HSP70-

Interacting protein ») permet de dégrader le facteur HIF-1α en hypoxie prolongée ou en 

présence de fortes concentrations de glucose. Ce complexe n’a aucun effet sur HIF-2α. 

Les cellules tumorales peuvent aussi moduler l’expression des HIFs via des mécanismes 

indépendants de l’oxygène impliquant l’activation d’oncogènes (Ras, Raf (« Raf-1 Proto-

Oncogene, Serine/Threonine Kinase », PI3K, Akt, c-Myc) ou la perte d’expression de gènes 

suppresseurs de tumeurs (p53, PTEN (« Phosphatase and Tensin homolog ») ou VHL (« Von 

Hippel-Lindau tumor suppressor »)) (Chiche et al., 2010; Karakashev and Reginato, 2015; 

Wigerup et al., 2016). HIF-1α est exprimé dans presque tous les types cellulaires évoluant en 

hypoxie, ce qui n’est pas le cas pour HIF-2α (Keith et al., 2011).  

Dans le CS, le rôle d’HIF-1 n’est pas encore totalement élucidé. HIF-1α est exprimé de 

manière constitutive dans les CS de haut grade (Boeuf et al., 2010). HIF-1α et HIF-2α sont 

impliqués dans la prolifération cellulaire (Kubo et al., 2008), HIF-1α permet également 

d’augmenter la synthèse d’ARNm codant le VEGF (« Vascular Endothelial Growth Factor ») 

(Lin et al., 2004) et il augmente la synthèse de la protéine anti-apoptotique Bcl-xL (Chen et al., 

2011a).  

3. Rôle des facteurs HIFs dans la croissance tumorale 

Les facteurs HIFs contrôlent la transcription de gènes inductibles par l’hypoxie et 

interviennent dans l’angiogenèse, l’invasion tumorale, la régulation du pH, le métabolisme 

glucidique et le contrôle de la prolifération cellulaire. Des changements biochimiques (pH, taux 

de glucose, concentration en oxygène) s’opèrent dans l’environnement tumoral lors de la 

croissance des tumeurs (Figure 14). Parmi ces modifications microenvironnementales, 
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l’adaptation à l’hypoxie va contribuer à la progression tumorale et va permettre également 

d’accroître la résistance des cellules à la chimiothérapie ou  à la radiothérapie (Muz et al., 2015).  

Figure 14 : L’hypoxie et les HIFs régulent de nombreux mécanismes impliqués dans la 

tumorogenèse (d’après Wigerup et al., 2016). 

a. Modification du métabolisme  

La glycolyse anaérobie est favorisée dans un environnement tumoral où l’apport en 

oxygène est limité. Le glucose est catabolisé en lactate pour générer de l’énergie sous forme 

d’ATP (Chiche et al., 2010). On perle de l’effet Warburg du nom de celui qui l’a mis en 

évidence dans les années 1930 (Razungles et al., 2013). Beaucoup de facteurs vont contrôler la 

cascade de la gycolyse anaérobie (Figure 15). Le facteur HIF-1α, en particulier, stimule 

l’expression de gènes impliqués dans la glycolyse plutôt que dans la phosphorylation oxydative, 

tels que des transporteurs de glucose (GLUT1 et GLUT3), des enzymes glycolytiques 

(Héxokinase-2 ou HK-2), la pyruvate déshydrogénase kinase-1 (PDK-1) qui inactive la 

pyruvate déshydrogénase responsable de la conversion du pyruvate en acétyl-CoA, et la lactate 

déshydrogénase A (LDH-A) qui convertit le pyruvate en lactate (Semenza, 2008).  

Lors de la conversion du pyruvate en lactate, un proton H+ est libéré. Des pompes 

ATPases, des échangeurs sodium/proton NHE1, le co-transporteur MCT-4 et l’anhydrase 
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carbonique IX permettent d’exclure ces protons H+ hors de la cellule. Cela entraîne une 

acidification du pH extracellulaire qui favorise la survie des cellules tumorales, l’invasion 

cellulaire et la formation de métastastes via l’activation de protéases qui dégradent la matrice 

extracellulaire (Chiche et al., 2010).  

Figure 15 : Les multiples points de contrôle de l’effet Warburg. De nombreux effecteurs vont 
contrôler la cascade de la glycolyse. Les oncogènes Akt, Ras et Myc vont favoriser cette voie 

métabolique (d’après Razungles et al., 2013). 

Dans les CS, peu d’études se sont intéressées à la glycolyse anaérobie. Néanmoins, l’une 

d’entre elles a mis en évidence une suractivation de la LDH-A, l’enzyme qui convertit le 

pyruvate en lactate (Figure 16), dans les CS. Cette étude montre également une corrélation 

entre la résistance des CS à la doxorubicine et l’activation de la LDH-A. Ainsi, une inhibition 

de la LDH-A permet d’améliorer la sensibilité des cellules de CS à la doxorubicine (Hua et al., 

2014)  
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b. La transition épithélio-mésenchymateuse 

L’hypoxie favorise la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) qui modifie le 

comportement migratoire et invasif des cellules tumorales. La TEM est un processus 

physiologique actif durant l’embryogenèse, la régénération tissulaire, mais également la 

carcinogenèse (Mittal, 2018). La TEM induite par l’hypoxie se caractérise par une perte 

d’expression de protéines d’adhésion comme la cadhérine-E et la β-caténine. Par ailleurs, 

l’hypoxie va induire une surexpression de protéines mésenchymateuses telles que SNAIL, la 

vimentine, la N-Cadhérine et TWIST (Mittal, 2018; Paolicchi et al., 2016; Wigerup et al., 

2016). L’ensemble de ces changements aboutit à une modification de la morphologie des 

cellules tumorales, une augmentation de la prolifération des cellules et de leur capacité 

migratoire vers les tissus environnants. 

c. L’invasion tumorale 

Les facteurs HIF-1 et HIF-2 régulent l’expression des gènes impliqués dans la 

dégradation de la MEC pour favoriser la migration des cellules tumorales et l’apparition de 

métastases. Ces gènes codent pour des métalloprotéases matricielles (MMP) et l’uPA 

(« urokinase Plasminogen Activator »). Afin d’envahir les tissus adjacents, les cellules 

tumorales doivent franchir la membrane basale et dégrader la MEC. Pour cela, les cellules ont 

besoin de la participation de plusieurs enzymes comme les MMP2 et MMP9 ou l’uPA  (Sullivan 

and Graham, 2007). Ce dernier est activé lorsqu’il est lié à son récepteur uPAR. L’uPA actif 

convertit le plasminogène en plasmine, une peptidase qui est directement impliquée dans la 

dégradation de diverses protéines de la MEC et dans l’activation de facteurs de croissance et de 

MMP. Par ailleurs, uPAR peut interagir et réguler la fonction d’autres protéines de surface 

cellulaire telles que les intégrines, les récepteurs de facteurs de croissance et les récepteurs 

couplés aux protéines G pour favoriser la migration cellulaire. Notamment, uPAR peut agir 

comme un récepteur pour la vitronectine et promouvoir l’adhésion des cellules à la MEC, tandis 

que l’interaction entre uPAR et certaines intégrines conduit à la suppression de leur adhésion 

aux protéines de la MEC. 

Les MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-9 et MMP-13 sont fréquemment 

exprimées dans les tissus de CS (Boehme et al., 2018; Kawashima et al., 1997). Une forte 

expression de MMP-1 est associée à un mauvais pronostic chez les patients (Kawashima et al., 

1997). La MMP-2 est fortement exprimée pour les CS centraux de haut grade (Boeuf et al., 
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2010; Hsu et al., 2013). L’expression de MMP-3, MMP-7 et MMP-13 augmente également 

avec le grade de la tumeur (Sugita et al., 2004).  

Les métastases peuvent se produire lorsque les cellules cancéreuses sont capables de se 

fixer et de proliférer dans un microenvironnement étranger. Dans le cas du CS, les poumons 

sont le principal site de métastase, bien que rare (Boehme et al., 2018). 

d. L’angiogenèse 

L’angiogenèse, correspond à la formation de nouveaux vaisseaux sanguins. C’est un 

processus primordial pour la croissance tumorale ainsi que pour le développement des 

métastases. L’hypoxie induit un déséquilibre dans la production de facteurs pro- et anti-

angiogéniques en faveur de la formation rapide et désorganisée de nouveaux vaisseaux 

sanguins.  

Les facteurs HIF-1 et HIF-2 participent à la néo-vascularisation tumorale. Ils induisent 

ainsi la prolifération de cellules endothéliales en régulant l’expression du VEGF, de son 

récepteur VEGF-R1 et de l’angiopoïétine (Simon et al., 2008; Wigerup et al., 2016). Alors que 

l’angiopoïétine-1 contribue à la maturation et à la stabilisation des nouveaux vaisseaux 

sanguins, l’angiopoïétine-2 surexprimée en hypoxie participe au remodelage des vaisseaux en 

les destabilisant.  

Sans néo-vascularisation, la taille d’une tumeur est intrinsèquement limitée à 1-5 mm 

en raison de la disponibilité limitée de l’oxygène et des nutriments (McGough et al., 2002a). 

Les CS restent peu vascularisés par rapport à d’autres tumeurs (Cintra et al., 2014; Kalinski et 

al., 2009). Les CS de grade I ont un faible taux de vascularisation et cette vascularisation 

augmente avec le grade, ce qui favorise la possibilité d’invasion vers d’autres tissus (Cintra et 

al., 2014).  

Le VEGF et le FGF2 sont les deux principaux facteurs de croissance impliqués dans 

l’angiogenèse des CS et leurs effets sont gouvernés par HIF-1a (Lin et al., 2004; McGough et 

al., 2002b). Récemment, une équipe a comparé les enchondromes et les CS en effectuant un 

marquage immunohistochimique d’HIF-1α et du VEGF. Les enchondromes présentent un 

marquage double négatif HIF-1α et VEGF, alors que les CS de haut grade présentent une 

coloration double positive VEGF ou HIF-1α (Kouvaras et al., 2019).  
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e. L’autophagie 

§ Rôle de l’autophagie 

L’autophagie est un mécanisme d’autodigestion permettant la dégradation de 

composants intracellulaires (protéines et organites) par le lysosome. L’autophagie est 

importante dans des fonctions cellulaires physiologiques clés comme la dégradation de 

protéines à longue durée de vie, le renouvellement des organites, l’adaptation face à une carence 

en nutriments, l’allongement de la durée de vie, le développement et la différenciation cellulaire 

et l’anti-vieillissement. Cependant l’autophagie joue également des rôles pathologiques. Trop 

ou pas assez d’autophagie sont des évènements liés à l’infection par des agents pathogènes 

(fourniture de nutriments), à la neurodégénérescence (en permettant l’accumulation de 

protéines agrégées), ou encore à des troubles musculaires causés par l’accumulation 

d’autophagosomes altérant les fonctions cellulaires. Dans le cancer, l’autophagie agit bien 

souvent comme un mécanisme protecteur contre certains traitements anticancéreux et empêche 

la mort cellulaire dans un microenvironnement hostile (Mazure and Pouysségur, 2010). 

Cependant, dans certaines conditions, l’autophagie peut induire la mort cellulaire (Yu et al., 

2004a). 

§ Mécanismes moléculaires de la (macro-)autophagie 

Il existe 3 différents types d’autophagie : la micro-autophagie, l’autophagie modifiée 

par des protéines chaperonnes et la forme principale, la macro-autophagie plus communément 

appelée autophagie.  

- Dans la micro-autophagie, une partie du cytoplasme est directement séquestrée par le 

lysosome. 

- L’autophagie médiée par des protéines chaperonnes concerne spécifiquement les protéines 

portant une séquence précise de 5 acides aminés (KFERQ) qui sont prises en charge par des 

protéines chaperonnes, qui les adressent vers les lysosomes.  

- Dans la macro-autophagie, une portion entière du cytoplasme à digérer est séquestrée dans 

une vésicule nommée autophagosome, qui va ensuite fusionner avec le lysosome pour former 

l’auto-lysosome, dans lequel les enzymes lysosomales digèrent le contenu de l’autophagosome. 

L’autophagie est un processus complexe comportant plusieurs étapes : induction, 

nucléation, puis élongation des vésicules et fusion (Puyal et al., 2009) (Figure 16).  
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Figure 16 : Mécanismes moléculaires impliqués dans la formation de l’autophagosome et dans la 

régulation de l’autophagie (d’après Puyal et al., 2009).  

La protéine kinase mTor, inhibiteur de l’autophagie, est l’acteur central dans le contrôle 

de l’induction de l’autophagie. La diminution en nutriments (manque en acides aminés et en 

énergie [ATP]) et par conséquent la diminution en facteurs de croissance ou en insuline, sont 

des inducteurs importants de l’autophagie. En effet, dans de telles conditions, mTor est inhibée 

suite notamment à l’activité de la phosphatase PTEN qui inhibe la phosphoinositol 3 kinase de 

classe I. Ainsi Atg13 est partiellement déphosphorylée (mTor contrôlant son état de 
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phosphorylation), ce qui permet sa liaison avec Atg1. Ce complexe se lie ensuite à Atg11 et 

Atg17 induisant ainsi une augmentation de l’autophagie. En parallèle, l’inactivation de mTor 

permet également l’activation de la PP2A (Protein Phosphatase 2A) et la translocation de Gln3 

(Glutaminase) dans le noyau où il active la transcription de gènes autophagiques tels que LC3 

et Atg14. Suite à cette phase d’induction, les étapes de nucléation vésiculaire (dans laquelle le 

complexe Béclin 1/PI3KIII joue un rôle indispensable) et d’élongation (assurée par l’action 

concomitante des deux systèmes de conjugaisons Atg12-Atg5 et PE-Atg8/LC3) sont activées. 

Tout au long du processus d’élongation, le complexe Atg9 (Atg9, Atg2 et Atg18) joue un rôle 

essentiel dans le recrutement de ces différentes protéines. Ainsi le pré-autophagosome (ou 

phagophore) s’allonge, entoure les constituants à dégrader, puis se referme pour former un 

autophagosome doté le plus souvent d’une double membrane.  

 La rapamycine est un activateur de l’autophagie (elle inhibe mTor) (Puyal et al., 2009). 

Bcl-2 et Bcl-xL sont des inhibiteurs essentiels de la voie intrinsèque de l’apoptose en 

séquestrant les molécules pro-apoptotiques (comme Bax et Bak). Bcl-2 et Bcl-xL peuvent aussi 

interagir avec le domaine BH3 de Béclin et ainsi inhiber l’autophagie (Maiuri et al., 2007; 

Pattingre et al., 2005). 

§ Hypoxie et autophagie 

L’induction de l’autophagie par l’hypoxie dépendante de HIF a été démontrée par Bellot 

et ses collaborateurs (Bellot et al., 2009). Les cellules HIF-1α « knock-out » possèdent des 

niveaux d’expression des marqueurs d’autophagie Beclin-1 et LC3B-II diminués (Deng et al., 

2014). HIF active l’autophagie par l’intermédiaire de BNIP3 (« Bcl-2/adenovirus E1B 19 kDa-

interacting protein 3 »). BNIP3 possède un domaine BH3. Elle a pour fonction de libérer 

Beclin-1 liée à Bcl-2 et Bcl-xL en entrant en compétition avec ces protéines anti-apoptotiques 

(Tracy et al., 2007). 

Plusieurs études ont montré que l’induction de BNIP3 par l’hypoxie était suffisante pour 

induire la mort cellulaire par autophagie (Azad et al., 2008), alors que d’autres études montrent 

que sa surexpression n’est pas suffisante pour induire la mort cellulaire par autophagie (Bellot 

et al., 2009; Tracy et al., 2007; Zhang et al., 2008). Zhang et al. (2008) suggèrent en fait que 

l’autophagie mitochondriale est induite par l’hypoxie et que cela requiert BNIP3, Beclin-1 et 

Atg5. Dans les cellules soumises à une hypoxie prolongée, l’autophagie mitochondriale serait 

une réponse métabolique adaptative et nécessaire pour prévenir l’augmentation des ROS et la 

mort cellulaire (Rouschop et al., 2009; Zhang et al., 2008). 
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§ Autophagie et CS  

L’autophagie a été peu étudiée dans les CS. Une étude associe un niveau élevé d’HIF-

2α et une faible expression de Beclin-1. L’expression de Beclin associée à l’autophagie serait 

donc favorable à la survie des patients (Chen et al., 2011b). Dans le CS, l’autophagie pourrait 

soit être directement responsable de la mort cellulaire (Lohberger et al., 2016), soit sensibiliser 

les cellules à la mort par apoptose (Jiao et al., 2014). Au contraire, d’autres travaux ont mis en 

évidence que l’autophagie protège des lignées cellulaires de CS des effets des drogues 

(Reumann et al., 2016). L’autophagie pourrait donc soit inhiber ou favoriser la croissance 

tumorale, en fonction du contexte cellulaire et du stimulus.  

4. Rôle de l’hypoxie dans la résistance aux traitements 

conventionnels  

L’efficacité de la radiothérapie repose sur la présence de l’oxygène afin de créer des 

radicaux libres et des cassures à l’ADN (Kim et al., 2015). L’hypoxie limite la formation des 

ROS responsables des cassures simple et double brins de l’ADN (Onishi et al., 2011). Les 

dommages à l’ADN sont donc plus limités en hypoxie.  

Concernant la chimiothérapie, la résistance induite par l’hypoxie peut s’expliquer par le 

fait que l’hypoxie permet une augmentation de l’activité des enzymes de réparation de l’ADN, 

ainsi que la création d’un gradient de pH qui inhibe l’accumulation intracellulaire des drogues 

(Shannon et al., 2003). L’hypoxie inhibe des protéines pro-apoptotiques (Bax, Bak ou Bid 

(« BH3 interacting-domain death agonist »)) et favorise l’expression de protéines anti-

apoptotiques (Bcl2-Bcl-xL…) (Karakashev and Reginato, 2015; Sermeus et al., 2012). Dans le 

CS, l’expression de Bcl-xL est également associée à une induction par l’hypoxie (Chen et al., 

2011a). 

Par ailleurs, l’hypoxie ralentit l’avancement dans le cycle cellulaire, voir induit un arrêt 

en phase G0/G1 (Shannon et al., 2003). Du fait que certains agents chimiothérapeutiques 

agissent sur la phase de synthèse de l’ADN, leur efficacité s’en trouve altérée. De plus, 

l’hypoxie augmente l’expression d’enzymes impliquées dans la réparation de l’ADN. Ceci rend 

inefficace les agents chimiothérapeutiques comme les agents alkylants et les composés à base 

de platine (Harris, 2002). Enfin, l’hypoxie favorise l’efflux des drogues hors de la cellule 

notamment en induisant l’expression de la p-glycoprotéine codée par le gène MDR-1 

(Karakashev and Reginato, 2015). Dans le CS, comme nous l’avons déjà vu, l’expression de 

MDR-1 permet aux CS de résister aux effets cytotoxiques d’agents chimiothérapeutiques (Kim 

et al., 2009a).  
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B. Ostéosarcomes  

I. Définition et épidémiologie 

L’ostéosarcome (OS) est le premier type de tumeur osseuse. Son incidence est de 1 à 

4,7 par million d’habitants et par an dans les pays occidentaux, ce qui représente en France, 150 

à 200 nouveaux cas par an (Longhi et al., 2006; Mirabello et al., 2009). Cette pathologie est 

plus fréquente chez les enfants et les adolescents. L’OS représente 6 à 7 % des cancers chez les 

moins de 18 ans. C’est le 3ème cancer des adolescents après les lymphomes et les tumeurs du 

système nerveux central (Hui, 2016). La forme pédiatrique de la tumeur est la plus fréquente 

(60 à 75 % des cas OS), affectant une majorité de garçons (Longhi et al., 2006; Mirabello et al., 

2009). L’âge moyen de diagnostic est de 17 ans. Ce type de tumeur affecte aussi l’adulte 

(Durfee et al., 2016). De ce fait, il existe deux pics de survenue : un pic de diagnostic chez 

l’adulte de plus de 40 ans et un autre pic chez l’enfant. 

L’OS de l’adulte est différent de celui de l’enfant. La forme pédiatrique est en général 

une tumeur primaire. L’OS développé par l’adulte survient généralement dans un contexte 

génétique particulier comme la maladie de Paget (Hansen et al., 2006) et peut apparaître 

secondairement à une autre tumeur. 

L’OS se développe majoritairement au niveau les os longs. Il correspond à une 

production de matrice ostéoïde par les cellules tumorales. Aujourd’hui le traitement de l’OS 

non métastasé comprend une résection de la tumeur associée à une polychimiothérapie pré- et 

post-opératoire. L’optimisation des traitements chimiothérapeutiques ainsi que les avancées 

techniques de la chirurgie, ont amélioré la qualité de vie des patients, mais également le 

pronostic lié à la pathologie. Le taux de survie global à 5 ans des patients atteints d’OS non 

métastasique atteint 60 à 70 %. Cependant, en cas de rechute locale ou/et métastasique, le taux 

de survie chute à 20-30 %. Pour ces patients, il est nécessaire de développer de nouvelles 

stratégies thérapeutiques.   

Par ailleurs, l’OS reste une tumeur agressive dont le seul traitement efficace est la 

chimiothérapie, en dehors de l’intervention chirurgicale. Or, différentes observations cliniques 

ont mis en évidence une acquisition de résistance aux traitements, ce qui rend parfois difficile 

la prise en charge de cette pathologie.  
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II. Classification  

1. Critères de classification 

L’OS est une tumeur complexe tant au niveau histologique que moléculaire. Plusieurs 

critères entrent en jeu pour sa classification. La localisation, les caractères histologiques et le 

grade sont des paramètres pris en compte pour définir le sous-type et l’agressivité de l’OS. 

Cette classification permet ensuite d’adapter le traitement. 

§ Localisation  

Au niveau de la localisation, on distingue les OS centraux ou intra-médullaires et les OS 

de surface. Les premiers sont les plus fréquents (75 % des cas) (Jo and Doyle, 2016). Ils sont 

différents des OS de surface en termes de survie, évolution et potentiel métastasique. Ces deux 

catégories sont-elles mêmes subdivisées en différents sous-types (Tableau II).  

L’OS adulte ou pédiatrique survient majoritairement au niveau de la métaphyse des os 

longs (Misaghi et al., 2018). 

- Fémur distal (40 à 70 % des cas),  

- Le tibia proximal (16 à 25 % des cas) 

- L’humérus (5 à 15 % des cas) 

 D’autres localisations comme la mandibule ou l’omoplate sont parfois retrouvées. 

Tableau II : Classifications cliniques et fréquences des ostéosarcomes (adapté d’après Misaghi et 

al., 2018). 
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§ Classification histologique  

Il existe différents sous-types d’OS en fonction de leur capacité à produire la matrice 

osseuse (Figure 17) (Chang et al., 2015 ; Misaghi et al., 2018). 

 

 

Figure 17 : Diversité histopathologique des variants d’ostéosarcomes. a : OS ostéoblastique avec 

une histologie de l’os de type filigrane. b : OS chondroblastique avec des zones chondroïdes 
prédominantes. c : OS fibroblastique présentant de grandes zones de différenciation fibroblastique avec 

une matrice ostéoïde peu visible. d : OS à cellules géantes présentant une histologie particulière avec de 

nombreuses cellules géantes. e : OS parostéal présentant une différenciation typique à double fibre. f : 
OS télangiectatique avec une zone hémorragique et de fibrine ; il présente des cellules tumorales 

pléomorphes (coloration à l’hématoxyline et éosine) (Chang et al., 2015). 
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§ Grade histologique  

La classification des grades utilisée pour les OS est celle de la « Musculoskeletal Tumor 

Society » connue également sous le nom de « système Enneking ». 

Les OS sont classés uniquement en deux grades de sévérité. La tumeur est de bas grade 

ou de grade élevée (I ou II). La localisation de l’OS est classée également : tumeur intra-

médullaire ou de surface. Si des métastases sont présentes, la tumeur est automatiquement 

classée au grade II. Les OS centraux sont classés comme des tumeurs de haut grade tandis que 

les OS de surface sont considérés comme des tumeurs de bas grade (Tableau II).  

2. Les ostéosarcomes conventionnels 

Parmi les OS conventionnels appartenant aux OS intra-médullaires, nous distinguons 3 

principaux sous-types. Les cellules ont des formes polyédriques ou fusiformes. Les noyaux sont 

pléomorphes et hyperchromatiques. Les figures mitotiques sont facilement observables, et des 

figures mitotiques atypiques peuvent également être identifiées. Les cellules tumorales vont 

produire une MEC qui peut être osseuse, cartilagineuse ou fibreuse dans différentes 

proportions. Ainsi, historiquement, l’OS conventionnel a été divisé en sous-types 

ostéoblastique, chondroblastique et fibroblastique en fonction du type prédominant de matrice 

produite. Cette séparation est simplement histologique, car il n’y a aucune différence statistique 

dans la survie des patients atteints par l’OS conventionnel et le traitement est le même pour les 

3 sous-types (Klein and Siegal, 2006; Zhang and Rosenberg, 2017). 

a. L’ostéosarcome ostéoblastique 

L’OS ostéoblastique représente 50 à 80 % des OS conventionnels. Ce type de tumeur 

produit une abondante matrice osseuse, formant une tumeur dense et compacte. Les cellules 

malignes avec un phénotype ostéoblastique sont majoritaires. Elles sont de grandes tailles, 

pléomorphes, polyédriques ou fusiformes (Figure 18). Les noyaux sont hyperchromatiques, en 

position centrale ou excentrique, et peuvent contenir des nucléoles proéminents. Le cytoplasme 

est éosinophile et son volume est en corrélation avec la taille des cellules. Les cellules tumorales 

sont intimement liées aux surfaces de l’os néoplasique et, comme la matrice les entoure et les 

emprisonne, elles deviennent plus petites et semblent moins atypiques ; Ce phénomène est 

connu sous le nom de normalisation. L’os néoplasique est tissé en architecture, varie en quantité 

et se dépose sous forme de travées primitives et désorganisées qui produisent un motif grossier, 
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semblable à de la dentelle (Fox and Trotta, 2013; Klein and Siegal, 2006; Zhang and Rosenberg, 

2017). 

 

 

Figure 18 : Histologie d’un ostéosarcome ostéoblastique 

caractérisé par des cellules malignes associées à un os 
néoplasique d’aspect type filigrane ou dentelle (coloration 

hématoxyline et éosine) (d’après Zhang & Rosenberg, 2017). 

 

b. L’ostéosarcome chondroblastique 

L’OS chondroblastique représente 5 à 25 % des OS conventionnels. Le type cellulaire 

majoritaire est le chondrocyte. Ce type de tumeur synthétise une abondante matrice 

cartilagineuse composée de différents types de cartilage de plus ou moins bonne qualité (Fox 

and Trotta, 2013; Klein and Siegal, 2006). L’OS chondroblastique se différencie du CS car l’OS 

touche en général des patients plus jeunes que le CS. De plus, contrairement aux CS, il ne 

touche que très rarement le pelvis.  

Sur le plan anatomo-pathologique, même si les OS chondroblastiques ont une matrice 

majoritairement cartilagineuse, ils possèdent toujours une ostéogenèse tumorale, même minime 

(Figure 19). De plus, l’architecture du cartilage est plutôt en dentelle/filigrane tandis que le 

cartilage du CS est lobulé et les cellules de l’OS ont un aspect fusiforme (Kim et al., 2011; 

Klein and Siegal, 2006; Zhang and Rosenberg, 2017).  

Un diagnostic différentiel se pose entre l’OS chondroblastique et le CS dédifférencié 

présentant une différenciation hétérologue ostéosarcomateuse. D’un point de vu histologique, 

l’anatomopathologiste se concentre sur l’observation du cartilage. Le CS dédifférencié 

comporte une composante cartilagineuse bien différenciée et de bas grade avec une séparation 

nette et abrupte. Tandis que, la composante cartilagineuse de l’OS chondroblastique est en 

général de haut grade avec une continuité entre la composante cartilagineuse et 

ostéosarcomateuse. De plus, les données cliniques ainsi que la présence de mutation IDH1/2 

propre au CS apporte une aide pour poser le diagnostic (Wadhwa, 2014). 
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Figure 19 : Histologie d’un ostéosarcome chondroblastique. 

La tumeur présente un cartilage hyalin, elle est de haut grade, 

mais elle présente quelques formation ostéoïde en haut à 

droite de l’image (coloration Hématoxyline et éosine) (d’après 

Klein & Siegal et al., 2006). 

 

 

 

c. L’ostéosarcome fibroblastique 

L’OS fibroblastique représente 7 à 25 % des OS conventionnels. Les cellules qui le 

composent sont majoritairement des fibroblastes (Figure 20). Les foyers fibroblastiques 

possèdent une histologie proche du fibrosarcome. Les cellules sont fusiformes, le degré d’atypie 

est variable mais souvent sévère. Les mitoses sont nombreuses et les formes structurellement 

anormales sont courantes (Fox and Trotta, 2013; Klein and Siegal, 2006). L’OS fibroblastique 

peut être confondu avec un fibroblastome. L’analyse des données cliniques ainsi que la 

présence d’ostéoïde typique de l’OS sont nécessaires afin de réaliser un diagnostic correct 

(Wadhwa, 2014). 

 

 

Figure 20 : Histologie d’un ostéosarcome fibroblastique, 
caractérisé par des cellules fusiformes ressemblant à des 

fibroblastes atypiques, contenant peu de matrice osseuse 

(coloration hématoxyline et éosine) (d’après Klein & Siegal, 

2006). 
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3. Les autres types d’ostéosarcomes  

a. Autres OS centraux 

Il existe encore d’autres variants d’OS centraux décrits :  

- L’OS télangiectatique (4 %), identifiable grâce à la dilatation des vaisseaux sanguins présents 

au niveau du septum et des bords périphériques de l’os. Ce type d’OS contient de nombreux 

espaces kystiques remplis de sang qui représentent plus de 75 % de la tumeur. L’OS 

télangiectatique est plus sensible à la chimiothérapie il peut donc avoir un meilleur pronostic 

de survie, avec un taux de survie de 60 % à 10 ans (Zhang and Rosenberg, 2017).  

- L’OS à petites cellules (1 à 2 %) est une variante microscopique de l’OS conventionnel de 

haut grade caractérisé par une prolifération monotone de petites cellules malignes produisant 

une matrice osseuse. Les caractéristiques cliniques sont identiques à l’OS conventionnel. Au 

microscope, les cellules tumorales sont rondes à ovales avec une chromatine fine à grossière. 

Nous observons toujours une production d’ostéoïdes en forme de dentelle (Misaghi et al., 2018; 

Zhang and Rosenberg, 2017). 

- L’OS de bas grade est une variante très rare (1 à 2 %) dont l’architecture de la matrice osseuse 

est microtubulaire dans un stroma fibreux. Bien que les patients soient généralement traités 

uniquement par chirurgie et que leur pronostic soit globalement bon, un certain nombre de 

patients développent un OS secondaire de haut grade au sein de la tumeur d’origine (Clayer, 

2015; Klein and Siegal, 2006).  

b. Les OS de surface 

Les OS de surface regroupent quant à eux l’OS périostéal, parostéal et de haut grade 

(Klein and Siegal, 2006). 

- L’OS parostéal représente environ 75 % des OS de surface (Dönmez et al., 2008) et 4-6 % de 

la totalité des OS (Misaghi et al., 2018). Ces tumeurs sont généralement de faible grade avec 

un taux de survie de 90 % à 5 ans. 

- L’OS périostéal ne représente que 2-3 %. C’est une tumeur de grade intermédiaire, contenant 

une matrice cartilagineuse avec des zones de calcification.  

- L ’OS de surface de haut grade représente moins de 1 % de l’ensemble des OS. Il se manifeste 

sous la forme d’une tumeur de surface avec un haut degré de malignité : croissance rapide, 
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invasion possible des tissus mous environnants. C’est une tumeur qui présente le même 

potentiel malin que l’OS conventionnel.  

 

III. Diagnostic et évolution des ostéosarcomes 

1. Diagnostic 

L’OS se traduit par l’apparition d’une masse au niveau de l’os ou d’une articulation dont 

elle peut perturber le mouvement. Il n’y aucun autre signe clinique associé à cette tumeur, ce 

qui entraîne la mise en place d’un diagnostic tardif. Une partie des OS est diagnostiquée suite 

à une fracture. Le premier examen réalisé pour le diagnostic de l’OS est une radiographie 

(Figure 21). L’examen se poursuit également par l’imagerie par IRM.  

En radiographie, on observe une destruction de l’os au niveau de la masse tumorale, les 

tissus mous adjacents présentent un envahissement avec des calcifications irrégulières, puis une 

rupture corticale peut parfois être observée.  

 

 

 

 

Figure 21 : Radiographie du genou montrant un 

ostéosarcome dense du fémur au dessus du genou. Image du 

Dr. Michael J. Joyce et du Dr Hakan Ilaslan.  

(https://www.merckmanuals.com/fr-ca/professional/troubles-m 
usculosquelettiques-et-du-tissuconjonctif/tumeurs-des-os-et-des-

articulations/tumeurs-osseuses-malignes) 

 

 

 

 

L’IRM permet, quant à elle, une évaluation beaucoup plus détaillée de l’étendue de la 

tumeur dans la cavité osseuse et dans les tissus mous, et de son implantation par rapport aux 

structures environnantes (système nerveux, articulations).  
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Néanmoins, l’imagerie ne suffit pas pour définir le diagnostic et le pronostic d’un OS. 

L’examen anatomopathologique est indispensable pour valider le diagnostic et le pronostic. Cet 

examen, effectué à partir de la biopsie de la tumeur, permet de définir le sous-type et le grade 

de la tumeur. Ces connaissances permettent ensuite d’adopter la meilleure stratégie 

thérapeutique.  

2. Evolution de la pathologie 

L’OS est une tumeur dont l’évolution est rapide. Les traitements actuels permettent 

d’assurer un taux de survie à 5 ans de 60 à 70 % (Mirabello et al., 2009). Néanmoins, une 

rechute est observée chez un tiers des patients atteints d’un OS non métastasique (Longhi et al., 

2006). Ce phénomène représente un challenge thérapeutique majeur dans le traitement de l’OS.  

Le site préférentiel des métastases pour les OS sont les poumons (85 %), puis les os (10 

%) (Meazza and Scanagatta, 2016). Au vu du diagnostic souvent tardif de la tumeur, 80 à 90 % 

des patients présentent des métastases microscopiques, non détectables par les techniques 

d’imagerie. 15 à 20 % des patients présentent des métastases macroscopiques détectables 

(Ferguson and Goorin, 2001). 

La présence de métastases lors du diagnostic fait chuter le taux de survie à 5 ans à 20 % 

(Bielack et al., 2002). De plus, une récidive métastasique est observée dans 50 à 60 % des cas 

(Briccoli et al., 2005).  

 

IV. Modifications pathologiques de la physiologie osseuse 

dans les ostéosarcomes 

1. L’environnement osseux 

Différents types cellulaires sont retrouvés au sein de cet environnement complexe : les 

précurseurs ostéoclastiques, les ostéoclastes responsables de la résorption osseuse, les 

précurseurs ostéoblastiques, et les ostéoblastes responsables de la synthèse osseuse. 

a. Remodelage osseux non pathologique  

L’environnement osseux est caractérisé par un cycle de remodelage osseux comprenant 

deux phases majeures : la résorption de l’os suivie d’une production d’une nouvelle matrice 
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osseuse. Ce processus physiologique est très actif lors de la croissance des enfants et des 

adolescents. Ce cycle a lieu en même temps que le premier pic d’incidence de l’OS. Ainsi, les 

différents facteurs impliqués dans le remodelage osseux prennent une part importante dans le 

contrôle et la transformation vers un phénotype pathologique (Alfranca et al., 2015). 

Le remodelage osseux remplit trois principales fonctions. Il permet à l’organisme de 

réguler l’équilibre minéral (homéostasie du calcium et du phosphate). Il permet aussi une 

adaptation constante du squelette à son environnement mécanique, réduisant le risque de 

fracture. C’est également un mécanisme de réparation des dommages osseux pouvant être 

parfois créés.  

Plusieurs facteurs locaux contrôlent le remodelage osseux. Ils sont essentiellement 

produits par les ostéoblastes et les cellules du microenvironnement osseux. Ces facteurs 

occupent un rôle d’intermédiaires sous l’action de certaines hormones systémiques (Katsimbri, 

2017).  

Les principaux facteurs impliqués dans le remodelage osseux sont : 

§ Le système RANK-L/OPG 

Le système RANK-L/OPG (« Receptor Activator of NF Kappa B-

Ligand/Ostéoprotégérine ») est un médiateur de la communication intercellulaire entre 

ostéoblastes et ostéoclastes.  

RANK-L est une cytokine « TNF-related » transmembranaire avec un court domaine 

N-Terminal intracytoplasmique et une longue portion extra-cytoplasmique C-terminale. Le 

domaine extra-cytoplasmique de RANKL reconnaît des cellules progénitrices 

hématopoïétiques engagées dans la différenciation ostéoclastique. RANKL active donc son 

récepteur RANK exprimé par les cellules de la lignée ostéoclastique et stimule la différenciation 

des progéniteurs des ostéoclastes. Il maintient le niveau d’activité de ces derniers et prolonge 

leur durée de vie en inhibant l’apoptose (Boyce and Xing, 2008; Chen et al., 2018b).  

L’ostéoprotégérine est une glycoprotéine produite en particulier par les ostéoblastes et 

aussi par d’autres cellules de la moelle osseuse. Elle agit comme un récepteur piège de RANKL, 

inhibant son action. Il y a donc présence d’un ratio optimal entre le niveau d’expression de 

RANKL et d’OPG au sein des ostéoblastes, qui permet de contrôler la résorption osseuse 

(Boyce and Xing, 2008). 
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§ Le Transforming Growth Factor-β (TGF-β) 

Les TGF-βs sont les facteurs de croissance les plus abondants au sein de la matrice 

osseuse. Les TGF-βs appartiennent à une superfamille dans laquelle on trouve les BMPs 

(« Bone Morphogenetic factor ») impliquées dans la formation du cartilage et de l’os. Les TGF-

βs sont présents sous forme latente dans la matrice osseuse, et les ostéoclastes peuvent libérer 

et activer le TGF-β de la matrice osseuse. Le TGF-β libéré peut à ensuite stimuler la formation 

d’ostéoblastes (Zuo et al., 2012). 

§ Les insulin-like Growth Factor (IGF) 

Les IGFs sont abondants dans le tissu osseux, ils jouent un rôle important dans sa 

formation à travers la différenciation des cellules souches mésenchymateuses. L’IGF-I possède 

un effet mitogène important sur les chondrocytes et les ostéoblastes. Lors de sa libération durant 

la résorption osseuse, il stimule la différenciation ostéoblastique afin d’induire la nouvelle 

formation osseuse (Xian et al., 2012). 

b. Remodelage osseux pathologique 

L’environnement osseux est riche en facteurs de croissance qui favorisent la croissance 

des tumeurs primaires et métastasiques (Theriault and Theriault, 2012). Dans des conditions 

pathologiques, la communication autocrine et paracrine des cellules de l’environnement osseux 

ne permet plus de conserver l’homéostasie osseuse (Figure 22).  

Ces différentes conditions pathologiques stimulent la production par les cellules 

tumorales de facteurs stimulants les ostéoblastes comme le VEGF et le PDGF, mais augmentent 

également l’angiogenèse. Par ailleurs, ces différentes caractéristiques favorisent le maintien des 

cellules à l’état de cellules souches, responsables de l’agressivité tumorale et de la résistance 

aux traitements (Kingsley et al., 2007). 

Les cellules tumorales hautement prolifératives produisent donc une abondante matrice 

ostéoide ou de l’os de façon désorganisée. De plus, l’augmentation de l’activité des ostéoclastes 

est associée à l’agressivité de la tumeur (Avnet et al., 2008). En effet, les ostéoclastes peuvent 

acquérir un fort potentiel ostéolytique. Cette activité lytique est caractérisée par la production 

de TGF-β ou d’interleukine 11 (IL-11) par les ostéoblastes ainsi que par la libération des 

facteurs de croissance présents dans la matrice osseuse comme le TGF-β, les BMPs et l’IGF-I. 

Ce déséquilibre du remodelage osseux crée un environnement enrichi en facteur de croissance 

et en MMPs favorisant la prolifération et la survie des ostéoblastes qui produisent une matrice 
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osseuse de façon anarchique. La dérégulation de l’homéostasie osseuse dans les OS auto-

entretient le développement de la tumeur et aussi la formation de métastases (Alfranca et al., 

2015) (Figure 22). 

 

Figure 22 : Relation entre les cellules de l’environnement osseux et l’ostéosarcome. La présence de 

cellules d’OS métastasiques à potentiel ostéolytique dans le microenvironnement osseux initie un 

"cercle vicieux" dans lequel les cellules tumorales produisent des facteurs (PTHrP, TGF-b ou IL-11) 

qui stimulent l'activation des ostéoclastes par le biais d'une interaction entre ostéoblastes et ostéoclastes 
à médiation RANKL-RANK. Cette activation entraîne une lyse osseuse dérégulée et une libération 

accrue de facteurs de croissance de la matrice osseuse (BMP, TGF-b, IGFI ou FGF) qui, à son tour, 

favorise la prolifération des cellules tumorales (flèches bleues). De la même manière, les cellules d’OS 

primaires pourraient également induire un cycle similaire d'activité ostéoclastique et de lyse osseuse 

associé à une agressivité tumorale accrue. Les cellules d’OS pourraient également induire la production 
de molécules pro-tumorigènes (lactate, VEGF et IL-6) à partir de l’environnement osseux des cellules 

souches mésenchymateuses (flèches magenta et orange). En outre, les macrophages immunostimulants 

(M1) et immunosuppresseurs (M2) associés aux tumeurs et d'autres cellules immunitaires jouent un rôle 
dans la progression de l’OS par le biais d'une signalisation à médiation cytokine et chimiokine (flèches 

grises et rouges). Les conditions physiques du microenvironnement de la tumeur jouent également un 

rôle important dans le développement de l’OS (flèches vertes). Ainsi, l'hypoxie (par la signalisation 

médiée par HIF1) et le pH acide favorisent l'angiogenèse et le comportement métastatique et stimulent 
les cellules d’OS à produire des facteurs de stimulation des ostéoblastes (VEGF, PDGF et EDN1) et 

peuvent également coopérer avec la signalisation du TGF-b pour potentialiser le "cercle vicieux" des 

tumeurs osseuses. Enfin, la signalisation extracellulaire à médiation calcique contribue également au 

"cercle vicieux" par l'induction de la production de PTHrP. Le bilan des différentes interactions sur le 
développement de l'OS est indiqué selon le code couleur indiqué ci-dessus (d’après Alfranca et al., 

2015). 
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2. Le système immunitaire  

La présence du système immunitaire dans l’environnement impacte également la 

progression tumorale. Les cellules osseuses et les cellules du système immunitaire 

communiquent entres elles et cela de manière très importante. En effet, les voies de 

signalisation comme RANKL, les cytokines IL-1, IL-6, ou le TGF-β peuvent également être 

modulées par les cellules du système immunitaire et participent donc à l’homéostasie osseuse 

(Kansara et al., 2014) (Figure 23). 

Figure 23 : Relation entre les ostéoblastes, les ostéoclastes et les cellules immunitaires (d’après 

Kansara et al., 2014).  

 

De plus, l’OS est une tumeur en contact étroit avec les cellules immunitaires, les 

macrophages en particulier. Chez l’Homme, les macrophages associés à la tumeur (TAM) sont 

une population de cellules immunitaires dont le rôle dans la progression tumorale est largement 

reconnu dans de nombreux types de cancers. La principale composante de la réponse 

inflammatoire dans les OS est associée aux TAM ainsi qu’aux lymphocytes T (Inagaki et al., 

2016). Il a été montré que les TAM permettent d’éliminer les cellules T infiltrant les tumeurs 

d’OS et favorisent donc l’échappement des cellules tumorales à la surveillance du système 

immunitaire (Han et al., 2016). Cependant, le lien entre les TAM et le potentiel métastasique 

est encore controversé pour l’OS selon la proportion de TAM polarisés M1 (à activité anti-

tumorale) ou M2 (associés à la progression tumorale) (Buddingh et al., 2011; Dumars et al., 

2016; Gomez-Brouchet et al., 2017). 
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Par ailleurs, lors du processus de tumorigenèse, les cellules tumorales échappent à la 

surveillance du système immunitaire par différents mécanismes que l’on appelle l’immuno-

édition (Schreiber et al., 2011). Plusieurs mécanismes sont responsables de l’échappement des 

cellules tumorales à la réponse immunitaire :  

§ Perte de l’immunogénicité des OS  

La diminution de l’immmunogénicité peut être due à une mauvaise ou une absence de 

présentation des antigènes tumoraux aux cellules effectrices. Dans l’OS, une surexpression de 

la protéine MICA (« class I MHC chain-related molecule A ») est observée dans le sérum des 

patients. Cette molécule interfère avec les récepteurs du complexe majeur d’histocompatibilité 

présent sur les cellules effectrices, bloquant ainsi leur cytotoxicité contre les cellules 

cancéreuses (Lu et al., 2008). 

§ Environnement immunosuppresseur des OS 

Les cellules tumorales créent un environnement anti-inflammatoire et pro-tumoral grâce 

à la synthèse de facteurs immunosuppresseurs. La présence de lymphocytes T régulateurs dans 

la tumeur favorise cet environnement pro-tumoral. Dans l’OS, leur présence est associée à un 

pronostic plus défavorable pour les patients ainsi qu’une moins bonne réponse face à la 

chimiothérapie (Fritzsching et al., 2015). 

§ Blocage de la surveillance immunitaire par les OS 

Dans un environnement physiologique sain, des points de contrôle permettent d’inhiber 

la réponse immunitaire, c’est ce que l’on appelle la tolérance du soi. Cela permet de limiter une 

réponse immunitaire aberrante sur les cellules non tumorales. Les cellules tumorales détournent 

ces points de contrôles pour échapper à cette surveillance immunitaire, diminuant ainsi 

l’activation des lymphocytes T cytotoxiques (Pardoll, 2012).  

Pour l’OS, il a été démontré que la détection de la protéine de mort programmée PD-1 

(« Programmed death-ligand 1 »), qui est une protéine permettant d’exercer un rétrocontrôle 

sur l’activation de cellules T dans le sang, est corrélée avec le grade de la tumeur (Zheng et al., 

2015). Une autre étude a mis en évidence que le taux de TIM-3 (« T-cell Immunoglobulin and 

Mucin domain-3 »), inhibiteur des lymphocytes Th1, est plus important dans le tissu tumoral et 

que son taux est corrélé avec le grade de la tumeur (Ge et al., 2017). 
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3. L’angiogenèse  

L’angiogenèse occupe une place importante dans la croissance tumorale et dans la 

dissémination métastasique de l’OS. Au-delà d’une certaine taille, un état hypoxique se crée au 

centre de la tumeur, à l’origine parfois d’une nécrose. La tumeur met alors en place des 

mécanismes pro-angiogéniques.  

Lors de l’angiogenèse non pathologique, de néo-vaisseaux se forment à partir de 

vaisseaux préexistants sous la stimulation du facteur de croissance VEGF. 

Au sein de l’OS, la structure des néo-vaisseaux tumoraux est différente. Cette structure 

doit s’adapter à une croissance tumorale rapide. Cette croissance rapide entraîne la mise en 

place d’un réseau vasculaire anarchique (Jain and Munn, 2000). L’induction des facteurs pro-

angiogéniques est sous le contrôle des HIFs, mécanisme décrit dans les chapitres précédents.  

La fixation du VEGF sur son récepteur induit également la production des MMP-2 et 

MMP-9. La synthèse de ces MMPs est responsable de la dégradation de la matrice environnante 

(Cho et al., 2007). Cette dégradation de la matrice osseuse favorise le processus métastasique, 

notamment en facilitant la TEM décrite précédemment (Radisky et al., 2005).  
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V. Altérations génétiques et moléculaires dans les 

ostéosarcomes 

1. Prédispositions moléculaires de l’ostéosarcome 

Comme beaucoup de cancers, l’OS présente de nombreuses altérations moléculaires. La 

liste présentée ci-dessous est non exhaustive. Les mutations génétiques mises en évidence 

peuvent varier entre les différents OS. En revanche, d’autres mutations sont communes à ce 

type de tumeur (Tableau III). Elles favorisent et prédisposent le développement de la tumeur 

(Franceschini et al., 2020).  

Tableau III : Aperçu des altérations récurrentes observées dans les ostéosarcomes conventionnels 

(d’après Franceshini et al., 2020). 

La protéine p53 est un facteur de transcription intervenant dans de nombreux processus 

cellulaires comme l’apoptose ou le cycle cellulaire. Le gène TP53 est un gène suppresseur de 

tumeur. Le syndrome de Li Fraumeni est caractérisé par une mutation germinale non 

fonctionnelle de TP53. Du fait de la perte de fonction de p53, les patients atteints par ce 

syndrome ont une plus forte prédisposition à développer des OS. Ce syndrome de Li Fraumeni 

reste rare, mais la perte de fonction de p53 est retrouvée dans 40 à 60 % des OS (Isakoff et al., 

2015). Les mutations de TP53 sont observées dans 20 % des OS seulement, alors que les 

altérations structurelles (translocations dans le premier intron principalement) sont plus 

fréquentes (47 à 90 %) (Chauveinc et al., 2001).  
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La protéine Rb est impliquée dans la progression du cycle cellulaire. Dans l’OS, une 

perte d’hétérozygotie de Rb est observée (60 % des cas). Cela entraîne la suppression d’un point 

de contrôle du cycle cellulaire favorisant une prolifération accrue des cellules tumorales 

(Chauveinc et al., 2001). Des mutations somatiques du gène RB1 sont identifiées dans 29 à 47 

% des OS. C’est le deuxième gène le plus altéré dans les OS (Chauveinc et al., 2001). 

Il est bien établi que des personnes avec des mutations germinales de TP53 et RB1 ont 

une susceptibilité accrue de développer des cancers, notamment des sarcomes. L’importance 

de TP53 et RB1 dans la genèse des OS est illustrée dans la Figure 24. 

Figure 24 : Développement de l’ostéosarcome. La perturbation de la différenciation ostéogénique peut 

conduire au développement de l’OS. Les défauts causés par des altérations géniques (par exemple, 
activation d’oncogènes ou inactivation des gènes suppresseurs de tumeurs p53 et Rb) et épigénétiques 

peuvent se produire à différents stades de la différenciation ostéogénique. Il est concevable que des 

défauts aux premiers stades puissent conduire au développement d’un OS plus agressif et indifférencié, 
ou vice versa. Les cellules de couleur gris foncé sont celles qui ont subi une transformation maligne 

(d’après Tang et al., 2008). 

2. Principales voies de signalisation altérées dans l’ostéosarcome 

§ La famille Bcl-2 

Dans l’OS, des analyses immunohistochimiques ont mis en évidence qu’une 

surexpression de Bcl-2 et Bcl-xL est associé à un mauvais pronostic (Wang et al., 2010; Wu et 

al., 2012). Ces membres de la famille Bcl-2 sont donc des cibles potentiellement intéressantes 

pour le traitement de l’OS.  



 81 

§ Cycle cellulaire et Wnt/β-caténine 

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

embryonnaire et la mise en place de la polarité dorso-ventrale du tube neural (Lie et al., 2005). 

Chez l’adulte, cette voie qui contrôle la prolifération cellulaire se retrouve impliquée dans le 

processus de carcinogenèse. Un ligand de la famille Wnt se lie au récepteur transmembranaire 

Frizzled de la cellule permettant la transduction du signal qui aboutit à l’inhibition de la 

dégradation de la β-caténine. Cette dernière s’accumule alors dans le cytoplasme. Elle est 

ensuite transloquée dans le noyau où elle interagit avec des facteurs de transcription comme 

TCF (« T-Cell factor »), qui active la transcription des gènes impliqués dans la prolifération 

cellulaire comme c-myc ou CCND1 (gène de la Cycline D1). En absence de Wnt, la β-caténine 

est dégradée par le protéasome et n’agit plus comme un co-facteur transcriptionnel (Logan and 

Nusse, 2004). La prolifération et la migration cellulaire sont donc inhibées.   

Environ 75 % des OS présentent une mutation de Wnt, qui se traduit par une stimulation 

de la prolifération cellulaire. De plus, des analyses immunohistochimiques ont permis de mettre 

en évidence que l’augmentation de l’expression LRP5 (« Low-density lipoprotein Receptor-

related Protein 5 ») était corrélée avec un mauvais pronostic pour les patients, avec un risque 

métastasique accrû (Hoang, 2012).  

§ IGF-I et IGF-IR 

L’IGF-I joue un rôle dans l’homéostasie du tissu osseux. Cette protéine est impliquée 

dans la différenciation ostéogénique des précurseurs des ostéoblastes (Guo et al., 2017). Dans 

un contexte physiologique non pathologique, l’interaction de l’IGF-I avec son récepteur IGF-

IR permet l’autophosphorylation du récepteur et l’activation d’un certain nombre de voies de 

signalisation comme les voies PI3K/Akt/mTOR et MAPKinases.  

De nombreuses mutations dans la voie de signalisation de l’IGF-I sont présentes dans 

l’OS (Behjati et al., 2017). Une surexpression du récepteur de l’IGF-I induit une suractivation 

de la prolifération des cellules en présence de l’IGF-I (Li et al., 2019b). Une surexpression de 

l’IGF-I est aussi retrouvée dans les OS. Ces surexpressions sont associées à l’agressivité de la 

tumeur. 

§ TGF-β  

Le TGF-β est un facteur de croissance présent dans le tissu osseux. En condition 

physiologique, les TGF-βs se fixent à leur récepteur et déclenchent une signalisation qui aboutit 
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à la phosphorylation de Smads spécifiques du ligand (-1,-2,-3 ou -5) par le récepteur I activé 

(TbRI), puis la liaison du Smad phosphorylé à Smad-4 pour former un hétérodimère. Le 

complexe migre ensuite dans le noyau où il active la transcription de gènes impliqués dans la 

survie et la prolifération cellulaire (Heldin and Moustakas, 2016). Le TGF-β stimule également 

la migration et la prolifération des CSMs lors de la différenciation ostéoblastique (Juárez and 

Guise, 2011). 

Dans l’OS, l’implication de cette voie a été mise en évidence dans le processus de 

tumorigenèse dans différents modèles cellulaires (Lamora et al., 2016). Le miR-29 entraîne un 

blocage de la prolifération cellulaire en inhibant l’expression du TGF-β entraînant une 

augmentation de l’expressison de la protéine PUMA dans la lignée d’OS MG-63 (Wang et al., 

2016a).   

§ YAP et TAZ 

YAP (« Hippo/Yes-Associated Protein ») et TAZ (« Transcriptional co-activator with 

PDZ binding motif ») sont des facteurs de transcription régulés par la voie de signalisation 

Hippo. Lorsque la voie Hippo est activée, une signalisation en cascade induit la phosphorylation 

de YAP et TAZ, qui restent dans le cytoplasme où ils sont dégradés. Lorsque la voie Hippo est 

inactivée, YAP et TAZ sont déphosphorylés et transloquent dans le noyau où ils induisent la 

transcription de gènes cibles notamment impliqués dans la survie, la prolifération ainsi que 

l’auto-renouvellement des cellules (Wang et al., 2016b; Yu et al., 2015a). 

Sur le plan immunohistochimique, une expression élevée de YAP a été observée dans 

60 à 85 % des OS (Bouvier et al., 2016; Zhang et al., 2013a; Zucchini et al., 2019). Cependant, 

seule l’immunoréactivité nucléaire a été corrélée à une issue défavorable dans 30 à 46 % des 

cas pour certaines études (Bouvier et al., 2016; Zucchini et al., 2019), mais pas dans toutes les 

études, ce qui est peut-être dû à la petite taille des cohortes de patients (Yang et al., 2014; Zhang 

et al., 2013a) comme le suggère Kovar et ses collaborateurs (Kovar et al., 2020). Toutefois, 

l’inhibition de YAP dans les lignées cellulaires d’OS a permis de supprimer la prolifération 

cellulaire, l’invasion tumorale in vitro ainsi que la formation de tumeur chez les souris (Yang 

et al., 2014; Zhang et al., 2013a).  

L’inhibition de YAP a réduit de manière significative le potentiel tumorigène des 

cellules d’OS dans un modèle murin avec une activation de la voie Hedgehog (Chan et al., 

2014). Il est à noter que plusieurs composants de la signalisation Hedgehog, y compris les 

protéines à doigts de zinc 1 et 2 de la famille GLI (GLI1 et GLI2) et patch 1 (PTCH1), ont été 
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trouvés surexprimés dans l’OS humain. L’inhibition de GLI2 a permis d’induire les mêmes 

effets que l’inhibition de YAP en supprimant la prolifération et l’invasion des lignées cellulaires 

d’OS (Hirotsu et al., 2010; Nagao et al., 2011).  

Si plusieurs données s’accordent sur le rôle important de YAP dans l’OS, peu de 

données sont disponibles sur le potentiel tumorigène de TAZ chez l’OS humain. Une étude a 

montré que sur une petite série de 16 OS, 13 possédaient une expression plus élevée de TAZ 

que dans le tissu osseux normal (Shen et al., 2017). Sur les lignées U2OS et HOS avec une 

capacité migratoire accrue, des augmentations concomitantes de l’expression des ARNm de 

TAZ et des marqueurs de la TEM (cadhérine-N, vimentine et SNAIL) ont été observées, tandis 

que la cadhérine-E était progressivement diminuée. Ce phénotype a pu être inversé par 

l’inhibition de l’expression de TAZ, tandis que l’expression ectopique de TAZ a favorisé la 

TEM des lignées (Shen et al., 2017).  

 

VI. Traitements conventionnels des OS  

1. La chirurgie de l’ostéosarcome 

a.  Résection de la tumeur primaire  

Les OS touchant majoritairement une population jeune, la chirurgie se veut d’être au 

maximum conservatrice. L’objectif est de maintenir la fonction du membre atteint ou de 

permettre sa reconstruction. La qualité de la résection tumorale est un facteur pronostique 

important de l’OS. Pour maximiser les chances d’un retrait complet de la tumeur, l’imagerie 

est utilisée afin de bien visualiser l’extension de la tumeur et permet au chirurgien de planifier 

au mieux cette intervention. L’inconvénient de l’acte chirurgical est la possibilité d’induire des 

métastases. 

b.  Résection des métastases 

Environ 30 % des patients présentent des métastases lors du diagnostic. La majorité de 

ces métastases sont pulmonaires. Le traitement est chirurgical (Su et al., 2004). La chirurgie est 

ensuite complétée par l’utilisation de la chimiothérapie pré- et post-opératoire.  
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2. La chimiothérapie 

a. Les traitements actuels 

L’introduction de la chimiothérapie dans les années 70 a permis d’améliorer 

significativement la survie des patients. Ce type de traitement a fait passer le taux de survie à 5 

ans de 10-20 % pour une chirurgie seule, à environ 60 à 70 % en combinant chirurgie et 

chimiothérapie (Misaghi et al., 2018). La chimiothérapie pré-opératoire va permettre de 

contrôler l’évolution de la tumeur et permettre un acte chirurgical moins invasif. Elle permet 

également de traiter les micro-métastases non visibles lors du diagnostic. La chimiothérapie 

post-opératoire va, quant à elle, prévenir une rechute locale et métastasique de la tumeur.  

Il y a 4 agents indiqués pour les OS : MTX, doxorubicine, cisplatine, ifosfamide. Lors 

de la présence de métastases pulmonaires, les patients peuvent également être traités avec 

l’étoposide (Misaghi et al., 2018; Whelan and Davis, 2018). 

Le MTX est un inhibiteur de la dihydrofolate réductase (DHFR), enzyme clef qui 

participe à la synthèse de la thymidine, et donc de l’ADN. La doxorubicine et l’étoposide sont 

des agents intercalants inhibiteur de la topoisomérase II. Le cisplatine et l’ifosfamide sont des 

agents alkylants induisant des ponts intra et inter-brins dans l’ADN. 

b. Chimiorésistance des ostéosarcomes 

§ Surexpression de MDR-1 

Tout comme dans les CS, le gène MDR-1 codant pour la glycoprotéine P est surexprimé 

dans les OS. Cette surexpression est due à une amplification et à un gain du nombre de copies 

du gène MDR1 (Serra and Hattinger, 2017). 

§ Sous expression de DHFR 

Le MTX est administré pour le traitement des OS pédiatriques. Une fois dans la cellule, 

le MTX interagit avec la DHFR, enzyme qui convertit le dihydrofolate en tétrahydrofolate, 

essentiel pour la synthèse de la thymidine de l’ADN. Différents variants génétiques du gène de 

la DHFR sont retrouvés dans l’OS et sont associés à une forte chimiorésistance (Jabeen et al., 

2015; Patiño-García et al., 2009). 
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§ Voie PI3K-Akt-mTOR 

Cette voie de signalisation, comme pour le CS, joue un rôle dans la chimiorésistance 

des OS (Engelman, 2009), mais également dans le contrôle de la prolifération cellulaire, 

l’angiogenèse et l’apoptose.  

3. La radiothérapie 

Dans la littérature, une étude rétrospective a été réalisée sur 100 patients d’âge médian 

de 18 ans, traités par radiothérapie (dose médiane délivrée de 55,8 Gy) et chimiothérapie 

(Schwarz et al., 2009). La survie globale à 5 ans après radiothérapie était de 36% (55% dans le 

cas de tumeurs primaires, 15% en cas de récurrence et 0% en cas de métastases). La survie 

globale des patients est donc faible. L’OS est en fait considéré comme une tumeur radio-

résistante. Cependant, la radiothérapie s’avère nécessaire dans certains cas où la tumeur n’est 

pas opérable où lorsque la résection de la tumeur est incomplète. L’utilisation de la 

radiothérapie est donc indiquée à des fins palliatives (Errani et al., 2011; Misaghi et al., 2018). 

Les mécanismes de radio-résistance ne sont pas totalement élucidés. Néanmoins, 

comme chez le CS, l’expression d’HIF augmenterait les capacités de résistance de la tumeur à 

la radiothérapie (Feng et al., 2016; Meijer et al., 2012). Comme vu précédemment, l’autophagie 

induite par l’hypoxie serait un mécanisme supplémentaire impliqué dans la résistance à la 

radiothérapie (Feng et al., 2016). Dans cette étude, le prétraitement en hypoxie augmente la 

survie cellulaire lors de l’irradiation de cellules d’OS humain MG-63. L’immunohistochimie 

des coupes de tissu tumoral d’OS révèle une augmentation d’expression de LC3 corrélée avec 

le niveau d’expression de la protéine HIF-1a, sous-entendant un lien de causalité entre 

l’hypoxie et l’autophagie. De plus, l’étude propose que l’hypoxie peut conférer aux cellules une 

résistance à l’irradiation grâce à l’autophagie qui accélère la clairance des ROS (Feng et al., 

2016). 
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C.  Traitements « non conventionnels » des 

chondrosarcomes et des ostéosarcomes 

Aujourd’hui de nouvelles stratégies émergent pour le traitement des cancers. Le but de 

ces nouvelles thérapies innovantes est d’améliorer l’efficacité des traitements conventionnels, 

voire de remplacer ces traitements et ainsi se défaire des nombreux effets secondaires de ces 

derniers. Dans le cadre des sarcomes osseux nous parlerons de l’hadronthérapie, de la létalité 

synthétique (inhibiteurs de PARP (Poly(ADP-Ribose) Polymérase)), de l’immunothérapie, de 

thérapies ciblées et enfin les miRNAs seront présentés de manière détaillée dans le chapitre 

suivant.  

1. L’hadronthérapie 

a. Principe 

La zone de radiation par la radiothérapie conventionnelle par photon est médiocre, 

conduisant à un risque de toxicité pour les organes avoisinants la tumeur. L’hadronthérapie 

utilise un faisceau, notamment des protons (protonthérapie) ou des ions carbones 

(carbonethérapie) pour irradier les tumeurs. L’intérêt de ce type de radiothérapie par rapport à 

la radiothérapie conventionnelle réside dans ses propriétés balistiques et biologiques (Figure 

25) (Pommier et al., 2010). Les protons utilisés sont accélérés, donnant lieu à des ionisations et 

excitations du milieu traversé très proches les unes des autres avec une trajectoire beaucoup 

plus rectiligne que les photons utilisés en radiothérapie (Thariat et al., 2018).  

 

 

Figure 25 : Courbe de rendement 

en profondeur : photons, électrons 

protons et ions carbones (d’après 

Pommier et al., 2010). 

 

 
 

A cause de leur balistique médiocre, les photons conduisent à une irradiation d’un plus 

grand volume de tissus sains et la majorité de l’énergie délivrée s’effectue au point d’entrée du 
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tissu irradié. Les protons ont une courbe de rendement de l’énergie délivrée que l’on appelle le 

« pic de Bragg » (Figure 25) extrêmement focalisée et que l’on peut délivrer de manière très 

précise, en fonction de la particule utilisée, de son énergie et du milieu traversé. De ce fait, 

l’incidence du rayonnement sur les tissus en amont ou en aval est très réduite. Cependant, 

comme la quasi-totalité du rayonnement est délivré de façon très précise et localisée, pour 

irradier l’ensemble du volume de la tumeur, il faut additionner les pics de Bragg de différentes 

énergies aboutissant « au pic de Bragg étalé » (Figure 26). Au vu de la capacité des protons et 

ions carbone à limiter le volume d’irradiation des tissus sains, cela permettrait théoriquement 

de réduire les risques de cancer radio-induit. Les risques de cancer radio-induit peuvent 

apparaître plusieurs années après le traitement, donc l’utilisation de cette thérapie pourrait être 

particulièrement intéressante chez l’enfant affecté par un OS pédiatrique (Miralbell et al., 

2002). 

 

 

Figure 26 : Effet biologique relatif (pic de 

Bragg étalé) (d’après Pommier et al., 

2010). 

 
 

 

 

D’un point de vu biologique, les interactions des rayonnements avec la matière sont 

également différentes et vont entraîner pour une même dose physique des effets biologiques 

spécifiques. Une forte ionisation induit beaucoup plus de cassures double brins irréparables 

dans l’ADN. Les ions carbone, ainsi que les neutrons sont des particules possédant un haut 

transfert d’énergie linéique (TEL). Cela signifie qu’ils induisent une densité d’ionisation très 

importante à la cellule. De plus, les particules de haut TEL sont beaucoup moins impactées par 

les phénomènes d’hypoxie, qui est une des principales causes de la radiorésistance. Les protons 

quant à eux, sont considérés comme des rayonnements de faible TEL. Pour les neutrons, 

l’efficacité biologique relative est élevée sur l’ensemble de leur parcours dans la matière, leur 

précision balistique est donc considérée comme médiocre. Pour les ions carbone, l’effet 

biologique relatif ne se manifeste qu’au niveau du pic de Bragg et non dans le faisceau d’entrée 

(Figures 25 et 26) (Pommier et al., 2010).  
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La protonthérapie est indiquée pour des sarcomes requérant des doses élevées (>70 Gy 

pour les CS) avec des tumeurs proches d’organes en série (moelle épinière, tronc cérébral, nerfs 

optiques). Cela concerne les sarcomes de la base du crâne et du rachis (Fung et al., 2018; Weber 

et al., 2016). Les CS et les chordomes, considérés comme radio-résistants, sont les principales 

tumeurs traitées par protonthérapie. Néanmoins, l’efficacité de traitements combinés associant 

protonthérapie et chimiothérapie ou thérapie ciblée doit encore être évaluée.  

b. Données précliniques et cliniques pour les OS et les CS 

Le nombre de centres  exercant l’hadronthérapie dans le monde reste faible (83 centres 

pour les protons et 13 pour les ions carbone en septembre 2019) (Jefferson et al., 2019). Trois 

centres de protonthérapie sont opérationnels en France (à Orsay, à Nice, et le centre Cychlad à 

Caen depuis juillet 2018). Parmi les centres dédiés à la carbonethérapie, la majorité se trouve 

en Asie (6 au Japon et 3 en Chine), puis en Europe (2 en Allemagne, 1 en Italie, 1 en Autriche). 

En France, le centre Cychlad devrait être opérationnel en 2024 pour traiter les patients par 

protons et aussi par ions carbone (programme Archade). L’accès à ce type de soin pour les 

patients reste donc limité. Fin 2016, 21580 patients ont été traités par ions carbone, la majorité 

à HIMAC au Japon (10692 patients) (Jefferson et al., 2019). 

Ainsi, les études comparatives sur l’efficacité de l’hadronthérapie par rapport aux 

traitements conventionnels pour le traitement du CS ou de l’OS sont peu nombreuses ou sont 

en cours. D’après les données de l’étude rétrospective de Catanzano et al. entre 2004 et 2015 

aux Etats-Unix, le taux de survie global à 5 ans (indépendemment de la dose administrée) de 

294 patients atteints d’un CS traités par radiothérapie conventionnelle était de 48 %, contre 

82% pour les 69 patients traités par protonthérapie (Catanzano et al., 2019). L’étude 

rétrospective de Weber et al. a évalué les taux de survie de patients atteints d’un chordome (151 

patients) ou d’un CS (71 patients) de la base du crâne traités par protonthérapie (doses 

moyennes délivrées de 75,2 ± 2,2, Gy) (Weber et al., 2016). Les auteurs ont calculé des taux de 

survie à 7 ans de 91,6% pour le chordome et de 81,7% pour le CS. Entre 1998 et 2005, 54 

patients avec un CS de bas grade à intermédiaire à la base du crâne ont été traités par 

carbonethérapie à Darmstadt (Allemagne) après une chirurgie (Schulz-Ertner et al., 2007). La 

survie globale à 5 ans a été calculée à 98,2%. D’après ces études, les traitements par ions 

carbone et par protonthérapie sont donc efficaces pour le CS et offrent de fort taux de contrôle 

des tumeurs avec peu de toxicité.   
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Une étude in vitro récente confirme ces données cliniques pour le CS. Elle compare 

l’efficacité de la radiothérapie par rayons X à celle par ions carbone sur cinq lignées de CS : 

CH2879, SW1353, JJ012, FS090, 105KC (Girard et al., 2020). Les auteurs montrent que les 

lignées ont des sensibilités différentes aux 2 types de radiation et que les ions carbone sont plus 

efficaces que les rayons X. En effet, la dose requise, calculée par comptage cellulaire, pour 

réduire la survie de 10% (D10) est comprise entre 3,4 et 8 Gy pour les rayons X selon les 

lignées. Elle est comprise entre 1,3 et 3 Gy pour les ions carbone (Girard et al., 2020). 

Entre 1983 et 2009, le Massachusetts General Hospital (Boston, USA) a traité 55 

patients atteints d'OS non résécables ou incomplètement réséqués par protonthérapie associée 

ou non à une radiothérapie par photons (Ciernik et al., 2011). La dose moyenne délivrée était 

de 68,4 ± 5,5 Gy dont 58,2% délivrée par des photons. À cinq ans, le taux de survie global était 

de 67%, dont 65% sans récidive. Cette étude démontre donc le potentiel curatif de ce type de 

traitement. Une autre étude rétrospective a été réalisée sur une cohorte de 78 patients atteints 

d'OS inopérables du tronc traités par thérapie par ions carbone à Chiba, au Japon entre 1996 et 

2009. La dose médiane délivrée était de 70,4 Gy en 16 fractions sur 4 semaines. Le contrôle 

local était de 88 % à 5 ans pour des tumeurs inférieures à 500 cm3, tandis que ce résultat chute 

à 31 % pour les patients présentant une taille de tumeur supérieure à 500 cm3. Le taux de survie 

global à 5 ans était de 33%, et était aussi meilleur (46%) si la tumeur était inférieure à 500 cm3 

(Matsunobu et al., 2012). 

2. Létalité synthétique 

La létalité synthétique est la mort cellulaire due à la déficience simultanée de 2 gènes 

ou plusieurs gènes (Figure 27). Le fonctionnement d’un seul des deux gènes permet de 

maintenir la viabilité cellulaire, mais pas dans le cas du dysfonctionnement des 2 gènes (Lord 

et al., 2015; O’Neil et al., 2017).  

Parmi les gènes ciblés, les inhibiteurs de la PARP ont montré leur efficacité dans le 

traitement de certaines tumeurs par létalité synthétique et sont utilisés dans de nombreux essais 

cliniques (Lord et al., 2015; Murata et al., 2016). L’utilisation de l’olaparib (AZD2281) est par 

exemple approuvée par la FDA (« Food and Drugs Administration » ou agence américaine des 

produits alimentaires et médicamenteux) et la commission européenne dans le traitement de 

cancers ovariens avec une mutation de BRCA (« Breast Cancer »). La figure 27 illustre le 

concept de létalité synthétique entre les gènes BRCA et PARP. 
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Figure 27 : Concept de létalité synthétique. La létalité synthétique se produit lorsqu’une combinaison 

de défauts de gènes/protéines entraîne la mort cellulaire (d’après Lord et al., 2015). 

Dans le CS, une équipe s’est intéressée à la mortalité synthétique en étudiant deux 

gènes : PARP et IDH1/2 (Venneker et al., 2019). Ce dernier gène est muté dans 59 % des CS 

environ et la mutation produit un oncométabolite : le 2-HG comme vu précédemment. De 

nombreuses études se sont intéressées à la létalité synthétique des cancers comportant une 

mutation IDH. La plupart des études ont été réalisées sur la leucémie myéloïde aiguë (LMA) et 

le gliome. Plusieurs composés induisent des létalités synthétiques avec les mutations IDH, tels 

les agents qui induisent des dommages à l’ADN ou ciblent les membres de la famille Bcl-2, la 

« nicotinamide phosphoribosyltransférase 1 » (NAMPT), la glutaminase, la PARP et la « DNA 

(cytosine-5)-Méthyltransférase 1 » (DNMT1). Dans leur étude, Venneker et al. (2019) ont 

utilisé le talazoparib, un inhibiteur de PARP, avec des lignées cellulaires de CS possédant ou 

non des mutations IDH. Les résultats ont montré que la sensibilité au talazoparib était variable 

et indépendante du statut muté ou non d’IDH. Le talazoparib sensibilise les lignées de CS au 

témozolomide (agent chimiothérapeutique) et aux radiations-g, ceci indépendamment du statut 

de mutation IDH. Ils n’ont donc pas démontré de létalité synthétique entre les mutations IDH 

et un inhibiteur de PARP chez le CS, comme cela a été décrit dans la LMA et le gliome. Ils ont 

tout de même démontré le potentiel thérapeutique d’un inhibiteur de PARP dans les traitements 

des CS. 

3. L’immunothérapie  

Le système immunitaire ralentit la progression de la tumeur, mais facilite aussi la 

croissance tumorale via l’émergence de sous-populations cancéreuses capables d’échapper au 

système immunitaire, ou avec des capacités immunosuppressives et migratoires. Le défi de 
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l’immunothérapie cancéreuse est donc de rééduquer ou de réactiver le système immunitaire 

pour cibler les cellules cancéreuses qui échappent à son contrôle. 

L’utilisation de l’immunothérapie a été délaissée pendant de nombreuses années. Cette 

approche a été éclipsée par les résultats qu’apportait la chimiothérapie, en particulier pour les 

OS. Les avancées et découvertes dans le domaine de l’immunothérapie ainsi que l’existence de 

sarcomes osseux ne répondant pas aux traitements conventionnels a permis d’explorer de 

nouveau cette approche thérapeutique. La compréhension des mécanismes moléculaires de 

l’immunité innée et acquise a permis de développer diverses immunothérapies anticancéreuses, 

telles que des vaccins, des anticorps, des adjuvants et des thérapies cellulaires. 

a. Ciblage des macrophages associés aux tumeurs  

Comme déjà décrit (paragraphe B-IV-2), les macrophages et les lymphocytes T sont les 

deux principales populations cellulaires dans le paysage immunitaire des OS  (Inagaki et al., 

2016). Les TAM sont des effecteurs immunitaires très hétérogènes, capables de moduler 

étroitement la réponse immunitaire locale et par conséquent la mort/survie des cellules 

tumorales. Ils ont un impact sur la progression de la tumeur et le processus métastatique en 

agissant sur l'angiogenèse.  

Le mifurtamide (L-MTP-PE ou muramyl tripeptide phosphatidyl éthanolamine 

encapsulé dans un liposome) est un analogue synthétique de la paroi bactérienne. Il est capable 

d’activer les macrophages entre autres. Le mifamurtide se lie aux récepteurs TLR4 exprimés 

sur la membrane cellulaire des phagocytes mononucléaires. La transduction de signaux 

intracellulaires entraîne une réaction inflammatoire (sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires), le recrutement de cellules dendritiques, la polarisation du lymphocyte T 

auxiliaire et des effets toxiques sur les cellules tumorales (Heymann et al., 2020). Le 

mifamurtide a été évalué en monothérapie et en combinaison avec la chimiothérapie (Meyers 

et al., 2008). Les résultats de l'essai de phase III Intergroupe-INT0133 pour l’OS non 

métastatique ont montré une amélioration de la survie globale de 70% à 78%, lorsque le 

mifamurtide était combiné à la chimiothérapie. Cependant, ces effets prometteurs en terme de 

survie n’ont pas été confirmés un an plus tard (Chou et al., 2009). Un essai clinique de phase II 

randomisé (Sarcome-13/OS2016, NCT03643133) a donc été récemment mis en place (phase 

de recrutement). Il prévoit de comparer l'efficacité du mifamurtide associé à la chimiothérapie 

post-opératoire, par rapport à la chimiothérapie post-opératoire utilisée seule, dans le traitement 

de première ligne d’OS initialement diagnostiqués à haut risque. 
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La trabectédine est un agent antitumoral d’origine marine. C’est un intercalant de 

l’ADN qui bloque le cycle cellulaire et interfère avec la transcription de façon sélective. A une 

concentration non cytotoxique, il inhibe la différenciation des monocytes en macrophages in 

vitro (Allavena et al., 2005). Il a des effets cytotoxiques à des concentrations pharmacologiques 

sur les monocytes et les TAM isolés de patients avec des tumeurs ovariennes, alors que les 

lymphocytes sont 5 fois moins sensibles. Il diminue aussi la production de médiateurs de 

l’infammation par les monocytes, les macrophages, les TAM et les cellules tumorales 

ovariennes in vitro. Dans l'étude "TOMAS" (NCT02398058), un essai clinique de phase Ib, la 

combinaison de l’olaparib, un inhibiteur de la PARP, et de la trabectédine a été évaluée chez 

des patients atteints de sarcomes osseux et des tissus mous. Malgré une activité antitumorale 

encourageante avec une toxicité gérable chez certains sous-types de sarcomes des tissus mous, 

aucune réponse objective ou clinique n'a été observée chez les 11 patients avec des sarcomes 

osseux (Grignani et al., 2018). La plupart des études précliniques (modèles de xénogreffe d’OS 

provenant de patients) décrivent le bénéfice thérapeutique de la trabectédine (Higuchi et al., 

2019; Igarashi et al., 2017),  mais les essais cliniques n'ont confirmé aucune de ces observations 

en terme de survie globale (Heymann et al., 2020). La grande hétérogénéité des cellules de 

sarcomes osseux et le statut immunitaire des tumeurs accentuent la complexité du ciblage 

spécifique des populations de cellules immunitaires pour chaque patient. Il pourrait être 

nécessaire par exemple de caractériser les proportions de TAM-M1 et -M2 pour chaque patient 

traité par le mifurtamide. 

Concernant le CS, un essai clinique de phase II est prévu pour explorer l’effet de la 

trabectédine dans une population de patients de plus de 16 ans atteints de CS mésenchymateux 

à un stade avancé (NCT04305548). A notre connaissance, il n’existe aucun essai clinique avec 

le mifurtamide. 

b. Les cellules dendritiques  

Les cellules dendritiques sont dédiées à la présentation de l'antigène aux lymphocytes T 

naïfs afin de stimuler leur différenciation en lymphocytes tueurs. Ils peuvent aussi activer des 

lymphocytes T γδ ayant des fonctions anti-tumorales marquées (Heymann et al., 2020). Des 

vaccins à base de cellules dendritiques ont été proposées pour contourner le processus tumoral 

d’échappement à la surveillance du système immunitaire et stimuler la réponse antitumorale 

impliquant les cellules dendritiques. Les résultats précliniques ont montré des résultats 



 93 

prometteurs (Fang et al., 2015; Li et al., 2019c), mais les investigations cliniques n'ont pas 

confirmé ces résultats (Heymann et al., 2020). 

 A titre d’exemple, une étude a publié les résultats d'un essai clinique de phase I/II (NCT 

non communiquée, essai réalisé entre 2008 et 2014) analysant le bénéfice thérapeutique de la 

vaccination avec des cellules dendritiques autologues sur 37 patients atteints de sarcomes 

avancés des tissus mous et osseux (14 OS et 3 CS) (Miwa et al., 2017). Les cellules dendritiques 

ont été pulsées avec les lysats tumoraux autologues. La réponse évaluée 8 semaines après la 

première injection sur 35 patients a mis en évidence 1 patient avec une réponse partielle, 6 

patients avec une maladie stable et 28 patients (80%) avec une progression tumorale qui a 

nécessité des traitements additionnels (chimiothérapie, chirurgie ou radiothérapie). Le taux de 

survie global à 3 ans était de 42,3% pour l’ensemble de la cohorte après la mise en place des 

différentes thérapies. 

c. Infiltration lymphocytaire  

L’infiltration lymphocytaire est modérée dans les sarcomes osseux (moins de 10% des 

cellules). Dans les CS, les lymphocytes infiltrés sont détectables et corrèlent avec l’expression 

de PD-L1 (Programmed cell Death Ligand 1) qui est fortement exprimé dans les CS 

dédifférenciés (Heymann et al., 2020; Kostine et al., 2016). Dans les OS, la diminution du ratio 

lymphocytes T-CD8+ par rapport aux lymphocytes T régulateurs est associée à une diminution 

de la survie. Les essais cliniques finalisés (NCT00923351, NCT00001566) ou actifs 

(NCT01803152) incluent à la fois plusieurs types de sarcomes osseux, des sarcomes des tissus 

mous et d’autres types de tumeurs. Il est donc difficile d’en extraire les données spécifiques 

aux OS et CS. 

Une étude clinique de phase II non-randomisé (NCT03449108) aux USA recrute 

actuellement des patients atteints de sarcomes osseux, entre autres, pour évaluer l'efficacité et 

l’innocuité des lymphocytes autologues LN-145/LN-145-S1 (nomenclature selon le procédé de 

sélection) infiltrants les tumeurs.  

Les lymphocytes « Natural Killer » (NK) appartiennent au système immunitaire inné. 

Ils jouent un rôle crucial dans la réponse immunitaire contre les cellules tumorales et les cellules 

infectées par un virus, indépendamment de toute sensibilisation antigénique préalable. Les 

essais cliniques d’immunothérapie basée sur les cellules NK sont nombreux (>95), mais peu 

concernent les sarcomes osseux (<5). D’après notre analyse, uniquement 2 essais actifs 

(NCT02100891 et NCT01807468) incluent les OS et aucun essai n’inclue le CS. 
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d. Les lymphocytes génétiquement modifiés 

D’autres stratégies comme l’utilisation des CAR-T (« Chimeric Antigen Receptor T 

Cell ») fait l’objet de recherches et pourraient être utilisées dans le futur pour le traitement des 

sarcomes osseux (Folkert et al., 2019). Les cellules CAR-T sont des lymphocytes T du patient 

génétiquement modifiés pour reconnaître des antigènes associés à la tumeur. La thérapie  

cellulaire CAR-T est associée à plusieurs effets indésirables, notamment le syndrome de 

libération de cytokines, qui est causé par des réponses intensives à l’élimination des cellules 

tumorales par l’intermédiaire de lymphocyte T activés (Magee and Snook, 2014). Les 

lymphocytes peuvent également attaquer par la suite les tissus non tumoraux.  

Plus de 200 essais cliniques sont référencés avec les CAR-T en cancérologie, dont une 

cinquantaine pour les tumeurs solides. Au moins 9 incluent ou prévoient d’inclure des OS, mais 

pas des CS. Quatre essais (essai NCT02107963 finalisé, essai 03635632 en recrutement, essais 

NCT04539366 et NCT01953900 prévisionnels) ciblent GD2, un disialoganglioside fortement 

exprimé dans de nombreuses tumeurs dont l’expression est limitée dans les tissus normaux. Le 

premier essai de phase I anti-GD2 finalisé a évalué des doses croissantes de CAR-T-GD2 après 

lymphodéplétion à base de cyclophosphamide chez des patients (1 à 35 ans) atteints de tumeurs 

solides GD2+ (OS, neuroblastome et mélanome en particulier). Les résultats ne semblent pas 

publiés.  

Un essai clinique de phase I/II non-randomisé (NCT00902044 à Houston, USA) a été 

mené sur 19 patients avec des tumeurs exprimant HER2 (« Human Epidermal Growth Factor 

Receptor 2 »). Seize patients étaient atteints d’OS récidivants ou réfractaires et un patient atteint 

d’un sarcome d’Ewing. Les patients ont reçu une ou plusieurs doses de cellules CAR-T ciblant 

HER2 (Ahmed et al., 2015). Aucun signe de toxicité évidente n'a été signalé. La maladie a été 

stable pendant 12 à 14 mois pour 4 patients sur 17 patients évaluables. Trois des patients ont eu 

une régression tumorale, dont une avec plus de 90% de nécrose démontrant une activité anti-

tumorale des CAR-T. Cependant, la survie globale des 19 patients n’a été que de 10,3 mois.    

Dans une étude non randomisée de phase I (NCT03618381, en phase de recrutement, 

Seattle aux États-Unis), 36 patients jeunes avec des tumeurs solides réfractaires ou récidivantes 

seront recrutés pour évaluer l’effet de CAR-T ciblant l’EGFR (« Epidermal Growth Factor 

Receptor ») associés ou non à des CAR-T ciblant le CD19 (marqueur de surface des 

lymphocytes T). 
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Enfin, la sécurité et l'efficacité de la quatrième génération de CAR-T (4SCAR-Ig T-

cells) ciblant des antigènes de surface des cellules de sarcomes a été initiée en 2017 dans un 

essai de phase I/II (NCT03356782) à Shenzhen en Chine. Il est prévu d’y inclure 20 participants 

avec des sarcomes (OS et sarcomes d’Ewing) en rechute ou en phase tardive.  

e. La thérapie à base de cytokines 

La thérapie à base de cytokines a été utilisée dans l’immunothérapie des sarcomes. 

Parmi les cytokines utilisées, l’IL-2 et les interférons (IFN), ont montré des résultats cliniques 

(Lee and Margolin, 2011). Toutefois, le challenge à relever est d’obtenir à la fois une réponse 

immunitaire soutenue et de limiter la toxicité des cytokines. Les essais cliniques répertoriés ne 

ciblent pas les CS mais plutôt les OS.  

Une équipe a rapporté des résultats cliniques positifs en utilisant un traitement à haute 

dose d’IL-2 chez 10 enfants avec des tumeurs solides en progression ou métastatiques 

(Schwinger et al., 2005). Parmi les 4 enfants avec des OS (protocole COSS 96), 2 ont présenté 

une rémission complète. La maladie a évolué pour les 2 autres avec un patient qui n’a pas du 

tout répondu à la thérapie. Des effets indésirables étaient présents chez l’ensemble des patients 

(fièvre, douleurs osseuses et musculaires, maux de tête, toxicité gastro-intestinale et cardiaque). 

D’après notre recherche, les essais cliniques à base de cytokines qui incluent des OS associent 

plutôt les traitements par l’IL-2 avec d’autres thérapies. L’IL-2 est utilisée dans plusieurs essais 

cliniques avec des vaccinations. L’essai NCT02173093 (en recrutement) associe des anticorps 

anti-GD2, l’IL-2 et le GM-CSF (« Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor ») par 

exemple.  

Dans l’essai clinique NCT00134030, randomisé de phase III, l’efficacité de la 

chimiothérapie combinatoire (méthotrexate, doxorubicine et cisplatine) associée ou non avec 

un traitement par IFN-a-2b a été analysée pour le traitement des OS (Bielack et al., 2015). Le 

taux de survie global à 3 ans des 716 patients était de 76% et n’était statistiquement pas différent 

dans le groupe chimiothérapie seule et dans le groupe chimiothérapie plus IFN. A noter que 2/3 

des patients du groupe IFN n’ont jamais commencé la thérapie avec l’IFN ou l’ont stoppé 

prématurément du fait d’effets toxiques indésirables.  

 



 96 

f. Blocage des points de contrôle immunitaire  

De multiples molécules co-inhibitrices contrôlent les communications entre les cellules 

cancéreuses et les acteurs du système immunitaire. Ces protagonistes, appelés "points de 

contrôle immunitaire", comprennent des molécules stimulantes (CD27, CD28, etc.) et 

inhibitrices (B7-H3, CTLA-4 (« Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated protein 4 »)) (Heymann 

et al., 2020). De tels points de contrôle sont présents dans les sarcomes osseux afin d'échapper 

à la surveillance immunitaire. L’OS et le CS expriment ainsi PD-L1/PD-L2 (Yang et al., 2018; 

Zheng et al., 2018) et B7-H3 (CD-276) (Yin et al., 2015) entre autres. Malgré des travaux 

précliniques prometteurs, les études cliniques sur les inhibiteurs des points de contrôle 

immunitaires dans les CS restent éparses. Les essais cliniques sont plus nombreux pour les OS 

et sont en progression. Les effets secondaires graves des inhibiteurs des points de contrôle 

immunitaires signalés comprennent la colite (11 %), l'arthralgie (7 %) et les éruptions cutanées 

(25 %) (Larkin et al., 2015). 

Nous nous focaliserons sur le blocage du point de contrôle PD-1/PD-L1 qui semble le 

plus référencé dans les sarcomes osseux. PD-1 est un récepteur de surface exprimé sur les 

lymphocytes CD8+ activés, les lymphocytes B et NK (Monga et al., 2020). La liaison à son 

ligand (PD-L1 ou PD-L2) inhibe l’activation, la sécrétion de cytokines et l’activité lytique des 

cellules immunitaires. Le bloquage de la voie PD-1 a eu des effets favorables dans des cancers 

comme les mélanomes, des cancers du poumon non à petites cellules et des cancers génito-

urinaires (Monga et al., 2020). Environ 41 % des CS dédifférenciés expriment le ligant PDL-1 

(Kostine et al., 2016).  

Dans l'essai clinique de phase II SARC028 non randomisé (NCT02301039), des 

chercheurs ont évalué l’effet d’un anticorps bloquant anti-PD1 (pembrolizumab) chez des 

patients souffrant de sarcomes des tissus mous ou des os. Seuls 5% des patients ont eu une 

réponse objective (1 sur 22 OS, 1 sur 5 CS, et aucun sarcome d'Ewing sur 13) (Tawbi et al., 

2017). Dans l'étude PEMBROSARC (essai NCT02406781 de phase II non randomisé, de 2015 

à 2017), le pembrolizumab en combinaison avec le cyclophosphamide à dose métronomique a 

été administré chez des patients atteints d'OS avancés. Sur 15 patients évaluables, 4 patients ont 

présenté une réduction de la taille de la tumeur, entraînant une réponse partielle chez un patient 

(6,7%). Le taux de non-progression à 6 mois était de 13,3% (Le Cesne et al., 2019). Les auteurs 

conluent à une activité limitée de l’inhibition de PD-1 dans l’OS. 
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Une étude rétrospective a été réalisée sur 28 patients (24 sarcomes des tissus mous et 4 

sarcomes osseux) traités avec un anticorps bloquant anti-PD1, le nivolumab (Paoluzzi et al., 

2016). Huit patients ont été traités en parrallèle avec du pazopanib, un inhibiteur de récepteur 

tyrosine kinase. Un bénéfice clinique en termes de réponse et de stabilité a été observé chez la 

moitié des patients évaluables. Le seul patient traité pour un CS dédifférencié a présenté une 

réponse partielle. Sur les 3 patients atteints d’un OS, 1 a montré une progression de la tumeur, 

1 a eu une réponse partielle (traité aussi avec du pazopanib), et 1 était stabilisé.  

Le toripalimab, un anticorps humanisé recombinant anti-PD-1, qui a reçu une 

autorisation conditionnelle pour le traitement du mélanome métastatique non résécable en 

Chine, est actuellement évalué dans un essai de phase I non-randomisé sur plusieurs types de 

tumeurs, dont le CS (NCT03474640). 

4. Les thérapies ciblées  

a. Les inhibiteurs des IDH 

Comme décrit précédemment (chapitre A-III-2), des mutations hétérozygotes des gènes 

IDH1 et IDH2 sont fréquemment rencontrées dans les CS centraux, dédifférenciés, périostaux 

et intra-crâniaux (Amary et al., 2011). Ces mutations conduisent à une accumulation de 

l’oncométabolite 2-HG entraînant des hyperméthylations des histones et de l’ADN (Dang et 

al., 2009). L’absence de mutation IDH apporterait un bénéfice en termes de survie globale pour 

les CS (93% à 5 ans sans mutation, contre 64% avec mutation) (Monga et al., 2020). 

L’inhibition des IDH pourrait donc apporter un bénéfice thérapeutique pour les CS à mutation 

IDH. Pour les OS, nous n’avons référencé qu’un seul essai clinique (NCT04195555, en 

recrutement) incluant l’utilisation d’un inhibiteur d’IDH1 (ivosidénib) pour le traitement des 

OS pédiatriques récurrents ou réfractaires à mutation IDH1. 

Concernant les données précliniques sur le CS, l’inhibiteur d’IDH1 AGI-5981 a été 

utilisé pour traiter deux lignées mutées pour IDH, JJ012 (CS) et HT1080 (fibrosarcome), et une 

lignée de chondrocytes C28 sauvage pour IDH  (Li et al., 2015b). AGI-5198 a diminué les 

niveaux de 2-HG et a inhibé la formation et la migration des colonies tumorales, induisant 

l'apoptose dans les cellules de CS et de fibrosarcome mutées. Une autre étude (Suijker et al., 

2015) utilisant les lignées de CS mutées IDH JJ012, L835, SW1353 et L2975, traitées avec 

AGI-5981, a entraîné une diminution des niveaux de 2-HG, mais les propriétés tumorigènes 

n'ont pas été affectées, contrairement aux travaux précliniques précédents. 
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Concernant les études cliniques, AG-120 ou ivosidénib est un inhibiteur oral de l'IDH1 

mutée, approuvé par la FDA pour le traitement de leucémies myéloïdes aiguës spécifiques. 

C’est le premier de sa catégorie à avoir été utilisé pour les CS. Une étude multicentrique ouverte 

de phase I d’escalade et d’expansion de doses d’ivosidénib en monothérapie a recruté des 

patients atteints de tumeurs solides avancées mutantes IDH1, y compris le gliome et le CS 

(NCT02073994, Etats-Unis). Concernant les 21 patients atteints de CS, l’ivosidénib a été bien 

toléré (Tap et al., 2020). Le taux de survie à six mois était de 39,5 % et la durée médiane de 

survie sans progression était de 5,6 mois. Les taux plasmatiques de 2-HG ont diminué 

considérablement chez tous les patients, pour atteindre des niveaux observés chez des individus 

en bonne santé. Un autre essai clinique de phase II, spécifique aux CS à mutation IDH1, traités 

par l’ivosidénib est en phase de recrutement (NCT04278781, Etats-Unis). D’autres inhibiteurs 

d’IDH1 sont en cours d’évaluation. L’essai clinique de phase I/II non randomisé NCT03684811 

évalue acuellement la sécurité et l’efficacité d’un autre inhibiteur oral d'IDH1, le FT-2102. Il 

est testé d’abord en monothérapie puis associé avec d’autres agents anti-cancéreux dans 4 

cohortes de patients avec des tumeurs solides avancées à mutations IDH1 (gliomes, CS, tumeurs 

hépatobilliaires, cholangiocarcinomes intrahépatiques). L’essai de phase I NCT04521686 (en 

recrutement) évaluera la tolérabilité et l’efficacité du LY3410738, un inhibiteur puissant, 

sélectif et covalent d'IDH1-R132, dans les mêmes types de tumeurs.  

La sécurité, la pharmacocinétique, la pharmacodynamique et l’activité clinique de 

l’AG-221 ou énasidénib, un inhibiteur spécifique d'IDH2-R140, ont été évaluées dans l’essai 

clinique multicentrique de phase I/II NCT02273739 incluant des CS. Bien que cet essai soit 

achevé depuis plus de 3 ans, les résultats ne sont pas encore accessibles. 

b. Les inhibiteurs de l’angiogenèse  

La néovascularisation pathologique est présente dans les CS et les OS. Elle est associée 

à des manifestations cliniques agressives avec une incidence plus élevée de métastases. 

Plusieurs médicaments anti-angiogéniques sous forme d'inhibiteurs de tyrosine kinases et 

d'anticorps monoclonaux humanisés, ciblant la liaison au VEGF ou les récepteurs du VEGF, 

ont été approuvés pour une utilisation clinique anticancéreuse (Monga et al., 2020). Ils 

pourraient aussi avoir un potentiel intéressant pour le traitement des OS et des CS. 

Le pazopanib est un inhibiteur de tyrosine kinase administré par voie orale inhibant la 

voie du VEGF. Le pazopanib en monothérapie a été évalué dans un essai multicentrique de 

phase II (NCT01330966, entre 2011 et 2015) chez 47 patients atteints de CS conventionnels 
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non résécables et métastatiques. Pour les 42 patients évaluables, la survie globale médiane était 

de 17,6 mois et la survie sans progression de 7,9 mois (Chow et al., 2020). Ces résultats sont 

significatifs selon les auteurs et prouvent l’efficacité du pazapanib dans le traitement des CS. 

De l’hypertension (26%) et de la toxicité hépatique (9%) ont toutefois été relevés. 

Le régorafénib est un autre inhibiteur de tyrosine kinases ciblant l’angiogenèse 

tumorale. Il a démontré une activité chez les patients atteints de tumeurs stromales gastro-

intestinales prétraitées et de carcinomes colorectaux et hépatocellulaires (Duffaud et al., 2019). 

Un essai clinique de phase II randomisé, en double aveugle et contrôlé par placebo 

(NCT02389244, REGOBONE, entre 2014 et 2017 en France) a inclus quatre cohortes 

indépendantes parallèles (OS, sarcome d'Ewing, CS et chordome) pour étudier l'efficacité du 

régorafénib en monothérapie.  Les résultats de la cohorte d'OS ont montré que 65% des patients 

traités par le régorafénib présentaient une maladie stable à huit semaines, contre 0% dans le 

groupe placebo (Duffaud et al., 2019). 24% des patients ont présenté des effets indésirables liés 

au traitement mais pas de décès. Les résultats de la cohorte des CS ne sont pas encore 

disponibles à notre connaissance. 

De nombreuses études cliniques ont testé ou testent des stratégies anti-angiogéniques 

sur les tumeurs solides réfractaires dont l’OS, avec d’autres inhibiteurs kinasiques plus ou 

moins sélectifs, tels le cédiranib (inhibiteur de récepteurs à tyrosine kinase), le géfitinib 

(inhibiteur sélectif de la tyrosine kinase de l’EGFR) et le sorafénib (inhibiteur multikinases).  

Des stratégies avec des anticorps monoclonaux anti-VEGF (bévacizumab par exemple), ou 

anti-récepteur à l’EGF (ramucirumab) sont aussi évalués en association avec la 

chimiothérapie. A titre d’exemple, des chercheurs ont mené un essai de phase II non randomisé 

pour évaluer la faisabilité d’associer le bévacizumab à une chimiothérapie combinatoire 

(méthotrexate, doxorubicine et cisplatine) chez les patients atteints d’OS localisés 

(NCT00667342). Le taux de survie sans événement et le taux de survie globale à 4 ans étaient 

de 57,5% ± 10,0% et de 83,4% ± 7,8%, respectivement. Huit des 29 patients évaluables (soit 

28%), ont eu une bonne réponse histologique (<5% de tumeur viable). Des complications de 

plaies fréquentes ont été rencontrées (Navid et al., 2017). Les auteurs concluent que l’ajout de 

bévacizumab à la chimiothérapie combinatoire pour l’OS localisé est possible, mais que la 

réponse histologique et le taux de survie sans événement observé ne justifient pas une 

évaluation plus approfondie du bévacizumab dans l’OS. 
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c. Les inhibiteurs des Kinases Dépendantes des Cyclines 

(CDK) 

Les CDK appartiennent à une famille de sérine/thréonine kinases qui jouent un rôle 

crucial dans la prolifération et la croissance des cellules tumorales en contrôlant le cycle 

cellulaire, la transcription et l’épissage des ARN. Leur implication dans la tumorigenèse des 

OS et des CS a largement été démontrée (Liao et al., 2016). De plus, le potentiel thérapeutique 

d’inhibiteurs de CDK (dinaciclib et palbociclib par exemple), semble prometteur pour les OS 

et les CS in vitro (Fu et al., 2011; Ouyang et al., 2019; Zhou et al., 2018). 

De nombreux inhibiteurs de CDK ont été évalués dans les sarcomes (Liao et al., 2016). 

Ils ciblent plus ou moins spécifiquement CDK1 (pirarubicine, SCH727965 ou dinaciclib, et 

AZ703), CDK2 (séliciclib, flavopiridol, MLN4924, dinaciclib, BMS-387032, et AZ703), 

CDK4/CDK6 (LEE011 ou ribociciclib, palbociclib, LY2835219 ou pabémaciclib), CDK5 

(roscovitine et dinaciclib), CDK7 (BMS-387032) et CDK9 (AZ703, flavopiridol, séliciclib, 

dinaciclib et BMS-387032). Ils ont été ou sont actuellement testés en études précliniques ou en 

essais cliniques. Il est à noter que la plupart de ces inhibiteurs de CDK ont été initialement 

utilisés comme agents uniques, mais la tendance a évolué vers leur utilisation en combinaison 

avec d’autres agents chimiothérapeutiques. 

L’inhibiteur sélectif de CDK4/6 palbociclib est utilisé pour le traitement de cancers du 

sein métastatiques en France, mais il est non remboursé au vu de son intérêt clinique jugé 

insuffisant par la Haute Autorité de Santé. Au moins 3 essais cliniques en phase de recrutement 

testent son efficacité, lorsqu’il est associé ou non à une autre chimiothérapie, dans les tumeurs 

solides Rb+ incluant des OS (NCT03526250), dans le sarcome d’Ewing (NCT04129151) et 

dans des tumeurs solides réfractaires (NCT0709680). 

L'abémaciclib (LY2835219), un autre inhibiteur sélectif de CDK4/6, utilisé en 

monothérapie qui est évalué actuellement dans le cadre d'un essai clinique de phase II 

(NCT04040205, randomisation non précisée, en phase de recrutement) pour les sarcomes 

avancés des tissus mous et des os (OS et CS). Un autre essai clinique répertorié concerne son 

utilisation en monothérapie dans des tumeurs solides réfracataires (incluant l’OS) chez l’enfant 

(NCT02644460, phase I, non randomisé, en recrutement). Il est aussi testé en chimiothérapie 

combinatoire pour les tumeurs solides réfractaires ou en rechute (NCT04238819, phase I, non 

randomisé, en recrutement).  
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d. Les Inhibiteurs de protéines à activité tyrosine kinase 

Parmi les inhibiteurs des tyrosines kinases utilisés dans des essais cliniques, l'imatinib 

est un inhibiteur de BCR-ABL (« Breakpoint Cluster Region/Abelson »), ainsi que de plusieurs 

récepteurs tyrosine kinases : c-KIT (récepteur du « Stem Cell Factor »), CSF-1R (récepteur 

du « Colony Stimulating Factor ») et les récepteurs PDGFR-a/b. Le dasatinib quant à lui 

inhibe entre autres l'activité de BCR-ABL, des kinases de la famille SRC, de c-KIT, et du 

PDGFR-b.  

Des essais cliniques de phase II avec ces deux inhibiteurs n’ont pas réussi à démontrer 

d’efficacité clinique significative, même si les études précliniques semblaient prometteuses 

(Monga et al., 2020). Dans l’analyse faite par Grignani et al. sur 26 patients avec des CS positifs 

au PDGFR traités avec l’imatinib, il n’y a pas eu de réponse objective, avec une survie médiane 

globale de seulement 11 mois (Grignani et al., 2011) (référence européenne de l’essai : 2006-

006446-33). Dans l’essai NCT00464620), 109 patients avec des sarcomes ou des tumeurs 

fibreuses solitaires ont été traités avec le dasatinib. Le taux de survie à 2 ans et à 5 ans était de 

44% et 13% respectivement pour l’ensemble des patients (Schuetze et al., 2017). Le dasatinib 

n’a pas modifié la croissance tumorale à 6 mois pour plus de 50% des patients. Une réponse 

objective a été mise en évidence chez seulement 18% des patients avec des CS ou des 

chordomes.  

La voie de signalisation de l’IGF a un rôle important dans le développement des tumeurs 

osseuses, en particulier l’OS et le sarcome d’Ewing. La liaison de l’IGF à son récepteur IGF-

IR (tyrosine kinase) active des voies de survie comme PI3K/Akt/mTOR. Les données 

précliniques utilisant des inhibiteurs de l'IGF-R1 dans des modèles de xénogreffes de sarcomes 

pédiatriques, associées à des réponses chez des adultes atteints de sarcome d'Ewing, ont suscité 

un grand enthousiasme quant au potentiel clinique de cette classe de médicaments (Heymann 

and Rédini, 2013).  Cela a donc conduit au développement rapide de nombreux essais cliniques.  

Dans l’essai multicentrique NCT00617890, l’anticorps monoclonal anti-IGF-IR, 

Robatumumab (SCH717454), a été testé chez 3 groupes de patients jeunes : le groupe 1 

présentait des métastases d'OS réséquées après la première dose de robatumumab, le groupe 2 

présentait des métastases d'OS non résécables, et le groupe 3 incluait des patients avec un 

sarcome d’Ewing réfractaire ou en récidive. Seulement 3 des 31 patients du groupe 1 ont 

présenté une réponse face au traitement, contre 0 des 29 patients du groupe 2. Six réponses 

partielles, 23 réponses stables et 55 tumeurs en progression sur 84 patients évaluables ont été 
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observées dans le groupe 3 (Anderson et al., 2016). La survie médiane globale du groupe 1 

après intervention chirurgicale était de 18 à 22 mois selon la dose de robatumumab, de 8 mois 

pour le groupe 2 et de 7 mois pour le groupe 3. La stabilisation de la maladie a été observée 

uniquement pour le sarcome d’Ewing (6 patients avec des rémissions durables supérieures à 4 

ans), comme cela a pu être observé avec différents anticorps anti-IGF-RI (Heymann and Rédini, 

2013). Anderson et al. suggèrent la présence de cellules souches cancéreuses dans la population 

d’OS métastasés qui permettrait d’échapper rapidement à l’inhibition de l’IGF-RI et qui 

nécessiterait d’autres traitements pour obtenir des rémissions. 

e. Les Inhibiteurs de la voie de signalisation mTOR 

La voie de signalisation mTOR joue un rôle important dans la chimiorésistance des OS 

et des CS. L’inhibition de cette voie a donc beaucoup été étudiée, en particulier avec la 

rapamycine ou sirolimus, l’un des inhibiteurs les plus connus de la sérine/thréonine kinase 

mTOR. Les effets anticancéreux de la rapamycine ont été démontrés dans des cancers variés 

(de la tête et du cou, des cancers gastriques, des lymphomes et des neuroblastomes). Les 

données pré-cliniques confirment aussi son activité sur les CS et les OS, avec une inhibition de 

la croissance de lignées cellulaires in vitro et de la croissance de modèles de xénogreffes in vivo  

(Song et al., 2016; Zhao et al., 2015). Le BEZ235 ou dactolizib, un double inhibiteur de la 

PI3K et de mTOR, a inhibé la croissance de 5 lignées de CS in vitro (sans induire d’apoptose) 

et avec un effet accru par rapport à la rapamycine (Zhang et al., 2013b). Il a également inhibé 

la croisance tumorale de xénogreffes de cellules de la lignée de CS JJ012. La doxorubicine n’a 

pas eu d’effet sur la croissance tumorale d’allogreffes orthotopiques chez le rat (modèle 

« Schwarm rat chondrosarcoma »), alors que l'évérolimus, un inhibiteur sélectif de mTOR, a 

inhibé la progression tumorale (Perez et al., 2012). Dans cette étude, il n’y a pas eu d’effet 

synergique entre la doxorubicine et l’évérolimus.   

 De nombreux inhibiteurs sélectifs de mTOR font l’objet d’essais cliniques : sirolimus, 

temsirolimus, évérolimus, ridaforolimus… (Heymann and Rédini, 2013). Dans la phase I de 

leur étude clinique, Fouladi et al. n’ont rapporté aucune réponse objective chez 18 patients 

pédiatriques avec des tumeurs solides réfractaires traités par l’évérolimus (Fouladi et al., 2007). 

Une maladie stabilisée a été observée chez un patient avec un OS. Une étude de phase II non 

randomisée (NCT01216826) sur l’évérolimus chez les enfants et les adolescents atteints d'un 

OS réfractaire ou récidivant est en cours au Brésil.  
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La tendance est d’associer les inhibiteurs de mTOR avec d’autres thérapies 

(chimiothérapie, anticorps anti-IGF-IR). Les essais cliniques suggèrent que les inhibiteurs de 

mTOR, en combinaison avec la chimiothérapie, peuvent stabiliser la maladie, mais il convient 

d'examiner attentivement les effets secondaires. Ainsi, dans une étude rétrospective, le 

sirolimus en association avec le cyclophosphamide, a été administré à 10 patients atteints de 

CS non résécables ou métastatiques entre 2007 et 2012 (Bernstein-Molho et al., 2012). Une 

réponse objective a été observée chez 1 patient et une stabilisation de la maladie pendant au 

moins 6 mois a été observée chez 6 patients. La survie médiane sans progression était de 13,4 

mois. Des effets indésirables ont été observés et traités de façon symptomatique : lymphopénie 

(4 patients), asthénie (7 patients, anémie (6 patients), nausées (6 patients), stomatite (5 patients) 

et éruptions cutanées (5 patients).  

Le temsirolimus en association avec la doxorubicine liposomale a été administré chez 

des patients atteints de sarcomes récidivants (dont 2 CS et 1 OS) (NCT00949325). La réponse 

de 15 patients a été évaluée dans la phase II de l’étude (Trucco et al., 2018). La survie médiane 

sans progression était de 315 jours (10,3 mois) et le taux de réponse pour une maladie stable à 

60 jours ou plus était de 53%. Les auteurs indiquent que les durées de survie sans progression 

sont plus longues qu’avec des monothérapies à base de doxorubine liposomale ou d’autres 

chimiothérapies, et que ces durées sont équivalentes à celles d’autres thérapies combinatoires 

avec des inhibiteurs de mTOR. La thérapie était par ailleurs bien tolérée. 

f. Les inhibiteurs de la voie de signalisation Hedgehog 

Comme nous l’avons vu précédemment, la voie de signalisation PTHrP/IHH joue un 

rôle crucial dans la différenciation des chondrocytes et des données suggèrent que la 

signalisation constitutive d'IHH joue un rôle clé dans la pathogenèse des CS. La voie Hedgehog 

est également activée dans les OS (Heymann and Rédini, 2013). Cette voie peut être activée 

par exemple par des mutations portant sur la protéine G transmembranaire SMO 

(« Smoothened »).  

Une étude a évalué dans des xénogreffes primaires de CS l'activité antitumorale d’IPI-

926 ou saridégib, un puissant inhibiteur sélectif oral de Smo (Campbell et al., 2014). Les 

résultats ont démontré que cet inhibiteur diminuait la croissance tumorale et que cela 

s’accompagnait d’une dérégulation de la voie Hedgehog. Dans une autre étude, le traitement 

des cellules de la lignée de CS SW1353 avec l'inhibiteur de la voie Hedgehog HPI-4 ou 

ciliobrevin A, a réduit de manière significative la prolifération, l'invasion et la capacité 
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migratoire des cellules (Xiang et al., 2014). Le facteur de transcription GLI1 « Glioma-

associated oncogene 1 » est un effecteur essentiel de la voie Hedgehog. Une étude a démontré 

que l’inhibition de l'expression de GLI1 par siNRA réduisait la croissance et la survie des 

cellules de CS, via l’induction de l’apoptose et de l’autophagie (Sun et al., 2014b). L’inhibition 

de la voie Hedgehog semble produire les mêmes effets pour l’OS. Ainsi, l’inhibition de SMO 

par la cyclopamine a également inhibé la prolifération et induit la mort cellulaire de 3 lignées 

d’OS (Warzecha et al., 2007). Les résultats de ces études plaident en faveur de l’utilisation 

d’inhibiteurs de la voie Hedgehog comme option thérapeutique dans le traitement de CS et 

d’OS présentant une activation aberrante de la voie Hedgehog.  

Les données précliniques du saridégib démontrent une activité anti-tumorale dans un 

large éventail de tumeurs malignes. Pourtant, les données cliniques ne semblent pas conluantes. 

Dans un essai randomisé de phase II avec placebo chez des patients atteints d'un CS avancé, 12 

des 14 patients n’ont pas présenté de meilleurs résultats que les patients sous placebo 

(NCT01609179). Le GDC-0449 ou vismodégib, un autre inhibiteur de la voie hedgehog, a été 

utilisé dans un essai clinique de phase II (NCT01267955) chez 45 patients avec des CS de grade 

I ou II en progression. Il n’a atteint qu’un taux de bénéfice clinique à 6 mois de 25,6% (pour 

les 39 patients évaluables), alors que l’objectif fixé pour démontrer une efficacité clinique était 

de 40% (Italiano et al., 2013). Les durées de survie médiane sans progression et de survie 

globale étaient de 3,5 et 12,4 mois respectivement.  

Pour l’OS, les études cliniques sont plus rares. Une étude de phase I sur le LDE225 ou 

Sonidégib (inhibiteur sélectif de SMO) a été réalisée chez des patients pédiatriques présentant 

un médulloblastome récurrent ou réfractaire ou d'autres tumeurs potentiellement dépendantes 

de la voie de signalisation Hedgehog (NCT01125800). Sur les 60 patients pédiatriques, 39 

étaient porteurs d’un médulloblastome et 5 d’un OS (Kieran et al., 2017). Tous ces patients 

avaient subi une chimiothérapie au préalable, 98,3% une chirurgie et 81,7% une radiothérapie. 

Les seuls patients qui ont répondu favorablement au traitement étaient ceux porteurs d’un 

médulloblastome. L'étude de phase II qui a suivi s’est donc concentrée sur les patients adultes 

et pédiatriques atteints d’un médulloblastome. 

g. Les inhibiteurs épigénétiques  

Divers agents hypométhylants et des inhibiteurs des histones déacétylases sont explorés 

dans la thérapie des OS et des CS. Concernant les agents hypométhylants, nous nous 

focaliserons sur 2 inhibiteurs de méthyltransférases de l'ADN utilisés pour la prise en charge 
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de leucémies aiguës ou de syndromes myélodysplasiques : l’azacitidine ou 5-azacitidine et la 

décitabine ou 5-azadéoxycytidine.  

Les données précliniques sur le CS avec la décitabine montrent des résultats 

contradictoires avec soit une réduction de la proliferation, de l’invasion, et de l’adhésion, ou au 

contraire une augmentation de la croissance tumorale in vivo (modèle « Schwarm rat 

chondrosarcoma ») (Monga et al., 2020). L’essai NCT02959164 évalue la combinaison de la 

décitabine avec la gemcitabine (antimétabolique de la phase S du cycle cellulaire) dans le 

traitement des tissus mous avancés et des sarcomes osseux. Les résultats partiels (phase Ib) 

montrent une réponse partielle pour un patient porteur d’un CS à mutation IDH1 alors qu’un 

autre patient porteur d’un CS sans mutation IDH n’a pas répondu au traitement. Toutefois, la 

thérapie a été stoppée après 7 mois chez le patient répondant à cause de la toxicité du traitement. 

Dans l’essai NCT01241162, le traitement par la décitabine a été suivi par une vaccination de 

cellules dendritiques autologues chez 15 enfants avec des neuroblastomes et des sarcomes 

récidivants. Malheureusement, les données concernant les 2 OS ne sont pas disponibles car ces 

patients n’ont pas reçu de traitement en raison d'une progression supplémentaire du cancer entre 

le moment de l'inscription et le début du traitement (Krishnadas et al., 2015). L’essai clinique 

NCT03628209 (en phase de recrutement) évaluera la sécurité et l'efficacité du nivolumab seul, 

ou du nivolumab en association avec l'azacitidine chez les participants atteints d'OS récidivants 

et résécables. Dans la cohorte de patients avec des CS avancés de l’essai clinique de phase I/II 

non randomisé, l’azacitidine est testée en association avec le FT-2102 (inhibiteur d’IDH1). 

La modification des histones par acétylation/déacétylation est un mécanisme clé de la 

régulation de l'expression des gènes et elle joue un rôle central dans la détermination de l’état 

de différenciation. Divers types de cancers présentent couramment une dérégulation de la 

modification des histones. Des études précliniques ont montré les effets antitumoraux des 

inhibiteurs d'histone désacétylases (HDAC) sur les CS et les OS (Bernhart et al., 2017; 

McGuire et al., 2020; Mu et al., 2015; Sheikh et al., 2017). Quatre inhibiteurs de HDAC sont 

approuvés par la FDA pour le traitement de lymphomes ou de myélomes : le vorinostat ou 

SAHA, la romidepsine ou depsipeptide, le bélinostat ou PDXD101 et le panobistat ou 

LBH-589. 

Un essai clinique de phase II (NCT00112463, randomisation non précisée) sur la 

romidepsine pour des patients avec des sarcomes métastasiques ou non résécables, dont des 

CS et OS a été réalisé, mais les résulats n’ont pas été communiqués. Un essai de phase I 

(NCT04308330, randomisation non précisée) avec le vorinostat en combinaison avec la 
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chimiothérapie sur des tumeurs solides réfractaires ou récidivantes et du sytème nerveux central 

est en phase de recrutement. Deux essais cliniques de phase I terminés, ont déterminé la 

tolérance, la sécurité, la pharmacocinétique et l’activité du bélinostat en monothérapie 

(NCT00413075) ou en association avec l’antimétabolite 5-fluorouracile (NCT00413322). Les 

effets indésirables les plus fréquents du bélinostat utilisé en monothérapie étaient la fatigue, 

l'anorexie, les nausées, la constipation et la perte de poids (Olmos et al., 2007). La plupart des 

patients a été traitée pour des cancers colorectaux (15/60), de la prostate (10/60), de la vessie 

(6/60) et du poumon (5/60). Toutefois, sur les 60 patients, 7 ont une une maladie stabilisée 

pendant plus de 4 mois, dont 1 CS. A notre connaissance, aucun effet clinique avec le 

panobinostat n’est répertorié pour le CS ou l’OS. 
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D.  miRNA et cancers 

I. Généralités 

1. Découverte du mécanisme d’interférence par l’ARN 

La découverte de l’interférence par l’ARN s’est faite par hasard en 1990 chez le pétunia 

par l’équipe de Richard Jorgensen. Lors de l’introduction de copies supplémentaires du gène 

de la chalcone synthase (CHS), responsable de la pigmentation violette des pétunias, ce 

chercheur pensait renforcer la coloration de la plante. Cependant, les fleurs obtenues étaient 

partiellement blanches ou totalement blanches, avec un niveau d’ARNm de la CHS beaucoup 

plus élevé que les fleurs sauvages. Ce mécanisme, incompris, fut appelé « co-suppression » car 

les deux copies du gène endogène et exogène semblent interagir en se « co-supprimant » 

(Napoli et al., 1990).  

C’est en 1998 qu’une équipe parvient à expliquer ce phénomène. Andrew Fire et Craig 

Mello décrivent pour la première fois le mécanisme d’interférence à l’ARN chez le nématode 

C. elegans. Ils montrent que l’expression des gènes endogènes peut être inhibée de manière 

spécifique et très efficace par injection d’ARN double brin (ARNdb) homologue au gène cible. 

Par ailleurs, ils montrent que des ARN sens ou anti-sens seuls sont relativement inefficaces 

(Fire et al., 1998). Une autre équipe montre peu de temps après que ce mécanisme d’ARN 

interférent (RNAi) est également fonctionnel chez la drosophile (Kennerdell and Carthew, 

1998). Cette découverte majeure, par l’équipe d’Andrew Fire et Craig Mello, fut récompensée 

en 2006 par le prix Nobel de physiologie et de médecine. 

La découverte des ARNs interférents a permis de mettre à jour le rôle essentiel des 

ARNs comme des régulateurs spécifiques de l’expression des gènes. Cette découverte ouvre 

également de nouvelles perspectives pour la recherche fondamentale et appliquée. Par ailleurs, 

ce mécanisme est très conservé au cours de l’évolution, témoignant de son importance pour la 

survie de l’organisme.  

2. Découverte des miRNAs 

Parallèlement à la découverte du mécanisme de l’interférence par l’ARN, des recherches 

menées sur C. elegans ont permis de mettre en évidence l’existence de petits ARNs interférents 

endogènes, transcrits à partir du génome cellulaire : les microARNs (miRNAs ou miRs). Le 
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premier miRNA découvert était lin-4. Ce miRNA fût décrit en même temps par l’équipe de 

Victor Ambros et Gary Ruvkun en 1993 (Lee et al., 1993; Wightman et al., 1993). Lin-4 joue 

un rôle essentiel sur le gène lin-14 lors du développement post-embryonnaire de C.elegans. La 

première étude a émis l’hypothèse que lin-4 était responsable de l’inhibition de lin-14 (Ambros, 

1989). Plus tard, une équipe parvient à montrer que le gène lin-4 ne code pas pour une protéine 

mais pour deux transcrits de petite taille (61 et 22 nt), dont une partie de la séquence est 

partiellement complémentaire de séquences contenues dans la région 3’UTR (« Untranslated 

region ») de l’ARNm de la protéine lin-14 (Lee et al., 1993). Au même moment, Whightman 

et al. montrent que la région 3’UTR de lin-14 suffit pour sa régulation par lin-4 au niveau post-

transcriptionnel (Wightman et al., 1993). Par la suite, il a été observé que cette interaction était 

directe via un appariement partiel antisens du petit ARN lin-4 avec les séquences 3’UTR de 

l’ARNm de lin-14. Cet appariement entraîne une inhibition de la traduction de l’ARNm, initiant 

le passage des stades larvaires L1 à L2 (Ha et al., 1996; Olsen and Ambros, 1999). De plus, il 

a été montré que lin-4 inhibe également, et de la même manière, la traduction de la protéine lin-

28, impliquée dans le passage des stades larvaires L2 à L3 (Moss et al., 1997).  

En 2000, un nouveau miRNA est découvert chez C.elegans. Il s’agit de let-7, impliqué 

dans l’inhibition de la traduction de la protéine lin-41. Cette protéine joue un rôle dans la 

transition du stade larvaire L4 à l’âge adulte (Reinhart et al., 2000). A la différence du miRNA 

lin-4, des homologues de let-7 sont retrouvés dans d’autres organismes : plantes, champignons, 

Mammifères, y compris l’Homme. C’est une structure conservée de type tige-boucle 

(Pasquinelli et al., 2000). En 2001, 3 études révèlent simultanément l’existence de nombreux 

autres gènes, conservés du ver à l’humain, codant pour des petits ARNs qui sont appelés 

miRNAs (Lagos-Quintana, 2001; Lau, 2001; Lee and Ambros, 2001). Il est intéressant de noter 

que ces miRNAs conservent également une spécificité d’interaction avec la plupart des ARNm 

(Friedman et al., 2009). 

Aujourd’hui, en 2020, la base de données miRBase, qui permet de regrouper les 

miRNAs connus chez toutes les espèces étudiées (http://www.mirbase.org, V22.1, Octobre 

2018) recensait 1973 miRNAs précurseurs et 2675 miRNAs matures chez l’homme. A l’heure 

actuelle, environ 50 % des gènes codant des protéines pourraient être ciblés par des miRNAs. 

De plus, environ 50 % des miRNAs identifiés chez C. elegans sont conservés chez l’Homme. 

Ces données montrent l’importance de cette classe de petits ARNs au cours de l’évolution 

(Grimson et al., 2008). 
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3. Nomenclature des miRNAs 

La découverte de nouveaux miRNAs s’est vite accélérée, une nomenclature a donc été 

mise en place (Figure 28). Tout d’abord les miRNAs sont notés « miR ». Lorsque l’on parle 

du gène à l’origine du miRNA ou de son précurseur, il est noté « mir ».  

Ensuite, l’organisme d’où provient le miRNA est également indiqué en préfixe par 3 

lettres : hsa-miR- pour homosapiens ou rno-miR- pour rattus norvegicus et mmu-miR- pour 

mus musculus.  

Le suffixe désigne ensuite le numéro du miRNA qui lui est attribué en fonction de 

l’ordre de découverte.  

Par ailleurs le miRNA immature est double brin. Il possède un brin 3’ et un brin 5’. Pour 

identifier le miRNA mature, les termes 3p pour le brin situé en position 3’ et 5p pour le brin 

situé en position 5’ sont utilisés (hsa-miR-100-3p ou hsa-miR-100-5p). 

Parfois, certains miRNAs possèdent une lettre accompagnant leur numérotation 

(exemple : miR-15a). Cela signifie que plusieurs miRNAs possèdent une homologie de 

séquences et ils diffèrent de 1 à 3 nucléotides. Cette lettre permet de les identifier. 

Plus rarement, des loci différents permettent la synthèse du même miRNA mature. Pour 

les différencier, un chiffre est ajouté en suffixe (exemple : miR-100-1 et miR-100-2). 

De manière générale, la nomenclature la plus commune indique l’espèce d’origine en 

préfixe, le numéro du miR en suffixe suivi par le brin d’origine (exemple ; hsa-miR-100-3p). 

Cependant, si le brin d’origine n’est pas précisé, c’est qu’il s’agit du brin 5’ car le brin 3p peut 

être remplacé par une étoile (exemple miR-100 = miR-100-5p et miR-100*=miR-100-3p). 

 

 

 

 

 

Figure 28 : Nomenclature des miRNAs. 
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II. Biogenèse et mécanismes d’action 

La synthèse d’un miRNA nécessite différentes étapes de maturation. Sa transcription 

débute dans le noyau. Il en résulte un ARN précurseur en tige boucle nommé miRNA primaire 

(pri-miRNA). Ensuite, ce pri-miRNA évolue en pré-miRNA. Ce pré-miRNA est alors exporté 

dans le cytoplasme où il subira différentes étapes de maturation via l’action d’enzymes afin 

d’aboutir à la production d’un miRNA simple brin mature fonctionnel d’une taille de 20-22 

nucléotides et fonctionnel. 

1. Organisation génomique des gènes codants les miRNAs 

Au sein du génome, les séquences des gènes codants les miRNAs sont organisées de 

deux façons. Les gènes peuvent être isolés dans une région du génome ou regroupés dans des 

régions codant plusieurs miRNAs, que nous appelons « cluster ».  

En général, dans ces clusters, la transcription des différents miRNAs est issue d’un seul 

pri-miRNA. Donc cela signifie que la transcription du pri-miRNA contenant plusieurs miRNAs 

différents est sous le contrôle d’un seul promoteur commun. Il semblerait que plus de la moitié 

des miRNAs de notre génome serait transcrite ainsi  (Lagos-Quintana, 2001; Lee et al., 2002). 

Ensuite, les miRs sont divisés en 2 catégories en fonction de la localisation de leurs 

séquences codantes. Certains miRNAs appelés miRNAs « intergéniques » proviennent de 

régions non codantes du génome. Ils possèdent leur propre promoteur et sont transcrits par 

l’ARN polymérase II (Corcoran et al., 2009; Lagos-Quintana, 2001). Ils suivent ensuite la voie 

de maturation canonique. Une seconde catégorie de miRNAs existe, les miRNAs 

« introniques ». Ces derniers sont localisés au sein de gènes qui codent des ARNm (Kim et al., 

2009b). Ils dépendent généralement de leur gène hôte pour leur transcription (Morlando et al., 

2008; Olena and Patton, 2010). 

De manière plus précise, chez l’Homme, il a été mis en évidence que 88 % des gènes 

codant les miRNAs se situent dans les introns contre environ 10 % dans les exons (Kim et al., 

2009b). Pour les gènes des miRNAs situés dans les introns, la transcription de l’ARNm associé 

aux gènes des miRNAs ne serait pas influencée par la transcription du miRNA. En revanche, 

les miRNAs provenant d’exons pourraient venir perturber la maturation de l’ARNm de la même 

zone du gène hôte et provoquerait sa dégradation. 

D’autres études ont montré que 30 % des miRNAs « introniques » pouvaient être 

transcrits à partir d’un promoteur indépendant du gène hôte (Corcoran et al., 2009; Monteys et 
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al., 2010). Cela a pu être mis en évidence à l’aide de différentes analyses comme des 

immunoprécipitations de chromatine associées à l’ARN polymérase II. 

Pour finir, certains miRNAs sont codés dans de courts introns. Si l’intron est assez court, 

le miRNA peut être généré directement lors de l’épissage de l’ARNm. En effet, lors de 

l’épissage, le miRNAs exclu va former directement la structure tige boucle appelée pré-miRNA 

(miRNA précurseur), sans passer par l’étape de maturation du pri-miRNA (Ruby et al., 2007). 

Ce groupe de miRNAs est appelé mirtron. Les mirtrons sont très minoritaires chez les 

Mammifères (Berezikov et al., 2007) 

2. Régulation de la maturation des miRNAs 

Comme nous venons de le voir, il existe plusieurs types d’organisation pour les gènes 

des miRNAs au sein de notre génome. Chaque localisation et organisation génomique des 

miRNAs peut entraîner une voie de maturation alternative, comme avec les mirtrons. 

Cependant, les miRNAs les plus représentés chez l’Homme sont les miRNAs transcrits par 

l’ARN polymérase II dont la transcription donne un pri-miRNA. Cette voie de maturation est 

appelée la voie canonique. Nous détaillerons donc uniquement la voie canonique qui est la plus 

importante chez l’Homme (Mandilaras et al., 2017; Treiber et al., 2019). 

a. Transcription  

Les miRNAs sont transcrits par l’ARN polymérase II sous forme de miRNA primaires 

(pri-miRNA) dans le noyau. Les pri-miRNAs peuvent être d’une grande taille (>1000 

nuclétotides) et coder plusieurs miRNAs (Fang and Bartel, 2015). Tout comme les ARNm, les 

pri-miRNAs présentent une coiffe 7-méthyl-guanosine (m7G) en position 5’ et une queue 

polyadénylée à l’extrémité 3’ (Lee et al., 2004) (Figure 29). 
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Figure 29 : Vue d’ensemble de la voie canonique de la biogenèse des miRNAs. Les miRNAs sont 
codés à partir de gènes individuels (monocistroniques), de groupes de gènes (polycistroniques) ou 

d’introns de gènes hôtes (introniques). L’ARN polymérase II (non illustrée) gouverne la transcription 

de pri-miRNAs. Le complexe microprocesseur constitué de Drosha et DGCR8 coupe le pri-miRNA au 
niveau de la tige de l’épingle à cheveux et libère le pré-miRNA possédant un groupement 3’OH 

caractéristique avec 2 nucléotides et un groupement 5’P. L’exportine 5 (EXP5) se lie au pré-miRNA et 

facilite l’exportation dans le cytoplasme, où l’enzyme Dicer les clive et génère un duplex intermédiaire 

de miRNA. Dicer, TRBP (« Trans-activation-responsive RNA-Binding Protein ») et Ago s’assemblent 
pour former le complexe RLC (« RISC Loading Complex »). Un brin du miRNA est transféré à la 

protéine Ago, ce qui entraîne la formation du complexe RISC (miRISC) (d’après Treiber et al., 2019). 

b. Clivage des pri-miRNAs par le microprocesseur  

Les pri-miRNAs sont transformés en épingles à cheveux uniques appelées miRNA 

précurseurs (pré-miRNA). Ils font environ 60-80 nucléotides. Ce clivage est réalisé par un 

complexe de protéines nucléaires appelé le microprocesseur (Lee et al., 2003). Le 

microprocesseur est composé de l’enzyme RNase de type III Drosha, de la protéine de liaison 

double brin (dsRNA) DGCR8 (« Digeorge Syndrome Critical Region gene 8 »), et de plusieurs 

facteurs auxiliaires dont le rôle n’est pas encore bien compris comme les hélicases d’ARN de 

la boîte MORT p68 (connu également sous le nom de DDX5) (Denli et al., 2004; Gregory et 
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al., 2004; Han, 2004). C’est l’action de Drosha et DGCR8 qui permet le clivage du pri-miRNA 

en pré-miRNA. 

Il n’existe pas de séquences conservées communes aux pri-miRNAs. Ce sont des 

éléments structuraux qui permettent leur reconnaissance par le microprocesseur. Le pri-miRNA 

est caractérisé par une tige d’ARN db d’environ 30 nt présentant des mésappariements (boucles) 

et des fragments d’ARN simple brin de part et d’autre de cette structure tige-boucle. D’un côté, 

la protéine Drosha reconnaît préférentiellement la jonction ARN double brin et interagit avec 

le motif UG situé à la base de la structure. Le dimère DGCR8 joue un rôle de liaison et de 

stabilisation de Drosha. Il se fixe à la boucle située au niveau apical de la tige, à l’aide d’un 

domaine de liaison à l’ARN db, mais également sur le motif UGU, grâce au « Heme Binding 

Domain » (HBD). Lorsque les protéines sont fixées, le microprocesseur est formé (Auyeung et 

al., 2013; Nguyen et al., 2015). Une fois le complexe en place, Drosha va pouvoir ainsi 

« mesurer » où placer les sites de clivages sur la séquence du pri-miRNA. Ils seront placés à 

une distance de 11  pb du site de jonction ARN simple brin/double brin situé au niveau basal et 

à une distance de 22 et 24 pb de la boucle située au niveau apical (Figure 30) (Fang and Bartel, 

2015; Ma et al., 2013). 

Figure 30 : Caractéristiques et reconnaissance du pri-miRNA. Des éléments de séquences sur les 
pri-miRNAs sont nécessaires pour 

un clivage efficace. La protéine 

DGCR8 se lie comme un dimère à 

la boucle apicale, tandis que 
Drosha interagit avec la tige 

basale. Les nucléotides H 

représentent A, C ou U ; les 
nucléotides N représentent tous les 

nucléotides. SRSF3 : facteur 

d’épissage riche en sérine/arginine 

3 (d’après Treiber et al., 2019). 

La protéine Drosha possède deux domaines avec une activité RNAse de type III (RIIIDa 

et RIIIDb), responsable du clivage d’un des deux brins de la structure en tige-boucle du pri-

miRNA (3’ pour RIIIDA et 5’ pour RIIIDb) (Han, 2004). Le clivage du pri-miRNA par le 

microprocesseur permet la libération d’un ARN structuré en tige-boucle dont l’extrémité 3’ est 

caractérisée par deux nucléotides appelés « 3’ overhang » (Lee et al., 2003).  

c. Export des pré-miRNAs du noyau vers le cytoplasme  

Les pré-miRNAs générés dans le noyau sont exportés activement dans le cytoplasme 

par l’exportine-5 (EXP5). EXP5 est une protéine de la famille des karyophérines β, 
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responsables du transport de protéines du noyau vers le cytoplasme à travers les pores de 

l’enveloppe nucléaire (Bohnsack et al., 2004; Lund et al., 2004). La protéine EXP5 produite 

dans le cytoplasme est importée dans le noyau. La fixation d’EXP5 au pre-miRNA est 

dépendante d’un cofacteur, la GTPase Ran sous sa forme GTP. L’interaction entre les protéines 

Ran-GTP et EXP5 permet de structurer la protéine d’export en forme de « U » et de créer une 

cavité d’accueil pour le pré-miRNA (Ha and Kim, 2014). L’EXP5 est spécifique des ARNs 

double brin ayant une taille supérieure à 14 pb. Elle possède une extrémité 3’ composé de 2 

nucléotides facilitant l’export des pré-miRNAs (Gwizdek et al., 2004; Zeng and Cullen, 2004). 

L’incorporation du pré-miRNA au sein d’EXP5 le protège également de la dégradation par les 

nucléases. Après la liaison avec le co-facteur RAN-GTP dans le noyau, EXP5 se fixe aux 

nucléoporines pour permettre le passage du pré-miRNA du noyau vers le cytoplasme 

(Brownawell and Macara, 2002). La molécule GTP est ensuite hydrolysée par une enzyme 

RAN-GAP (« RAN-GTPase Activating Protein ») pour former le GDP. L’hydrolyse entraîne 

la libération de la structure de l’EXP5 et largue le pré-miRNA dans le cytoplasme. La protéine 

EXP5 est réimportée dans le noyau.  

d. Maturation par le complexe Dicer 

Aussitôt exporté dans le cytoplasme, le pré-miRNA est pris en charge par un complexe 

multi-protéique appelé « RISC Loading Complex » (RLC) (Diederichs and Haber, 2007). Ce 

complexe permet de poursuivre la maturation du miRNA grâce à l’enzyme de type RNase III 

Dicer (Hutvágner et al., 2001) pour ensuite l’incorporer au sein du « RNA Induced Silencing 

Complex » (RISC) (Figure 31). 

Chez l’Homme, Dicer fonctionne avec TRBP (« Trans-activation Response (TAR) 

RNA Binding Protein ») également connu sous le nom de TARBP2. Plus précisément, Dicer 

contient un domaine central PAZ (PIWI-Argonaute-Zwille) dont le rôle est de reconnaître de 

manière spécifique des ARN doubles brins dont l’extrémité 3’ présente 2 nucléotides 

protubérants, qui est une des caractéristiques du pré-miRNA. Dicer contient également 

plusieurs domaines supplémentaires qui régulent le clivage et permettent de fixer d’autres 

partenaires protéiques comme la TRBP, mais aussi les protéines Argonaute (Ago) (Ha and Kim, 

2014). 

Lors de l’incorporation du pré-miRNA au sein du RLC, Dicer va interagir avec les pre-

miRNAs en reconnaissant les nucléotides en 3’ non appariés et l’extrémité 5’ phosphate grâce 

à son domaine PAZ. Le RLC va également fixer la tige du pré-miRNA via son domaine de 
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liaison à l’ARN double-brin. La protéine TRBP stabilise ensuite cette interaction. C’est la 

distance entre le domaine de fixation de PAZ et les domaines RNase III qui détermine la 

position du clivage de Dicer (Svobodova et al., 2016). Le repliement de Dicer va permettre de 

positionner correctement les deux domaines possédants les activités RNases (RNases IIIa et 

RNase IIIb), générant les sites de coupures. La boucle du pré-miRNA est donc clivée, libérant 

un duplex d’ARN double-brin. Ce duplex est d’environ 22 nucléotides, que l’on appelle 

miR/miR* ou miR-5’/miR-3’. Les brins 5’ et 3’ de la tige du pré-miRNA sont clivés 

respectivement par les domaines RNase IIIa et RNase IIIb (Zhang et al., 2004).  

e. Prise en charge par le complexe RISC 

Dicer libère donc un duplex miR-5p/miR-3p ou miR/miR* mature possédant une 

extrémité 5’ phosphate et une extrémité 3’OH avec 2 nucléotides non appariés (Elbashir et al., 

2001). Ce duplex est ensuite transféré à la protéine Ago au sein du complexe RISC (Figure 

31). 

Le complexe RISC est composé de plusieurs protéines dont les protéines effectrices 

Argonautes (Okamura et al., 2004). L’Homme possède 4 protéines Ago (Ago1-4). Toutes 

prennent en charge les miRNAs. Cependant, Ago2 est la plus exprimée et la seule à posséder 

une activité endonucléolytique. C’est d’ailleurs cette activité catalytique qui est essentielle pour 

la mise sous silence de l’ARNm cible (Meister et al., 2004).  

Les protéines Ago possèdent trois domaines : 

- Le domaine PAZ « Piwi-Argonaute-Zwille »), qui est aussi présent chez Dicer. Il 

reconnaît et se fixe à l’extrémité 3’ sortante du duplex miRNA (Lingel and Izaurralde, 2004; 

Song et al., 2004).  

- Le domaine MID, qui constitue une poche de fixation du phosphate en 5’ du duplex (Ma et 

al., 2005; Parker et al., 2005).  

- Enfin, le domaine PIWI, qui ressemble à une RNase H (enzyme clivant l’ARN dans 

les hétéroduplex ARN/ADN). Il constitue le domaine catalytique d’Ago2 qui vient cliver le 

brin passager du duplex (Ma et al., 2005; Song et al., 2004). 

L’incorporation du miRNA mature dans le complexe RISC est identique pour les 4 

protéines Ago humaines. Cela commence par la prise en charge du duplex d’ARN, transporté 

par Dicer, par la protéine Argonaute. Or, Ago n’est capable de fixer qu’un seul brin ARN. Lors 
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de la prise en charge, il y a donc une ouverture du duplex d’ARN et c’est lors de cette étape 

qu’il y a sélection du futur miRNA mature. 

C’est la stabilité thermodynamique relative des deux extrémités des duplex de miRNA 

qui semble déterminer la sélection de l’un des deux brins. C’est le brin le plus faiblement 

apparié, donc le moins stable, à son extrémité 5’ qui est majoritairement incorporé au sein du 

RISC (Khvorova et al., 2003; Schwarz et al., 2003). Le brin incorporé dans le complexe RISC 

s’appellera le brin guide (Bartel, 2004). Le brin exclu s’appellera le brin passager et sera 

éliminé. Le brin non pris en charge, ou brin passager, est dégradé par Ago via le domaine PIWI. 

Ce chargement au sein de RISC est possible grâce au débobinage qui permet la dissociation du 

miR-5p du miR-3p (Czech and Hannon, 2011).  

Néanmoins, certains pré-miRNAs donnent des miRNA matures provenant des deux 

brins à une fréquence comparable, ou parfois plus importante pour le brin 3’ (Kuchenbauer et 

al., 2011; Okamura et al., 2008; Ro et al., 2007). Ce ratio varie fortement en fonction du pré-

miRNA mais également en fonction du tissu considéré pour certains pré-miRNAs (Biasiolo et 

al., 2011; Kuchenbauer et al., 2011; Ro et al., 2007).  

Le brin du miRNA sélectionné reste séquestré dans la poche PAZ/MID d’Ago et cette 

association miRNA mature-Ago est généralement appelé miRISC. Ce complexe va permettre 

la fixation du miRNA sur ses cibles et induire le phénomène d’interférence par l’ARN.  

3. Appariement  

Le rôle des miRNAs est de guider le complexe mi-RISC jusqu’à l’ARNm cible. 

L’association du miRNA avec son ARNm cible s’effectue le plus souvent avec la région 3’UTR 

de l’ARNm (Bartel, 2009). Cette association se fait par complémentarité des bases. Ensuite, la 

spécificité de cette complémentarité va définir le mode de répression sur la cible : soit une 

répression des gènes par une inhibition post-transcriptionnelle et/ou une dégradation de 

l’ARNm (Filipowicz et al., 2008) (Figure 31). 
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Figure 31 : Aperçu de la biogenèse des miARN et de leurs modes d'action. Les microARN primaires 

(pri-miARN) sont transcrits par l’ARN polymérase II (1). Ensuite, Drosha et le DGCR8 clivent le pri-
miARN en miARN précurseur (2) (pré-miARN) qui est ensuite exporté hors du noyau par l'exportine 5 

(3). Une fois dans le cytoplasme, le pré-miARN est traité dans un duplex d'ARN double brin (miARN 

mature) par Dicer (4). Ensuite, le miARN mature simple brin est incorporé dans le complexe RISC (5) 
pour réguler les cibles de l'ARNm par dégradation (6) ou répression traductionnelle (7) (Mandilaras et 

al., 2017). 

 

 



 118 

a. Les interactions des miRNAs et leur cible 3’UTR 

Les premiers indices de la reconnaissance des cibles des miRNAs sont venus de 

l’observation avec lin-4 qui possède une certaine complémentarité de séquence avec les 

multiples sites conservés dans la région 3’UTR de l’ARNm de lin-14 (Lee et al., 1993; 

Wightman et al., 1993). Plusieurs modes d’appariements sont possibles.  

La reconnaissance des cibles se fait principalement par un appariement Watson-Crick 

entre la « seed region » du miRNA (elle se situe en position 5’ du miRNA et comprend les 

nucléotides 2 à 8) et les sites de la séquence 3’UTR de l’ARNm ciblé (Bartel, 2009; Grimson 

et al., 2007). Ces sites de 7-8 nucléotides constituent l’essentiel de la répression pour chaque 

miRNA, et sont les sites identifiés par les outils de prédiction de cibles. C’est la séquence la 

plus efficace pour exercer une répression de la traduction. 

Un appariement à la région 3’ du miRNA, en particulier l’appariement impliquant les 

nucléotides 13-16 du miRNA, peut compléter l’appariement à la région seed (Bartel, 2009). Cet 

appariement supplémentaire peut renforcer la spécificité. En revanche, l’appariement en 3’ du 

miRNA sans l’appariement de la « seed region » ne permet pas d’induire une répression 

fonctionnelle de la traduction (Bartel, 2009; Brennecke et al., 2005; Grimson et al., 2007). 

Différentes interactions sont donc possibles entre le miRNA et la séquence 3’UTR de 

son ARNm cible afin de conduire à l’action de répression du miRISC.  

§ Les sites canoniques (Figure 32).  

Les sites canoniques sont les interactions présentant un appariement fort avec la « seed 

region ». Des interactions les moins efficaces aux plus efficaces nous avons (Bartel, 2009, 

2018) :  

- La configuration 7mer-A1 correspond à un appariement parfait de la position 1 à 7 de la « seed 

region » avec la présence de l’Adénine en position 1.  

- La configuration 7mer-m8 correspond à un appariement parfait de la « seed region » de la 

position 1 à 8.  

- La configuration 8mer correspond à un appariement parfait de la position 1 à 8 de la « seed 

region » avec la présence de l’Adénine en position 1. 

Des sites plus marginaux sont aussi décrits : 

- La configuration 6mer correspond à un appariement de 6 nucléotides de la « seed region » de 

la position 2 à 7 
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- La configuration offset 6mer correspond également à un appariement de 6 nucléotides mais 

de la position 3 à 8.  

 

Figure 32 : Sites cibles canoniques des miRNAs chez les Mammifères. Ces sites canoniques ont 
chacun 6 à 7 paires Watson-Crick contiguës (lignes verticales) à la « seed region » du miRNA (positions 

2 à 8 du miRNA). Deux de ces sites comprennent également un A en position 1. L'efficacité relative des 

sites dans les cellules de Mammifères est représentée graphiquement à droite (échelle logarithmique). 

Les sites canoniques les plus efficaces sont les sites 7-8 nt qui comprennent une correspondance parfaite 
avec la « seed region » du miRNA (positions 2-7, en rouge), alors que les sites 6 nt sont les moins 

efficaces (d’après Bartel, 2018).  

§ Les sites atypiques (Figure 33) 

- « 3’ supplementary site » : il y a un appariement de 3 à 4 nucléotides en position 13-16 

permettant de renforcer l’appariement en « seed region ».  

- « 3’compensatory site » : il y a des mésappariements dans la « seed region » mais cela est 

compensé par l’appariement en région 3’UTR de 9 nucléotides.  

L’appariement du miRNA avec son ARNm conditionne donc l’efficacité de répression. 

Pourtant, d’autres facteurs vont aussi avoir un rôle dans cette efficacité. Par exemple, la 

structure de l’ARNm va conditionner l’accessibilité du miRNA aux sites de fixation. Ainsi, une 

des régions riches en AU à proximité des sites d’interactions des miRNAs augmenterait 

l’efficacité de répression (Grimson et al., 2007). 
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Figure 33 : Les sites cibles atypiques des miRNAs chez les Mammifères : « 3’-supplementary » 

est un type de site canonique atypique. Une petite fraction des sites canoniques (<5%) bénéficie de 

l'appariement avec la région 3’ du miRNA. L'appariement est généralement centré sur les nucléotides 

13-16. « 3’-compensatory site » est un type fonctionnel de site non canonique. Le site non canonique 
n'a pas six paires Watson-Crick contiguës (lignes verticales) à la « seed region ». On constate un 

décalage à la position 6 dans cet exemple, mais l'imperfection peut se produire sur une autre position de 

la « seed region » (d’après Bartel, 2018).  

b. Prédiction des cibles et bioinformatique 

De nombreux algorithmes ont été développés pour prédire les cibles potentielles des 

miRNAs. Pour prédire de manière fiable les cibles d’un miRNA, la première étape consiste à 

rechercher 7-8 nucléotides des sites canoniques dans la séquence 3’UTR.  

Chaque logiciel de prédictions utilise des paramètres différents (Witkos et al., 2011). 

Les algorithmes de prédictions de TargetScan, PicTar, EMBL et EIMMo exigent tous un 

appariement rigoureux des « seed region ». D’après Bartel, les algorithmes exigeants avec les 

appariements sur la « seed region » sont plus efficaces que ceux qui ne le sont pas (Bartel, 

2018). Toutefois, ces outils ne sont pas tous identiques. Des artéfacts d’alignement sont 

possibles et peuvent être attribués à l’utilisation de bases de données UTR différentes ou à 

l’utilisation de séquences de miRNAs légèrement différentes. D’autres raisons sont intrinsèques 

aux logiciels de prédictions eux-mêmes (Ritchie et al., 2009). Par exemple, TargetScan 

privilégie les alignements présentant l’Adénine en position 1, alors que les autres algorithmes 

privilégient simplement une forte affinité de la « seed region » (Brennecke et al., 2005; Lewis 
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et al., 2005). TargetScan va classer selon la conservation du site, le numéro du site, le type de 

site (avec 8mer > 7mer-m8 > 7mer-A1) (Baek et al., 2008; Friedman et al., 2009; Grimson et 

al., 2007; Selbach et al., 2008).  

Malheureusement, ces logiciels de prédictions comportent des limites. Les miRNAs 

ainsi que les ARNm peuvent adopter des structures particulières pouvant gêner leur interaction. 

Des effets de compétitions peuvent également exister entre les sites de liaison (Alexiou et al., 

2009; Ritchie et al., 2009). Des faux positifs ou faux négatifs sont donc possibles avec ces outils 

de prédictions. Il est donc nécessaire de compléter cette analyse par des expériences de 

validation fonctionnelle individuelle. En général, cela est effectué via l’utilisation de gènes 

rapporteurs permettant de conclure sur un effet direct ou indirect du miRNA sur la cible prédite. 

 

4. Mécanismes moléculaires d’interférence par les miRNAs 

a. Principe 

Les miRNAs vont réduire au silence l’expression des gènes en réprimant la transcription 

et en accélération la dégradation des ARNm cibles (Fabian and Sonenberg, 2012; Huntzinger 

and Izaurralde, 2011; Ipsaro and Joshua-Tor, 2015). Les cibles parfaitement complémentaires 

sont clivées par les protéines Ago catalytiquement actives (Ipsaro and Joshua-Tor, 2015). 

Néanmoins, chez les animaux, les cibles des ARNm contiennent le plus souvent des séquences 

partiellement complémentaires aux miRNAs ce qui empêche le clivage direct par Ago. De plus, 

chez l’Homme, seule Ago2 possède une activité catalytique.  

Dans le cas où le clivage n’est pas possible, les protéines Ago doivent recruter des 

partenaires protéiques supplémentaires (Fabian and Sonenberg, 2012; Huntzinger and 

Izaurralde, 2011). L’inhibition post-transcriptionnelle passe par une combinaison de répression 

traductionnelle, de désadénylation et de retrait de la coiffe en 5’ de l’ARNm (« cap », guanine 

méthylée). Le mécanisme par lequel les miRNAs répriment la traduction en l’absence de 

dégradation de l’ARNm n’est pas totalement élucidé. Le consensus émergeant est que les 

miRNAs inhibent l'initiation de la traduction en interférant avec l'activité et/ou l'assemblage du 

complexe du facteur d'initiation de la traduction eucaryote eIF4F (« 4E-T, Eukaryotic 

translation initiation factor 4E transporter »). Les protagonistes du GW182 jouent un rôle 

central dans ce processus et comptent parmi les partenaires d’Ago les plus étudiés (Fabian and 

Sonenberg, 2012; Lingel and Izaurralde, 2004). Ils fonctionnent comme des échafaudages  
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flexibles pour établir un pont entre les protéines Ago et les complexes effecteurs en aval, tels 

que les complexes de désadénylation cytoplasmique PAN2-PAN3 (Poly(A)-Nuclease2-

Poly(A)-Nuclease3) et CCR4-NOT (« Carbon Catabolite Repression-Negative On TATA-

less ») (Fabian and Sonenberg, 2012; Lingel and Izaurralde, 2004) (Figure 34). 

 

 

Figure 34 : Aperçu de 

l’inhibition de l’expression 

des ARNm ciblés par les 
miRNAs (d’après Jonas & 

Izaurralde 2015). 

 

 

 

b. Dégradation des ARNm consécutive à la déstabilisation de 

l’ARNm 

La dégradation des ARNm cibles représente 66 à 90 % de la répression induite par les 

miRNAs dans les cellules de Mammifères en culture (Selbach et al., 2008; Subtelny et al., 

2014).  

La première étape de la déstabilisation de l’ARNm cible comprend la fixation de la 

protéine GW182 avec la protéine Ago. GW182 interagit tout d’abord avec le complexe PABPC 

(« Poly(A) Binding Protein Cytoplasmic »), associé à la queue poly(A) de l’ARNm. PABPC et 

GW182 interagissent également avec un complexe de désadénylation PAN2-PAN3. La sous-

unité PAN2 possède l’activité de désadénylation. Elle est recrutée par des interactions médiées 

par la protéine adaptatrice PAN3. La sous-unité PAN3 interagit directement avec la protéine 

PABPC (Wahle and Winkler, 2013) (Figure 35).  

Un autre complexe CCR4-NOT est recruté. Il joue un rôle central dans la désadénylation 

(Wahle and Winkler, 2013). Il catalyse le raccourcissement des queues poly(A) de l’ARNm et 

par conséquent entraîne une déstabilisation de l’ARNm et l’expose aux exoribonucléases. 
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Le complexe DCP2 (« Decapping Enzyme ») et ses différents partenaires sont aussi 

recrutés. Ce complexe provoque le décoiffage de l’extrémité 5’ de l’ARNm et l’expose aux 

exoribonucléases comme XRN1 (Exoribonuclease 1) (Bartel, 2018; Gebert and MacRae, 

2019a; Jonas and Izaurralde, 2015) (Figure 35).  

c. Inhibition de la traduction  

Il est également possible que le complexe miRISC n’entraîne pas la dégradation de 

l’ARNm. C’est l’interaction de la protéine GW182 avec CCR4-NOT qui régule cette activité. 

La sous-unité NOT1 va se lier avec la protéine DDX6 (« DEAD Box Helicase 6 »). Cette 

hélicase interagit avec les facteurs de décoiffage, mais elle fonctionne également comme un 

répresseur de la traduction. DDX6 va alors interagir avec eIF4E, empêchant la fixation d’eIF4G 

qui ne peut donc pas exercer son activité d’initiation de la traduction. Ainsi, NOT1 coordonne 

les activités du complexe CCR4-NOT en fournissant des sites de liaison pour les facteurs qui 

catalysent la désadénylation, le décoiffage et la répression traductionnelle (Figure 34) (Bartel, 

2018; Gebert and MacRae, 2019a; Jonas and Izaurralde, 2015). 

D’autres mécanismes d’inhibition sont possibles mais ils ne sont pas les mécanismes 

dominants chez les Mammifères (Gebert and MacRae, 2019a). 

Figure 35 : Mécanisme de déstabilisation de 
l’ARNm (désadénylation), suivi par la 

dégradation de l’ARNm après le décoiffage de 

l’extrémité 5’ de l’ARNm (d’après Jonas & 

Izaurralde 2015). 
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d. Cas particulier : activation de la transcription ou de la 

traduction par les miRNAs 

Outre la réduction au silence des gènes par les miRNAs, de nombreuses études 

démontrent également l’implication de miRNAs dans l’activation de la transcription ou de la 

traduction (Pasquinelli, 2012; Pu et al., 2019). Ce mode de régulation a été mis en évidence 

pour la première fois en 2008. Il a été montré que le miR-373 pouvait augmenter la transcription 

de la cadhérine-E et du CSDC2 (« Cold Shock Domain-Containing protein C2 ») par la 

présence de sites cibles dans les promoteurs de ces deux gènes (Place et al., 2008). Ces dernières 

années, plusieurs hypothèses ont été avancées afin de mieux comprendre ce mécanisme 

d’activation de la transcription. Des sites cibles des miRNAs ont été retrouvés dans la région 

promotrice de gènes, où ils activent la transcription génique par le remodelage de la chromatine. 

Une autre hypothèse avance que le miRNA (par exemple, miR-373) se lie à l'ADN ayant une 

séquence complémentaire au sein des promoteurs de gènes pour déclencher l'expression 

génique. A cet égard, le miRNA fonctionne comme un facteur de transcription ciblant des 

motifs complémentaires dans les promoteurs de gènes (Place et al., 2008). Cependant, il n’y a 

pas assez d’observations de ce phénomène pour valider cette hypothèse. De plus, les miRNAs 

pourraient induire la transcription en recrutant un complexe protéique incluant des facteurs 

activateurs de la transcription du gène. Enfin, ces miRNAs nucléaires pourraient également 

former une boucle de rétrocontrôle positive sur la transcription du gène cible. Par exemple, le 

miR-483-5p, qui est associé au gène de l’IGF2 (« Insulin-like growth factor 2 »), pourrait 

réguler l’expression de l’IGF2 de manière positive, entraînant une augmentation de la 

tumorigenèse (Liu et al., 2013). 

Il y a peu d’observations sur l’implication des miRNAs activant la traduction des ARNm 

à ce jour. Une étude a démontré que la fixation du miR-10a sur la séquence 5’UTR améliore la 

synthèse des protéines ribosomales ainsi que leur biogenèse (Ørom et al., 2008). De même, le 

miR-122, un miR spécifique du foie, stimule la réplication de l’ARN du virus de l’hépatite C. 

Ce miRNA se fixe à des sites présents dans le 5’UTR (Chang et al., 2008a; Jopling, 2005). 

Cette activation de la traduction se fait au stade de l’initiation, en simulant l’association de la 

petite sous-unité ribosomique avec l’ARN du virus de l’hépatite C (Henke et al., 2008). 

Une autre étude  montre que les complexes contenant Ago2 sont impliqués dans 

l’activation de la traduction lors de la privation en sérum, et que certains miRNAs peuvent 

induire la traduction des ARNm cibles pendant l’arrêt du cycle cellulaire (Vasudevan et al., 

2007).  
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III. miRNAs et cancer 

1. Dérégulation de l’expression des miRNAs dans les cancers 

L’hypothèse de l’implication des miRNAs dans le développement tumoral a rapidement 

été avancée. C’est en 2002 que la première association entre la dérégulation de l’expression de 

miRNAs et l’émergence du processus de tumorigenèse a été décrite pour la première fois chez 

l’Homme (Calin et al., 2002). Cette équipe a observé chez environ 70 % des patients atteints de 

leucémies lymphoïdes chroniques (LLC), un défaut d’expression des miR-15a et miR-16-1. 

Ces miRs sont situés dans un même cluster localisé dans la région chromosomique 13q14.3. 

Cette région chromosomique est perdue de manière hétérozygote ou homozygote dans la 

majorité des cas de LLC. Le rôle de ces deux miRNAs a donc été étudié et il a été démontré 

que ces deux miRNAs ciblaient directement le membre anti-apoptotique Bcl-2 dans les cellules 

leucémiques. Plus tard, Calin et son équipe ont réalisé une étude plus globale par CGH 

(« Comparative Genomic Hybridization ») qui a permis de mettre en évidence qu’environ la 

moitié des gènes codant les miRNAs sont localisés préférentiellement dans des régions du 

génome fortement remaniées dans les cancers (Calin et al., 2004). Le rôle des miRNAs dans la 

cancérogenèse semble donc crucial. 

Aujourd’hui, l’implication des miRNAs dans le développement des cancers est 

clairement établie. D’après la revue « Hallmarks of Cancer » (Hanahan and Weinberg, 2011), 

il existe 10 étapes biologiques acquises au cours du développement tumoral (Figure 36).  

Ces étapes comprennent le maintien d’une signalisation proliférative, l’évitement des 

inhibiteurs de croissance, la résistance à la mort cellulaire, l’immortalité réplicative, l’induction 

de l’angiogenèse, l’activation de l’invasion avec production de métastases, l’instabilité 

génétique, l’inflammation, la dérégulation des métabolismes énergétiques de la cellule et 

l’échappement au système immunitaire. Pour chaque processus, il existe au moins une étude 

démontrant l’implication de miRNAs (Van Roosbroeck and Calin, 2017). Nous illustrerons 

donc dans un autre paragraphe le rôle primordial des miRNAs dans le développement et la 

progression tumorale en se concentrant sur les tumeurs osseuses (CS et OS). 
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2. Mécanismes de dérégulation des miRNAs 

De nombreuses études montrent une altération du niveau d’expression de la majorité 

des miRNAs matures dans les tissus tumoraux par rapport aux tissus normaux (Garzon et al., 

2009; Iorio and Croce, 2012).  

Plusieurs mécanismes peuvent expliquer leur dérégulations (Iorio and Croce, 2009) 

(Figure 37) : 

Premièrement, cela peut s’expliquer par la localisation des gènes codant les miRNAs 

dans des régions instables du génome. C’est le cas pour les miR-15a et miR-16 qui étaient les 

premiers miRNAs retrouvés impliqués dans un cancer. Ils se trouvaient dans une région du 

génome mutée (Calin et al., 2004). 

L’expression des miRNAs peut également être modulée en raison d’un défaut dans le 

mécanisme de biogenèse du miRNA. Les changements des niveaux d’expression des miRNAs 

peuvent ainsi résulter d’une activité de Drosha ou de Dicer modifiée dans différents types de 

tumeurs (Thomson, 2006).  

Figure 36 : Les 10 processus 
biologiques acquis au cours du 

développement tumoral (d’après 

Hanahan & Weinberg 2011). 
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Figure 37 : Mécanismes de dérégulation des miRNAs. La dérégulation de l'expression du miRNA 
observée dans le cancer peut être causée par des anomalies chromosomiques, des mutations, des 

polymorphismes (SNP), une dérégulation transcriptionnelle, des défauts dans le mécanisme de 

biogenèse du miRNA et des changements épigénétiques (d’après Ioro & Croce, 2009). 

L’expression dérégulée des miRNAs dans les cancers peut aussi être due à des 

changements épigénétiques. Par exemple, une altération de la méthylation de l’ADN. En effet, 

une analyse des séquences génomiques des gènes codant les ARNs a montré qu’environ 50 % 

d’entre eux sont associés à des îlots CpG (Weber et al., 2007). Plusieurs études ont rapporté 

qu’une méthylation abérrante peut entraîner une expression anormale des miRNAs dans le 

cancer. Ainsi, Saito et son équipe ont montré que le miR-127 est inhibé par la méthylation de 

son promoteur dans les cancers de la vessie. Ce miRNA cible un ongène BCL6 (« B-cell 

lymphoma 6 ») (Saito et al., 2006). Inversement, une hypo-méthylation de certaines régions du 

génome peut favoriser l’expression de miRNAs oncogènes, comme le montre une étude sur 

l’adénocarcinome du poumon avec let-7a-3 (Brueckner et al., 2007).  

Enfin, la dérégulation des miRNAs peut résulter d’une augmentation ou d’une 

diminution de l’activité d’un facteur de transcription au niveau de leur promoteur. Les miR-16, 

miR-143 et miR-145, par exemple, sont transcrits sous l’influence de la protéine suppresseur 

de tumeur p53 (Suzuki et al., 2009). Inversement, des protéines oncogènes peuvent aussi initier 

la transcription des miRNAs. C’est le cas de la protéine c-myc qui initie la transcription des 

gènes d’un certain nombre de miRNAs comme le miR-17-92 (Chang et al., 2008b) ou inhibe 

la transcription du miR-29 (Mott et al., 2010). Lorsque ces facteurs de transcription sont 

dérégulés dans le processus tumoral, ils affectent donc en conséquence l’expression des gènes 

codant les miRNAs associés à ces facteurs de transcription.  
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3. Les miRNAs, une implication au cœur du réseau d’expression 

protéique 

Comme nous l’avons vu, les miRNAs sont impliqués dans un grand nombre de 

mécanismes biologiques. Cette capacité provient également de leur capacité d’action multi-

cibles. Un seul miRNA est capable de réguler des centaines de gènes à la fois (Bracken 2016). 

De plus, un gène peut également être régulé par plusieurs miRNAs (Gebert and MacRae, 2019b; 

Grimson et al., 2007) (Figure 38).  

Figure 38 : Exemple d’implication de différents miRNAs au cœur de différents réseaux et 

processus biologiques (d’après Garzon et al., 2010). 

En général, l’inhibition d’une cible par un miRNA n’est jamais de 100 % comme cela 

peut parfois être observé avec des siRNAs très efficients (Schmiedel et al., 2015). Cependant, 

les miRNAs vont influencer fortement les voies de signalisation cellulaire et entraîner des 

réponses biologiques importantes. Cela peut s’expliquer par le fait que le miRNA peut réguler 

plusieurs cibles au sein d’une même voie de signalisation ou des cibles de deux voies de 

signalisation distinctes mais qui convergent vers la même réponse biologique (Bracken et al., 

2016) (Figure 39).  
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Figure 39 : Action d’un miRNA sur plusieurs cibles : Les miRNAs peuvent affecter les processus 
biologiques par une régulation, à plusieurs niveaux, d’une voie de signalisation. Cette action conduit à 

un degré de régulation plus élevé que par le ciblage d’un seul gène (d’après Bracken et al., 2016). 

Différents miRNAs peuvent aussi avoir une action combinée ou synergique en ciblant 

des gènes communs ou différents mais faisant partie d’une même voie de signalisation (Bracken 

et al., 2016). 

 Par exemple, le miR-21 et le miR-206 coopèrent pour réguler la voie de signalisation 

RAS/RAF/MEK/ERK (« Mitogen-activated protein kinase ») (Figure 40). Le miR-21 et le 

miR-206 vont inhiber ensemble les gènes SPRED1 (« Sprouty Related EVH1 Domain 

Containing 1 ») et RASA1 (« RAS P21 Protein Activator 1 »). L’inhibition de ces protéines 

entraîne l’activation de la voie de signalisation oncogénique RAS et favorise la prolifération, la 

migration et la survie des cellules du cancer du sein triple négatif (Sharma et al., 2014) .  

 Les miRs-193a-3p et -193a-5p sont sous exprimés dans le cancer du poumon non à 

petites cellules. Le miR-193a-3p régule l’expression d’ERBB4 et de SGK2 (« SGK2, 

Serine/threonine Kinase 2 »). Le miR-193a-5p régule l’expression de PIK3R1 

(« Phosphoinositide-3-Kinase Regulatory Subunit 1 ») et mTOR. Leur coopération lors de leur 

ré-expression permet d’inactiver la voie AKT/mTOR et d’inhiber les métastases (Yu et al., 

2015b) (Figure 40). 

Au final, l’action multi-cibles ou la coopération entre différents miRNAs montrent que 

ceux-ci agissent sur des ensembles de cibles (Ooi et al., 2011). Ils se retrouvent ainsi au cœur 

de réseaux de signalisations et de communications complexes. 
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Figure 40 : Coopération de plusieurs miRNAs sur une même voie de signalisation (d’après Braken 

et al., 2016). 

4. Les miRNAs comme biomarqueurs tumoraux  

Au niveau du rôle des miRNAs au sein des tumeurs, il a été mis en évidence qu’ils 

pouvaient se comporter, soit comme des oncogènes (oncomiR), soit comme des suppresseurs 

de tumeurs. Leur fonction varie en fonction du rôle de l’ARNm ciblé par les miRNAs. Grâce à 

différentes études de fonction, les scientifiques ont réalisé que ces petites molécules peuvent 

non seulement être des cibles pour le développement de nouvelles thérapies, mais aussi être des 

biomarqueurs diagnostiques et pronostiques de la pathologie. Un diagnostic correct et rapide 

est fondamental pour un bon pronostic et une bonne réponse aux traitements anticancéreux 

(Hayes et al., 2014). A ce jour, le diagnostic d’un cancer repose majoritairement sur l’analyse 

histopathologique d’un échantillon de tumeur, obtenu par biopsie. Cette méthode est invasive 

et coûteuse, d’où le besoin d’améliorer les méthodes de diagnostic.  

Une des stratégies est d’identifier les molécules qui sont spécifiquement liées aux 

maladies et pouvant être détectées dans des échantillons de fluides biologiques. Après la 

découverte des ARNs extracellulaires et circulants en 1948 par Mandel et Metais (Mandel and 

Metais, 1948), il a été mis en évidence que des acides nucléiques libres circulants (ADN/ARN) 

étaient présents chez des patients atteints de maladies auto-immunes (Tan et al., 1966). En 1977, 

Leon et ses collaborateurs (Leon et al., 1977) ont postulé pour la première fois sur le potentiel 

des ADNc (ADN circulants) comme biomarqueurs. En 2007, la présence de miRNAs dans le 

sang d’un patient atteint d’un lymphome a été mis en évidence (Lawrie et al., 2008). Une autre 

étude a permis d’observer une augmentation des taux des miRs-208b et -499 dans le sang de 
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patients ayant récemment subi un infarctus du myocarde (Corsten et al., 2010). Ils ont émis 

l’hypothèse que ce phénomène était lié à une libération passive de miRNAs dans les fluides 

corporels après une lésion des tissus, une apoptose cellulaire ou une nécrose. Par la suite, le 

champ d’observation des miRNAs circulants dans les fluides biologiques (sang, salive, urine) 

s’est élargi.  

Valadi et ses collaborateurs ont d’abord révélé la présence de petits ARN (ARNm et 

miRNA) à l’intérieur des exosomes (ou nano-vésicules extracellulaires) utilisés pour la 

communication paracrine entre les cellules (Valadi et al., 2007). Ensuite, Hunter et son équipe 

ont mis en évidence la présence de miRNAs dans les exosomes circulants cette fois-ci dans le 

plasma des patients (Hunter et al., 2008). Les miRNAs circulants sont en fait conditionnés au 

sein d’exosomes, ce qui les rend très stables (Turchinovich et al., 2011, 2012). Les exosomes 

sont des petites vésicules membranaires de taille nanométrique (40-100 nm) d’origine 

endosomale et libérées par les cellules dans l’environnement extracellulaire. Ces nano-

vésicules pourraient constituer une méthode de communication entre les cellules. En effet, a 

l’heure actuelle, les exosomes sont étudiés dans plusieurs processus cellulaires tels que la 

présentation d’antigènes aux cellules T et les métastases (Lakkaraju and Rodriguez-Boulan, 

2008). Pratiquement tous les types cellulaires sont capables de libérer des exosomes, et la 

composition lipidique et protéique des membranes vésiculaires peut être un indicateur de 

l’origine et de la fonction de l’exosome. Les miRNAs circulants au sein des exosomes 

pourraient donc servir de biomarqueurs des cancers (Wittmann and Jäck, 2010). Leur rôle précis 

devra toutefois être bien établi, ce qui n’est pas le cas à ce jour.  

Ces dernières années, de nombreuses études ont été publiées sur la manière de détecter 

les miRNAs dans les fluides corporels dans le but de standardiser la détection des miRNAs à 

des fins d’outils de diagnostic clinique (Larrea et al., 2016; de Planell-Saguer and Rodicio, 

2013). Le gold-standard est représenté par les méthodes d’amplification (Chen et al., 2005; 

Schmittgen et al., 2008), suivies par des méthodes basées sur l’hybridation (Hanna et al., 2012; 

Nelson et al., 2006) et les microarrays (Li and Ruan, 2009). Des méthodes plus récentes sont 

elles basées sur l’électrophorèse et la spectrométrie de masse (Khan et al., 2016). A cet égard, 

avant de transposer des technologies avancées comme le profilage sérique des miRNAs en 

clinique, il convient de normaliser ces techniques : utiliser les mêmes méthodes d’extraction, 

les mêmes miRNAs cibles et les mêmes fluides corporels.  

Un autre aspect important, essentiel dans la détection de miRNAs 

diagnostiques/pronostiques, est de déterminer quels miRNAs sont spécifiques à chaque type de 
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cancer et de comprendre leurs rôles au sein de la progression tumorale. Plus précisément, 

déterminer s’ils ont un rôle oncogène ou suppresseur de tumeur.  

 Par exemple, le miR-1 a été décrit comme un facteur important dans le développement 

des muscles squelettiques et myocardiques, et il agit comme suppresseur de tumeur dans 

plusieurs cancers (poumon, carcinome hépatocellulaire, colon …). Le miR-1 est sous-exprimé 

dans l’ensemble de ces tumeurs malignes. Il a la capacité de cibler plusieurs gènes codant des 

protéines impliquées dans le développement et la prolifération du cancer (Novello et al., 2013; 

Xu et al., 2014)  

 Au contraire, il existe aussi des miRNAs qui favorisent le développement et la 

progression tumorale. Le miR-10b est surexprimé dans plusieurs cancers. Il agit comme 

oncogène, en favorisant la migration et l’invasion des cellules (Ma et al., 2007).  

5. Rôles des miRNAs au cours du développement des tissus osseux 

et cartilagineux  

Comme nous l’avons mentionné, les miRNAs jouent un rôle dans les processus 

pathologiques, mais également physiologiques comme dans le développement osseux. 

L’ostéogenèse est un processus complexe caractérisé par une homéostasie entre la dégradation 

et la synthèse du tissu osseux. Cette homéostasie est régulée par deux types cellulaires 

majoritaires, les ostéoblastes et ostéoclastes. Cette activité est sous le contrôle d’un réseau de 

signalisation élaboré. Des études se sont penchées sur le rôle des miRNAs dans le 

développement osseux. Parmi les miRNAs découverts, 22 ont été identifiés comme inhibiteur 

de la voie de différenciation des ostéoblastes induite par la BMP-2 (« Bone morphogenetic 

factor-2 ») (Li et al., 2008). Au contraire, les miR-378, miR-322 et miR-196a ont été identifiés 

comme étant impliqués dans la signalisation de la BMP-2 en favorisant la différenciation 

ostéogénique induite par la BMP-2. D’autres voies, comme la voie de signalisation Wnt/β-

caténine, Notch et TNF-α (« Tumor Necrosis Factor ») impliquées dans l’ostéogenèse sont 

régulées par différents miRNAs favorisant la différenciation ostéogénique des CSMs (Peng et 

al., 2016). Par exemple, le miR-346 favorise la différenciation ostéogénique des CSMs en 

ciblant la « Glycogen Synthase Kinase-3β » (GSK-3β), qui est essentielle dans l’activation de 

la β-caténine (Logan and Nusse, 2004). D’autres études indiquent que des niveaux élevés de 

miR-34a inhibent la voie de signalisation Notch, ce qui entraîne l’expression de RUNX2, 

Ostérix et BGLAP (« Bone Gamma-Carboxyglutamate Protein »), qui sont indispensables à 

l’ostéogenèse (Sun et al., 2014a). Le miR-21 favorise la différenciation ostéogénique des CSMs 
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tandis que le TNF-α qui inhibe la différenciation ostéogénique, inhibe également l’expression 

du miR-21  (Yang et al., 2013). D’autres miRNAs vont inhiber l’ostéogenèse des CSMs. Ainsi, 

l’expression du miR-206 diminue pendant la différenciation des ostéoblastes alors que sa 

surexpression inhibe la différenciation des ostéoblastes (Inose et al., 2009).  

Il existe également des inducteurs et des inhibiteurs de miRNAs qui régulent le 

processus d’ostéoclastogenèse (Ji et al., 2016). Des études ont montré que les membres de la 

famille du miR-29 sont surexprimés au cours de l’ostéoclastogenèse pour former des 

monocytes de moelle osseuse. Cette surexpression a également entraîné une augmentation des 

marqueurs des ostéoclastes comme la phosphatase acide tartrate-résistante (TRAP (« Tartrate-

Resistant Acid Phosphatase » )) et la cathepsine K (Franceschetti et al., 2013). En revanche, 

l’inhibition du miR-223 a bloqué l’engagement et la migration des progéniteurs des ostéoclastes 

(Sugatani and Hruska, 2007). 

Enfin, pour la chondrogenèse, des études récentes ont mis en évidence que le miR-140, 

régulé par SOX9, cible négativement l’histone désacétylase 4 (HDAC4), particulièrement 

exprimée dans les chondrocytes hypertrophiques. HDAC4 régule l’hypertrophie des 

chondrocytes en inhibant l’expression de RUNX2. Lorsque le miR-140 se lie à l’ARNm 

d’HDAC4, l’inhibition de l’expression de RUNX2 est levée entraînant l’hypertrophie des 

chondrocytes, processus impliqué dans l’ossification endochondrale (Papaioannou et al., 2015). 

En revanche, le miR-145 cible le gène SOX9 pour inhiber l’expression des gènes spécifiques 

du cartilage et du miR-140 favorisant ainsi l’expression de RUNX2 (Martinez-Sanchez et al., 

2012).  

Même si plusieurs miRNAs impliqués dans le développement physiologique des tissus 

osseux et cartilagineux ont été mis en évidence, de nombreux autres restent à découvrir. En ce 

qui concerne leur implication pathologique, il est de plus en plus clair que le schéma 

d’expression des miRNAs évolue au cours de la progression des tumeurs osseuses primaires 

comme le CS ou l’OS (Nugent, 2015). 

6. MiRNAs et tumeurs osseuses primaires 

a. MiRNAs et chondrosarcome  

Aujourd’hui, des études ont pu mettre en évidence un certain nombre de miRNAs 

dérégulés dans le CS (Chang et al., 2015; Palmini et al., 2017; Pu et al., 2016; Yoshitaka et al., 

2013) (Tableau IV). En revanche, les cibles des miRNAs ne sont pas toujours identifiées, 
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tandis que d’autres commencent à être bien connues. Pour le miR-30a, par exemple, il a été 

rapporté qu’il pourrait réduire la prolifération, la migration et l’invasion des cellules tumorales 

de CS (Lu et al., 2015). Son expression est également inversement corrélée avec le grade de la 

tumeur. Cela signifie que dans les stades avancés du CS, le niveau de miR-30a est très faible. 

Les auteurs ont mis en évidence que l’une des cibles du miR-30a était le gène SOX4. En résumé, 

l’étude a mis en évidence que le miR-30a joue un rôle suppresseur de tumeur en régulant 

l’expression de SOX4 qui a lui un rôle potentiel d’oncogène dans les cellules de CS (Lu et al., 

2015). Par la suite, une autre étude sur le miR-30a dans le CS a mis en évidence une régulation 

négative de RUNX2 (Jiang et al., 2016).  

SOX9, un autre membre de la famille des SOX, est surexprimé et impliqué dans le CS 

(Kamachi and Kondoh, 2013). Une étude a montré que l’inhibition de son expression augmente 

l’apoptose (Ikegami et al., 2011). L’un des gènes régulés par le facteur de transcription Sox9 

est ETV5 (« ETS Variant Transcription Factor 5 »), un effecteur de la TEM et une cible 

métastasique dans le cancer. Par ailleurs, une équipe à étudié la régulation de ces deux gènes et 

a découvert que le miR-145, dont le niveau d’expression est réduit dans le CS, cible et inhibe 

l’expression de SOX9. Cette inhibition de SOX9 empêche l’expression en aval d’ETV5, qui lui-

même n’induit plus l’expression de la MMP2 impliquée dans l’invasion tumorale. Par 

conséquent, le miR-145 inhibe le potentiel métastasique des cellules CS (Mak et al., 2015).  

Tableau IV : MiRNAs dérégulés dans le chondrosarcome (d’après Palmini et al., 2017). 

Les MMPs jouent un rôle déterminant dans la dissémination des métastases. Plusieurs 

études ont rapporté que parmi les MMPs, la MMP-2 serait la plus critique car elle dégrade le 

collagène de type IV qui compose les lames basales (Stetler-Stevenson, 2001). Tsai et ses 

collaborateurs ont aussi apporté la preuve que le potentiel migratoire du CS augmentait 

significativement en cas de surexpression de MMP-2 et que les niveaux concomitants du miR-



 135 

519d étaient très faibles. Lorsque les niveaux d’expression du miR-519d sont rétablis, 

l’expression de MMP-2 et la capacité invasive de la tumeur diminuent (Tsai et al., 2015).  

Le miR-125b pourrait agir comme suppresseur de tumeur en inhibant le métabolisme 

glucidique et en ciblant l’oncogène ErbB2  « Erb-B2 Receptor Tyrosine Kinase » (Guo et al., 

2016). Le miR-125b est régulé négativement dans toutes les lignées cellulaires de CS résistantes 

à la doxorubicine. En revanche, la surexpression du miR-125b permet de restaurer la sensibilité 

des cellules à cet agent chimiothérapeutique (Guo et al., 2016).  

Un autre aspect important de la physiopathologie du CS concerne la réponse des cellules 

cancéreuses à l’hypoxie. Il a été montré que l’hypoxie et les facteurs HIFs pouvaient influencer 

l’angiogenèse mais également la synthèse de certains miRNAs (Bandara et al., 2017). Une 

équipe s’est intéressée au processus d’angiogenèse dans le CS et notamment à la chimiokine 

CCL5 (« Chemokine (C-C motif) ligand 5 ») qui induit une régulation positive de VEGF. Ce 

phénomène induit également une régulation négative du miR-199a (Liu et al., 2015). En fait, 

cette équipe a démontré que la transfection du miR-199a dans les cellules de CS supprime 

complètement l’expression de VEGF modulée par CCL5. 

Le rôle oncogène des miRNAs a également été étudié. Par exemple, une étude a mis en 

évidence une forte augmentation du niveau d’expression du miR-211 dans des biopsies de CS 

par rapport aux tissus sains adjacents (Chen et al., 2020). Ce niveau d’expression était corrélé 

au grade tumoral et à un mauvais prognostic pour le patient. Par ailleurs, les chercheurs ont 

transfecté le miRNA-211 mimétique ou son inhibiteur dans les cellules de la lignée de CS 

SW1353. Ils ont mis en évidence que le miR-211 mimétique augmente la prolifération, la 

migration et l’invasion des cellules SW1353, tandis que l’inhibiteur du miR-211 induit les effets 

inverses. Ils ont aussi identifié VHL comme une cible directe du miR-211 (Chen et al., 2020). 

L’étude de Parafioriti et al. a dressé récemment le profil d’expression des miRNAs dans 

les CS centraux selon leur grade tumoral (Parafioriti et al., 2020). Ainsi, le séquençage des 

miRNAs par NGS (« Next-Generation Sequencing ») a été effectué à partir d’une cohorte de 9 

patients atteints de CS centraux conventionnels validés histologiquement, comprenant 2 CS de 

grade I, 3 CS de grade II et 4 CS de grade III (Figure 41). 
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Figure 41 : Les 20 miRNAs les plus abondants exprimés dans les chondrosarcomes centraux 

conventionnels de grades I, II et III. Les secteurs colorés des diagrammes circulaires identifient 

chaque miRNA dans les échantillons de grade I, grade II, et grade III. Le pourcentage d'expression 
rapporté pour chaque miRNA est calculé sur le total des miRNAs identifiés dans chaque groupe. D’après 

Parafioriti et al., 2020. 

La figure 41 montre les 20 miRNAs les plus abondamment exprimés pour les CS de 

grade I, grade II et grade III de la cohorte. Ils représentent environ 80% des miRNAs les plus 

exprimés dans chaque grade. La plupart de ces 20 miRNAs sont les mêmes pour les 3 grades. 

Parmi eux, le miR-140-3p était le miRNA le plus abondant dans les groupes grade II (47,5%) 

et grade III (23,4%) et le deuxième plus abondant dans les échantillons de grade I (18,3%). Ce 

miRNA est régulé positivement par Sox9 durant la différenciation cartilagineuse. Le miR-451a 

était le plus abondant (21,8%) dans les échantillons de grade I. Il a une activité suppresseur de 

tumeur dans beaucoup de cancers et il diminue la chimiorésistance en ciblant l’ARNm de 

MDR1. Le miR-21-5p est un oncomiR sur-exprimé dans les 3 grades de CS (6 à 10%), comme 

dans de nombreux cancers (Parafioriti et al., 2020). D’après l’étude in silico, les auteurs 

indiquent que les miRNAs sur-exprimés dans les grades II et III par rapport au grade I ciblent 

la phase d’exécution de l’apoptose, les interactions avec le syndécane, la voie de signalisation 

de l’IFN, et la régulation de l’expression et de l’activité de RUNX1. Les miRNAs sous-

exprimés dans les grades II et III par rapport au grade I ciblent des voies oncogéniques 

potentielles (signalisations de ERBB2, de l’insuline et de Wnt, et l’activation des MAPK). 

b. MiRNAs et ostéosarcome 

Le rôle des miRNAs dans les OS a été plus étudié que pour le CS. 

Ainsi, un grand nombre de miRNAs agissant comme des suppresseurs de tumeur ont 

été identifiés (Tableau V). Parmi ceux-ci, le miR-26a est un miRNA impliqué dans 
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l’ostéogenèse (Li et al., 2013b) et dans la différenciation de plusieurs types cellulaires comme 

les cellules pancréatiques (Fu et al., 2013) et les cellules du muscle squelettique (Dey et al., 

2012). Il a été démontré que le taux d’expression du miR-26a est diminué par les cellules 

souches cancéreuses dérivées de l’OS. De plus, sa surexpression permet d’inhiber la 

prolifération et la croissance des cellules tumorales d’OS (Lu et al., 2017).  

 Le miR-491-5p est sous exprimé dans l’OS (Yin et al., 2017). Sa surexpression inhibe 

la croissance tumorale et induit l’apoptose en ciblant négativement le gène FOXP4 (« Forkhead 

Box P4 »). Une autre étude a montré que le miR-491-5p agit aussi négativement sur la 

prolifération des cellules d’OS en ciblant PKM2 (« Pyruvate Kinase Muscle 2 ») (Chen et al., 

2018a). 

Tableau V : MiRNAs suppresseurs de tumeurs dans l’ostéosarcome (d’après Palmini et al., 2017). 
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Le miR-205 est également un miRNA suppresseur de tumeur (Zhang et al., 2016). Sa 

transfection inhibe la prolifération dans les lignées cellulaires d’OS. Il cible le gène RUNX2, 

gène clef de l’ostéogenèse (Chen et al., 2011c).  

Certains miRs sont considérés comme des oncogènes. Ainsi, le miR-19a-3p est 

surexprimé dans l’OS. Il cible PTEN, un gène suppresseur de tumeur. Son inhibition a permis 

de rétablir l’expression de PTEN, ce qui conduit à une diminution de la prolifération cellulaire, 

favorise l’apoptose, et augmente la sensibilité des cellules d’OS au cisplatine (Zhang et al., 

2018).  

 Le miR-21 agit aussi comme un oncogène et est surexprimé dans la lignée d’OS MG63. 

Il est impliqué dans la régulation de la progression tumorale en ciblant également PTEN (Lv et 

al., 2016). Un autre miRNA, le miR-130 cible aussi PTEN. Sa transfection in vitro sur 

différentes lignées cellulaires d’OS induit une augmentation de la prolifération, de l’invasion 

et de la migration. De plus, lorsque l’expression de PTEN est inhibée dans l’OS, l’expression 

du miR-130 augmente et inversement. Cette étude montre à la fois le rôle oncogène du miR-

130 et son lien avec PTEN (Chen et al., 2016). 

D’autres miRNAs, au contraire, inhibent la chimiorésistance et la radiorésistance des 

OS (Palmini et al., 2017; Song et al., 2009) (Tableau VI).  

En ce qui concerne une induction de la radiosensibilité par les miRs, une équipe a 

découvert que le miR-328-3p est sous-exprimé dans l’OS et sa surexpression rétablit la 

radiosensibilité des cellules. Le miR-328-3p inhibe la prolifération et favorise l’apoptose 

induite par l’irradiation. L’étude a montré que l’histone H2AX est une cible directe du miR-

328-3p (Yang et al., 2017). Le miR-513a-5p rétablit aussi la sensibilité des cellules aux rayons 

ionisants (Dai et al., 2018). 

De nombreux patients atteints d’OS présentent aussi une résistance à la chimiothérapie. 

Des investigations se sont donc intéressées aux mécanismes impliqués dans cette résistance et 

le rôle des miRNAs dans la résistance. Ainsi, le miR-92a ciblant Notch permet également 

d’augmenter la sensibilité des cellules d’OS au cisplatine (Liu et al., 2018). Un autre miRNA, 

le miR-34a augmente la sensibilité au cisplatine en favorisant l’activation des voies de 

signalisation c-myc et Bim (Li et al., 2017). La transfection par le miR-340 permet aussi de 

réduire la résistance des cellules au cisplatine en ciblant ZEB1 (« Zinc Finger E-Box Binding 

Homeobox 1 ») (Yan et al., 2018). Une autre étude a également montré qu’après le traitement 

des cellules d’OS par le ciplatine et la doxorubicine, l’expression du miR-140-5p augmente. 
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Ce miRNA cible l’inositol 1,4,5-triphosphate kinase 2 (IP3k2). Il stimule l’autophagie et 

augmente la mort des cellules (Wei et al., 2016).  

 

Tableau VI : Rôles des miRNAs dans l’ostéosarcome en réponse à la chimiothérapie et à la 

radiothérapie (d’après Palmini et al., 2017). 

L’ensemble des miRNAs présentés ci-dessus est une liste non exhaustive des miRNAs 

étudiés dans les sarcomes osseux. Ces études ont permis d’identifier des cibles thérapeutiques 

potentielles pour développer de nouveaux médicaments anti-cancéreux. En outre, les miRNAs 

sont apparus comme des molécules qui pourraient être utilisées comme biomarqueurs 

diagnostiques et pronostiques.  
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IV. Utilisation de miRNAs thérapeutiques  

1. Le potentiel thérapeutique des miRNAs et les limites à leur 

utilisation 

Comme nous l’avons vu précédemment, les miRNAs sont exprimés de façon aberrante 

dans un grand nombre de pathologies, y compris les cancers. Naturellement, ils se sont donc 

imposés comme des cibles ou des agents thérapeutiques particulièrement intéressants. En effet, 

un miRNA possède la capacité à inhiber l’expression de nombreux gènes parfois impliqués 

dans les mêmes processus biologiques. L’inhibition d’un seul de ces gènes ne permet pas 

toujours d’être suffisant pour inhiber le processus biologique ciblé, alors qu’une inhibition de 

plusieurs points de la voie de signalisation permettrait une inhibition beaucoup plus effective 

du processus biologique. L’utilisation de miRNAs semble donc une approche prometteuse face 

aux cancers, puisque de multiples voies sont impliquées dans la résistance des cellules aux 

traitements conventionnels. Néanmoins, l’utilisation de miRNAs nécessite une connaissance 

approfondie de ses cibles pour éviter des effets hors cibles. 

L’utilisation in vivo de miRNA en clinique est une perspective encore lointaine. De 

nombreuses barrières doivent être surmontées auparavant. Pour que le miRNA soit efficace 

d’un point de vue clinique, il est primordial d’augmenter sa stabilité, notamment dans les 

fluides. En effet, les miRNAs synthétiques, et plus particulièrement les anti-miRs, sont très 

sensibles aux nucléases présentes dans les fluides biologiques. De plus, les miRNAs sont 

soumis à la filtration glomérulaire et à l’élimination dans les urines. Ainsi, les miRNAs 

synthétiques mimétiques administrés chez une souris sont éliminés seulement en 30 minutes 

après leur injection dans le sang (Trang et al., 2011). Des modifications structurelles ou 

chimiques s’imposent pour augmenter/ protéger la durée de vie des miRNAs.  

Un autre enjeu majeur de l’utilisation des miRNAs synthétiques en clinique est la 

délivrance efficace de ces outils thérapeutiques et surtout une délivrance spécifique dans les 

tissus. Chaque miRNA affecte un nombre important de cibles différentes et ils possèdent 

également des effets tissus spécifiques. Il est donc important de contrôler leur délivrance pour 

limiter au maximum les effets secondaires possibles : des effets hors cibles. Il est judicieux, 

dans le cadre des traitements de tumeurs de tester également l’effet de ces miRNAs sur le tissu 

tumoral mais également sur le tissu sain environnant de la tumeur. Par exemple, pour le CS, 

cela implique de tester également l’effet des miRNAs sur les chondrocytes non tumoraux. 
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2. Les différentes stratégies d’utilisation des miRNAs in vivo  

Les miRNAs peuvent avoir un rôle dans la progression tumorale (oncomiRs) ou au 

contraire inhiber la progression tumorale (miRs dits « suppresseur de tumeurs »). Deux 

stratégies peuvent donc être employées afin de rétablir les expressions normales de miRNAs. 

Les miRNAs oncogéniques peuvent être inhibés ou, au contraire, les miRNAs suppresseur de 

tumeurs peuvent être ré-exprimés dans les cellules cancéreuses (Iorio and Croce, 2012) 

(Tableau VII). 

 

Tableau VII : Sélection de miRNAs impliqués dans les cancers et leurs utilisations thérapeutiques 

dans des modèles précliniques (d’après Rupaimoole & Slack, 2017).  

a. Inhibition des miRNAs oncogéniques  

Plusieurs miRNAs avec des fonctions oncogéniques ont été mis en évidence comme le 

miR-155, le miR-221 et le miR-210 (Rupaimoole and Slack, 2017). Par exemple, le miR-155 

agit comme un oncomiR puissant dans les lymphomes et dans plusieurs types de tumeurs 

solides (Rupaimoole and Slack, 2017). Il régule négativement l’expression de SHIP1 

(Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 5-phosphatase 1) qui code un modulateur des 

réponses immunitaires. Il régule aussi l’expression de la kinase WEE1, qui est un régulateur du 

cycle cellulaire qui joue un rôle important dans les réponses aux dommages à l’ADN, et de 
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nombreux autres gènes impliqués dans l’homéostasie cellulaire. En outre, le miR-155 régule 

négativement l’expression du suppresseur de tumeur von Hippel-Lindau (VHL), une protéine 

impliquée dans la réponse cellulaire à l’hypoxie. La diminution d’expression de VHL entraîne 

une augmentation de l’angiogenèse et facilite la survie des cellules cancéreuses (Kong et al., 

2014). Au vu de ses nombreux effets oncogènes, l’inhibition du miR-155 avec l’antimiR-155 

(MRG-106, miRagen Therapeutics) a fait partie d’un essai clinique (NCT02580552) en 2016 

sur des patients atteints d’un lymphome cutané à cellules T (Reshetnyak et al., 2006). Les 

résultats définitifs de la phase I sont attendus pour décembre 2020. 

Différents outils ont donc été développés pour interférer avec les effets des miRs ou 

diminuer leur effet, parmi lesquels figurent les masques de miRNAs, les anti-miRNAs, les 

éponges à miRNAs ou encore de petites molécules inhibitrices.  

§ Les masques à miRNAs 

Les masques à miRNAs sont constitués d’oligonucléotides anti-sens (ASO) 

monocaténaires modifiés masquant les ARNm (Choi et al., 2007). Ils vont se lier 

spécifiquement et de façon totalement complémentaire à un ARNm cible du miRNA. Ces 

oligonucléotides simples brins complémentaires de la région 3’UTR des ARNm entrent en 

compétition avec les miRNAs (Wang, 2011). 

Les ASO sont modifiés en remplaçant l’oxygène non portants du groupe des phosphates 

par du soufre, générant ainsi des nucléotides phosphorothiorés (Figure 41). Cette modification 

augmente la stabilité des ASO à l’intérieur des cellules (en rendant les liaisons inter-

nucléotidiques résistantes à la dégradation par les nucléases), tout en conservant une activation 

suffisante de la RNase H pour le clivage de l’ARNm cible et la fonction de suppression de 

l’expression du gène cible (Rupaimoole and Slack, 2017). Les modifications supplémentaires 

des ASO qui ont été testés comprennent l’ajout d’un groupe 2’-O-méthyl aux nucléotides 

phosphorothiorés. Cette modification améliore la liaison avec l’ARNm cible, une résistance 

significative aux nucléases et une plus grande stabilité in vivo (Geary et al., 2001). 

§ Les antimiRs 

Pour parvenir à une perte de fonction des miRNAs, des oligonucléotides anti-miRs 

chimiquement modifiés ont été développés (Garzon et al., 2010; Weiler et al., 2006). Les 

antimiRs sont structurellement similaires aux ASO. La propriété mise en avant pour ces 

oligonucléotides est leur spécificité et leur grande affinité de liaison aux miRNAs cibles qui 

leur permet d’induire un blocage fonctionnel du miRNA ciblé (Rupaimoole and Slack, 2017). 
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Des études ont examiné différents types de modifications des antimiRs qui avaient été 

précédemment développés pour les ASO. Par exemple, une modification 2’-O-méthoxyéthyl 

de l’anti-miR-122 a permis d’améliorer la modulation de la cible par rapport aux antimiRs non 

modifiés (Esau et al., 2006). Un antimiR modifié par un « peptide d’insertion à faible pH » 

(pHLIP ; Figure 42) a aussi été utilisé pour inhiber l’oncomiR miR-155 dans les lymphomes 

(Babar et al., 2012). Ces acides nucléiques conjugués à des peptides pénètrent dans les cellules 

cancéreuses in vivo en profitant du faible pH du microenvironnement de la tumeur. Ce faible 

pH entraîne un changement conformationnel du pHLIP permettant son insertion dans la 

membrane de la cellule cancéreuse. Lors de l’insertion dans les cellules, la libération de 

l’antimiR est facilitée par le clivage de la liaison disulfure dans le cytosol (Rupaimoole and 

Slack, 2017).  

D’autres modifications structurales existent avec des antimiRs modifiés avec des LNA 

(« Locked Nucleic Acid ») dont le but est aussi de renforcer la stabilité des oligonucléotides 

(Figure 42) (Vester and Wengel, 2004). 

§ Les éponges à miRNAs 

Une approche intéressante pour inhiber l’action des miRNAs est de saturer leurs liaisons 

avec des ARNm cibles compétiteurs (Ebert et al., 2007). Des transgènes inhibiteurs de miRNAs 

ont été développés, appelés « éponges à miRNAs ». Ces éponges contiennent de multiples sites 

de fixation pour les miRNAs endogènes. De ce fait, la probabilité que les miRNAs endogènes 

atteignent leur ARNm cible est diminuée. L’avantage de ces éponges est leur capacité à piéger 

plusieurs miRNAs d’une même famille ayant une « seed région » identique (Ebert et al., 2007). 

Ces éponges se sont révélées plus efficaces que les antimiRs. 

Plus récemment, il a été découvert que les longs ARNs non codant (lncRNA) pouvaient, 

en plus de réguler l’expression de nombreux gènes, jouer un rôle d’éponge à miRNAs (Lin, 

2020). 

§ Les SMIRs 

Les SMIRs (« Small Molecule Inhibitor to target specific miRNAs ») vont inhiber la 

production de miRNAs en agissant sur leur voie de biosynthèse  (Melo et al., 2011). 
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Figure 42 : Résumé des étapes clefs pour le développement de miRNAs thérapeutiques (d’après 

Rupaimoole 2017). 

b. Réexpression des miRNAs suppresseurs de tumeurs 

Les miRNAs suppresseur de tumeurs sont en général sous-exprimés dans les tissus 

cancéreux. Dans ce cas, des miRNAs synthétiques appelés miRNAs mimétiques peuvent être 

ré-introduits dans les tissus atteints pour rétablir l’expression normale des miRNAs (Bader et 

al., 2010). Ces miRNAs synthétiques sont des ARNs double-brins, le brin guide est identique 
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au miRNA suppresseur de tumeur dont l’expression est perdue. Le brin passager subira 

quelques modifications chimiques afin d’être plus stable. Les miRNAs mimétiques sont aussi 

pris en charge par le complexe RISC pour pouvoir réguler l’expression génique. Parmi les miRs 

dérégulés dans le cancer, certains ont particulièrement retenus l’attention comme la famille du 

miR-34 (Rupaimoole and Slack, 2017). Le miR-34a, l’un des membres de la famille le plus 

étudié, joue un rôle dans l’apoptose. Son réseau d’ARNm cibles affecte l’expression de 

protéines du cycle cellulaire, telles que la kinase 4 dépendante des cyclines (CDK4) et CDK6, 

des protéines anti-apoptotiques telles que Bcl-2 et des protéines liées aux métastases telles que 

NOTCH, c-Myc et AXL (« Tyrosine-protein kinase receptor UFO ») (Rupaimoole and Slack, 

2017). Etant donné le grand nombre d’ARNm oncogènes dont l’expression est diminuée par le 

miR-34, une grande attention a été portée aux thérapies destinées à rétablir l’expression du miR-

34 au sein des cellules cancéreuses en clinique (Bader, 2012). 

L’utilisation des miRNAs mimétiques est plus délicate que celle des anti-miRs. En effet, 

il a été émis l’hypothèse que l’on pourrait se retrouver dans une situation de déséquilibre 

stoechiométrique avec un plus grand nombre de miRNAs mimétiques par rapport au nombre 

de complexes RISC disponibles (Grimm et al., 2006). Ce déséquilibre pourrait saturer la 

machinerie enzymatique et donc conduire à limiter l’efficacité des miRNAs mimétiques 

suppresseurs de tumeurs.  

3. Système de délivrance de miRNAs thérapeutiques 

De nombreuses barrières se dressent face à l’utilisation des miRNAs thérapeutiques en 

clinique (van Rooij and Kauppinen, 2014; Rupaimoole and Slack, 2017). Leur délivrance 

spécifique au tissu cible impose un certain nombre de contraintes. De nombreux systèmes de 

vectorisation ont été mis en place afin d’assurer une administration la plus correcte des miRNAs 

synthétiques (Rupaimoole and Slack, 2017) (Figure 42). 

§ Les vecteurs viraux 

Les vecteurs viraux ont l’avantage d’avoir une excellente efficacité en tant que vecteurs 

de délivrance (Collins et al., 2008). Cependant, les vecteurs viraux actuels posent plusieurs 

problèmes. En termes d’utilisation pratique, il existe des différences de rendement de 

production, des restrictions de taille des transgènes dans certains vecteurs viraux, des réponses 

immunologiques de l’organisme anti-vecteurs qui limitent leur utilisation. De plus, plusieurs 

cellules cancéreuses humaines sont dépourvues de récepteurs viraux et ne peuvent donc pas 
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être sensibles à ce type d’approche (Thomas et al., 2003). D’un point de vue de la sécurité 

sanitaire, de nombreux virus sont toxiques et provoquent des réactions systémiques lors d’essais 

cliniques. En effet, certains essais ont mis en évidence des craintes concernant l’intégration de 

vecteurs viraux dans le génome (qui a entraîné des cas de leucémie) et des réponses 

immunitaires mortelles (Thomas et al., 2003; Yamamoto and Curiel, 2005). 

§ Poly(Lactic-co-Glycolic Acid) (PLGA) 

Les PLGA sont des polymères largement utilisés pour la délivrance de petits ARN in 

vivo. Ces polymères ont une faible cytotoxicité en raison de leur charge neutre. Le taux de 

délivrance des molécules d’ARN peut être contrôlé en modifiant la composition des particules 

de PLGA (Blum and Saltzman, 2008; Rupaimoole and Slack, 2017). Le PLGA est utilisé en 

clinique pour des sutures biodégradables et il présente un profil de sécurité élevé. Cependant, 

ses limites incluent un faible taux de charge en siRNA ou miRNA. Une étude a utilisé une 

technique de double émulsion combinant un lipide cationique amphiphile, le BHEM-

cholesterol, et des particules de PLGA, qui a permis d’augmenter l’efficacité d’incorporation 

de l’ARN interférent (Yang et al., 2011).  

§ Emulsions Lipidiques Neutres (ELN) et 1,2-dioléosyl-sn-glycero-3-

phosphocholine (DOPC) 

Parmi les systèmes de distribution à base de lipides, les ELN constituent une proportion 

significative des véhicules testés. Les ELN sont composées de 1,2-dioléosyl-sn-glycéro-3-

phosphocholine (DOPC) qui sont des liposomes à charge neutre, d’huile de squalène, de 

polysorbate et d’antioxydants. Ce sont des nanoparticules à charge neutre et à faible toxicité 

(Trang et al., 2011). L’efficacité d’administration des ELN et DOPC aux sites tumoraux reste 

néanmoins limité. Les DOPC sont passées à la phase I des essais cliniques pour les approches 

à base de siRNA (NCT01591356) 

§ “EnGeneIC Delivery Vehicle nanocells” (EDV) 

Les EDV, également appelés TargomiR sont des particules de 400 nm dérivés de 

bactéries (Rupaimoole and Slack, 2017). Ce sont des mini-cellules non viables produites par la 

dépressurisation des sites polaires de division cellulaire dans les bactéries. Il a déjà été démontré 

auparavant la capacité de ces EDV à distribuer des agents chimiothérapeutiques. Ils ont été 

modifiés avec des anticorps conjugués à leur surface, tels des anticorps anti-EGFR, pour 
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permettre un ciblage spécifique des sites de la pathologie (MacDiarmid et al., 2007; Taylor et 

al., 2015).  

§ Polyéthylèneimine synthétique (PEI) 

Le PEI est l’un des polymères de première génération étudiés pour la délivrance d’acides 

nucléiques (Akhtar and Benter, 2007). Après la formation d’un complexe avec des acides 

nucléiques, la PEI conserve une petite charge positive qui lui permet d’adhérer à la membrane 

cellulaire chargée négativement et de subir l’endocytose (Rupaimoole and Slack, 2017).  

§ Poly(Ethylene Glycol) (PEG) 

Le PEG est un polymère synthétique qui convient bien aux applications biomédicales 

en raison de sa grande solubilité dans les milieux aqueux, de sa biocompatibilité et de sa bonne 

tolérance. Les médicaments conjugués au PEG sont approuvés par la FDA. C’est l’un des 

systèmes de délivrance de siRNA les plus avancés actuellement, et des essais cliniques sont en 

cours (Rupaimoole and Slack, 2017). Les acides nucléiques sont conjugués au PEG via une 

liaison disulfure (Kim et al., 2006). Ces particules ont montré une efficacité supérieure au 

système PEI. Ces conjugués ont ensuite été modifiés par une liaison à la cyclodextrine, un 

polymère de glucose qui a été largement utilisé dans des formulations médicales ; et les 

molécules résultantes ont été utilisées dans le premier essai clinique utilisant des siRNAs anti-

cancéreux. L’essai a malheureusement été interrompu en raison d’une toxicité limitant la dose 

(Davis et al., 2010). 

§ Les dendrimères  

Les dendrimères sont des acides nucléiques conjugués à la poly(amidoamine) ou à la 

poly(propylénimine) (Rupaimoole and Slack, 2017). Ces molécules ont montré une grande 

efficacité dans la délivrance d’acides nucléiques tels que les siRNAs dans des études chez la 

souris. Cependant, en raison de leur charge cationique, elles sont souvent associées à une 

toxicité (Duncan and Izzo, 2005). 

§ N-acétyl-D-galactosamine 

Les siARN ou les miARN mimétiques peuvent être conjugués à la N-acétyl-D-

Galactosamine (GalNAc), ce qui conduit à leur absorption dans les cellules par endocytose à 

médiation par la clathrine (Rupaimoole and Slack, 2017). Un avantage des conjugués GalNAc 

est qu'ils peuvent être délivrés sans avoir besoin de molécules porteuses supplémentaires telles 
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que des lipides (Nair et al., 2014). Les conjugués GalNAc-miARN, tels que RG-101 et RG-125 

(Regulus Therapeutics), ont ainsi été évalués en essai clinique. Les essais sur le RG-101 ont été 

interrompus car une grande quantité de bilirubine (provenant de la destruction des globules 

rouges) a été découvert dans le sang des patients. Les essais sur le RG-125 sont également 

interrompus. 

§ Chitosan et Cyclodextrine 

D’autres polymères tels que la cyclodextrine (polymère de glucose) ou le chitosan 

(polymère cationique dérivé de la chitine) ont été utilisés pour délivrer des siRNAs lors d’essais 

pré-cliniques ou cliniques (Rupaimoole and Slack, 2017). La cyclodextrine a été utilisée lors 

d’essais cliniques mais a été interrompue à cause d’une cytotoxicité limitant la dose. 

4. Essais cliniques avec des miRNAs mimétiques ou des antimiRs 

Les principaux défis à relever pour transposer ces systèmes d’administration en clinique 

sont les effets immunostimulants potentiels et l’absence de ciblage spécifique des sites de la 

maladie. Une évaluation minutieuse des données de toxicité et des cibles des miRNAs est 

nécessaire pour éviter les échecs précoces lors des essais cliniques (Kalariya et al., 2017; 

Mandilaras et al., 2017; Rupaimoole and Slack, 2017) (Tableau VIII).  

a. Exemples d’essais cliniques avec des miRNAs mimétiques 

ou des antimiRs 

Le premier essai clinique, débuté en 2013, avec des miRNAs mimétiques concerne le 

miR-34 mimic (MRX34), encapsulé dans des nanoparticules de lipides. Au préalable, plusieurs 

études précliniques utilisant le miR-34 ont démontré son potentiel anticancéreux. Ainsi, 

l’encapsulation du miR-34 dans des nanoparticules de lipides a montré des résultats prometteurs 

dans des modèles murins de cancer du foie (Wiggins et al., 2010), de la prostate (Liu et al., 

2011) et du poumon (Trang et al., 2011). Cet outil thérapeutique a alors été testé dans un essai 

clinique de phase I (NCT01829971) dans plusieurs tumeurs malignes solides et 

hématologiques. Cet essai clinique a été stoppé, fin 2016, à cause d’effets secondaires 

immunitaires sévères. 

Les essais cliniques les plus développés avec les antimiRs sont ceux pour inhiber le 

miR-122. Le LNA-antimiR-122 (Miravirsen) est ainsi entrée en phase II des essais cliniques 

pour le traitement des patients atteints d’hépatite C (Janssen et al., 2013).  
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Plus récemment, deux autres essais cliniques de phase I avec le miR-29 mimic (MRG-

201 ; miRagen Therapeutics) chez des patients atteints de sclérodermie et avec l'antimiR-155 

(MRG-106 ; miRagen Therapeutics) chez des patients atteints de lymphome cutané à cellules 

T ont été lancés (NCT02603224 et NCT02580552 respectivement).  

Tableau VIII : Liste de miRNAs thérapeutiques en essais cliniques (d’après Rupaimoole & Slack, 

2017). 

Le dernier miRNA-mimétique à entrer au stade d'essai clinique à ce jour est le miR-16-

mimic. L’essai clinique (NTC023651158) utilise la technologie TargomiRs avec le miR-16 

mimic (MesomiR-1 ; EnGeneIC) conditionné dans des EDV, chez des patients atteints de 

mésothéliome pleural malin ou de cancer avancé du poumon non à petites cellules. Les EDV 

sont conjuguées à un anticorps spécifique anti-EGFR pour cibler les cellules cancéreuses 

vasculaires. Il s'agit d'une nouvelle méthode d'administration de médicaments développée 

comme alternative aux méthodes basées sur les liposomes ou les nanoparticules, fréquemment 

utilisées pour délivrer les ARNm (MacDiarmid et al., 2007). Les résultats préliminaires de cet 

essai clinique ont démontré une réponse partielle sur 16 patients au bout de 8 semaines 

d'évaluation, mais avec une importante réaction inflammatoire comme avec le miR-34 mimic 

encapsulé dans des liposomes (Mandilaras et al., 2017). 
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b. Etudes pré-cliniques avec des miRNAs chez le CS  

A notre connaisssance, aucune étude clinique incluant des miRNAs pour le traitement 

du CS n’a été menée à ce jour. Cependant, des études précliniques ont été publiées dans 

quelques modèles de xénogreffes de cellules de CS avec des miRNAs : miRs -494, -129-5p, -

21-5p, -143/145 (classés dans l’ordre de leur publication) et également avec l’anti-miR-181a. 

In vivo, les sur-expressions des miRNAs varient d’une étude à une autre et sont en général 

réalisées par des vecteurs lentiviraux. Les xénogreffes sont réalisées dans presque toutes les 

études en site sous-cutané chez des souris immunodéficiantes (nude, ou NOD-SCID moins 

couramment).  

Un article de 2015 rapporte que le miR-494 est sous-exprimé dans des tissus de CS et 

dans la lignée de CS SW1353 (Li et al., 2015a). Par ailleurs, la transfection du miR-494 a inhibé 

la migration et l’invasion des cellules SW1353. De plus, les chercheurs ont identifié SOX9 

comme une cible directe du miR-494. Enfin, l’étude a montré que le miR-494, lorsqu’il est sur-

exprimé de façon stable (procédure non décrite) dans les cellules SW1353, inhibe la croissance 

tumorale de xénogreffes sous-cutanées des cellules SW1353 chez des souris nude.  

Pour résumer l’étude de Zang et al. (Zhang et al., 2017), le miR-129-5p inhibe la 

prolifération et l’invasion de cellules de CS (SW1353 et JJ012) en ciblant la voie de 

signalisation SOX4/Wnt/b-Catenin. L’étude a montré par ailleurs que le miR-129-5p 

ralentissait la progression tumorale en ciblant SOX4 dans un modèle de xénogreffe sous-

cutanée de cellules SW1353 et JJ012 chez la souris nude. Les cellules ont été transfectées au 

préalable à leur greffe avec un vecteur d’expression plasmidique codant le miR-129-5p, des 

siRNAs ciblant SOX4 et l’ADNc de SOX4.  

Une autre étude a démontré que le miR-21-5p, en ciblant CCR-7 (« C-C chemokine 

receptor 7 »), inhibait la signalisation de STAT3 et de NF-kB, et qu’il prévenait de ce fait la 

prolifération cellulaire, la migration, l’invasion et la TEM des cellules de CS (Li et al., 2019a).  

La transfection du vecteur lentiviral du miR-21-5p dans des cellules SW1353 a par ailleurs 

inhibé la formation de xénogreffes sous-cutanées chez la souris nude.  

Les miRs -143-3p et -145-5p dérivent du même précurseur. Urdinez et al. ont montré 

récemment que leur niveau d’expression est inversement corrélé au grade tumoral des CS et 

que le miR-145-5p circulant pouvait être, en particulier, un biomarqueur diagnostique (Urdinez 

et al., 2020). De plus, ces auteurs ont montré que leur transfection transitoire ou la surexpression 

de leur précurseur (cloné dans un vecteur lentiviral dont l’expression est inductible par la 
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doxycycline) atténuent les propriétés malignes des lignées de CS SW1353 et JJ012 in vitro. 

Pour la partie in vivo, la particularité de leur étude est qu’ils ont utilisé un modèle de xénogreffe 

de CS de la lignée JJ012 implanté en site orthotopique paratibial, donc plus proche de la 

physiopathologie des CS. Ce modèle leur a permis de montrer que la surexpression inductible 

du précurseur des 2 miRs inhibe la croissance tumorale, mais n’affecte pas la propagation de 

métastases pulmonaires. Ils ont aussi mis en évidence que le gène Fascin-1, cible des miRs-

143/145, contribuait à la malignité des CS. 

L’étude de Sun et al. a identifié le miR-181a comme oncomiR qui favorise la 

progression du CS en inhibant RGS16 (« Regulator of G-protein Signaling 16 » ) (Sun et al., 

2015a). De plus, l’anti-miR-181 inhibe l’angiogenèse, la croissance tumorale, l’activité de la 

MMP-1 et la formation de métastases dans un modèle de xénogreffe sous-cutanée de la lignée 

de CS CS-1. Pour obtenir ces résulats, les auteurs de l’étude ont utilisé des cellules 

préalablement transfectées de façon stable avec un vecteur lentiviral exprimant l’anti-miR-

181a. Plus récemment, cette équipe a utilisé des nanoparticules pour délivrer des 

oligonucléotides anti-miR-181a et a obtenu les mêmes résultats (Sun et al., 2019b). 

 

c. Etudes pré-cliniques avec des miRNAs chez l’OS 

A notre connaissance, aucun essai clinique utilisant des miRNAs pour le traitement de 

l’OS n’a été initié. Cependant, il existe beaucoup d’études précliniques avec des miRNAs dans 

l’OS. La majorité des études utilisent des lignées cellulaires d’OS pour réaliser des xénogreffes 

sous-cutanées chez des souris nude. Néanmoins, quelques travaux ont vérifié l’efficacité des 

miRNAs pour le traitement des OS en utilisant des modèles orthotopiques, en site paratibial ou 

intratibial chez la souris, soit des modèles plus proches du microenvironnement tumoral des 

OS. Seuls quelques travaux seront développés, dont ceux qui ont étudié les miR-491-5p et -16-

1-3p testés durant mon projet de thèse. 

Chen et al. ont montré que le miR-134 inhibe l'invasion et les métastases des cellules 

d’OS en ciblant MMP1 et MMP3 in vitro et in vivo (Chen et al., 2019). Les chercheurs ont 

utilisé une transfection stable avec un vecteur lentiviral pour sur-exprimer le miR-134 dans la 

lignée SaOS-2 avant de réaliser la xénogreffe des cellules en sous-cutané chez la souris nude.  

Des expérimentations, réalisées in vitro et in vivo avec des lignées d’OS, ont montré 

que la sur-expression stable du miR-491-5p diminue l’invasion tumorale, la formation de 

métastases pulmonaires et la croissance des tumeurs primaires, alors qu’elle favorise 
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l’inhibition de la croissance tumorale et l’apoptose induites par le CDDP (Wang et al., 2017). 

En revanche, la sur-expression stable d’un oligonucléotide antisens du miR-491 a eu l’effet 

inverse. Les chercheurs ont suivi la croissance tumorale des OS après injection en sous-cutané 

chez la souris nude des cellules SaOS-2 et MG63 sur-exprimant le miR-491 ou son antisens. 

Pour obtenir des métastases pulmonaires, ils ont injecté les cellules modifiées génétiquement, 

soit dans la cavité intramédullaire du tibia (lignée 143B), soit dans la veine caudale (lignées 

MG63 et SaOS-2). L’étude a montré par ailleurs que le miR-491-5p cible l’ARNm de CRYAB 

qui code pour l’alpha-B-cristalline, une protéine qui inhibe l’apoptose et qui contribue à 

l’architecture intracellulaire. 

Un autre travail a comparé l’effet de 3 miRNAs issus de 2 loci (Maximov et al., 2019). 

La sur-expression stable du miR-16-5p dit « guide », et surtout des miRs -16-1-3p et -16-2-3p 

dits « passagers », dans les cellules de la lignée d’OS HOS a réduit drastiquement la capacité 

des cellules à former des colonies en agar et leur indépendance à l’ancrage. La sur-expression 

du miR-16-2-3p, mais pas des 2 autres miRNAs, a sensibilisé les cellules HOS au cisplatine et 

à la doxorubicine. La sur-expression du miR-16-1-3p ou du miR-16-2-3p a complètement aboli 

la capacité des cellules HOS à former des tumeurs sous-cutanées chez la souris NOD/SCID, 

alors que la sur-expression du miR-16-5p réduit seulement cette capacité. La sur-expression 

des 3 miRNAs a aussi significativement réduit la taille des tumeurs après la xénogreffe des 

cellules HOS en site intratibial chez la souris NOD-SCID, avec un effet très marqué du miR-

16-2-3p. Faute de pouvoir sélectionner des clones stables sur-exprimant le miR-16-1-3p, les 

chercheurs ont seulement pu valider une partie de ces résultats avec une autre lignée d’OS 

KHOS. Toutefois, ils ont aussi réalisé des xénogreffes en sous-cutané avec des cellules KHOS 

avec des éponges à miRNA pour chacun de ces 3 miRNAs. Les résultats n’ont toutefois pas 

montré d’augmentation significative du volume tumoral, mais une augmentation du nombre de 

métastases pulmonaires avec ces éponges. 

Des études ont aussi permis de caractériser des miRNAs oncogènes dans l’OS in vivo, 

comme par exemple le miR-184 (Du et al., 2018). La sur-expression du miR-184 par un vecteur 

lentiviral dans des cellules d’OS in vitro augmente les capacités prolifératives et invasives des 

cellules (lignées U-2OS et 143B). L’effet de cette sur-expression a également été étudié in vivo 

dans un modèle de xénogreffe orthotopique en site intratibial chez la souris nude. La sur-

expression du miR-184 augmente le volume tumoral et les niveaux de b-caténine phosphorylée. 

Par contre, la sur-expression d’un oligonucléotide inhibiteur du miR-184 produit les effets 

inverses in vivo. 
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Plusieurs travaux ont montré que la sur-expression du miR-34a inhibe la prolifération 

et la tumorignèse des cellules d’OS in vitro et in vivo. De façon plus originale, une étude s’est 

intéressée à son administration par voie systémique pour contrôler la progression tumorale. Les 

auteurs ont généré et purifié un plasmide d’expression du pré-miR-34a (tRNA/miR-34a) 

comme décrit dans leur recherche précédente (Wang et al., 2015). Ils ont mis en évidence que 

le tRNA/miR-34a inhibe de manière significative la prolifération des cellules d’OS 143B et 

MG-63, ce qui a été attribué à l’induction de l’apoptose et un arrêt du cycle cellulaire en phase 

G2 (Zhao et al., 2016).  Le promédicament tRNA/miR-34a a ensuite été préparé à l’aide de 

l’agent in vivo-jetPEI, puis injecté en intraveineuse chez des souris nude porteuses de tumeur 

d’OS en site orthotopique (cellules 143B injectées sous le périoste d’un tibia). Le tRNA/miR-

34a a été injecté dans la veine caudale à partir du 9ème jour après la greffe, puis tous les 2-3 

jours jusqu’au 22ème jour lorsque les souris ont été sacrifiées. Ces injections ont réduit de 

manière significative la croissance tumorale.  
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E.  Utilisation des bactéries en thérapie anti-

cancéreuse 

I. Le potentiel thérapeutique des bactéries  

1. Lien entre bactéries et tumeurs (historique) 

La première bactérie à avoir eu un effet sur des cellules cancéreuses appartient au genre 

Clostridium (Baban et al., 2010). En 1813, une régression tumorale a été observée chez des 

patients présentant une « gangrène gazeuse » concomitante causée par C. perfringens. Les 

Clostridia sont des bactéries à Gram positif, sporulées, anaérobies obligatoires et de 

nombreuses souches sont pathogènes. Il a été maintenant établi que, pour de nombreuses 

espèces de Clostridium, lorsqu’elles sont injectées sous forme de spores, elles germent 

seulement dans un environnement anaérobie approprié. En effet, le genre Clostridium est 

strictement anaérobie et la grande majorité des espèces peuvent produire des spores permettant 

la survie, mais pas la croissance dans des conditions normoxiques. Lorsque les conditions sont 

favorables, ses spores peuvent germer et être métaboliquement actives. De plus, les Clostridia 

utilisées sont généralement sensibles à une large gamme d’antibiotiques, ce qui permet de 

contrôler leur réplication à tout moment.  

Puis, un autre patient présentant un sarcome inopérable traité par le médecin W. Busch 

en 1868 fût placé dans le lit d’un patient avec une infection de la peau (érysipèle) liée à 

Streptococcus pyrogenes. Malgré son décès 9 jour plus tard, le médecin constata alors une 

régression de la tumeur primaire et des ganglions lymphatiques en une semaine (Pawelek et al., 

2003). 

Le potentiel curatif des bactéries et en particulier d’extraits bactériens dans le traitement 

de tumeurs malignes a finalement été établi par le Dr. William Colley, un jeune chirurgien de 

New-York en 1906 (Coley, 1910). A partir des observations précédentes, il utilisa des extraits 

de Streptococcus tués par la chaleur pour traiter ses patients cancéreux, puis ajouta des extraits 

inactivés de Bacillus prodigiosus (Serratia marcescens) dans sa préparation. Ce cocktail est 

connu sous le nom de « Coley’s toxins » (Wiemann and Starnes, 1994). Il a ainsi traité des 

centaines de patients avec sa toxine. Plus de 40 % d’entre eux ont eu des remissions cliniques, 

un taux qui n’est pas atteint avec la chimiothérapie moderne (Tableau IX). 
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Tableau IX : Résumé des patients traités avec les toxines de Coley avant 1940. L'évaluation a été 

limitée aux patients considérés comme inopérables au moment du traitement et qui n'ont reçu aucune 

autre thérapie que le vaccin. Les dossiers individuels des patients sont classés comme suit : A, ceux qui 
n'ont pas eu de réponse bénéfique au traitement ; B, ceux qui ont eu une réponse initiale, mais dont on 

sait qu'ils ont rechuté où dont le suivi a été perdu en moins de 5 ans ; C, ceux qui ont été rendus indemnes 

de maladie, mais dont le suivi a été perdu après au moins 5 ans, mais moins de 10 ans ; D, ceux qui ont 

été rendus indemnes de maladie, mais dont le suivi a été perdu après au moins 10 ans, mais moins de 20 
ans ; E, ceux qui ont été rendus indemnes de toute preuve clinique de maladie pendant une période d'au 

moins 20 ans (d’après Wiemann & Starnes, 1994). 

En 1935, Connell a utilisé des filtrats stériles de Clostridium histolyticum pour traiter 

des cancers avancés et a attribué la régression tumorale observée à la production d'enzymes 

protéolytiques (Connell, 1935). Par la suite, plusieurs souches de Clostridium ont été testées de 

manière extensive sur des modèles animaux ainsi que dans le cadre d’essais cliniques chez 

l’Homme, mais aucune n'a montré d'effets thérapeutiques significatifs. Ainsi, le domaine de la 

thérapie bactérienne du cancer a stagné jusqu'en 1976, jusqu’à ce que Morales, Eidinger et 

Bruce ont fait état d'un traitement réussi du cancer superficiel de la vessie avec le Bacille de 

Calmette et Guérin (BCG) (Morales et al., 2002). Aujourd'hui, le BCG est devenu le traitement 

de choix pour les cancers superficiels de la vessie à haut risque dans la plupart des pays, avec 

un taux de traitement croissant d'environ un million de patients par an (Shintani et al., 2007). 

Depuis, il a été démontré que plusieurs genres bactériens sont capables de s’accumuler 

dans les tumeurs solides et de s’y multiplier, incluant : Salmonella, Escherichia, Clostridium et 

Bifidobacterium (Forbes, 2010). L’utilisation de bactéries natives et/ou génétiquement 

modifiées seules ou en combinaison avec des agents thérapeutiques conventionnels a été testée 

dans plusieurs modèles expérimentaux de cancer. Les genres bactériens qui ont retenu le plus 

l’attention sont Listeria monocytogenes, Clostridium novyi et Salmonella (Forbes et al., 2018). 
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2. Intérêt des bactéries  

Les bactéries ont des capacités uniques qui en font des agents anticancéreux 

pratiquement "parfaits". Leur génome étant facilement manipulable, les bactéries peuvent être 

modifiées pour surmonter les limites qui entravent les thérapies actuelles contre le cancer.  

Afin de traiter efficacement les cancers, l’ingénierie cellulaire envisage la mise au point 

d’« usines robotisées » programmables (Figure 43) possédant les caractéristiques suivantes :  

- Capacité à cibler les tumeurs.  

- Produire des molécules cytotoxiques. 

- S’auto-diriger jusqu’à la tumeur. 

- Répondre à des signaux de déclenchement. 

- Détecter le microenvironnement local. 

- Produire des signaux détectables de l’extérieur. 

Les bactéries disposent de mécanismes biologiques pour remplir ces fonctions : des 

machineries de transcription et de traduction pour produire des protéines anticancéreuses, des 

flagelles pour la chimiotaxie et se propulser jusqu’au site de la tumeur, des régions spécifiques 

de promoteurs de gènes pour répondre à des signaux-stimuli moléculaires, des récepteurs 

chimiotactiques pour détecter leur microenvironnement et une machinerie pour produire des 

molécules détectables par visualisation (Forbes, 2010).  

Figure 43 : Les bactéries comme des usines robotisées « parfaites » pour lutter contre les cancers 

(d’après Forbes, 2010). 

Les bactéries peuvent agir sur les tumeurs selon différents modes d’action que nous 

détaillerons ultérieurement (Figure 44).  

- Toxicité bactérienne naturelle.  
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- Stimulation de la réponse immunitaire via l’expression d’antigènes tumoraux.  

- Bactofection ou transfert d’ADN bactérien. 

- Délivrance d’agents anti-cancéreux.  

- Extinction de l’expression génique par stratégie d’interférence par l’ARN (siRNA, shRNA, 

miRNA).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 44 : Les différentes approches thérapeutiques utilisant les vecteurs bactériens. A. 
Illustration de la colonisation préférentielle des zones hypoxiques/nécrotiques des tumeurs par des 

bactéries anaérobies obligatoires ou facultatives, généralement hors d’atteinte par les traitements 

conventionnels. B. Illustration de la bactofection : une fois dans la cellule cible, la bactérie perturbe et 

libère un vecteur plasmidique codant pour le gène thérapeutique. Le plasmide est transféré dans le noyau 
de la cellule, et la protéine thérapeutique est exprimée par le système d’expression de la cellule hôte. C. 

Vaccination par l’ADN : de la même manière que la bactofection, la bactérie délivre un plasmide codant 

un antigène exprimé par les cellules tumorales pour aider à amorcer une réponse des lymphocytes T 
contre l’antigène tumoral présent. D. Production de protéines thérapeutiques par les bactéries. Les 

bactéries vont produire et délivrer, soit dans le microenvironnement extracellulaire, soit dans les cellules 

tumorales, les agents thérapeutiques. E. Livraison d’ARN interférent par les bactéries : les bactéries 

livrent, au sein de la tumeur, des ARN interférents dirigés contre un oncogène exprimé par la tumeur 

(d’après Gardlik & Fruehauf, 2010).  
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De nombreuses expériences ont montré que les thérapies bactériennes peuvent faire 

régresser les tumeurs avec succès et favoriser la survie chez les souris. Certaines ont abouti à 

des essais cliniques (Tableau X). Cependant, de nombreux défis restent à relever avant que les 

bactéries puissent être utilisées en clinique, notamment la production limitée de médicaments, 

la toxicité bactérienne intrinsèque, l'efficacité du ciblage, l'instabilité génétique et la 

combinaison avec d'autres thérapies. Il est nécessaire d'ajuster la production des médicaments 

afin de synthétiser des médicaments à des concentrations suffisantes pour induire des effets 

thérapeutiques, mais pas à des concentrations trop élevées qui peuvent provoquer une toxicité 

systémique. Le contrôle de la toxicité bactérienne sera crucial pour garantir la sécurité et 

permettre l'approbation réglementaire (Forbes, 2010). 

Tableau X : Les essais publiés sur l'Homme utilisant des thérapies bactériennes contre le cancer 

(d’après Forbes, 2018). 

3. La colonisation bactérienne spécifique des tumeurs  

La colonisation bactérienne des tumeurs a été initialement attribuée à la nature 

hypoxique des tumeurs (Wei et al., 2008). La nature anaérobie des régions 

hypoxiques/nécrotiques des tumeurs favoriserait la croissance de bactéries anaérobies et 

facultativement anaérobies. Les zones de nécrose peuvent également fournir des nutriments tels 

que les purines pour favoriser davantage la croissance des bactéries (Al-Mariri et al., 2002). 

L’implication de la chimiotaxie bactérienne pour des composés chimio-attractifs présents dans 

les régions nécrotiques comme l’asparate, la sérine, le citrate, le ribose et le galactose, produits 

par les cellules cancéreuses quiescentes a également été suggérée comme un facteur contributif 

(Kasinskas and Forbes, 2007). Par exemple, pour Salmonella, les récepteurs à l’aspartate 
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seraient essentiels à la chimiotaxie, les récepteurs à sérine induiraient la pénétration tissulaire 

et ceux aux ribose dirigeraient les bactéries vers les zones nécrotiques (Forbes, 2010). 

De plus, la colonisation bactérienne sélective des tumeurs semble indépendante à la fois 

des espèces bactériennes et de l’origine de la tumeur. La nature irrégulière des vaisseaux 

sanguins des tumeurs pourrait être un facteur responsable de ce phénomène. En se développant, 

les tumeurs favorisent l’angiogenèse avec la formation de néo-vaisseaux qui sont très 

désorganisés. Ces néo-vaisseaux possèdent des revêtements endothéliaux incomplets et des 

extrémités aveugles. Ceci peut entraîner une fuite sanguine et un ralentissement de la circulation 

sanguine. Ces particularités pourraient permettre aux bactéries circulantes de pénétrer dans la 

tumeur et de s’y loger. En effet, des bactéries administrées sous forme intraveineuse 

parviennent à s’installer et à se répliquer dans des plaies cutanées au fur et à mesure de la 

cicatrisation (Yu et al., 2004b). Le système vasculaire des plaies en cours de cicatrisation 

ressemblerait beaucoup à l’angiogenèse observée dans les tumeurs. Il est intéressant de noter 

que les bactéries ont été éliminées des plaies lors de ces expériences (probablement par le 

système immunitaire), ce qui n’est pas le cas au sein des tumeurs où l’activité immunitaire est 

parfois réduite. Les tumeurs représenteraient donc un sanctuaire immunologique, où les 

bactéries peuvent se développer à l’abri du système immunitaire (Sznol et al., 2000). 

Les bactéries peuvent soit naturellement pénétrer dans les cellules tumorales, soit être 

modifiées pour s’internaliser afin de délivrer ou non des agents thérapeutiques. Ainsi, S. 

typhimurium A1-R est une souche atténuée en virulence qui a la capacité d’envahir de 

nombreuses tumeurs (pancréas, sein, mélanome…) et de les faire régresser. Une étude a aussi 

montré une régression tumorale par injection intra-tumorale de cette bactérie sur un modèle de 

xénogreffe d’OS humain chez la souris  (Murakami et al., 2017). Une autre équipe a également 

démontré la possibilité de modifier la bactérie E. coli non invasive afin de permettre son 

internalisation, dans des cellules d’OS, dans le but de délivrer des molécules thérapeutiques. 

L’expression du gène d’invasion inv est alors placé sous le contrôle de senseurs bactériens 

spécifiques (densité cellulaire, hypoxie, nutriments spécifiques) (Figure 45) (Anderson et al., 

2006). 

La compréhension des mécanismes expliquant la colonisation préférentielle des tumeurs 

par les bactéries n’est pas encore totalement élucidée, mais serait primordiale afin d’optimiser 

leur utilisation en thérapie.  
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Figure 45 : Modèle de conception d’une bactérie invasive d'une cellule cancéreuse. Dans des 

conditions de faible densité cellulaire ou de croissance aérobie normale, les bactéries modifiées ne sont 

pas invasives. Au-delà d'une densité cellulaire critique ou dans un microenvironnement hypoxique, des 

capteurs sont activés, ce qui entraîne l'invasion (d’après Anderson et al., 2006). 

II. Les différentes stratégies thérapeutiques utilisant des 

bactéries 

1. Toxicité bactérienne naturelle 

a. Expression de toxines   

Plusieurs microorganismes pathogènes expriment et libèrent des toxines protéiques 

particulières qui affectent la réponse immunitaire de l’hôte infecté. Certaines bactéries ont été 

testées pour le traitement du cancer (Zahaf and Schmidt, 2017). En général, elles peuvent 

inhiber la production ou la sécrétion d’anticorps et de cytokines et elles perturbent la migration 

des macrophages. La plupart du temps, les toxines bactériennes sont de puissantes enzymes à 

haute spécificité contre leurs substrats cellulaires, qui sont souvent des molécules des voies de 

signalisation. Ces enzymes ont la capacité d’entrer dans la cellule et de modifier leurs substrats 

dans le cytosol. Quelques molécules et au moins certaines toxines sont capables de modifier la 

fonction et la morphologie des cellules, ou éventuellement de tuer les cellules. La plupart de 

ces toxines ont des structures, des récepteurs cellulaires, des mécanismes moléculaires et des 

voies d’absorption bien connus. Elles ont été utilisées pour analyser ou influencer des voies de 

signalisation particulières des cellules de Mammifères (Zahaf and Schmidt, 2017). Par exemple, 

la cytolysine A (ClyA ou HlyE) est une toxine bactérienne qui fonctionne en formant des pores 

dans les membranes cellulaires des Mammifères induisant l’apoptose. Elle est produite par 
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plusieurs bactéries dont E. coli, Shigella flexneri 2a, Salmonella enterica serovars thyphi et 

thyphimurium (Jiang et al., 2010; Ryan et al., 2009). Il a été montré que le traitement de souris 

avec E. coli ou S. typhimurium qui expriment ClyA réduisait la croissance tumorale (Jiang et 

al., 2010; Nguyen et al., 2010) 

b. Bactéries et immunothérapie 

L’immunothérapie consiste à déclencher une réponse immunitaire spécifique chez les 

patients pour permettre à divers types de cellules immunitaires de l’hôte d’attaquer les cellules 

cancéreuses. Une fois les cellules immunitaires activées (principalement les lymphocytes T 

CD 8+ et CD 4+ spécifiques à l’antigène tumoral), elles peuvent reconnaître et détruire les 

cellules tumorales. La toxicité naturelle de certaines bactéries peut être ainsi due à une 

sensibilisation du système immunitaire. 

Les infections bactériennes peuvent entraîner la production de protéines de choc 

thermique telles que l’Hsp 70, libérée par les cellules nécrotiques, et les PAMP (« Pathogen-

Associated Molecular Patterns ») libérées par les bactéries (Gelman and Turka, 2003). La 

protéine Hsp70 entraîne la maturation des cellules dendritiques, qui sont les cellules présentant 

l’antigène, nécessaire à la génération d’une réponse immunitaire efficace spécifique. Les PAMP 

se lient à des récepteurs de type « Toll-like » et les activent, stimulant ainsi la synthèse des 

cytokines pro-inflammatoires (par exemple l’IL-12) et des molécules co-stimulatrices (par 

exemple le CD40). Par la suite, ces médiateurs provoquent la production d’IFN-γ et une réponse 

à médiation cellulaire Th1-dépendante, essentiellement médiée par les cellules effectrices 

CD8+ (Kay, 2001). En effet, une étude a montré que les PAMP pourraient éradiquer les tumeurs 

solides chez les souris porteuses de cancer (Reuter et al., 2018).  

La vaccination anti-tumorale par des bactéries a été étudiée par différentes équipes. En 

effet, il a été observé que des composés dérivés de bactéries (oligonucléotides CpG) peuvent 

être utilisés pour activer les cellules dendritiques et provoquer la régression complète des 

tumeurs de mélanome B16F10 (Furumoto et al., 2004). 

2.  La bactofection 

La bactofection utilise la bactérie pour transférer de l’ADN dans la cellule eucaryote 

cible. C’est à partir de cette technique que différentes stratégies thérapeutiques utilisant les 

bactéries ont ensuite vu le jour. Les bactéries peuvent transférer le matériel génétique dans les 
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cellules eucaryotes après leur entrée dans le cytoplasme de la cellule hôte et leur propre lyse ou 

autolyse (Gardlik and Fruehauf, 2010). 

Pour certains genres, tels que Salmonella ou Shigella, le contact entre les bactéries et 

les cellules hôtes entraîne la sécrétion, par les bactéries, d'un ensemble de protéines d'invasion 

qui déclenchent des événements de signalisation intracellulaire, entraînant un réarrangement du 

cytosquelette, un froissement de la membrane plasmique et l'absorption de la bactérie par 

micropinocytose. Pour d'autres genres, tels que Yersinia ou Listeria, la liaison d'une seule 

protéine bactérienne à un ligand particulier à la surface de la cellule hôte est nécessaire et 

suffisante pour déclencher l'entrée dans les cellules phagocytaires et non phagocytaires par un 

mécanisme de type fermeture éclair. La liaison de Yersinia porteuse du gène de l’invasine inv 

aux intégrines β1 entraîne l'entrée dans les cellules exprimant cette intégrine à leur surface. La 

liaison de Listeria porteuse du gène de l'internaline A avec l'E-cadhérine permet son entrée dans 

certains types de cellules. De même, l'introduction dans E. coli du plasmide de virulence 

(pWR100) de S. flexneri ou du gène inv de Y. pseudotuberculosis confère à cette bactérie 

extracellulaire, la capacité d'envahir des cellules non phagocytaires. L’efficacité de transfert 

peut être augmentée dans certaines cellules avec la co-expression du gène de la lystériolysine 

qui permet à la bactérie de s’échapper de la vacuole du phagosome (Grillot-Courvalin, 1999).  

Ainsi, l’ADN plasmidique modifié des bactéries peut être transféré à la cellule et être 

transcrit par la machinerie cellulaire de l’hôte (Fu et al., 2008). L’inconvénient de la 

bactofection réside dans le ciblage non spécifique du transfert génétique, et sa faible efficacité, 

d’autant plus que l’ADN devra ensuite entrer dans le noyau pour être exprimé.  

3. La thérapie génique utilisant les bactéries comme vecteur 

d’agent anticancéreux  

Avec les progrès en thérapie génique et les techniques de bactofection lors de ces 

dernières années, les vecteurs bactériens vivants sont devenus des outils précieux pour le 

développement de nouvelles thérapies (Gardlik and Fruehauf, 2010). L’intérêt d’utiliser des 

bactéries comme agents anticancéreux remonte à la fin du XIXème siècle. Toutefois, avec les 

progrès de la biologie moléculaire, l’intérêt pour cette méthodologie n’a été retrouvé que 

récemment (Bermudes et al., 2002; Nuyts et al., 2001). A la différence de la bactofection, où le 

principe est de transférer un ADN plasmidique dans la cellule cible, l’objectif ici, est de faire 

produire la protéine d’intérêt par la bactérie qui évolue au sein de la tumeur. Le vecteur 

bactérien délivre ainsi une grande quantité de protéines oncolytiques de façon continue.  
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Au cours de ces dernières années, de nombreuses souches bactériennes anaérobies 

obligatoires et facultatives ont été utilisées comme agents oncolytiques en raison de leur 

capacité à se multiplier spécifiquement dans les tissus pauvres en oxygène (Taniguchi et al., 

2010). Des bactéries peuvent coloniser les zones hypoxiques de la tumeur qui sont souvent hors 

d’atteintes ou insensibles aux traitements conventionnels. De plus, plusieurs études ont montré 

que les bactéries modifiées pour exprimer une protéine cytotoxique ou un gène rapporteur 

pourraient être utilisées dans le traitement des tumeurs ou l’imagerie des tumeurs (Figure 46).  

 

 

 

 

 

 

Les exemples de délivrance d’agents thérapeutiques par les bactéries sont nombreux 

(Tableau XI).  

De nombreux vecteurs bactériens ont été utilisés pour délivrer des gènes suicides. Des 

gènes indirectement cytotoxiques se sont également révélés prometteurs. Les gènes activant les 

pro-médicaments (gènes suicides) codent pour une protéine capable de provoquer directement 

ou indirectement la mort cellulaire. En effet, certains gènes suicides expriment des produits 

directement cytotoxiques pour la cellule comme la toxine diphtérique ou l’exotoxine de 

Pseudomonas (Zheng et al., 2003).  

D’autres agents codent des enzymes qui convertissent des pro-médicaments non 

toxiques en métabolites hautement cytotoxiques. Lors de la première étape, le transgène est 

délivré dans la tumeur, tandis que lors de la seconde étape, un pro-médicament est administré 

qui est sélectivement activé par l’enzyme exprimée dans le tissu tumoral. 

 

 

Figure 46 : Imagerie bioluminescente des bactéries. 
Visualisation de Bifidobacterium breve viable exprimant la cassette 

du gène luxADCDE in vivo se développant spécifiquement dans les 

tumeurs sous-cutanées du carcinome pulmonaire de Lewis chez les 

souris (D’après Baban et al., 2010). 
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Tableau XI : Exemples de stratégies thérapeutiques utilisant des vecteurs bactériens aux niveaux 

précliniques et cliniques (d’après Baban et al., 2010). 

 Le système le plus largement utilisé est le gène de la thymidine kinase du virus de 

l’herpès simplex (HSVtk) en combinaison avec le pro-médicament, le ganciclovir. HSVtk 

phosphoryle le ganciclovir pour produire un métabolite cytotoxique (Freeman, 2000). 

Salmonella typhimurium a été utilisée comme souche pour exprimer divers antigènes et 

enzymes de conversion dans les tumeurs (Felgner et al., 2017; Patyar et al., 2010; Ryan et al., 

2009). E. Coli a aussi permis de délivrer des molécules oncolytiques (Buttaro and Fruehauf, 

2010). 

Les vecteurs bactériens peuvent également servir de médiateurs pour l’expression 

d’agents cytotoxiques, inducteurs de l’apoptose. Le domaine extracellulaire du « Tumor 

necrosis factor Related Apoptosis Inducing Ligand » (TRAIL) est un agent apoptotique 

puissant dans les cellules tumorales, avec une cytotoxicité minimale pour les cellules non 

cancéreuses. La souche S. typhimurium attenuée a été utilisée pour exprimer TRAIL sous le 

contrôle du promoteur RecA procaryote, inductible par les radiations. L’administration 
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systémique de ce vecteur a entraîné une réduction tumorale de xénogreffes de carcinome 

mammaire (Ganai et al., 2009). 

Malgré les succès précliniques obtenus avec Salmonella et Clostridium, l’efficacité 

thérapeutique n’est toujours pas prouvée chez l’Homme. Pour Clostridium, bien que l’on ait 

observé une oncolyse et la destruction de grandes parties de la tumeur, le bord extérieur de la 

tumeur n’a pas été affectée par ces bactéries, ce qui est probablement dû à un taux d’oxygène 

plus élevé dans cette région plus vascularisée qui ne convient pas à la survie de Clostridium, 

entrainant une nouvelle croissance des tumeurs (Baban et al., 2010). 

4. Les bactéries comme vecteur d’ARNs interférents 

Les bactéries peuvent être utilisées comme une plateforme innovante pour la délivrance 

d'ARNi. Cette approche s'appuie sur les travaux antérieurs avec les EDV qui peuvent délivrer 

des agents chimiothérapeutiques (MacDiarmid et al., 2007). Les bactéries peuvent également 

servir de vecteurs de shRNAs (« short hairpin RNA ») ou de miRNAs. Ces ARNi sont transcrits 

sous forme de séquences sens et antisens reliées par une boucle de nucléotides non appariés 

ressemblant aux pré-miRNAs (pour les shRNAs) ou aux pri-miRNAs (pour les miRNAs 

artificiels). Après la transcription, les miRNAs artificiels sont traités par le complexe Drosha-

DGCR8 et exportés vers le cytoplasme, où ils engagent le complexe pré-RISC par la voie 

normale de biogenèse des miARN (Figure 31).  

Deux systèmes ont été utilisés avec les bactéries pour la délivrance de shRNAs : le 

« transkingdom RNAi » (tkRNAi) et l'ARNi à médiation bactérienne (bmRNAi) (Figure 47) 

(Lages et al., 2012).  

a. tkRNAi 

Le tkRNAi, développé au Beth Israel Deaconess Medical Center, utilise des bactéries 

génétiquement modifiées pour produire et délivrer des shRNA contre des oncogènes ou des 

facteurs exprimés au sein de la tumeur dans les cellules tumorales. Ainsi, les bactéries invasives 

pénètrent dans la cellule tumorale cible, libèrent le shRNA dans le cytoplasme et activent la 

voie de l'ARNi pour inhiber l’expression des ARNm cibles.  
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Figure 47 : Description des deux systèmes permettant la délivrance d’ARNi par les bactéries au 

sein d’une cellule. (A) Les bactéries tkRNAi sont transformées par un vecteur codant pour les shRNA 
capables d’être transcrits à l’intérieur de la bactérie. Les shRNAs sont exprimés à l'intérieur des cellules 

bactériennes avant que les vecteurs ne soient libérés dans le cytoplasme de la cellule cible. Après la lyse 

de la bactérie, les molécules de shRNAs sont prises en charge par Dicer puis incorporés dans le complexe 
RISC. Le brin guide du shRNA s'hybride spécifiquement avec son ARNm cible, qui est ensuite dégradé 

par le RISC, ce qui conduit à l'extinction du gène au niveau post-transcriptionnel. (B) Le concept de 

bmRNAi utilise un plasmide codant le shRNA. Les bactéries pénètrent dans les cellules des mammifères 

par endocytose. Après la lyse de la bactérie, les vecteurs codant pour le shRNA sont libérés dans le 
cytoplasme de la cellule cible, puis rejoignent le noyau où la transcription a lieu via la machinerie 

transcriptionnelle de la cellule hôte. Les shRNAs transcrits sont ainsi pris en charge par Dicer et 

incorporés au complexe RISC pour exercer leur rôle inhibiteur de l’expression génique (d’après Lage 

& Fruehauf, 2011). 
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Pour la stratégie tkRNAi, un vecteur plasmidique spécialisé est nécessaire, contenant 

différents éléments génétiques (Lage and Fruehauf, 2011) : 

- L'expression de shRNA thérapeutique d'intérêt contrôlée par un promoteur, ce qui permet une 

accumulation des molécules de shRNA thérapeutiques à l'intérieur de la cellule bactérienne. 

- Pour l'invasion de la cellule cible, le locus inv de Y. pseudotuberculosis est nécessaire. Le 

gène code l'expression de la protéine invasine à la surface de la bactérie. L'invasine interagit 

avec l’intégrine-β1, un récepteur enchassé dans la membrane plasmique à la surface des cellules 

épithéliales. L'interaction invasine-intégrine β1 déclenche un réarrangement du cytosquelette 

de la cellule cible, ce qui entraîne la formation d'un sillon et l'absorption par endocytose de la 

bactérie par la cellule cible. 

- Après que la bactérie ait pénétré dans la cellule hôte par endocytose, la rupture de la membrane 

des vésicules endosomales est catalysée par la toxine listeriolysine O formant des pores, codée 

par le gène HlyA de L. monocytogenes. La paroi bactérienne est endommagée par des enzymes 

lysosomales ou par la déficience en nutriments lors de l'utilisation d'une souche de bactérie 

auxotrophe. Cela permet la libération des shRNA thérapeutiques de la bactérie dans le cytosol.  

Les vecteurs d'expression, tels que le plasmide tkRNAi (TRIP), contenant les gènes 

d'invasion et d'évasion, inv et HlyA, ainsi que la séquence codante du shRNA sous le contrôle 

du promoteur du bactériophage T7, sont introduits par exemple dans une souche d'E. coli non 

pathogène compétente BL21(DE3) qui exprime l'ARN polymérase T7. Etant donné que 

l'organisme modèle E. coli représente une bactérie physiologiquement présente dans l'intestin 

humain, cette stratégie de tkRNAi est principalement adaptée au traitement des troubles 

intestinaux importants tels que le cancer du côlon ou les maladies chroniques de l'intestin.  

La première application du concept de tkRNAi a été conçue pour cibler l'ARNm codant 

la β-caténine oncogène associée au cancer du côlon (Xiang et al., 2006). La β-caténine, un 

composant de la voie de signalisation Wnt avec des caractéristiques oncogènes, a déjà été 

démontrée comme étant impliquée dans le développement de la majorité des cancers du côlon 

(Saif and Chu, 2010). Dans la première expérience de preuve de concept (Xiang et al., 2006), 

la lignée cellulaire SW480 de cancer du côlon humain a été utilisée pour l'exposition in vitro à 

E. coli contenant le système TRIP shRNA-anti-β-caténine, puis traitée avec différents 

antibiotiques pour éliminer les bactéries extracellulaires. L'expérience a démontré que 

l’expression de la β-caténine oncogène diminuait aux niveaux de l'ARNm et protéique. Ces 
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données ont pu être confirmées in vivo. Les bactéries ont été administrées à des souris par voie 

orale plusieurs fois par semaine pendant 4 semaines. Une baisse du niveau d’expression de la 

β-caténine a également été observée. 

Pour évaluer la puissance et l'efficacité du concept tkRNAi dans un modèle 

complètement différent, cette technologie a été appliquée pour cibler la pompe d'extrusion de 

médicaments MDR1/P-gp (ABCB1). Dans cette étude, l'efficacité biologique de l'approche 

tkRNAi a été évaluée dans la lignée cellulaire EPG85-257RDB bien caractérisée de carcinome 

gastrique humain (Kruehn et al., 2009). Ce modèle cellulaire a déjà été utilisé pour différentes 

stratégies d'ARNi, telles que l’inhibition in vitro de MDR1/P-gp par des siRNA synthétisés 

chimiquement (Nieth et al., 2003), des shRNA administrés par des adénovirus (Kaszubiak et 

al., 2007), ainsi que des shRNA codés par des plasmides (Stege et al., 2004). Avec la 

technologie tkRNAi, l’expression de MDR a bien été inhibée et ceci a eu pour conséquence 

d’améliorer la sensibilité des cellules face aux traitements médicamenteux. Cependant, 

l'ampleur de la diminution de l’expression de l'ARNm de MDR par le tkRNAi était moins 

prononcée que ce qui avait été observé avec des siRNA synthétisés chimiquement (Nieth et al., 

2003), et encore moins qu’avec les shRNA véhiculés par des adénovirus (Kaszubiak et al., 

2007) ou des plasmides (Stege et al., 2004).  

Plusieurs raisons doivent être prises en compte pour expliquer l'activité moins 

prononcée de ce système tkRNAi de première génération par rapport aux techniques 

conventionnelles d'ARNi (Kruehn et al., 2009). Différentes voies d’optimisation sont possibles 

au niveau de la biosynthèse bactérienne de molécules d'ARN thérapeutiques, l’optimisation 

devra porter sur le promoteur du bactériophage T7, sur la lyse des vésicules d'entrée contenant 

le shRNA et sur la diminution des dommages possibles au shRNA par modification chimique. 

De plus, des longueurs variables de l’ARN codé par le shRNA synthétisés pourraient conduire 

à un traitement par Dicer inefficace et, par conséquent, à une faible quantité de shRNAs 

véritablement actifs.  

Cequent Pharmaceuticals (aujourd'hui Marina Biotech) a développé et breveté une 

nouvelle génération de plasmides tkRNAi et de bactéries porteuses qui démontrent une 

efficacité bien meilleure dans l’inhibition de l’expression génique (Lage and Fruehauf, 2011). 

Cette nouvelle génération de tkRNAi comprend plusieurs améliorations par rapport au système 

tkRNAi de première génération. Les nouvelles caractéristiques les plus importantes 

comprennent la production bactérienne de shRNA à partir d'un ensemble (une combinatoire) 

de différents promoteurs et de terminateurs non « T7 », et la stabilisation intracellulaire du 
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shRNA. Une thérapie à base de tkRNAi (CEQ508) utilisant cette technologie est actuellement 

en cours d'essais cliniques pour la polypose adénomateuse familiale au Massachusetts General 

Hospital (USA) (Lage and Fruehauf, 2011). Le traitement CEQ508 a franchi les premières 

phases des essais cliniques en 2017, mais ces essais auraient été interrompus en 2019.	 

b. bmRNAi 

Le concept de bmRNAi utilise des bactéries invasives pour délivrer des vecteurs 

plasmidiques bactériens contenant la séquence codant le shRNA dans la cellule cible. La 

transcription des shRNAs est alors assurée par la cellule hôte. Après la translocation des ARNi 

du noyau cellulaire de l'hôte vers le cytoplasme, la voie de l'ARNi peut être utilisée (Lages et 

al., 2012) (Figure 47). 

La première étude par bmRNAi a utilisé la souche LH430 de S. typhimurium (atténuée, 

facultativement anaérobie et invasive), pour l'administration de plasmides codant pour le 

shRNA anti-Stat3 dans la lignée cellulaire RM-1 du carcinome de la prostate de souris in vitro 

et in vivo (Zhang et al., 2007). Stat-3 est un membre de la famille des facteurs de transcription 

STAT (« Signal Transducers and Activators of Transcription »). Stat-3 est constitutivement 

activée par des tyrosines kinases dans un large spectre de tumeurs humaines. Il joue des rôles 

importants dans la promotion du cycle cellulaire, la prolifération, la différenciation, 

l'angiogenèse et l'inhibition de l'apoptose. De ce fait, Stat-3 constitue une molécule cible 

potentielle pour le traitement du cancer (Costantino and Barlocco, 2008).  

 In vitro, l'approche bmRNAi par S. typhimurium a diminué les niveaux d'expression de 

l'ARNm de Stat-3 et protéiques à 13-18% par rapport aux constructions contrôles (Zhang et al., 

2007). L'inhibition de Stat-3 a été accompagnée par celle des effecteurs en aval de Stat-3 (c'est-

à-dire Bcl-2, la cycline D1, c-Myc, le VEGF et la MMP-2). Ces effets ont entraîné l'induction 

de l'apoptose, l'arrêt en phase G1 et la diminution de la viabilité des cellules. De plus, les 

cellules RM-1 traitées avec S. typhimurium contenant le vecteur shRNA anti-Stat-3 n'ont pas 

formé de tumeurs lorsqu'elles ont été injectées dans les flancs de souris.  

 D’autres expériences avec un modèle orthotopique de cancer de la prostate chez la souris 

ont confirmé l'effet anti-tumoral de la souche LH430 de S. typhimurium utilisée. Cependant, il 

a été démontré qu'un traitement avec S. typhimurium seule sans plasmide codant pour le shRNA 

anti-Stat-3 exerçait déjà des effets anti-tumoraux, mais moindres. Un effet anti-métastasique 

avec le shRNA anti-Stat-3 a cependant pu être obsrervé. Au final, les courbes de survie à long 
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terme ont montré une augmentation de la survie après traitement avec S. typhimurium contenant 

le plasmide shRNA anti-Stat-3. 

Bcl-2 est surexprimé dans diverses tumeurs, y compris le mélanome. Il apparaît comme 

une molécule cible idéale pour le traitement du cancer. Une étude a utilisé la technique bmRNAi 

pour inhiber son expression (Yang et al., 2008). Dans cette étude, les cellules de mélanome 

B16-F10 de souris surexprimant Bcl-2 ont été traitées avec la souche atténuée LB5000 de S. 

typhimurium contenant des plasmides codant des shRNA dirigés contre l’ARNm du facteur 

anti-apoptotique Bcl-2. En conséquence, l’expression protéique et des transcrits de Bcl-2 ont 

été diminués avec un taux d'apoptose spontané accrû dans les cellules. Ensuite, des cellules 

B16-F10 ont été implantées par voie sous-cutanée chez la souris. Après la formation de la 

tumeur, les souris ont reçu par voie orale S. typhimurium atténuée contenant un plasmide codant 

le shRNA anti-Bcl-2. Les chercheurs ont pu observer un retard dans la croissance de la tumeur 

et une prolongation de la survie des souris. 

Malgré ces succès, comme pour l’approche tkRNAi, la stratégie bmRNAi semble avoir 

moins d’efficacité qu’avec des ARNi classiques (Lages et al., 2012). 

c. miRNAs  

La capacité des bactéries à synthétiser et véhiculer un miRNA a été démontrée plus 

récemment. La première équipe à utiliser des bactéries pour véhiculer et produire un miRNA 

l’a fait chez la souris atteinte d’eczéma (Yoon et al., 2011, 2012). La souche S. typhimurium 

vivante et atténuée administrée oralement a été utilisée pour produire et véhiculer un miRNA 

pour inhiber l’expression de CCL22 (« C-C motif chemokine 22 ») responsable de 

l’inflammation chez des souris souffrant d'eczéma.  

D’autres études utilisent les bactéries pour produire les miRNAs en laboratoire, les 

purifient ensuite pour des études fonctionnelles dans les cellules de mammifères. Cela 

concerne, par exemple, le miR-27b (Li et al., 2014), le miR-1291 (Li et al., 2015c), le miR-29b 

(Pereira et al., 2016), le miR-34a (Wang et al., 2015) et une trentaine de miRs, dont les miR-

34a-5p et -124a-3p, dans l’étude de Ho et ses collaborateurs (Ho et al., 2018). Ces derniers 

proposent une technologie nCAR (« non coding RNA carrier »)/pré-miR qui serait adaptée à la 

production des miRs en plateforme de biotechnologie.  

Différentes stratégies de production sont en fait utilisées avec différents vecteurs (Ho 

and Yu, 2016). Les rendements d’expression des miRNAs sont en général faibles dans la 

plupart des études. 
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A. Rôle suppresseur de tumeur du miR-342-5p et du 

miR-491-5p dans les cellules de chondrosarcome 

humain 

Cet article a été soumis pour publication dans la revue Cell & Bioscience (IF : 5,026) 

I. Contexte de la publication 

Les traitements conventionnels par la radiothérapie et la chimiothérapie sont inefficaces 

pour le CS. Plusieurs voies de signalisation moléculaires sont impliquées dans ces mécanismes 

de résistance. Du fait qu’un miRNA a la capacité d’inhiber l’expression de plusieurs gènes 

différents de façon simultanée, leur utilisation offre une approche thérapeutique multi-cibles 

pertinente pour le traitement du CS. Cette approche permettrait en utilisant un seul miRNA, 

d’inhiber l’expression de plusieurs cibles moléculaires impliquées dans la résistance ou la 

survie des cellules de CS. Un miRNA pourrait donc permettre de rétablir la sensibilité des 

cellules tumorales aux traitements conventionnels, voire induire un effet cytotoxique direct. Le 

but de cette première étude était donc de mettre en évidence un miRNA cytotoxique ou 

chimiosensibilisateur dans différentes lignées de CS.  

Au préalable à mon projet de thèse, le laboratoire d’accueil a identifié par criblage haut 

débit des miRNAs potentiellement cytotoxiques ou chimiosensibilisateurs au cisplatine dans la 

lignée de CS SW1353. Ceci a été réalisé sur une banque de 1200 miRNAs humains par mesure 

de l’activité cellulaire en temps réel par impédancemétrie (technologie xCELLigence). Cette 

technologie permet, grâce à des mesures d’impédance, de suivre en temps réel, l’adhésion, la 

prolifération et la survie des cellules. Les effets cytostatiques et cytotoxiques des miRNAs 

peuvent donc être appréhendés par cette technologie, sans pouvoir déterminer précisément leur 

mode d’action. Par ailleurs, les plaques de culture qui ont été utilisées pour le criblage haut 

débit possèdent un fond en verre recouvert d’électrodes en or, plutôt qu’un fond en plastique 

comme utilisé classiquement en culture. Une analyse fonctionnelle individuelle des miRNAs 

présélectionnés par analyse haut débit a donc été nécessaire pour valider et préciser leur effet. 

La première étape de cette analyse fonctionnelle a été de réaliser une analyse in silico 

parmi les miRNAs présélectionnés, pour identifier ceux possédant potentiellement des cibles 

impliquées dans des voies de signalisation régulant l’apoptose. C’est ainsi que, 5 miRNAs 
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(miR-491-5p, miR-342-5p, miR-541-5p, miR-625-5p et miR-149-5p) ont été sélectionnés pour 

une validation fonctionnelle sur 4 lignées de CS (SW1353, OUMS27, CH2879 et L835). Cette 

validation a été effectuée en normoxie, mais aussi en hypoxie qui correspond à la physioxie des 

CS. Les effets chimiosensibilisateurs des miRNAs ont également été évalués en utilisant des 

doses subléthales de CDDP pour les différentes lignées, c’est-à-dire des doses de CDDP 

induisant un blocage du cycle cellulaire en phase S et/ou G2/M. Lors de la validation 

fonctionnelle, le CDDP a été ajouté 48 h après la transfection du miRNA. Le but était de 

déterminer si le miRNA pouvait sensibiliser les cellules au CDDP. 

Parmi ces 5 miRNAs, nous avons uniquement validé l’effet cytotoxique des miRs-491-

5p et -342-5p dans la lignée SW1353, et ils ne se sont pas avérés chimiosensibilisateurs dans 

nos conditions expérimentales. Nous avons donc poursuivi nos investigations avec ces 2 

miRNAs pour mettre en évidence leur mécanisme d’action et valider leurs cibles prédites par 

l’approche in silico. De plus, pour se rapprocher au mieux des conditions physiopathologiques, 

nous avons étudié l’action des miRNAs dans un modèle d’organoïde en 3 dimensions (3D) en 

hypoxie.   
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Abstract  

 

Background: Chondrosarcomas are malignant bone tumours. Their abundant 

extracellular matrix of cartilaginous nature and their hypoxic microenvironment contribute to 

their resistance to chemotherapy and radiotherapy, and no effective therapy is currently 

available. The use of microRNAs may represent an interesting alternative to develop new 

therapeutic options. 

Methods: High throughput functional screening by impedancemetry, performed for the 

first time in chondrosarcoma cells, allowed us to identify 5 miRNAs with potential 

antiproliferative or chemosensitive effects on SW1353 chondrosarcoma cells. An individual 

functional validation was then performed on three chondrosarcoma cell lines under normoxia 

and hypoxia. First, the metabolic and cytotoxic effects of miRNAs were evaluated. Then cell 

cycle phase distribution was analyzed by flow cytometry. Thereafter, western-blots, real time 

quantitative PCR, luciferase reporter assays and the study of autophagy by fluorescence 

microscopy were carried out to delineate the mechanisms of action of two cytotoxic miRNAs. 

Finally, the effects of miRNAs were studied on a 3D relevant chondrosarcoma organoid model 

under normoxia and hypoxia. 

Results: The cytotoxic effects of miR-342-5p and miR-491-5p were confirmed on three 

chondrosarcoma cell lines. Both miRNAs induced apoptosis and miR-342-5p also induced 

autophagy. Western-blots and luciferase reporter assays identified for the first time Bcl-2 as a 

direct target of miR-342-5p, and also Bcl-xL as a direct target of both miR-342-5p and miR-

491-5p in chondrosarcoma cells. MiR-491-5p also inhibited EGFR expression. Finally, only 

miR-342-5p induced cell death on a relevant 3D chondrosarcoma organoid model in hypoxia 

that mimics in vivo microenvironment. 

Conclusion: Altogether, these results revealed the tumour suppressive activity of miR-

342-5p, and to a lesser extent of miR-491-5p, on chondrosarcoma. Through this work, we also 

confirmed the potential of Bcl-2 family members as therapeutic targets in chondrosarcomas. 

 

 

Keywords: chondrosarcoma, miR-342-5p, miR-491-5p, Bcl-2/Bcl-xL, apoptosis, autophagy.  
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Background 

Chondrosarcomas are the second most common primary malignant bone tumours after 

osteosarcomas [1,2]. They mainly affect adults between 30 and 70 years old. Chondrosarcomas 

are an heterogeneous group of tumours characterized by the production of an extracellular 

matrix with cartilaginous characteristics [3]. They are classified into different histological 

grades, from low to high, related to their metastatic potential and associated survival rates. 

Chondrosarcomas are resistant to conventional radiotherapy and chemotherapy. Several 

mechanisms are involved in their resistance [4].  For instance, they are poorly vascularized, 

produce an abundant cartilaginous extracellular matrix and are composed of a limited number 

of proliferating cells which, as whole, constitute important barriers for drug efficacy. The 

hypoxic microenvironment of chondrosarcomas is also an important contributor to their 

radioresistance because it prevents the formation of antineoplastic reactive oxygen species 

(ROS) after irradiation [4]. As a consequence, lethality varies between 10 and 50 %. 

Consequently, the only effective treatment for chondrosarcomas is the extensive resection of 

the tumour [4]. However, surgery is not always feasible, especially for the tumours located, for 

example, at the base of the skull. Therefore, there is an urgent need for new therapeutic 

strategies to treat chondrosarcomas and/or overcome their resistance to conventional therapies. 

MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs of about 20-25 nucleotides, which 

act as post-transcriptional regulators of mRNA most of the time through base-pairing and 

subsequent translation blockade or mRNA decay [5]. A single miRNA can regulate several 

hundred different mRNAs. Additionally, several miRNAs can share the same mRNA as a 

target, thereby allowing miRNAs to be key regulators of complex networks of targets [6,7]. 

MiRNAs play an essential role in many physiological processes, but also in numerous 

pathological conditions, particularly in cancer progression, including chondrosarcomas. Several 

studies have reported an aberrant expression of miRNAs in chondrosarcomas [8,9]. For 

example, miR-100, already identified as a tumour suppressor in many cancers, was down-

regulated in chondrosarcoma compared to normal articular chondrocytes [8]. Another study 

found that miR-100 was able to resensitize resistant chondrosarcoma cells to cisplatin through 

direct targeting of mTOR [10]. Consequently, miRNAs could be used as diagnostic and 

prognostic biomarkers, but may also allow the discovery of novel therapeutic targets in 

chondrosarcomas [9,11,12]. Various pathways, regulated by miRNAs, and influencing 

proliferation, progression, invasion, angiogenesis and chemosensitivity, were identified in 

chondrosarcoma. However, and to the best of our knowledge, no study explored the effect of 
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miRNAs that directly target anti-apoptotic molecules such as Bcl-2, Bcl-xL and Mcl-1 in 

chondrosarcoma. Only two studies using siRNA designed against the anti-apoptotic molecules 

Bcl-2, Bcl-xL, XIAP or survivin demonstrated an increase of sensitivity to doxorubicin or 

irradiation [13,14]. The restoration of chemosensitivity to doxorubicin and cisplatin was also 

obtained with the BH3 mimetic ABT-737 in various chondrosarcoma cell lines [15,16]. 

In the present study, using a functional high-throughput miRNA screening and miRNA 

target prediction, we selected 5 miRNAs that could induce apoptosis in SW1353 

chondrosarcoma cell line by targeting BCL2, BCL2L1 or MCL1 mRNAs. We performed, 

thereafter, individual functional studies with miR-149-5p, miR-342-5p, miR-491-5p, miR-541-

5p and miR-625-5p. The potential cytotoxic and chemosensitizing effects of the miRNAs were 

studied under both normoxia and hypoxic physioxia conditions, the latter being more 

representative of the in situ physiopathology microenvironment of chondrosarcomas [17]. We 

validated the apoptotic effects of miR-491-5p and miR-342-5p in three chondrosarcoma cell 

lines in both oxic conditions and identified key signalling pathways involved in their activity. 

Through a luciferase assay, we demonstrated a direct post-transcriptional inhibition of both 

anti-apoptotic BCL2L1 and BCL2 mRNAs by miR-342-5p, and a direct post-transcriptional 

inhibition of BCL2L1 mRNA by miR-491-5p. Considering the importance of autophagy for 

cancer biology and the growing number of autophagy-related miRNAs [18], we also evaluated 

autophagy, and found that miR-342-5p can activate this process. Finally, we reported for the 

first time the tumour suppressive effect of miR-342-5p in a 3D organoid, in hypoxia, a culture 

model more representative of the physiopathology of chondrosarcomas than 2D cell-culture. 

 

Results 

 

A high-throughput screening identifies miRNAs with potential antiproliferative and 

chemosensitive effects on a chondrosarcoma cell line.  

We performed a functional high-throughput screening using a human library of 1200 

miRNAs mimics in the SW1353 chondrosarcoma cell line. The study was based on continuous 

measurement of impedance to analyse the dynamic behaviour of the cells (adhesion, 

proliferation and survival) after transfection with miRNAs mimics combined or not with 

cisplatin (CDDP) treatment. The effect of each miRNA was compared with that of the miR-

Ctrl. We used three criteria to select the most potent cytotoxic miRNAs [the shape of the curve, 



 178 

area under the curve (AUC), and the cell index (CI) at the end of the experiment] (Figure 1). 

Moreover, morphological observation of the cell confluence provides us complementary. 

information for the final selection of miRNAs (Figure S1). Finally, of all these miRNAs, 5 were 

found to have significant effect on cell proliferation/attachment (Figure 1 and S1).  

MiR-491-5p, an “apoptomiR” previously identified as cytotoxic in ovarian cancer cells 

with the same xCELLigence system [19], was initially used as a positive control. In SW1353 

cells, compared to miR-Ctrl, miR-491-5p greatly altered the shape of the curve as early as 24 h 

after transfection. Consequently, at 96 h post-transfection, the cell index was decreased by 4.4-

fold relative to miR-Ctrl (p value < 0.01 by unpaired Student’s t test), clearly demonstrating the 

potential cytotoxic effect of miR-491-5p in SW1353 cells.  

MiR-342-5p modified the cell index from approximately 36 h post-transfection until the 

end of the experiment (5-fold decrease relative to miR-Ctrl, 120 h after plating the cells, p < 

0.0001). In the presence of a sublethal dose of CDDP and miR-342-5p, the cell index was 

further decreased (7-fold relative to miR-Ctrl + CDDP, 120 h after seeding, p<0.001) 

suggesting that miR-342-5p could sensitize SW1353 cells to CDDP.  

We observed similar results when combining miR-541-5p and CDDP with a final cell 

index lower than for miR-541-5p alone. However, the antiproliferative effect of miR-541-5p 

seemed less marked than that of miR-342-5p. It only decreased by 2.1-fold the cell index, 120 

h after seeding (p<0.01 relative to miR-Ctrl), and its effect was delayed by 28 h (started 

approximately 60 h post-transfection versus 32 h for miR-342). 

MiR-625-5p and miR-149-5p also diminished the cell index from 36 h and 48 h post-

transfection, respectively, supporting their antiproliferative activity. Compared to miR-Ctrl, the 

transfection of these miRNAs led to a 3.8- and 3.2-fold decrease in cell index, respectively, 120 

h after seeding (p<0.001 and p<0.01 respectively). Cell indices were higher in the presence of 

CDDP for both miRNAs. The final cell index was the same for miR-149 with or without CDDP 

and was higher for miR-625 with CDDP than without CDDP. 

At the end of the experiment, morphological examination of the cells confirmed that all 

miRNAs under study reduced cell proliferation compared to miR-Ctrl (Figure S1). 
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MiR-491-5p and miR-342-5p have antimetabolic and cytotoxic effects on the SW1353 

chondrosarcoma cell line.  

Next, we assessed the antiproliferative effects of these 5 selected miRNAs with a 

functional analysis performed in both normoxia and hypoxia in SW1353 cells.  

First, we carried out an XTT assay measuring the metabolic activity of the cells (Figure 

2A). Only miR-342-5p significantly decreased cellular metabolism under normoxia and 

hypoxia (0.7-fold decrease relative to miR-Ctrl, p<0.05). MiR-491-5p seemed to reduce 

metabolic activity (0.8-fold decrease), but this effect was not statistically significant. 

Afterwards, we investigated the potential chemosensitizing effect of the 5 miRNAs of 

interest (Figure 2A). Upon sublethal exposure to CDDP, only the cells treated with miR-342-

5p under normoxic conditions experienced a significant decrease in their metabolic activity 

(0.75-fold decrease relative to miR-Ctrl/CDDP-treated cells, p<0.05). In all cases, the metabolic 

activity did not further decrease with the combination of miRNAs and CDDP, compared to 

miRNAs alone.  

Then, we investigated the potential cytotoxic effects of these miRNAs (Figure 2B). Only 

miR-491-5p and miR-342-5p elicited significant cytotoxic effects on the SW1353 cells with a 

1.7- and 1.9-fold increase in cytotoxicity for miR-491-5p under normoxia and hypoxia 

respectively, and a 1.7-fold increase for miR-342-5p under hypoxia, compared to their 

respective miR-Ctrl. In the presence of CDDP, these miRNAs increased cytotoxicity by the 

same magnitude as without CDDP, suggesting non chemosensitizing effects. In this assay, we 

did not confirm the potential chemosensitizing effect of miR-342-5p and miR-541-5p expected 

from the high-throughput screening using the xCELLigence System. 

 

MiR-491-5p and miR-342-5p induce cell death in three chondrosarcoma cell lines, 

but do not affect the cell cycle of healthy human articular chondrocytes.  

We analyzed cell cycle progression using flow cytometry in the SW1353 

chondrosarcoma cell line (Figure 3). None of the miRNA under investigation induced cell cycle 

blockade, but miR-491-5p and miR-342-5p induced a significant accumulation of cells in the 

sub-G1 phase associated to a cell death induction. 
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Whatever the oxic condition, miR-491-5p and miR-342-5p increased the percentage of 

sub-G1 events: 2.8-fold average increase under normoxia and 3.4-fold average increase under 

hypoxia (p<0.05 and p<0.001 relative to miR-Ctrl-treated cells in each group; Figures 3A and 

B). The proportions of the cells in the sub-G1 phase were: 5.4%, 13.4% and 17.4% under 

normoxia, 5.2%, 15.6%, and 19.4% under hypoxia, for miR-Ctrl, miR-491-5p and miR-342-5p 

respectively. There was also a decrease in cellular density, more cellular debris and condensed 

and/or fragmented chromatin, typical of apoptotic cells, after miR-491-5p and miR-342-5p 

transfection (Figures 3E and 3F).  

The efficiency of the transfection of miR-541-5p, miR-625-5p and miR-149-5p was to 

a similar extent as observed for miR-491-5p and miR-342-5p (overexpression of at least 3000-

fold, p<0.001; Figure S2). However, their overexpression did not induce cell death (Figures 3A 

and 3B), and the cells reached confluency and no cellular debris were detected (data not shown). 

The treatment with a sublethal dose of CDDP increased the percentage of events in the 

S and G2/M phases at the expense of the G0/G1 phase (Figures 3C, 3D and S3). MiR-491-5p 

and miR-342-5p increased the percentage of sub-G1 events when combined with CDDP:  2.6-

fold average increase under normoxia and 3.4-fold average increase under hypoxia. The 

significativity was reached only under normoxia (p<0.05 and p<0.01 respectively relative to 

miR-Ctrl/CDDP-treated cells). The proportions of cells in the sub-G1 phase were: 4.7%, 11.8% 

and 19.3% under normoxia, 6.1%, 16.5%, and 16.5% under hypoxia, for miR-Ctrl, miR-491-

5p and miR-342-5p respectively. The miRNAs-induced increases in sub-G1 peaks were 

comparable with or without CDDP, suggesting no chemosensitizing effect for all the miRNAs. 

From these results, we concluded that the antiproliferative effects of miR-491-5p and miR-342-

5p were due to induction of cell death in the SW1353 cell line, without any chemosensitizing 

effect. 

We thus focused investigations on these two miRNAs and assessed their effects on 3 

other chondrosarcoma cell lines (OUMS-27, CH2879 and L835) and on primary human 

articular chondrocytes (HAC) as healthy controls (Figure 4). In OUMS-27 cells, miR-491-5p 

increased the percentage of sub-G1 events under normoxia and hypoxia (by 1.6- and 1.5-fold 

respectively but with no significativity; Figure 4A). MiR-342-5p induced a 2.2-fold increase 

(p<0.05) in the sub-G1 peak compared to miR-Ctrl-treated cells, under both oxic conditions. 

The proportions of cells in the sub-G1 phase were: 20.7%, 32.9% and 46% under normoxia, 

21.7%, 32.9%, and 47.8% under hypoxia, for miR-Ctrl, miR-491 and miR-342-5p respectively. 
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In CH2879 cells, miR-491-5p significantly increased the percentage of sub-G1 events 

(by 3.6-fold under normoxia (p<0.001) and 1.9-fold under hypoxia (p<0.01); Figure 4B). MiR-

342-5p also raised the percentage of sub-G1 events (by 3.2-fold under normoxia (p<0.001) and 

1.9-fold under hypoxia (p<0.01)). The proportion of cells in the sub-G1 phase were 10.6%, 

38.8% and 34% under normoxia, 18.4%, 34.9%, and 34.6% under hypoxia, for miR-Ctrl, miR-

491 and miR-342-5p respectively. The increase in sub-G1 peaks with miR-491-5p and miR-

342-5p, that translates induction of cell death in both cell lines, was supported by the numerous 

cellular debris and apoptotic cells observed through fluorescence microscopy on DAPI-stained 

slides (Figure S4). In L835 cells, miR-491-5p and miR-342-5p did not induce any cell cycle 

arrest, nor did they significantly alter the sub-G1 peak, whatever the oxic condition (Figures 4C 

and S5A). Therefore, these two miRNAs did not induce cell death in this chondrosarcoma cell 

line. We observed similar results for primary HAC transfected with miR-491-5p and miR-342-

5p, in both oxic conditions, suggesting that these miRNAs have no cytotoxic effects on healthy 

cartilage cells (Figures 4D and S5B). 

On OUMS-27 and CH2879, the treatment with a sublethal dose of CDDP significantly 

increased the percentage of events in the S phase under normoxia and hypoxia (from 1.5- to 2-

fold; Figure S6-A et S6-B). On L835 cells, CDDP treatment increased the percentage of G2/M 

events: 1.9-fold in normoxia (p<0.05) and 2.7-fold in hypoxia (p<0.001) (Figure S6-C). As on 

SW1353 cells, miR-491-5p- and miR-342-5p-induced increases in sub-G1 peaks were similar 

with or without CDDP, suggesting no chemosensitizing effects of these miRNAs.  

Overall, miR-491-5p and miR-342-5p seem to be apoptomiRs in SW1353, OUMS-27 

and CH2879 chondrosarcoma cell lines, but they do not seem to be chemosensitizers to the 

activity of CDDP. 
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MiR-491-5p and miR-342-5p activate the apoptosis pathway under normoxia and 

hypoxia in chondrosarcoma cells. 

We next focused investigation on the induction of apoptosis. Regardless of the oxygen 

level, miR-491-5p and miR-342-5p induced the cleavage of PARP, with more marked effects 

of miR-342-5p on SW1353 cells (Figure 5A), which is in accordance with our previous results 

on cell death (Figure 3). PARP was also cleaved in OUMS-27 and CH2879 cell lines, in both 

oxic conditions (Figure S7A). In addition, caspase 3/7 activity in SW1353 cells was evaluated 

with the measurement of green fluorescence in the nuclei, using the Incucyte® Caspase-3/7 

Green Apoptosis Assay. Both miRNAs increased caspase-3/7 activity in SW1353 cells, with 

the higher significance observed 96 h post-transfection (p<0.001, Figure 5B). Because PARP 

cleavage by activated caspases is also a hallmark of apoptosis, these two results imply that miR-

491-5p and miR-342-5p induce apoptosis in chondrosarcoma cells.  

Members of the anti-apoptotic Bcl-2 family are among the predicted targets for both 

miRNAs (Bcl-xL (validated) and Mcl-1 for miR-491-5p; Bcl-2, Bcl-xL (validated) and Mcl-1 

for miR-342-5p, tables S1 and S2). We therefore evaluated their expression to assess their 

involvement in the induction of apoptosis by these miRNAs in chondrosarcoma cell lines.  

Bcl-2 protein expression was greatly decreased upon miR-342-5p overexpression in 

SW1353 cells (by 2-fold under normoxia and 3.3-fold under hypoxia compared to their 

respective miR-Ctrl, figure 5A). We obtained comparable results for OUMS-27 and CH2879 

cells (Figure S7B). By contrast, miR-491-5p did not modulate the expression of Bcl-2 in 

SW1353 (Figure 5A) and OUMS-27 cells (Figure S7B), independently of the oxic condition, 

while it decreased by approximately 2-fold Bcl-2 protein levels in CH2879 cells in hypoxia 

(Figure S7B). MiR-491-5p and miR-342-5p decreased the protein expression of Bcl-xL in 

SW1353 cells under both oxic conditions (from 1.3- to 1.7-fold, Figure 5C). Both miRNAs also 

reduced Bcl-xL protein levels in OUMS-27 and CH2879 cells (Figure S7C). Although Mcl-1 

could be a potential target of these two miRNAs, they had no effect on its expression in both 

SW1353 (Figure 5D) and OUMS-27 cells (Figure S7D). On the contrary, they rather tended to 

increase Mcl-1 protein levels in CH2879 cells (in particular with miR-491-5p, Figure S7D). 

In summary, miR-342-5p seems able to limit the expression of Bcl-2 and Bcl-xL, and 

miR-491-5p seems to be a negative regulator of Bcl-xL which underly their pro-apoptotic 

activity in chondrosarcoma cells.  
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MiR-342-5p targets BCL2L1 and BCL2 mRNAs, whereas miR-491-5p targets only 

BCL2L1 mRNA in the SW1353 chondrosarcoma cell line. 

To verify that miR-491-5p and miR-342-5p effects on Bcl-2 (BCL2 gene) or BCL-xL 

(BCL2L1 gene) were through direct binding to their respective mRNA, we co-transfected, in 

SW1353 cells, luciferase-reporter vectors containing the 3’UTR sequence of these mRNAs 

along with either miR-491-5p or miR-342-5p mimics or their corresponding hairpin inhibitors. 

In silico analysis identified a potential binding site for miR-342-5p between nucleotides 

818 and 824 on BCL2-3'UTR (Figure 6A). Only the transfection of miR-342-5p significantly 

decreased the luciferase activity of the reporter vector containing the WT-BCL2-3’UTR (-23% 

relative to miR-Ctrl, p<0.01, figure 6B). By contrast, the co-transfection with anti-miR-342-5p 

significantly increased RLU (by 22%) which is consistent with an inhibitory effect of miR-342-

5p. Mutation in the binding site for miR-342-5p in the 3’UTR of BCL2 prevented the inhibitory 

effect of this miRNA. As previously, co-transfection with anti-miR-342-5p increased RLU 

(+30%, p<0.01). 

In silico analysis did not identify any potential binding site for miR-491-5p in the 3’UTR 

of BCL2 mRNA. Expectedly, miR-491-5p did not modulate the luciferase activity of WT-

BCL2-3’UTR reporter construct (Figure 6B). Therefore, in SW1353 cells, only miR-342-5p 

can downregulate Bcl-2 protein expression through direct binding to the 818-824 region in the 

3’UTR of BCL2 mRNA. 

We identified 2 putative binding sites for miR-342-5p in BCL2L1-3’UTR, at positions 

679-686 and 1407-1413. We thus made constructs where these sites were mutated separately 

(MUT1 and MUT2 respectively, figure 6C). Transfection of miR-342-5p led to a significant 

decrease in luciferase activity only when co-transfected with WT-BCL2L1-3’UTR or MUT2-

BCL2L1-3’UTR (-45% and -47%, p<0.01 and p<0.001, respectively; figure 6D).  In 

comparison, the overexpression of this miRNA diminished the reporter activity by only 13% 

(p<0.05) for the MUT1-BCL2L1-3’UTR construct and by 14% (NS) for the double mutant 

MUT1/MUT2-BCL2L1-3’UTR construct. In parallel, co-transfection of anti-miR-342-5p with 

all the constructs led to a slight increase in the luciferase activities. Therefore, in SW1353 cells, 

miR-342-5p downregulates Bcl-XL protein expression through preferential and direct binding 

to the 679-686 region in the 3’UTR of BCL2L1 mRNA.  
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Functional binding sites for miR-491-5p have previously been identified in the 3’UTR 

of BCL2L1 mRNA [19–21]. Accordingly, co-transfection of miR-491-5p and WT-BCL2L1-

3’UTR, bearing 3 binding sites for miR-491-5p, led to a significant decrease in the luciferase 

activity of the reporter vector (-34 % relative to miR-Ctrl, p<0.01, figure 6D). This repression 

was specifically abolished with the anti-miR-491-5p. Therefore, as previously reported in other 

cancer cells, BCL2L1 mRNA is also a direct target of miR-491-5p in SW1353 chondrosarcoma 

cell line. 

 

MiR-342-5p increases autophagy in the SW1353 chondrosarcoma cell line.  

To further investigate the mechanisms of action of miR-342-5p and miR-491-5p, we 

next looked at their ability to regulate autophagy, which can also contribute to cell death. 

Specific autophagosome green marker of Cell meterTM Autophagy Fluorescence Imaging Kit 

and DAPI staining of the nuclei were used to quantify the number of autophagosomes per 

nuclei. Whatever the oxic conditions, miR-491-5p did not significantly modulate the number 

of marked autophagosomes (Figure 7). MiR-342-5p significantly increased the number of  

autophagosomes under normoxia (by 7.4-fold relative to miR-Ctrl-treated cells, p<0.01), and 

to a lesser extent under hypoxia (by 2.8-fold, p<0.05). Therefore, miR-342 increases the 

autophagic activity of SW1353 cells, which might participate in its tumour-suppressive activity. 

 

MiR-491-5p and miR-342-5p modulate the expression of numerous proteins related 

to proliferation or apoptosis and affect mitogenic signalling pathways in chondrosarcoma 

cells. 

To gain further insight into the mechanisms underlying the activity of these two 

miRNAs, we finally looked at the expression of some of their predicted, or validated, targets 

(Tables S1 and S2); with a special focus on those involved in cell survival/death and/or in 

signalling pathways commonly altered in cancer. 
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Although in silico analysis showed that CCND1 mRNA was a validated target of miR-

342-5p (Table S2), the transfection of this miRNA did not clearly impacted CCND1 protein 

expression in chondrosarcoma cell lines. In SW1353 cells, miR-491-5p and miR-342-5p led to 

a slight decrease in cyclin D1 protein expression under normoxia, whereas they tended to 

increase its levels under hypoxia (Figure 8A). We did not detect any reproducible alteration in 

cyclin D1 expression at the CCND1 mRNA steady-state levels (data not shown). In CH2879 

and OUMS-27 cells, there was no significant alteration in cyclin D1 expression independently 

of the oxic condition (Figure S8A). 

We then measured the expression of EGFR, a direct target of miR-491-5p in 

glioblastoma and ovarian cancer cells [19,22] (Table S1), and a predicted target of miR-342-5p 

(Table S2). In SW1353 cells, at the mRNA level, miR-491-5p repressed the expression of 

EFGR by 2.5-fold (p<0.01) under both oxic conditions, whereas miR-342-5p increased its 

expression by 1.6-fold (p<0.05) only under normoxia (Figure 8B). At the protein level, miR-

491-5p decreased EGFR expression from 1.4- to 2-fold depending on the oxic condition (Figure 

8A). This effect on EGFR protein was more marked in OUMS-27 and CH2879 chondrosarcoma 

cell lines than in SW1353 (Figure S8B). MiR-342-5p did not have any significant effect on 

EGFR protein expression in any of the three chondrosarcoma cell lines.  

Caspase-9 was also identified as a direct target of miR-342-5p ([23], Table S2). MiR-

342-5p did not significantly modulate caspase-9 mRNA level in SW1353 cells (data not 

shown). However, in the three chondrosarcoma cell lines, it caused a strong decrease (at least 

3-fold) in pro-caspase-9 protein expression (47 kDa), this without induction of the large cleaved 

caspase-9 fragments (37 and 35 kDa) (Figures 8A and S8B). MiR-491-5p had no effect on pro-

caspase-9 protein expression and it did not increase the cleavage of caspase-9.  
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The pro-apoptotic proteins Bax and Bak are essential for mitochondrial outer membrane 

permeabilization and induction of cell death. None of the considered miRNA impacted Bax 

protein expression (data no shown). Bak protein was upregulated when exposing the three 

chondrosarcoma cell lines to miR-491-5p, especially under hypoxia, whereas miR-342-5p 

tended to decrease Bak expression (from 1.3-fold to 3-fold increase with miR-491-5p and 

approximately 1.2-fold decrease with miR-342-5p, figures 8A and S8C). Finally, we analyzed 

the effects of these miRNAs on two essential mitogenic signalling pathways involved in cell 

survival (MAPK/ERK and AKT/PKB). On the ERK pathway, the effects of these miRNAs 

were quite variable from one cell line to another, and were dependant on the oxic condition. In 

SW1353 cells, miR-491-5p decreased activated and total ERK proteins under normoxia (by 

approximately 1.5-fold, figure 8C). Mir-491-5p had no marked effect on ERK pathway in 

OUMS-27 cells (Figure S8D). It diminished phosphorylated or total ERK proteins levels under 

normoxia and hypoxia in CH2879 cells (maximum decrease of 1.6-fold for phosphorylated 

ERK under normoxia; Figure S8D). These results suggest that miR-491-5p could decrease the 

expression of ERK proteins and their activated/phosphorylated forms in chondrosarcoma cells.  

In SW1353 cells, miR-342-5p did not alter total ERK proteins expression (Figure 8C). 

However, it increased the levels of phosphorylated ERKs under normoxia. In OUMS-27 and 

CH2879 cells, miR-342-5p did not seem to significantly influence total or phosphorylated ERK 

proteins levels (Figure S8D). Therefore, miR-342-5p does not significantly influence ERK 

signalling pathway in chondrosarcoma cells. 

The effects of miRNAs on AKT signalling pathway were also heterogeneous between 

the chondrosarcoma cell lines. In SW1353 cells, miR-491-5p decreased total AKT protein only 

under normoxia (by 2-fold, relative to miR-Ctrl-treated cells; Figure 8C), without clearly 

inhibiting AKT activation. MiR-342-5p downregulated the expression of total AKT protein 

under both normoxia and hypoxia (by approximately 1.5-fold), with subsequent inhibition of 

AKT phosphorylation only under hypoxia (by 1.4-fold). In OUMS-27 cells, there was no 

significant variation in phosphorylated or total AKT proteins levels, with both miRNAs and 

under both oxic conditions (Figure S8E). In CH2879 cells, whereas both miR-342-5p and miR-

491-5p decreased total AKT protein expression (from 1.5- to 5-fold), they also increased the 

level of phosphorylated AKT under normoxia and hypoxia (Figure S8E). Consequently, these 

results suggest that the effects of miR-491-5p and miR-342-5p on AKT signalling are 

dependent on the chondrosarcoma cell line. They could decrease AKT expression and at the 

same time participate to its activation. 



 195 

 



 196 

Only miR-342-5p induces cell death in a 3D organoid chondrosarcoma model.  

Finally, we tested the anti-tumour activity of miR-342-5p and miR-491-5p on SW1353 

cells cultured in 3D, a model that mimics more accurately the in vivo physiopathological 

microenvironment. SW1353 cells were transfected with either 20 or 50 nM of miRNAs mimics. 

Cells were cultured under normoxia and hypoxia with the same kinetics as described before 

(Figure 9). 

Compared to miR-Ctrl, miR-491-5p had no effect on the cell cycle and did not modulate 

the percentage of sub-G1 events, independently of the oxic condition or its concentration. By 

contrast, miR-342-5p increased the number of sub-G1 peaks, with the same efficiency at 20 

and 50 nM (approximately 1.5-fold relative to the respective miR-Ctrl, only significant under 

hypoxia with p<0.01). In conclusion, miR-342-5p, but not miR-491-5p, induced cell death in 

our organoid chondrosarcoma culture model, especially in hypoxia. 

 

Discussion 

The resistance of chondrosarcomas to conventional radiotherapy and chemotherapy 

calls for the development of new treatments. The use of therapeutic miRNAs offers the 

advantage of a multi-target approach and can help to discover new therapeutic targets for 

clinical applications [9,11]. In previous works, the function of about twenty miRNAs were 

reported in chondrosarcoma [9,24]. Using a high-throughput screening of a human library of 

1200 miRNAs, we found numerous miRNA with the ability to diminish cell proliferation in 

SW1353 chondrosarcoma cell line. Among these, we identified 5 miRNAs with a predicted 

pro-apoptotic activity by potentially targeting anti-apoptotic molecules such as Bcl-xL and Bcl-

2, thought to play a critical role in the chemoresistance of chondrosarcoma chondrocytes 

[15,16,25]. Moreover, 2 miRNAs (miR-342-5p and miR-541-5p) seemed also exert 

chemosensitizing effects when combined with CDDP. Real-time cell analysis and endpoint 

morphological analysis were performed in glass culture plates under normoxia, whereas 

chondrosarcoma cells live in a hypoxic environment. Therefore, we realized individual 

functional analyses in classical plastic culture plates to validate our approach and to 

unambiguously identify miRNAs with real cytotoxic and chemosensitizing effects. Considering 

the role of hypoxia in the resistance of tumour cells to conventional treatments [4,26], we 

performed functional analyses under both normoxia (21% O2) and hypoxia (3% O2). We 

validated the tumour-suppressive effects of miR-491-5p and miR-342-5p on three 
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chondrosarcoma cell lines cultured as monolayers. Their effects were already described in other 

cancers, but to date, our work is the first to identify miRNAs acting as tumour suppressors in a 

hypoxic microenvironment. Moreover, since the traditional 2D cell culture does not reflect the 

in situ physiopathologic microenvironment, we used for the first time a 3D organoid culture 

model to further confirm the effects of miRNAs on SW1353 cells. 

We used four cell lines derived from central conventional chondrosarcomas of grade II 

(SW1353) and of grade III (OUMS-27, CH2879 and L835). They are all resistant to cisplatin: 

CH2879 and OUMS-27 are the least resistant (IC50 to achieve 50% reduction in cell viability 

of 40 µM and 50 µM respectively), L835 has an IC50 of at least 200 µM, and SW1353 is the 

most resistant with an IC50 of at least 400 µM [15]. Mutation analysis performed on TP53 and 

on Isocitrate Dehydrogenase (IDH) 1 or 2 revealed distinct characteristics: SW1353 harbours 

both IDH2 and TP53 mutations, OUMS-27 harbours a TP53 mutation, CH2879 is wild type for 

IDH and TP53 mutations, and L835 harbours an IDH1 mutation [27,28]. Only L835 cell line 

did not respond to miR-491-5p and miR-342-5p, and harbours an IDH1 mutation. Gain-of-

function mutations of IDH1/2 are found in 38-70% of primary central chondrosarcomas and 

are only leading to DNA hypermethylation. Moreover, direct inhibition of the IDH1 mutant 

enzyme does not change the tumorigenic properties of chondrosarcoma cell lines in vitro [29]. 

The four cell lines express Bcl-2 and Bcl-xL proteins at different levels [15,25]. These 2 latter 

studies showed that L835 cells express more Bcl-xL protein than Bcl-2 protein. Moreover, 

inhibition of Bcl-xL and Bcl-2 with ABT-737 reduces the cell viability and induces apoptosis 

of L835 cells after 72 h incubation [15]. Inhibition of Bcl-xL by both miR-491-5p and miR-

342-5p should therefore have resulted in cell death by apoptosis. Complementary experiments 

would be necessary to verify this inhibition. 

Unlike miR-541-3p [30,31], miR-541-5p has never been studied in cancers. MiR-625-

5p and miR-149-5p have been previously reported to have tumour suppressive roles in various 

cancers, alone or combined with different chemotherapeutic agents [32–36]. Even if miR-149-

5p seems to play  a dual role in cancer [37], both miR-625-5p and miR-149-5p can induce 

apoptosis. Although our screening showed that these three miRNAs could have antiproliferative 

effects, we did not confirm any significant antimetabolic, cytotoxic or killer effects on the 

SW1353 chondrosarcoma cell line. We also did not validate the chemosensitizing effect of 

miR-541-5p 72 h post-transfection. As cells growing on glass are more sensitive than cells 

growing on plastic, it is possible that killer effects require a longer incubation period in classic 

cell culture conditions, possibly over 96 h post-transfection. 
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MiR-491-5p was already described as a tumour suppressor in various cancers and 

several of its direct targets have been identified and include: Bcl-xL in colorectal cancer [21], 

Bcl-xL and EGFR in ovarian cancer [19], Bcl-xL and TP53 in pancreatic cancer [20], Bcl-xL, 

EGFR and CDK6 in glioblastoma [22], PKM2 [38] and FOXP 4 in osteosarcoma [39], the most 

common type of bone cancers. In our study, miR-491-5p was first used as a positive control of 

cytotoxicity in the high-throughput screening. Given its high therapeutic potential, we next 

wanted to confirm its tumour suppressive effect on chondrosarcoma cell line, in which it has 

never been studied. We found it was able to induce cell death in SW1353, OUMS-27 and 

CH2879 chondrosarcoma cell lines cultured in monolayer under normoxia and hypoxia.  

EGFR is constitutively activated in high grade chondrosarcoma tumours [40]. 

Regardless of the oxygen level, miR-491-5p inhibited EGFR at both protein and mRNA levels. 

This suggests a possible downstream inhibition of AKT and MAPK signalling pathways, 

leading to a decrease in chondrosarcoma cell proliferation and migration as shown by others 

upon inhibition or silencing of EGFR in chondrosarcoma [40]. In previous works, the 

downstream inhibition of MAPK and AKT activity by miR-491-5p was dependent on the type 

of cancer or the cell line. In the SW1990 pancreatic cell line, miR-491-5p inhibited PI3K/AKT, 

but not RAS/MAPK [20]. This miRNA also inhibited AKT and MAPK signalling pathways in 

IGROV1-R10 ovarian cancer cells whereas SKOV3, another ovarian cell line, maintained its 

AKT and MAPK activity [19]. In the present study, its effect on AKT and MAPK signalling 

pathways was heterogeneous between the chondrosarcoma cell lines and was also dependent 

on the oxic conditions.  

MiR-491-5p did not influence the expression of the Bcl-2 anti-apoptotic protein in the 

3 investigated chondrosarcoma cell lines sensitive to miR-491-5p. Although the anti-apoptotic 

Mcl-1 could be a potential target of miR-491-5p, it did not influence its protein expression in 

SW1353 and OUMS-27 cell lines, and rather tended to increase its expression in CH2879 cells, 

as observed in IGROV1-R10 ovarian cell line [19]. Like others, we found that miR-491-5p 

directly targets BCL2L1 mRNA [19,20,22]. Consequently, miR-491-5p decreased the 

expression of the anti-apoptotic protein Bcl-xL in the 3 chondrosarcoma cell lines responding 

to miR-491-5p under both oxic conditions. It also increased the expression of the Bak pro-

apoptotic protein. Both these two events might therefore contribute to its apoptotic activity in 

chondrosarcoma cells. 

MiR-342-5p mechanism of action has been less investigated than that of miR-342-3p 

and, to our knowledge, never in chondrosarcoma. It has been identified as a tumour suppressor 



 199 

in neuroblastoma [30]. It inhibited colon cancer tumorigenesis through direct targeting of the 

N-a-acetyl transferase 10 protein (NAA10) and also promoted apoptosis [41]. In osteosarcoma, 

miR-342-5p was also found to inhibit cell growth, migration and invasion, and restored 

sensitivity to doxorubicin through direct targeting of Wnt member 7B (WnT7b) [42]. In the 

present study, high-throughput screening revealed that miR-342-5p has some antiproliferative 

effects on SW1353 cells. However, miR-342-5p did not significantly affect AKT and ERK 

mitogenic signalling pathways as previously reported for breast cancer cells [43], or AKT 

mRNA in inflammatory macrophages [44]. We observed AKT inhibition at the protein level in 

2 out the 3 cell lines (SW1353, CH2879), but at the same time the phosphorylation of AKT 

increased in CH2879 cells. There is evidence in the literature that miR-342-5p increases the 

level of phosphorylated forms of AKT via targeting a phosphatase on cardiomyocytes [23]. 

Others have shown that miR-342-5p attenuated the protein level of total AKT, whereas its 

phosphorylated protein level was stable in neural stem cells [45]. In view of our results, we 

cannot assume that the antiproliferative effects of miR-342-5p are linked to AKT and ERK 

pathways, but rather linked to its pro-apoptotic effects. Indeed, miR-342-5p induced cell death 

and apoptosis in SW1353, OUMS-27 and CH2879 cells, independently of the oxygen level. In 

the 3 chondrosarcoma cell lines, miR-342-5p inhibited the expression of the anti-apoptotic 

proteins Bcl-2 and Bcl-xL, but not that of Mcl-1, with a more sustained effect under hypoxia. 

We also reported for the first time that miR-342-5p downregulates Bcl-2 protein expression 

through direct binding to sequence 818-824 of BCL2-3’UTR. Like Soriano et al. [30], we found 

that miR-342-5p directly targets BCL2L1 gene and in addition, we identified its binding site at 

position 679-686 of BCL2L1-3’UTR. The authors also identified CCND1 gene as a direct target 

of miR-342-5p in neuroblastoma, but in our experiments on 3 chondrosarcoma cells lines, 

cyclin D1 protein expression was not affected by miR-342-5p.  

Surprisingly, in the three chondrosarcoma cell lines, this miRNA had also anti-apoptotic 

effects, since it tended to decrease (by 1.2-fold) the protein expression of the Bak pro-apoptotic 

protein, and that of the pro-caspase-9 (at least 3-fold). Our data are in line with the study of 

Hou et al. who identified exosomal miR-342-5p as a key cardioprotective molecule inhibiting 

apoptotic signaling via direct targeting of caspase-9 and JNK2 in cardiomyocytes [23]. 

Caspase-9 activation is stimulated by dimerization instead of cleavage within the apoptosome. 

Dimerization facilitates autocatalytic cleavage which results in the stabilization of the dimer 

[46]. Caspase-9 showed complete activity in its uncleaved form [47]. This caspase initiates 

apoptosis by cleaving and thereby activating executioner caspases-3, -6 and -7. In our study, 
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cleaved caspase-9 was not clearly observed in all chondrosarcoma cell lines, even with miR-

491-5p whose activation of the intrinsic apoptosis pathway has already been demonstrated 

[19,20]. Despite anti-apoptotic potential, miR-342-5p clearly induced apoptosis as 

demonstrated by the induction of cleaved PARP and caspase-3/7 activity.  

Autophagy is a lysosomal degradation pathway that protects cells from deleterious 

cytoplasmic components. Autophagy can also be associated with cell death [48,49]. Here we 

found that miR-342-5p induced autophagy in SW1353 cells. The effect was less significant in 

hypoxia, probably because autophagy was already activated in a hypoxic environment. We also 

reported the inhibition of Bcl-2 and Bcl-xL by miR-342-5p, which could contribute to the 

activation of autophagy. Indeed, Bcl-2 family proteins can inhibit autophagy by targeting and 

inhibiting Atg6/Beclin 1, which has an essential role in the formation of autophagosomes [50–

52] Inhibition of Bcl-xL by miR-491-5p did not, however, appear to be enough to induce 

autophagy. We cannot rule out the possibility that miR-342-5p can directly target autophagy-

related components but we identified, for the first time, miR-342-5p as an autophagy-regulating 

miRNA.  

In a previous study in SW1353, OUMS-27, CH2879 and L835 cells, inhibition of Bcl-

xL and Bcl-2 with ABT-737 restored the chemosensitivity to doxorubicin and cisplatin (5 µM), 

with the more marked inhibition in cell viability after 72 h [15]. This team also used 10 µM 

CDDP in combination with WEHI-539, a selective inhibitor of Bcl-xL, to induce apoptosis of 

chondrosarcoma cells after 72 h treatment [25]. By contrast, in our study, miR-491-5p, which 

inhibits Bcl-xL, and miR-342-5p, which down-regulates both Bcl-2 and Bcl-xL, did not 

chemosensitize chondrosarcoma cells to CDDP. We used sublethal doses of CDDP to induce a 

cell cycle stalling at the S and/or G2/M phases: 0.33 µM (0.66 % of IC50) for OUMS-27, 1.65 

µM (0.82 % of IC50) for L835, 1.65 µM (4.12 % of IC50) for CH2879, and 3.3 µM (0.82% of 

IC50) for SW1353 [15]. We performed functional analysis 24 h after CDDP treatment. 

Therefore, the chosen kinetics and these sublethal doses of CDDP may not be adequate to unveil 

chemosensitive effects of these miRNAs Other experiments would be required to explore this 

hypothesis. 

We showed that miR-491-5p and miR-342-5p do not impact primary healthy HAC cell 

cycle, nor do they cause any cell death, supporting their biosafety on non-cancerous 

chondrocytes. Finally, we investigated their effects on a 3D organoid chondrosarcoma model 

that mimics the in vivo microenvironment, rather than using a classical xenograft model. We 

previously used collagen sponges scaffolds to successfully redifferentiate dedifferentiated 
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HAC, or to differentiate mesenchymal stem cells into chondrocytes, with the combination of 

growth factors/siRNAs/hypoxia [53–55]. These collagen sponges scaffold were also used to 

study the impact of irradiations in a 3D chondrosarcoma model [56]. Compared with the 

conventional subcutaneous xenograft implantation in nude mice, our 3D culture model allows 

to control oxygen tension during experimentations. The effects of the miRNAs were thus 

studied under hypoxia in order to closely mimic the in situ microenvironment of 

chondrosarcomas. In this model, we found that miR-491-5p was not able to induce cell death, 

whereas miR-342-5p provoked cell death in normoxia and hypoxia, with only a higher level of 

significance in the more biologically relevant hypoxia. This miRNA would therefore be the 

most effective if considering miRNAs as a therapeutic avenue for the treatment of 

chondrosarcomas.  

 

Conclusions 

Our study unambiguously demonstrated the antiproliferative, antimetabolic and 

cytotoxic effects of miR-491-5p and miR-342-5p on the SW1353 chondrosarcoma cell line. 

However, both miRNAs were unable to induce chemosensitivity to cisplatin in our 

experimental conditions, but tumour suppressive effects of these miRNAs were validated in 3 

out 4 chondrosarcoma cell lines cultured under normoxia and hypoxia. MiR-491-5p inhibited 

the expression of EGFR whose constitutive activation is associated with cell proliferation, 

survival and migration. Both miRNAs induced apoptosis and miR-342-5p also promoted 

autophagy. We identified Bcl-xL and Bcl-2 as direct targets of miR-342-5p, and Bcl-xL as a 

direct target of miR-491-5p in chondrosarcoma chondrocytes. This study therefore provides 

additional evidence of the therapeutic potential to specifically target the Bcl-2 family members 

in chondrosarcomas. Only miR-342-5p appeared to be effective in a more relevant 3D culture 

model in hypoxia. The loss of efficiency of miR-491-5p in the organoid culture system 

demonstrates the importance of considering the tumour microenvironment in order to develop 

new efficient therapeutic tools. 
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Methods 

 

Cell culture 

The chondrosarcoma cell line SW1353 (ATCC® HTB-94) was grown and treated in 

high glucose-Dulbecco's modified Eagle's medium (HG-DMEM, Biowest) supplemented with 

10% Fetal Calf Serum (FCS) (Eurobio), 3 µg/ml ciprofloxacin (Sigma Aldrich) and 0.5 µg/ml 

amphotericin (Eurobio). The chondrosarcoma cell lines OUMS-27, L835 and CH2879, were 

kindly provided by Y. Saintigny (LARIA, Caen, France) and they initially originate from 

J.V.M.G Bovée’s team (Department of Pathology, Leiden, the Netherlands). They were grown 

and treated in RPMI 1640 medium (Eurobio) with 10% FCS and a mixture of penicillin (100 

IU/mL) and streptomycin (100 µg/ml) (Eurobio).  

 HAC (Human articular chondrocytes), obtained with appropriate ethical approval, were 

prepared from macroscopically healthy zones of femoral heads obtained from patients 

undergoing joint arthroplasty as previously described [57]. The study was performed in full 

accordance with local ethics committee guidelines and all the cartilage samples were collected 

after written and informed consent of the donors according to the legislation. All the 

experimental protocols were approved by the French ministry of higher education and research 

(ethics committee for research with human samples CODECOH: DC 2014–2325). 

Chondrocytes were seeded at 4x104 cells/cm2 in plastic dishes, with a medium consisting of 

HG-DMEM supplemented with 10% FCS and a mixture of 100 IU/mL of penicillin, 100 

mg/mL of erythromycin, and 0.25 mg/mL of fungizone (Eurobio).  

 All cells were certified mycoplasma-free with PCR analysis. They were maintained in 

a humidified atmosphere containing 5% CO2 at 37°C. Treatments were performed under 

normoxia (21% O2) and hypoxia (3 % O2). Hypoxic cultures, including any handling, were 

exclusively performed in a sealed chamber, with a controlled rate of oxygenation [57]. 

 For 3D experiments, SW1353 cells were grown in collagen scaffolds manufactured by 

Symatèse Biomatériaux (Chaponost, France), as described previously by our team for the 

redifferentiation of HAC [53] or to study the impact of radiations in a 3D chondrosarcoma 

model [56] with some modifications. The collagen sponge scaffolds were composed of native 

type I collagen (90-95 %) and type III collagen (5-10 %) from calf skin. These sponges, 2 mm 

thick and 5 mm in diameter, were cross-linked with glutaraldehyde to increase their stability 

and sterilized with �-radiations. Briefly, SW1353 cells were seeded at 2x104 cells/sponge in 

96-well culture plates and incubated at 37°C and 5% CO2 in HG-DMEM supplemented with 
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10% FCS and antibiotics. After 1 h, each cell construct was transferred to 24-well plates and 

incubated in the same medium pre-equilibrated or not to 3% O2 by bubbling. Cells were then 

cultured under normoxia or hypoxia. 

 

Drug and miRNAs 

Cisplatin (CDDP) was purchased from Mylan (Merk, France). Sublethal doses of CDDP 

were used during the transfection of miRNA as follows: 1 µg/ml (3.3 µM) for SW1353, 0.5 

µg/ml (1.65 µM) for L835 and CH2879 cells, and 0.1 µg/ml (3.3 µM) for OUMS-27 cells. All 

miRNA mimics were purchased from Dharmacon (Horizon Discovery, Cambridge, UK). 

MiRNA-Control (miR-Ctrl, MIMAT0000039), was based on C. elegans miRNA sequence that 

has been confirmed to have minimal sequence identify with human miRNAs. Human miRNA 

hsa-miR-491-5p (MIMAT0002807, noted miR-491), hsa-miR-342-5p (miR-342, 

MIMAT0004694), hsa-miR-541-5p (miR-541, MIMAT0004919), hsa-miR-625-5p (miR-625, 

MIMAT0003294), hsa-miR-149-5p (miR-149, MIMAT0000450) were also used in this study. 

MiRNA hairpin inhibitors were purchased from Dharmacon: hsa-miRNA-491-5p-hairpin 

inhibitor (anti-miR-491, IH-300751-06), hsa-miRNA-342-5p-hairpin inhibitor (anti-miR-342, 

IH-301083-02) and miRNA hairpin inhibitor Negative Control (anti-miR-ctrl, IN-001005-01). 

 

Real-time cell analysis (xCELLigence) 

MiRNA- and cisplatin-mediated cytotoxicity were initially monitored by high 

throughput screening using Real-Time Cell Analyser (RTCA) multi-plate instrument 

(xCELLigence System; ACEA, Ozyme, Saint Quentin en Yvelines, France) under normoxia. 

This system monitors cellular events in real-time by measuring electrical impedance across 

interdigitated micro-electrodes integrated into the bottom surfaces of 96-well E-plates VIEW 

(Ozyme). RTCA 2.1.0 software calculates the cell index (CI) based on the impedance. CI 

correlates with the area of cells attached to the bottom of the plate as described elsewhere [58]. 

Briefly, 3.5x103 SW1353 cells/well were plated in 96-well E-plates VIEW. They were left to 

grow for 24 h before transfection with 20 nM miRNAs using InterferinTM (Polyplus-

Transfection, Strasbourg, France). In each plate, miR-Ctrl was used as a negative control of 

cytotoxicity. The cells were treated or not with CDDP 24 h post-transfection. Impedance was 

continuously measured until the end of the treatment (i.e. 96 h post-transfection and 120 h after 

seeding). MiRNA effect was established according to three criteria: the shape of the curve, the 
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area under the curve (AUC) and the CI at the end of the experiment. Standard deviations of 

triplicates were analyzed with the RTCA software. Endpoint morphological analysis of cells 

was also done in a high throughput cell imaging system (Cellavista; Roche) at the end of the 

experiment. 

 

Transfection of miRNA and CDDP treatment  

For individual characterization and validation studies, exponentially growing cells were 

seeded at 7.5x104 cells/cm2 (for OUMS-27), 1x104 cells/cm2 (for SW1353 cells) and 2x104 

cells/cm2 (for L835 and CH2879 cells). Cell lines were transfected 24 h after seeding with 20 

nM of miRNA mimics using INTERFERinTM (Polyplus-Transfection) according to the 

manufacturer’s instructions. An additional CDDP treatment was realized 48 h post-transfection 

with sublethal doses of CDDP. 

For 3D experiments, SW1353 cells were transfected with 20 or 50 nM miRNA the day 

after seeding in collagen sponge. HAC were transfected with 20 nM miRNA at passage 0 and 

at 80% confluency. In all cases, cells and media were harvested at the end of the experiment 

(72 h post-transfection) for further analysis.  

 

Metabolic activity analysis 

SW1353 cells were seeded onto 96-well microplates at a density of 3.5x103 cells/well 

in triplicates. Transfection of 20 nM miRNA was performed 24 h later with or without an 

additional CDDP treatment 48 h post-transfection, as described above. Cellular metabolic 

activity was estimated 72 h post-transfection using the XTT assay (Roche). This assay is based 

on the cleavage of the tetrazolium salt XTT to a soluble formazan salt only in viable cells. 

Therefore, the amount of formazan dye formed directly correlates to the number of 

metabolically active cells in the culture. The medium was removed and the cells were incubated 

with XTT working solution (per well: 100 μl of culture medium, 50 μl of XTT and 1 μl of 

electron coupling reagent). Optical density (OD) was measured at 450 nm and 600 nm with an 

absorbance microplate reader (Spark 10M, Tecan) after 1 h incubation. 

 

 

Cytotoxicity assay  
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In parallel with the metabolic activity analysis, a bioluminescence cytotoxicity assay kit 

(Interchim) was used to evaluate miRNA-induced cytotoxicity 72 h post-transfection. This kit 

is based on the measurement of adenylate kinase (AK) rapidly released into the culture medium 

upon damage to the plasma membrane. AK detection was realized in the supernatant in a simple 

one-step procedure involving two chemical reactions. The first reaction converts ADP to ATP 

by AK. The second reaction uses luciferase to catalyze the formation of the light from ATP and 

luciferin. The emitted light was then measured with a luminescence microplate reader (Spark 

10M, Tecan) and expressed as relative luciferase units (RLU), reflecting the number of dead 

cells.  

 

Cell cycle analysis  

Adherent cells were harvested by trypsinization. The supernatant, containing the 

detached cells, and the trypsinized cells were pooled, centrifuged (1400 rpm, 10 min), rinsed 

with PBS, fixed in 70% ethanol, and stored at -20°C until analysis. Fixed cells were then 

centrifuged (3000 rpm, 10 min) and rinsed with PBS to remove all traces of ethanol. After 

centrifugation (2000 rpm, 5 min), the cells were resuspended and incubated for 30 min in a PBS 

solution containing 20 µg/ml propidium iodide (Sigma Aldrich) and 100 µg/ml RNAse (Fisher 

Scientifics). Cell cycle phase distribution was analyzed by flow cytometry using the Cytoflex 

S Flow Cytometer (Beckman Coulter). Data were computed with the Cytexpert® acquisition 

software (Beckman Coulter). 

 

Analysis of nuclear morphology  

Both detached and adherent cells were pooled and applied to a poly-L-lysine‐coated 

glass slide by cyto-centrifugation at 850 rpm for 5 min (Cytospin, Thermo Scientific). They 

were fixed with a solution of ethanol/chloroform/acetic acid (6: 3: 1) before DNA staining.  

Slides were then treated with the UltraCruz™ Mounting Medium with DAPI 4’,6-Diamidino-

2-phenylindole, dilactate (Santa Cruz Biotechnology, Inc.). The observations were made on a 

fluorescence microscope (Nikon eclipse Ti). 
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Western-blotting 

Both detached and adherent cells were centrifuged at 1400 rpm for 5 min, washed with 

PBS and stored at -20°C until analysis. Total proteins were extracted using the RIPA-lysis 

buffer as previously described [59]. Protein concentration was assessed according to the 

Bradford colorimetric procedure (BioRad). Then, 15 µg of total proteins were separated in 10% 

or 12% polyacrylamide gels containing 0.1% SDS and transferred to a polyvinylidene 

difluoride membrane (PVDF, BioRad) using the Trans Blot®TurboTM Transfer system 

(BioRad). Unspecific binding sites of the membranes were blocked with 10% non-fat milk 

powder in Tris-Buffered Saline with 0.1% Tween (TBST) for 1 h. Then, protein level were 

analyzed by immunoblotting with antibodies from Cell Signaling Technology (Ozyme), 

according to the manufacturer’s instructions : EGFR (4267), PARP (9542), Caspase-9 (9502), 

Bcl-xL (2764), Cyclin D1 (2878), Bak (3814), phospho-p44/42 MAPK (Thr202/Tyr204 of 

Erk1/2, 4370), p44/42 MAPK (Erk1/2, 9102), phospho-AKT (Ser473, 4060), AKT (9272). We 

also used Mcl-1 (S-19), GAPDH (FL-335) and β-Tubulin (D-10) antibodies from Santa Cruz 

Biotechnology, and the Bcl-2 (M0887) antibody from DAKO. After the incubation, membranes 

were washed in TBST, followed by an incubation with HRP-conjugated goat anti-rabbit or 

mouse IgG antibody (Jackson Immunoresearch). Signals were visualized with a 

chemiluminescence imaging system (ChemiDocTM Touch imaging system, BioRad). Each 

immunoblot is representative of at least three distinct experiments. Protein expression was 

estimated by quantifying the density of immunoblots bands adjusted to β-Tubulin or GAPDH 

(ImageLab® software). 

 

Real-time detection of caspase-3/7 mediated apoptosis  

Caspase-3/7 activity was assessed using the Incucyte® Caspase-3/7 Green Apoptosis 

Assay Reagent (Essen BioScience). This reagent couples the activated caspase-3/7 recognition 

motif (DEVD) to NucView™488, a DNA intercalating dye. Thus, caspase-3/7 activity 

correlates with an increase of the green fluorescence in the nuclei. Briefly, 3.5x103 SW1353 

cells/well were grown in 96-well plates and monitored in the Incucyte® S3 acquiring images 

(objective x 10) every 3 hours in 2 separate regions per well after transfection of 20 nM miRNA. 

Each experiment was done in triplicate and analyzed with the Incucyte® software. 

 

 



 207 

RNA isolation and PCR assay 

Total RNA (including miRNA) was isolated from transfected cells using the 

NucleoSpin® miRNA kit (Macherey-Nagel, France) according to the manufacturer’s 

instructions. RNA quantity and quality were assessed using the NanoDropTM 2000 

spectrophotometer (ThermoFisher Scientific). Reverse transcription was performed to generate 

cDNA from 1 µg total RNA with the miScript II RT kit (Qiagen). PCR was performed on a 

CFX96 Touch real Time PCR (Biorad). Data were analyzed using CFX manager software. For 

detection of miRNAs, we used QuantiTect™ SYBR Green PCR master mix (Qiagen) with an 

universal miScript primer and specific miScript primers provided by Qiagen: Hs_miR-491-

5p_1 (miR-491-5p), Hs_miR-342-5p_1 (miR-342-5p), Hs_miR-541*_1 (miR-541-5p), 

Hs_miR-625_3 (miR-625-5p), Hs_miR-149_1 (miR-149-5p), Hs_RNU6-2_11 (U6 small 

nuclear 6 or RNU-6B) and Hs_miR-15a_1 (miR-15a). The cycling conditions were 15 min 

polymerase activation at 95°C, followed by 40 cycles at 94°C for 15 s, 55°C for 30 s and 70°C 

for 30 s. In addition, melting curves were performed to ensure specificity of PCR products. 

Expression values of miRNAs were normalized to both RNU-6B and miR-15a with CFX 

manager software. They were expressed as mean of triplicate samples ± SD. 

For RNA transcripts quantification, we used GoTaq®qPCR Master Mix (Promega). The 

following primers were purchased from Eurogentec: EGFR F-5’-

TGGCATCTTTAAGGGCTCCA-3’, EGFR R-5’-TGGCTAGTCGGTGTAAACGT-3’, 

PPIA1 F-5’-CGGATTTGATCATTTGGTG-3’, PPIA1 R-5’-CAGGGAATACGTAACCAG-

3’, GAPDH F-5’-CCTGCACCACCAACTGCTTA-3’, GAPDH R-5’-GGCCAT 

CCACAGTCTTCTGGG-3’. GAPDH and PPIA1 were both used as endogenous reference 

genes to normalize EGFR expression, expressed as mean of triplicate samples ± SD. 

 

Luciferase miRNA target reporter assay 

Targetscan 7.2 (http://www.targetscan.org) was used for miRNA target prediction. Wild 

type (WT) and mutant (MUT) vectors of BCL2L1-3’UTR and BCL2-3’UTR were purchased 

from GeneCopoeia (USA). The full length BCL2L1-3'UTR (217HmiT108616-MT05; 1489 bp) 

and of the proximal part of BCL2-3'UTR (217HmiT016211a; 2761 bp) were inserted 

downstream of a Gaussia luciferase (GLUC) reporter gene in the pEZMX-MT05 vector. This 

vector also carries the secreted alkaline phosphatase (SEAP) reporter gene for normalization of 

GLUC luciferase activity, as a function of transfection efficiency. SW1353 cells were seeded 
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at 8x104 cells/well (triplicates) in a 24-well plate the day before transfection. The cells were co-

transfected with 20 nM miRNA mimic or miRNA hairpin inhibitor and with BCL2-3’UTR 

vector (0.25 ng/µL) using jetOPTIMUSTM DNA transfection reagent (Polyplus-Transfection, 

Strasbourg, France). BCL2L1-3’UTR vector (1 ng/µl) and miRNA were co-transfected with 

EndoFectin transfection reagent (Genecopoeia, USA). Culture medium was collected 24 h later 

to measure luciferase activities with the secrete-pair dual luminescence assay kit (Genecopoeia) 

and a luminescence microplate reader (Spark 10M, Tecan). Luciferase activities were expressed 

as relative luciferase units (RLU) corresponding to GLUC/SEAP ratio. 

 

Autophagy assay  

Cell meterTM Autophagy Fluorescence Imaging Kit (AAT Bioquest®) was used to 

analyse the autophagic activity of the cells. The kit uses Autophagy GreenTM reagent as a 

specific autophagosome marker. SW1353 cells were seeded onto 96-well microplates at a 

density of 3.5x103 cells/well in triplicates. They were transfected 24 h later with 20 nM miRNA 

as described above, and incubated for 72 h. As positive controls, cells were incubated for the 

last 24 h in PBS with 5 % FCS. 72 h post-transfection, the medium was replaced by the 

Autophagy GreenTM working solution. The cells were incubated in a 37°C, 5% CO2 incubator 

for 1 h. After washing with PBS, the nuclei were counterstained with DAPI (Santa Cruz 

Biotechnology, Inc.). The cells were then observed under a fluorescence microscope (Nikon 

eclipse Ti). Autophagosomes and nuclei were counted with the ImageJ software. 

 

Statistical analysis 

All experiments were repeated at least three times. Values are reported as means ± SD. 

Statistical significances of the mean of at least three independent experiments were assessed by 

one-way ANOVA corrected for multiple comparisons using Dunnett’s test, or two-way 

ANOVA corrected for multiple comparisons using Sidak’s test. Alternatively, two-tailed 

unpaired student’s t test with Welch’s correction was used to analyse statistical differences 

within representative experiments performed in triplicate. Statistical analyses were done using 

GraphPad Prism 7 software. P-values of less than 0.05 were considered significant: 

***p<0.001, **p<0.01, and *p<0.05. 
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III. Principaux résultats et conclusions de l’étude  

L’identification de miRNAs cytotoxiques ou chimiosensibilisateurs par mesure de 

l’activité cellulaire en temps réel par impédancemétrie a été réalisée sur des plaques de culture 

en verre. Or, le comportement des cellules cultivées sur un support en verre, diffère des 

conditions de culture sur un support plastique. Par conséquent, l’effet de certains miRNAs 

observé via la technologie xCELLigence peut être biaisé. C’est pourquoi nous avons voulu 

valider la cytotoxicité des miRNAs sélectionnés par criblage haut débit en menant des 

approches fonctionnelles individuelles sur des supports de culture plastiques. De plus, l’analyse 

par le criblage haut débit a été réalisée en normoxie, alors que le CS est une tumeur hypoxique. 

L’hypoxie influence de nombreuses voies de signalisation cellulaires et pourrait donc altérer 

l’efficacité des miRNAs. Aussi, nous avons évalué l’effet cytotoxique des miRNAs à la fois en 

normoxie et en hypoxie dans plusieurs lignées de CS. Dans cette étude, nous avons validé 

l’effet cytotoxique de deux miRNAs, le miR-491-5p et le miR-342-5p sur 3 des 4 lignées 

cellulaires étudiées (SW1353, OUMS27 et CH2879). Ces miRNAs n’ont pas eu d’effet 

cytotoxique sur la lignée de CS L835 et sur des chondrocytes sains. Ils n’ont pas eu non plus 

d’effet chimiosensibilisateur dans nos conditions expérimentales. 

Concernant le miR-491-5p, il a été sélectionné tout d’abord pour son effet 

potentiellement cytotoxique observé lors du criblage haut débit.  Son analyse in silico a ensuite 

révélée qu’il pouvait potentiellement inhiber la transcription de diverses protéines impliquées 

dans la prolifération cellulaire et dans les voies de signalisation liées à l’apoptose. De plus, ce 

miRNA avait déjà été étudié sur des lignées cellulaires de cancer ovarien où il avait été identifié 

comme suppresseur de tumeur via la régulation post-transcriptionnelle du facteur anti-

apoptotique Bcl-xL et de l’EGFR, deux protéines impliquées dans la survie et la prolifération 

cellulaire  (Denoyelle et al., 2014). Sur les 3 lignées de CS, SW1353, OUMS27 et CH2879, 

nous avons confirmé que le miR-491-5p était cytotoxique en normoxie et en hypoxie, et qu’il 

induisait la mort des cellules par apoptose. Nous avons aussi mis en évidence qu’il ciblait 

directement la région 3’UTR de l’ARNm de Bcl-xL diminuant de ce fait son expression 

protéique. Il a également diminué l’expression de l’EGFR (ARNm et protéine). En revanche, 

nous n’avons pas mis en évidence de diminution de l’expression de la protéine Mcl-1 ou 

d’augmentation de celle de BIM, sous-jacente à l’inhibition de l’expression de l’EGFR 

(données non fournies). L’EGFR est également impliqué dans l’induction de voies de 

signalisation induisant la prolifération et la survie, comme les voies AKT et MAPK/ERK. Nous 

avons donc étudié si l’inhibition de l’EGFR avait un impact sur l’activation de ces voies. 
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L’analyse in silico des cibles du miR-491-5p a identifié ERK1 et ERK2 comme des cibles 

potentielles. Sur la lignée cellulaire SW1353, nous avons observé une diminution de 

l’expression des ERKs (formes totales et phosphorylées) uniquement en normoxie. Par contre, 

il diminue leur expression à la fois en normoxie et en hypoxie dans la lignée CH2879, alors que 

cette diminution n’a pas été retrouvée sur la lignée OUMS27. La protéine AKT a aussi été 

identifiée comme étant une cible potentielle du miR-491-5p. Le miR-491-5p diminue 

l’expression de la forme totale d’AKT uniquement sur les lignées cellulaires SW1353 

(normoxie) et CH2879 (normoxie et hypoxie), sans toutefois diminuer son activation, puisqu’il 

tend à augmenter sa phosphorylation dans la lignée CH2879. L’effet du miR-491-5p sur les 

voies MAPK/ERK et AKT est donc variable d’une lignée à une autre et dépendante de la 

condition oxique. Par ailleurs, nous avons mis en évidence une augmentation de l’expression 

de la protéine pro-apoptotique Bak sur toutes les lignées de CS. Donc d’après ces résultats, nous 

avons conclu que le miR-491-5p favorise l’activation de la voie intrinsèque de l’apoptose 

dans les cellules de CS en normoxie et en hypoxie, via l’inhibition de la protéine anti-

apoptotique Bcl-xL et de l’EGFR, et en favorisant l’expression de la protéine pro-

apoptotique Bak.  

Concernant le miR-342-5p, nous avons confirmé son effet cytotoxique sur les 3 lignées 

de CS SW1353, OUMS-27 et CH2879 en normoxie et en hypoxie. Nous avons mis en évidence 

que le miR-342-5p active l’apoptose. Il existait quelques études sur l’implication de ce miRNA 

dans les cancers (Soriano et al., 2019; Yang et al., 2016; Liu et al., 2019), mais aucune sur le 

CS. L’analyse in silico avait prédit pour ce miRNA plusieurs cibles moléculaires impliquées 

dans l’apoptose et la prolifération cellulaire. Ainsi, nous avons mis en évidence pour la première 

fois que le miR-342-5p cible directement la séquence 3’UTR de l’ARNm de deux facteurs anti-

apoptotiques, Bcl-xL et Bcl-2. A l’aide de différentes mutations des séquences cibles de ce miR 

dans les régions 3’UTR, nous avons mis en évidence qu’il exerce une inhibition de la traduction 

via les séquences 679-686 de l’UTR de BCL2L1 et 818-824 de l’UTR de BCL2. En revanche, 

comme dans le cancer du sein (Leivonen et al., 2014), nous n’avons pas démontré d’effet 

significatif du miR-342-5p sur les voies de signalisation AKT et ERK. De manière surprenante, 

nous avons également observé une inhibition de l’expression de la protéine pro-apoptotique 

Bak et une inhibition de l’expression de la caspase-9, une protéine initiatrice de l’apoptose 

(l’analyse in silico avait révélé la caspase-9 comme une cible potentielle du miR-342-5p). Or, 

ces deux protéines jouent un rôle important dans l’activation de la voie intrinsèque de 

l’apoptose. Pourtant, l’activation de la caspase 3/7 et le clivage de la PARP témoignent d’une 
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activation de l’apoptose par le miR-342-5p. L’analyse morphologique des noyaux a aussi 

montré que le miR-342-5p induit la présence de corps apoptotiques. Du fait que Bcl-2 joue un 

rôle inhibiteur de l’autophagie, son inhibition par le miR-342-5p serait en faveur de l’activation 

de l’autophagie. Nous avons donc étudié cette voie et mis en évidence que le miR-342-5p 

augmente l’activité autophagique au sein des cellules de CS. Plusieurs études ont montré qu’une 

activation critique de l’autophagie induit la mort de la cellule (Denton & Kumar, 2019; Levine 

& Kroemer, 2008). Nous avons donc mis en évidence pour la première fois, que le miR-342-

5p est cytotoxique sur des lignées cellulaires de CS en ciblant directement les protéines 

anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xL favorisant ainsi l’activation de l’apoptose et qu’il active 

aussi l’autophagie. 

Le contexte 3D/2D peut influencer la physiologie des cellules (Duval et al., 2017a). Afin 

de s’approcher au mieux du contexte physiopathologique des cellules in vivo, nous avons donc 

évalué l’efficacité des miRs-491-5p et -342-5p dans un modèle de culture d’organoïde 

conférant un environnement en 3D. Par cette approche, seul le miR-342-5p a engendré des 

effets significativement cytotoxiques sur les cellules SW1353 de CS et cela uniquement en 

hypoxie. Le miR-342-5p serait donc le miR cytotoxique le plus adapté au contexte 

physiopathologique des CS. De plus, les miRs-491-5p et -342-5p n’ont pas induit de 

cytotoxicité chez des chondrocytes non tumoraux. Cela présente un avantage pour leur 

utilisation en thérapie car, si ces miRNAs sont vectorisés au sein de la tumeur, ils n’auront pas 

d’effet délétère sur les tissus adjacents à la tumeur. Nous avons par ailleurs au travers de cet 

article confirmé le potentiel thérapeutique ciblant les membres de la famille Bcl-2 chez le CS. 
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B.    Rôle suppresseur de tumeur du miR-342-5p et du 

miR-491-5p dans les cellules d’ostéosarcome humain  

Cet article sera soumis pour publication après l’acceptation du premier article dans la 

revue BMC Cancer (IF : 3,1). 

I. Contexte de la publication  

Les OS sont les premiers types de tumeurs malignes osseuses. Ces tumeurs se 

caractérisent par la synthèse d’une matrice ostéoïde. Le traitement actuel comprenant une 

chimiothérapie combinatoire associée à la chirurgie présente d’excellents résultats. Toutefois, 

pour les tumeurs présentant des métastases ou une récidive, le traitement par chimiothérapie se 

révèle inefficace. Ainsi, les miRNAs représentent une alternative thérapeutique intéressante. 

De plus, les miRNAs exercent des effets différents selon le tissu étudié. Par exemple, dans la 

littérature, le miR-149-5p est parfois décrit comme un miRNA oncogène alors que dans d’autres 

types de tumeurs, il était décrit comme un miRNA suppresseur de tumeur (He et al., 2018). 

L’objectif ici, était d’effectuer une analyse fonctionnelle individuelle afin de vérifier la 

spécificité des miRNAs sélectionnées par criblage haut débit chez le CS (miR-491-5p, miR-

342-5p, miR-541-5p, miR-625-5p et miR-149-5p). Pour cela, nous avons testé les 5 miRNAs 

sur 3 lignées cellulaires d’OS (HOS, MG-63 et SaOS-2). Leur effet chimiosensibilisateur a 

également été évalué. Ensuite, pour les miRNAs-491-5p et 342-5p qui ont eu un effet 

cytotoxique sur ces lignées, nous avons tenté d’élucider les mécanismes moléculaires mis en 

jeu. Pour cela, nous nous sommes centralisés sur les cibles prédites par l’analyse in silico, plus 

particulièrement sur les membres de la famille Bcl-2, jouant un rôle central dans l’activation de 

l’apoptose. 
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Abstract 

 

Background: Osteosarcomas are the first type of malignant tumors of the bone. These 

tumors are characterised by the synthesis of an osteoid matrix. Current treatments are based on 

both surgery and combination with chemotherapy. However, for tumors with metastases or 

recurrences, chemotherapy treatment is mostly ineffective and the tumors are sometimes 

unresectable. Thus, the use of miRNAs may represent an interesting therapeutic alternative to 

develop new therapeutic options.  

Methods: Using high throughput functional screening by impedancemetry, we 

identified 5 miRNAs with potential antiproliferative or chemosensitive effects on 

chondrosarcoma cells. The tumor suppressive activity of miR-342-5p and miR-491-5p was 

validated on 3 chondrosarcoma cell lines by individual functional validation. In this strategy, 

we performed in parallel an individual functional validation of these 5 miRNAs on 3 

osteosarcoma cell lines, used as controls to evaluate their specificity of action on another type 

of bone sarcoma. First, we evaluated their metabolic and cytotoxic effects. Then, cell cycle 

phase distribution, western-blots and reporter luciferase assays were carried out to evaluate the 

mechanisms of action of these cytotoxic miRNAs. 

Results: The cytotoxic effects of miR-491-5p and miR-342-5p were confirmed on 

osteosarcoma cells. Both miRNAs induced apoptosis. They increased Bak protein expression 

and directly targeted Bcl-xL. MiR-342-5p also decreased Bcl-2 protein expression and miR-

491-5p decreased that of EGFR.  

Conclusion: These results revealed the tumor suppressive activity of miR-342-5p and 

miR-491-5p on osteosarcoma. Through this work, we also confirmed the potential of BCL-xL 

as a therapeutic target in osteosarcomas.  

 

 

Keywords: osteosarcoma, miR-342-5p, miR-491-5p, Bcl-2/Bcl-xL, Bak, apoptosis. 
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Introduction  

 

Osteosarcomas are the most common type of bone tumors (Longhi et al., 2006; Evola 

et al., 2017; Mirabello et al., 2009). They affect primarily children and adolescents. These 

tumors mainly develop in the metaphyseal region of long bones, such as the distal femur, the 

proximal tibia, and the proximal humerus (Kansara et al., 2014; Misaghi et al., 2018). 

Osteosarcomas are bone-forming malignant tumors. They are classified into several 

histological subtypes: central, intramedullary and surface tumors, with subtypes in each group 

(Misaghi et al., 2018). Conventional osteosarcomas represent 80% of all primary 

osteosarcomas. Conventional treatment of osteosarcomas consists of surgery and combination 

with chemotherapy, leading to approximately 70% of success for the patients remission after 5 

years (Collins et al., 2013). Nevertheless, the survival of patients with metastatic or recurrent 

tumors remained unchanged over the past 40 years, with an overall survival rate of 

approximately 20% at 5 years (Meyers et al., 2011). At the point of diagnosis, 20% of patients 

have pulmonary metastases, but it is estimated that undetectable metastases are present in 80% 

of the cases (Dela Cruz, 2013). New therapeutic strategies are therefore needed for the treatment 

of OS. 

MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs of about 20-25 nucleotides, that act 

at the post-transcriptional level. They bind to the 3’-untranslated region (3’-UTR) of their target 

mRNA to suppress their translation or to stimulate their degradation (Bartel, 2018). Unlike 

short interfering RNA (siRNAs), a single miRNA can silence the expression of multiple 

mRNAs and a same RNA can be targeted by several miRNAs. Thus, miRNAs are key 

regulators of complex networks of targets (Bartel, 2009; Gebert & MacRae, 2019). MiRNAs 

play critical roles in a wide variety of cellular processes including proliferation, differentiation, 

apoptosis and metastasis. They can act either as oncogenes or tumor suppressors, and could 

serve as diagnostic or prognostic biomarkers. Various studies have reported the aberrant 

expression of miRNAs in osteosarcomas (Wang et al., 2019; Palmini et al., 2017; Botti et al., 

2019). Among them, miR-34a, already identified as a tumor suppressor in many cancers, was 

down-regulated in several cancers, including osteosarcomas (Qi-Cai Li et al., 2017). In this 

study, the authors showed that miR-34a enhanced the sensitivity to cisplatin by upregulating 

the expression of c-Myc and Bim, and by inducing apoptosis in osteosarcoma cells (Qi-Cai Li 

et al., 2017). MiRNAs may also allow the discovery of novel therapeutic targets in 

osteosarcomas (Palmini et al., 2017).  
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In a previous study, using a functional high-throughput miRNA screening and miRNA 

target prediction, we have identified 5 miRNAs which could induce apoptosis in a 

chondrosarcoma cell line by targeting BCL2, BCL2L1 or MCL1 mRNAs (Veys et al., 

submitted). Next, individual functional studies have been performed with these miRs, miR-491-

5p, miR-342-5p, miR-541-5p, miR-625-5p and miR-149-5p. We have validated the apoptotic 

effects of miR-491-5p and miR-342-5p in 3 chondrosarcoma cell lines and identified the key 

signalling pathways involved in their tumor suppressor activity. Thus, we have demonstrated a 

direct post-transcriptional inhibition of both anti-apoptotic BCL2L1 and BCL2 mRNAs by miR-

342-5p, and a direct post-transcriptional inhibition of BCL2L1 mRNA by miR-491-5p in 

SW1353 chondrosarcoma cells. As others (Denoyelle et al., 2014), we also demonstrated that 

miR-491-5p inhibited the expression of EGFR, whose constitutive activation is associated with 

cell proliferation, survival and migration. Additionally, miR-491-5p also increased the 

expression of the Bak pro-apoptotic protein. Despite obvious pro-apoptotic effects, we have 

also previously shown that miR-342-5p had an anti-apoptotic potential through the decrease of 

pro-caspase 9 protein expression in chondrosarcoma cells (Veys et al., submitted).    

In view of these results, in the present study, we evaluated the effect of these 5 potential 

cytotoxic miRNAs on osteosarcoma cell lines to test their efficacy on another types of bone 

sarcoma cells, used to determine the action specificity of the miRs effects. We evaluated the 

cytotoxic and chemosensitizing effects of miR-491-5p, miR-342-5p, miR-541-5p, miR-625-5p 

and miR-149-5p on three osteosarcoma cell lines. We only showed the cytotoxic effects of miR-

491-5p and miR-342-5p and performed, thereafter, individual functional validation studies with 

these two miRNAs. We validated their apoptotic effects and identified the key signalling 

pathways involved in their activity. In particular, using a luciferase reporter assay, we 

demonstrated direct post-transcriptional inhibition of the anti-apoptotic BCL2L1 mRNAs by 

miR-491-5p and miR-342-5p. 
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Results 

 

Mir-491-5p and miR-342-5p have antimetabolic effects on osteosarcoma cell lines.  

We first evaluated the antimetabolic effects of miR-491-5p, miR-342-5p, miR-541-5p, 

miR-625-5p and miR-149-5p alone, or in the presence of a sublethal dose of CDDP in order to 

test their chemosensitizing potential. An XTT assay measuring the metabolic activity of the 

cells was carried out on 3 osteosarcoma cell lines: HOS, MG-63 and SaOS-2 (Figure 1).  

In the HOS cell line, miR-491-5p significantly decreased the metabolic activity 

compared to miR-Ctrl without CDDP (2.2-fold decrease, p<0.001), or with CDDP (1.9-fold 

decrease, p<0.01) (Figure 1A). MiR-342-5p also induced a significant decrease in the metabolic 

activity for both conditions (1.9-fold, p<0.01). Others miRNAs did not significantly modulate 

the metabolic activity of HOS cells. 

In the MG-63 cell line, only miR-491-5p and miR-342-5p significantly lowered the 

metabolic activity of the cells (Figure 1B). Indeed, miR-491-5p induced a 4-fold and 4.9-fold 

decrease (p<0.001) in the metabolic activity compared to miR-Ctrl- and miR-Ctrl/CDDP-

treated cells respectively, with no significant difference between the 2 attenuations. MiR-342-

5p diminished by 2.9-fold the metabolic activity in both conditions (p<0.001 and p<0.01 

respectively).  

Three miRNAs significantly impaired the metabolic activity of the SaOS-2 cell line 

(Figure 1C). MiR-625-5p decreased the metabolic activity by 1.7-fold (p<0.05) relative to miR-

Ctrl-treated cells, and by 2-fold (p<0.001) relative to miR-Ctrl/CDDP-treated cells. However, 

miR-491-5p and miR-342-5p had a more potent effect. MiR-491-5p downregulated the 

metabolic activity by 2.8-fold (p<0.001) and by 5.4-fold (p<0.001), compared to miR-Ctrl and 

miR-Ctrl/CDDP-treated cells respectively. There was no significant difference in the metabolic 

activity of miR-491-5p- and miR-491-5p/CDDP-treated cells. Likewise, miR-342-5p decreased 

the metabolic activity by 3.2-fold without CDDP (p<0.001) and by 3.5-fold with CDDP 

(p<0.001).  

Overall, these data only revealed the anti-metabolic effects of miR-491-5p and miR-

342-5p on the 3 osteosarcoma cell lines, and of miR-625-5p only on the SaOS-2 cell line. 

Moreover, there was no significant chemosensitizing effect of these miRNAs to CDDP on the 

metabolism of osteosarcoma cell lines. 



 235 

  



 236 

MiR-491-5p and miR-342-5p have cytotoxic effects on osteosarcoma cell lines.  

Next, we studied the potential cytotoxic effect of these 5 miRNAs on the 3 osteosarcoma 

cell lines (Figure 2).  

In the HOS cell line, miR-491-5p and miR-342-5p induced only significant cytotoxic 

effects when used alone: 2.2-fold (p<0.01) and 1.8-fold increase (p<0.05) respectively, 

compared to miR-ctrl without CDDP (Figure 2A). In combination with CDDP, miR-491-5p 

and miR-342-5p did not significantly further induced cytotoxicity (1.9-fold increase and 2-fold 

increase respectively). MiR-625-5p tended to increase cytotoxicity (1.3-fold relative to miR-

Ctrl and 1.6-fold relative to miR-Ctrl/CDDP-treated cells).  

Only miR-491-5p and miR-342-5p induced significant cytotoxic effects in the MG-63 

cells (approximately 3-fold with or without CDDP compared to miR-Ctrl) (Figure 2B). The 

effect of miR-625-5p was not statistically significant in the presence or absence of CDDP (1.6-

fold and 2.3-fold increase respectively).  

In the SaOS-2 cell line, only miR-342-5p significantly provoked cytotoxic effects with 

or without CDDP (2.5-fold and 2-fold relative to the respective miR-Ctrl, p<0.05), with no 

significant difference between both conditions (Figure 2C). MiR-491-5p enhanced cytotoxicity 

by approximately 2-fold for both conditions, but this effect was only significant (p<0.01) in 

combination with CDDP. 

Only miR-491-5p and miR-342-5p showed significant cytotoxic effects on the 3 

osteosarcoma cell lines. The combination of CDDP and miRNAs did not seem to improve the 

effects of miRNAs. 

 

MiR-491-5p and miR-342-5p induce cell death in osteosarcoma cell lines. 

We then analyzed cell cycle progression using flow cytometry in the 3 osteosarcoma 

cell lines (Figure 3). Cells were treated with miR-Ctrl, miR-491-5p and miR-342-5p in the 

presence or absence of a sublethal dose of CDDP.  

CDDP increased the percentage of events in the S and G2/M phases at the expense of 

the G0/G1 phase in HOS cells (Figure 3A). CDDP only enhanced the percentage of events in 

the S phase in both MG63 and SaOS-2 cells (Figure 3B and 3C). MiR-491-5p and miR-342-5p 

alone did not induce cell cycle blockade (no stalling in S or G2/M phases), but they induced a 

significant accumulation of the cells in the sub-G1 phase associated to cell death induction.  
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In the HOS cell line, miR-491-5p increased the percentage of sub-G1 events with or 

without CDDP (by 2.4-fold and 2.9-fold relative to the respective miR-Ctrl (Figure 3A). This 

effect was significant only with miR-491-5p used alone (p<0.05). MiR-342-5p induced a more 

significant increase of cell death, by 5.6-fold and 7.5-fold with or without CDDP respectively 

(p<0.001). The proportions of the cells in the sub-G1 phase were: 4.8%, 11.3% and 26.7% 

without CCDP, 4.3%, 12.3%, and 32.2% with CCDP, for miR-Ctrl, miR-491-5p and miR-342-

5p respectively. Both miRNAs decreased cellular density 72 h post-transfection (Figure S1). 

Moreover, more cellular debris and condensed and/or fragmented chromatin, typical of 

apoptotic cells, were observed through fluorescence microscopy on DAPI-stained slides after 

their transfection. 

In MG-63 cells, miR-491-5p and 342-5p induced a significant increase (p<0.001) of the 

number of sub-G1 events (Figure 3B). For miR-491-5p, we observed a 3.2-fold increase 

without CDDP and a 3.6-fold increase with CDDP. MiR-342-5p increased cell death by 4.3-

fold alone; and by 4-fold in the presence of CDDP. The proportions of the cells in the sub-G1 

phase were: 17.4%, 56.4% and 75.3% without CCDP, 18%, 64.6%, and 72.5% with CCDP, for 

miR-Ctrl, miR-491-5p and miR-342-5p respectively. A decrease in confluency, a high number 

of cellular debris and apoptotic bodies were observed after the transfection of both miRNAs 

(Figure S2). 

In the SAOS-2 cell line, miR-491-5p enhanced the percentage of sub-G1 events by 3-

fold with or without (p<0.001 and p<0.01 compared to the respective miR-Ctrl) (Figure 3C). 

MiR-342-5p also increased the number of sub-G1 events for both conditions (by 2.6-fold alone; 

by 2.8-fold with CDDP; p<0.01). The proportions of the cells in the sub-G1 phase were: 16%, 

48.8% and 41.8% without CCDP, 16.9%, 50%, and 47.4% with CCDP, for miR-Ctrl, miR-491-

5p and miR-342-5p respectively. This induction of cell death by both miRNAs was supported 

by microscopic observations at 72 h post-transfection (Figure S3). 

Overall, miR-491-5p and miR-342-5p functioned as apoptomiRs in HOS, MG-63 and 

SaOS-2 osteosarcoma cell lines. These miRNAs provoked cell death of the same magnitude 

with or without CDDP, suggesting that they were not chemosensitizers to the activity of CDDP. 
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MiR-491-5p and miR-342-5p activate the apoptosis pathway in osteosarcoma cells. 

We next investigated the induction of apoptosis by the 2 miRNAs used alone in the 3 

osteosarcoma cell lines. MiR-491-5p and miR-342-5p led to the PARP cleavage in the 3 cell 

lines, with a better cleavage detected with miR-491-5p compared to miR-342-5p in SaOS-2 

cells (Figure 4A). In addition, both miRNAs also enhanced the cleavage of caspase 3 (Figure 

4B) and induced the caspase 3/7 activities (Figure 4C), at different levels, depending of the 

concerned cell line. 

In the HOS cell line, western-blot showed that caspase-3 seemed to be more cleaved 

with miR-342-5p than with miR-491-5p. Real time analysis of caspase 3/7 activity revealed 

that only miR-342-5p significantly increased caspase 3/7 activity at 72 h post-transfection (by 

1.4-fold, p<0.001). 

In the MG-63 cell line, we observed a more pronounced cleavage of caspase 3 with 

miR-491-5p than with miR-342-5p. Both miRNAs induced a significant increase of caspase 3/7 

activity, as early as 48 h post-transfection. At 72 h post-transfection, miR-342-5p enhanced 

caspase 3/7 activity by 6.2-fold (p<0.001) and miR-491-5p by 4.8-fold (p<0.001). 

Cleavage of caspase 3 was only weakly detectable by western-blot with miR-491-5p in 

SAOS-2 cell line. In the same sense, only miR-491-5p significantly increased caspase 3/7 

activity at 72 h post-transfection (by 2.7-fold, p<0.01).  

Since PARP cleavage by activated caspases and cleavage or activation of caspases 3/7 

are characteristics of apoptosis, these results demonstrated that miR-491-5p and miR-342-5p 

induce apoptosis in osteosarcoma cells. MiR-342-5p would be the best apoptomiR in the HOS 

cell line, whereas miR-491-5p would be the best one in the SaOS-2 cell line. Both miRNAs 

were efficient in the MG63 cell line, with a better effect of miR-342-5p. These results are 

consistent with our previous results on cell death (Figure 3).  

Members of the anti-apoptotic Bcl-2 family are predicted targets for both miRNAs. Bcl-

XL was validated as their direct target in SW1353 chondrosarcoma cell line in our previous 

study (Veys et al., submitted). Bcl-2 was also validated as a direct target of miR-342-5p in 

SW1353 cells. Mcl-1 was also a predicted target for both miRNAs (Veys et al., submitted). We 

therefore studied their expression to evaluate their involvement in the induction of apoptosis by 

both miRNAs (Figure 4B, D and E).  

Bcl-2 protein expression was only decreased upon miR-342-5p transfection (Figure 4B). 

The greatest inhibition was observed in the HOS cell line with a 2-fold decrease compared to  
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miR-Ctrl. MiR-342-5p downregulated Bcl-2 protein expression in the other two cell lines, but 

to a lower extent (by 1.4-fold). We did not observe such an inhibition with the miR-491-5p 

overexpression in the three cell lines, suggesting that Bcl-2 is not a target for this miR. 

MiR-491-5p and miR-342-5p decreased Bcl-xL protein expression in the 3 

osteosarcoma cell lines (Figure 4D). For miR-491-5p, we observed a 2-fold, 3.3-fold and 2.5-

fold decrease compared to miR-Ctrl in HOS, MG-63 and SaOS-2 cells respectively. For miR-

342-5p, we observed a 3.3-fold, 5-fold and 2.5-fold decrease in HOS, MG-63 and SaOS-2 cells 

respectively.  

Although Mcl-1 was a predicted target of miR-491-5p and miR-342-5p, both miRNAs 

did not significantly modulate its protein expression in osteosarcoma cells, with a maximum 

decrease of 1.2-fold for miR-342-5p in HOS cells and for miR-491-5p in SaOS-2 cells (Figure 

4E).  

In summary, the inhibition of the expression of Bcl-xL and Bcl-2 could be responsible 

of the pro-apoptotic effect of miR-342-5p on osteosarcoma cells, and that of Bcl-XL in the pro-

apoptotic effect of miR-491-5p. 

 

MiR-491-5p and miR-342-5p target BCL2L1 mRNAs in the HOS osteosarcoma cell 

line.  

We next checked that miR-491-5p and miR-342-5p effects on Bcl-2 (BCL2 gene) or 

Bcl-xL (BCL2L1) were induced by direct binding to their respective mRNAs. Thus, we co-

transfected, in HOS cells, luciferase reporter vectors containing the 3'UTR sequence of these 

mRNAs, miR-491-5p or miR-342-5p mimics or their corresponding hairpin inhibitors. 

In silico analysis identified a potential binding site for miR-342-5p between nucleotides 

818 and 824 on BCL2-3'UTR (Figure 5A). Transfection of miR-342-5p decreased the luciferase 

activity of the reporter vector containing the WT-BCL2-3'UTR by 17% compared to miR-Ctrl 

(Figure 5B). By contrast, the co-transfection with anti-miR-342-5p increased RLU (by 20%). 

A mutation in the BCL2-3'UTR binding site prevented the inhibitory effect of miR-342-5p. 

Nevertheless, the inhibitory effect of miR-342-5p on BCL2-3’UTR was not statistically 

significant. Therefore, we cannot unambiguously confirm that BCL2 mRNA is a direct target 

of miR-342-5p in HOS cells.  
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We identified 2 putative binding sites for miR-342-5p in BCL2L1-3'UTR at positions 

679-686 and 1407-1413. Several constructs were generated where these sites where mutated 

separately (MUT1 and MUT2 respectively) and a construct with both mutations 

(MUT1/MUT2) (Figure 5C). Transfection of miR-342-5p resulted in a strong decrease in 

luciferase activity only when co-transfected with WT-BCL2L1-3'UTR or MUT2-BCL2L1-

3'UTR (-76% and -74%, p<0.01 and p<0.001, respectively; Figure 5D). By contrast, miR-342-

5p did not significantly reduced the reporter activity for the MUT1-BCL2L1-3'UTR construct 

and for the double mutant MUT1/MUT2-BCL2L1-3'UTR construct. Co-transfection of anti-

miR-342-5p led to an increase of the luciferase activity for the WT-BCL2L1-3'UTR construct 

(+17%, p<0.05), and only diminished by 14% (p<0.05) the luciferase activity for the MUT2-

BCL2L1-3'UTR construct. In conclusion, in HOS cells, miR-342-5p down-regulates Bcl-xL 

protein expression through preferential and direct binding to the 679-686 region in the 3'UTR 

of BCL2L1 mRNA.  

Functional binding sites for miR-491-5p have already been identified in the 3'UTR of 

BCL2L1 mRNA in other cancer cells (Denoyelle et al., 2014; Guo et al., 2012; Nakano et al., 

2010). As a consequence, in HOS cells, we co-transfected miR-491-5p with WT-BCL2L1-

3'UTR bearing 3 binding sites for miR-491-5p (Figure 5D). This co-transfection led to a strong 

decrease in the luciferase activity of the reporter vector (-82% compared to miR-Ctrl, p<0.01). 

This repression was not obtained with anti-miR-491-5p. Therefore, BCL2L1 mRNA is also a 

direct target of miR-491-5p in HOS osteosarcoma cell line. 

 

MiR-491-5p and miR-342-5p modulate the expression of numerous proteins 

related to proliferation or apoptosis. 

In order to further understand the mechanisms underlying the activity of these two 

miRNAs, we studied the expression of some of their predicted or validated targets. In particular, 

we investigated some potential targets involved in cell survival or cell death. 

Another study previously validated CCND1 mRNA as a direct target of miR-342-5p in 

neuroblastoma (Soriano et al., 2019). Here, transfection of miR-342-5p did not significantly 

downregulate the expression of Cyclin D1 protein in the three osteosarcoma cell lines (Figure 

6A). The inhibition did not exceed 1.2-fold in MG-63 cells. CCDN1 mRNA is also a predicted 

target of miR-491-5p (Veys et al., submitted), but we failed to demonstrate any inhibition of its 

expression by this miR in the three osteosarcoma cell lines.  
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EGFR mRNA was identified as a direct target of miR-491-5p in ovarian cancer and 

glioblastoma cells (Denoyelle et al., 2014; Li et al., 2015) and also as a predicted target of miR-

342-5p (Veys et al., submitted). MiR-491-5p inhibited EGFR protein expression by 1.6-fold in 

HOS cells and by 2.5-fold in MG-63 and SaOS-2 cells (Figure 6B). By contrast, miR-342-5p 

had no significant inhibitory effect on EGFR protein expression in any of the three 

osteosarcoma cell lines. 

Caspase-9 was already characterized as a direct target of miR-342-5p in cardiomyocytes 

(Hou et al., 2019). In the three osteosarcoma cell lines, miR-342-5p induced a strong decrease 

in pro-caspase-9 protein expression (47kDa; by 3.3-fold in HOS and MG-63 cells and by 2.5-

fold in SaOS-2 cells) (Figure 6C). This decrease was not due to the induction of large cleaved 

caspase-9 fragments (37 and 35 kDa). MiR-491-5p had no effect on pro-caspase-9 protein 

expression and also did not induce protein cleavage. 

The pro-apoptotic protein Bak participates to mitochondrial outer membrane 

permeabilization and subsequent induction of apoptosis. BAK1 mRNA was shown to be a 

predicted target of miR-491-5p and miR-342-5p (Veys et al., submitted). Surprisingly, Bak 

protein was positively regulated by both miRNAs in all the three osteosarcoma cell lines (Figure 

6D). For miR-491-5p, we observed a 2-fold, 15-fold and 6-fold increase compared to miR-Ctrl 

in HOS, MG-63 and SaOS-2 cells respectively. For miR-342-5p, we detected a 1.9-fold, 5-fold 

and 6-fold upregulation in HOS, MG-63 and SaOS-2 cells respectively. 

In summary, miR-491-5p inhibited the EGFR expression, a protein involved in cell 

survival, and it enhanced the expression of Bak pro-apototic protein in osteosarcoma cells. Mir-

342-5p also increased Bak protein expression, but at the same time it decreased pro-caspase 9 

protein expression, a caspase involved in the apoptosis pathway. 
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Discussion 

Osteosarcomas represent the most frequent forms of bone sarcomas with an annual 

prevalence of 1/100000. Nowadays, osteosarcomas are generally well-treated tumors due to the 

effectiveness of combination chemotherapy associated with surgery. However, for patients with 

metastases or recurrence, the survival rate is much lower. As a consequence, the treatment 

seems to have a low successfull rate and remained unchanged for many years. It is therefore 

becoming essential to develop new tools for the diagnosis and therapy of this type of tumor.  

The use of therapeutic miRNAs offers the perspective of a multi-target approach and 

can help to discover new therapeutic targets for clinical applications (Palmini et al., 2017; Botti 

et al., 2019; Qi-Cai Li et al., 2017). Using a high-throughput screening of a 1200 miRNAs 

library, we have found 5 miRNAs capable of decreasing cell proliferation in the SW1353 

chondrosarcoma cell line (Veys et al., submitted). We have validated the cytotoxic and 

apoptotic effects of miR-491-5p and miR-342-5p, but not of miR-541-5p, miR-625-5p and 

miR-149-5p, on 3 chondrosarcoma cell lines. Nevertheless, except miR-541-5p, these miRNAs 

have already been studied in other types of cancer. MiR-625-5p and miR-149-5p have been 

previously reported to have tumor suppressive roles in various cancers, alone or combined with 

different chemotherapeutic agents (Gong et al., 2019; Sun et al., 2018; He et al., 2018). We 

have therefore tested these 5 miRNAs on three osteosarcoma cell lines.  

For miR-541-5p, miR-625-5p and miR-149-5p, we did not observe any significant 

cytotoxic effect after 72 h incubation. However, for the miR-625-5p, we detected a slight 

increase in the cytotoxic effect on the 3 cell lines, as well as a significant downregulation in the 

metabolic activity of the SaOS-2 cell line. It is possible that a longer incubation period may be 

required to observe cell death effects for these miRNAs. In our previous study performed on 

chondrosarcoma cell lines (Veys et al., submitted), only miR-491-5p and miR-342-5p clearly 

proved to have significant antimetabolic and cytotoxic effects, like in this present study on 

osteosarcoma. We then studied the effects of miR-491-5p and miR-342-5p on the cell cycle. 

Both miRNAs enhanced the number of sub-G1 events, reflected by the presence of cellular 

debris in the three cell lines, a hallmark of apoptosis in the 3 cell lines. MiR-342-5p was the 

most effective inducer of cell death on the HOS cell line. In MG-63 cells, both miRNAs induced 

an equivalent increase in the number of sub-G1 events, with a slightly better effect of miR-342-

5p, whereas it was the opposite in SaOS-2 cells.  

Eventhough we did not previously demonstrate chemosensitizing effects of miR-491-

5p and miR-342-5p on chondrosarcoma cells, we evaluated their chemosensitizing effect to 
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CDDP on the 3 osteosarcoma cell lines. Neither of two miRNAs was able to increase CDDP 

sensitivity. However, one study demonstrated that the overexpression of miR-491-5p was able 

to sensitize osteosarcoma cell lines (U2OS and MG-63) to cisplatin (Wang et al., 2017). In our 

study, we used a sublethal dose of CDDP (1.65 µM) compared to 10 µM in the study of Wang 

et al. (2017). In addition, we incubated the cells only for 24 h with CDDP versus 48 h (Wang 

et al., 2017). We used the same sublethal dose of CDDP to induce a cell cycle arrest in the S 

and/or G2/M phases for the three cell lines. In the literature, the IC50 values for the 3 cell lines 

are very variable, depending on the incubation time and the viability tests used (from 1.65 to 

26 µM for MG63 cells, 4.9 µM to 46 µM for SaOS2 cells, and 3.5 µM to 78 µM for HOS cells) 

(Wang et al., 2019; Rimann et al., 2014; Qi et al., 2019). MG63 seemed to be the least resistant.  

The analysis of the expression of proteins such as PARP and Caspase-3 allowed us to 

confirm that apoptosis was implied in the miRNA-induced cell death. MiR-491-5p and miR-

342-5p induced PARP cleavage in the 3 osteosarcoma cell lines. We also revealed an 

enhancement of caspase-3/7 activity, although at different levels, with both miRNAs. Since 

miR-Ctrl also increased caspase 3/7 activity in HOS and SaOS-2 cells, the results appeared to 

be less significant than in MG63 cells. We also found a cleavage of PARP for the miR-Ctrl 

condition in western-blot with HOS and SaOS-2 cells. However, we clearly demonstrated that 

miR-342-5p would be the best apoptosis inducer in the HOS cell line, whereas miR-491-5p 

would be the best inducer in the SaOS-2 cell line. Both miRNAs significantly induced caspase-

3/7 activity in the MG63 cell line, with a better effect of miR-342-5p. These results correlated 

with the data obtained by flow cytometry. 

MiR-491-5p has already been studied in osteosarcoma. This miRNA was 

downregulated in osteosarcoma tissues and cell lines (Yin et al., 2017). The level of miR491-

5p was decreased in the serum of osteosarcoma patients and correlated with increased 

metastasis, chemoresistance and thus lower survival rate (Wang et al., 2017). The 

overexpression of miR-491-5p has been shown to restore the chemosensitivity of osteosarcoma 

cells to CDDP and to directly target CRYAB encoding Crystallin alpha B, a protein that inhibits 

apoptosis and contributes to intracellular architecture (Wang et al., 2017). This study showed 

that miR-491-5p exerted its tumor-suppressing activity by directly targeting CRYAB. Other 

direct targets of miR-491-5p have been identified in osteosarcoma cells, such as FOXP4 and 

PKM2 (Pyruvate Kinase Muscle 2) (Yin et al., 2017; Chen et al., 2018). Their inhibition 

increased apoptosis or suppressed cell proliferation of osteosarcoma cells. Nevertheless, the 
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mechanisms involved in the expression of miR-491-5p and its biological role in osteosarcomas 

still need to be explored. 

In cancer, constitutive activation of EGFR is associated with the cell proliferation, 

survival and migration. Expression of EGFR was frequently observed in high-grade 

osteosarcomas. EGFR would not be a major driver for osteosarcomas cell growth, but would 

contribute to starvation and chemotherapy resistance (Sevelda et al., 2015). EGFR mRNA is a 

validated target of miR-491-5p in other types of cancers, such as glioblastoma and ovarian 

carcinoma (Li et al., 2015; Denoyelle et al., 2014). As in chondrosarcoma cell lines (Veys et 

al., submitted), miR-491-5p decreased the level of EGFR expression in osteosarcoma cell lines, 

which could contribute to decrease cell proliferation rate.  

Several studies have shown that overexpression of miR-491-5p directly inhibits the 

expression of Bcl-xL protein in various cancers (Nakano et al., 2010; Denoyelle et al., 2014; 

Guo et al., 2012). We also demonstrated this direct inhibition in SW1353 chondrosarcoma cells 

(Veys et al., submitted). In the present study, we confirmed that miR-491-5p induced cell death 

in the HOS cell line by directly targeting BCL2L1 mRNA and consequently decreased Bcl-xL 

protein expression. By contrast, although the anti-apoptotic member Mcl-1 could be a potential 

target of miR-491-5p, this latter did not influence its protein expression in the 3 osteosarcoma 

cell lines investigated. On the other hand, overexpression of miR-491-5p increased the 

expression level of the pro-apoptotic protein Bak. Inhibition of Bcl-xL expression, and 

overexpression of Bak, could therefore contribute to its apoptotic activity in osteosarcoma cells.  

Only one study investigated the effect of miR-342-5p in osteosarcomas. It directly 

targeted the Wnt7b oncogene and inhibited tumor growth, migration, invasion and restored cell 

sensitivity to doxorubicin (Liu et al., 2019). However, in other studies, including ours, miR-

342-5p has been shown to be a tumor suppressor in neuroblastoma, colon cancers and 

chondrosarcoma (Soriano et al., 2019; Yang et al., 2016; Veys et al., submitted). Although 

EGFR and MCL1 mRNA could be potential targets of miR-342-5p, our data did not show 

significant inhibition of their protein expression in the three osteosarcoma cell lines analyzed. 

CCND1 mRNA is a validated target of miR-342-5p in neuroblastoma (Soriano et al., 2019) but, 

as in chondrosarcoma cell lines (Veys et al., submitted), we did not observe a downregulation 

in its expression in any of the 3 osteosarcoma cell lines.  

Bcl-2 protein expression was decreased (from 1.4 to 2-fold) by miR-342-5p in the 3 

osteosarcoma cell lines. In our previous study on chondrosarcoma, we validated BCL2 mRNA 

as a direct target of miR-342-5p (Veys et al., submitted) but, here, we did not validate BCL2 as 
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a real direct target of miR-342-5p. Transfection of miR-342-5p decreased by 1.2-fold the 

luciferase activity of the WT-BCL2-3’UTR vector in HOS cells, but it was not statistically 

significant. We hypothesised that pro-apoptotic effects of miR-342-5p would rather be linked 

to Bcl-XL inhibition rather than Bcl2 inhibition in osteosarcoma cells. Indeed, miR-342-5p 

downregulated Bcl-XL protein expression from 2.5- to 5-fold in osteosarcoma cell lines and 

significantly decreased the activity of the WT-BCL2L1-3’UTR vector by 4.2-fold in HOS cells. 

Like on neuroblastoma (Soriano et al., 2019), we validated BCL-XL as a direct target of miR-

342-5p. Moreover, as in our previous study on chondrosarcoma (Veys et al., submitted), we 

clearly also identified its binding site at position 679-686 of BCL2L1-3’UTR. Overexpression 

of Bak could also participate to the apoptotic effects of miR-342-5p.  

We showed that miR-342-5p also had anti-apoptotic effects on the 3 osteosarcoma cell 

lines, by reducing pro-caspase 9 protein expression (approximately by-3-fold). We did not 

observed an induction of caspase-9 cleavage by both miRNAs but, unlike other caspases, 

caspase-9 showed complete activity in its uncleaved form (Ping Li et al., 2017). These results 

are consistent with our previous study on chondrosarcoma cells (Veys et al., submitted) and 

with another study on cardiomyocytes. Despite some anti-apoptotic potential, miR-342-5p 

clearly induced apoptosis in osteosarcoma cells demonstrated by the induction of cleaved PARP 

and caspase-3/-7 activity. 

In osteosarcomas, overexpression of Bcl-2 and Bcl-xL has been reported to be 

associated with poor prognosis (Wu et al., 2012; Wang et al., 2010). Metastatic or recurrent 

osteosarcomas have a high expression of Bcl-xL correlated with a low probability of survival, 

mainly due to resistance to chemotherapy (Wang et al., 2010). This correlation between Bcl-

xL expression and chemoresistance in cancers is very common and has been demonstrated in a 

panel of 60 cell lines (Amundson et al., 2000). Additionally, a study showed that 

pharmacological inhibition of Bcl-xL improves the sensitivity of osteosarcomas to doxorubicin 

(Baranski et al., 2015). In our present study, miR-491-5p and miR-342-5p targeted BCL2L1 

mRNA and induced apoptosis. We thus confirmed the potential of Bcl-xL as a relevant 

therapeutic target in osteosarcomas.  
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Conclusion  

Our study demonstrated the antiproliferative, antimetabolic and cytotoxic effects of 

miR-491-5p and miR-342-5p on three osteosarcoma cell lines, and also their pro-apoptotic 

effects. Unfortunately, they failed to induce chemosensitivity to cisplatin in our experimental 

conditions, as observed in impedancemetry experiments. We identified BcL-xL as a direct 

target of miR-491-5p and miR-342-5p. Moreover, miR-491-5p inhibited the protein expression 

of EGFR and increased that of Bak. MiR-342-5p also increased the protein expression of Bak, 

decreased that of Bcl-2, but at the same time decreased pro-caspase 9 expression. Overall, this 

study highlighted the functional and essential role of Bcl-xL in osteosarcoma cells and 

confirmed the therapeutic potential to target Bcl-xL in osteosarcomas. 

  



 252 

 

Material and methods 

 

Cell culture 

The osteosarcoma cell lines HOS, MG-63 and SaOS-2 were kindly provided by Dr F. 

Rédini (INSERM UMR 1238 Phy-Os, Nantes, France). The osteosarcoma cell line HOS 

(ATCC® CRL-1543TM) was grown in high glucose-Dulbecco’s modified Eagle's medium (HG-

DMEM, Biowest) supplemented with 10 % Fetal Calf Serum (FCS) (Eurobio), and a mixture 

of penicillin (100 U/mL), streptomycin (100 µg/ml) and amphotericin (0.25 µg/ml) (Eurobio).  

The osteosarcoma cell line MG-63 (ATCC® CRL-1427TM) was cultured in Eagle’s 

Minimum Essential Medium (MEM, Biowest) supplemented with 10 % FCS (Eurobio), and a 

mixture of penicillin (100 U/mL) and streptomycin (100 µg/ml) (Eurobio).  

The osteosarcoma cell line SaOS-2 (ATCC® HTB-85TM) was grown in DMEM/ Nutrient 

Mixture F-12 ham (DMEM: HAM’s F12, Biowest) supplemented with 5 % FCS (Eurobio), 2 

mM L-Glutamine (Eurobio), and a mixture of penicillin (100 U/mL) and streptomycin (100 

µg/ml) (Eurobio). 

All cells were certified mycoplasma-free after PCR analysis. They were maintained in a 

humidified atmosphere containing 5 % CO2 at 37 °C.  

 

Drugs and miRNAs 

Cisplatin (CDDP) was purchased from Mylan (Merk, France). A Sublethal dose of CDDP 

(0.5 µg/ml or 1.65 µM) was used during the transfection of miRNA for HOS, MG-63 and SaOS-

2 cells. All miRNA mimics were purchased from Dharmacon (Horizon Discovery, Cambridge, 

UK). MiRNA-Control (miR-Ctrl, MIMAT0000039), was based on C. elegans miRNA 

sequence that has been confirmed to have minimal sequence identify with human miRNAs. 

Human miRNA hsa-miR-491-5p (MIMAT0002807, noted miR-491), hsa-miR-342-5p (miR-

342, MIMAT0004694), hsa-miR-541-5p (miR-541, MIMAT0004919), hsa-miR-625-5p (miR-

625, MIMAT0003294), hsa-miR-149-5p (miR-149, MIMAT0000450) were also used in this 

study. MiRNA hairpin inhibitors were purchased from Dharmacon: hsa-miRNA-491-5p-

hairpin inhibitor (anti-miR-491, IH-300751-06), hsa-miRNA-342-5p-hairpin inhibitor (anti-
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miR-342, IH-301083-02) and miRNA hairpin inhibitor Negative Control (anti-miR-ctrl, IN-

001005-01). 

 

Transfection of miRNA and CDDP treatment 

Exponentially growing HOS, MG-63 and SaOS-2 cells were seeded at 1x104 cells/cm2. 

Cell lines were transfected 24 h after seeding with 20 nM of miRNA mimics using 

INTERFERinTM (Polyplus-Transfection) according to the manufacturer’s instructions. An 

additional CDDP treatment was realized 48 h post-transfection with sublethal doses of CDDP. 

 

Metabolic activity analysis  

HOS, MG-63 and SaOS-2 cells were seeded onto 96-well microplates at a density of 

3.2x103 cells/well in triplicates. Transfection of 20 nM miRNA was performed 24 h later with 

or without an additional CDDP treatment 48 h post-transfection, as described above. Cellular 

metabolic activity was estimated 72 h post-transfection using the XTT assay (Roche) as 

previously described (Veys et al., submitted). Optical density (OD) was measured at 450 nm 

and 600 nm with an absorbance microplate reader (Spark 10M, Tecan) after 1 h of incubation. 

 

Cytotoxicity assay 

In parallel with metabolic activity analysis, a bioluminescence cytotoxicity assay kit 

(Interchim) was used to evaluate miRNA-induced cytotoxicity 72 h post-transfection. This kit 

is based on the measurement of adenylate kinase (AK) rapidly released into the culture medium 

upon damage to the plasma membrane. AK detection was carried out in the supernatant, as 

previously described (Veys et al., submitted). The emitted light was measured with a 

luminescence microplate reader (Spark 10M, Tecan) and expressed as relative luciferase units 

(RLU), reflecting the number of dead cells. 

 

Cell cycle analysis 

Adherent cells were harvested by trypsinization. The supernatant, containing the detached 

cells, and the trypsinized cells were pooled, centrifuged (1400 rpm, 10 min), rinsed with PBS, 

fixed in 70% ethanol, and stored at -20°C until analysis. Fixed cells were then centrifuged (3000 
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rpm, 10 min) and rinsed with PBS to remove all traces of ethanol. After centrifugation (2000 

rpm, 5 min), the cells were resuspended and incubated for 30 min in a PBS solution containing 

20 µg/ml propidium iodide (Sigma Aldrich) and 100 µg/ml RNAse (Fisher Scientifics). Cell 

cycle phase distribution was analyzed by flow cytometry using the Cytoflex S Flow Cytometer 

(Beckman Coulter). Data were computed with the Cytexpert® acquisition software (Beckman 

Coulter). 

 

Analysis of nuclear morphology  

Both detached and adherent cells were pooled and applied to a poly-L-lysine‐coated glass 

slide by cyto-centrifugation at 850 rpm for 5 min (Cytospin, Thermo Scientific). They were 

fixed with a solution of ethanol/chloroform/acetic acid (6: 3: 1) before DNA staining.  Slides 

were then treated with the UltraCruz™ Mounting Medium with DAPI 4’,6-Diamidino-2-

phenylindole, dilactate (Santa Cruz Biotechnology, Inc.). The observations were made on a 

fluorescence microscope (Nikon eclipse Ti). 

 

Western-blotting 

Both detached and adherent cells were centrifuged at 1400 rpm for 5 min, washed with 

PBS and stored at -20°C until analysis. Total proteins were extracted using the RIPA-lysis 

buffer as previously described (Legendre et al., 2003). Protein concentration was assessed 

according to the Bradford colorimetric procedure (BioRad). Then, 15 µg of total proteins were 

separated in 10% or 12% polyacrylamide gels containing 0.1% SDS and then transferred to a 

polyvinylidene difluoride membrane (PVDF, BioRad) using the Trans Blot®TurboTM Transfer 

system (BioRad). Unspecific binding sites of the membranes were blocked with 10% non-fat 

milk powder in Tris-Buffered Saline with 0.1% Tween (TBST) for 1 h. Then, protein level were 

analyzed by immunoblotting with antibodies from Cell Signaling Technology (Ozyme), 

according to the manufacturer’s instructions:  EGFR (4267), PARP (9542), Caspase-9 (9502), 

Bcl-xL (2764), Cyclin D1 (2878), and Bak (3814). We also used Mcl-1 (S-19), GAPDH (FL-

335) and β-Tubulin (D-10) antibodies from Santa Cruz Biotechnology, and the Bcl-2 (M0887) 

antibody from DAKO. After the incubation period, membranes were washed in TBST, followed 

by an incubation with HRP-conjugated goat anti-rabbit or mouse IgG antibody (Jackson 

Immunoresearch). Signals were visualized with a chemiluminescence imaging system 

(ChemiDocTM Touch imaging system, BioRad). Each immunoblot is representative of at least 
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three distinct experiments. Protein expression was estimated by quantifying the density of 

immunoblots bands adjusted to β-Tubulin or GAPDH signals (ImageLab® software). 

 

Luciferase miRNA target reporter assay 

Targetscan 7.2 (http://www.targetscan.org) was used for miRNA target prediction. Wild 

type (WT) and mutant (MUT) vectors of BCL2L1-3’UTR and BCL2-3’UTR were purchased 

from GeneCopoeia (USA). The full length BCL2L1-3'UTR (217HmiT108616-MT05; 1489 bp) 

and of the proximal part of BCL2-3'UTR (217HmiT016211a; 2761 bp) were inserted 

downstream of a Gaussia luciferase (GLUC) reporter gene in the pEZMX-MT05 vector. This 

vector also carries the secreted alkaline phosphatase (SEAP) reporter gene for normalization of 

GLUC luciferase activity, as a function of transfection efficiency. HOS cells were seeded at 

4x104 cells/well (triplicates) in a 24-well plate the day before transfection. The cells were co-

transfected with 20 nM miRNA mimic or miRNA hairpin inhibitor and with BCL2-3’UTR 

vector (1 ng/µL) using jetOPTIMUSTM DNA transfection reagent (Polyplus-Transfection, 

Strasbourg, France). BCL2L1-3’UTR vector (2 ng/µl) and miRNAs were co-transfected with 

Endofectin transfection reagent (Genecopoeia, USA). Culture medium was collected 48 h later 

to measure luciferase activities with the secrete-pair dual luminescence assay kit (Genecopoeia) 

and a luminescence microplate reader (Spark 10M, Tecan). Luciferase activities were expressed 

as relative luciferase units (RLU) corresponding to GLUC/SEAP ratio. 

 

Real-time detection of caspase-3/7 mediated apoptosis  

Caspase-3/7 activity was assessed using the Incucyte® Caspase-3/7 Green Apoptosis 

Assay Reagent (Essen BioScience). This reagent couples the activated caspase-3/7 recognition 

motif (DEVD) to NucView™488, a DNA intercalating dye. Thus, caspase-3/7 activity 

correlates with an increase of the green fluorescence in the nuclei. Briefly, HOS, MG63 and 

SaOS-2 cells seeded at 3.2x103 cells/well were grown in 96-well plates. They were monitored 

after transfection of 20 nM miRNA during 72 h in the Incucyte® S3 acquiring images (objective 

x 10) every 3 hours in 2 separate regions per well. Each experiment was done in triplicate and 

analyzed with the Incucyte® software. 
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Statistical analysis 

All experiments were repeated at least three times. Values are reported as means ± SD. 

Statistical significances of the mean of at least three independent experiments were assessed by 

one-way ANOVA corrected for multiple comparisons using Dunnett’s test, or two-way 

ANOVA corrected for multiple comparisons using Sidak’s test. Alternatively, two-tailed 

unpaired student’s t test with Welch’s correction was used to analyse statistical differences 

within representative experiments performed in triplicate. Statistical analyses were done using 

GraphPad Prism 7 software. P-values of less than 0.05 were considered significant: 

***p<0.001, **p<0.01, and *p<0.05. 

 

 

List of abbreviations 

Bak: Bcl-2 homologous antagonist-killer; Bcl-2: B-cell Lymphoma-2; Bcl-xL: B-cell 
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III. Principaux résultats et conclusions de l’étude  

Dans cette étude, nous avons utilisé les mêmes miRNAs que dans notre première étude : 

le miR-491-5p, le miR-342-5p, le miR-541-5p, le miR-625-5p et le miR-149-5p. Comme pour 

le CS, nous avons confirmé uniquement les effets cytotoxiques du miR-491-5p et du miR-

342-5p, et ceci sur les 3 lignées d’OS. Ces 2 miRNAs n’ont pas eu non plus d’effet 

chimiosensibilisateur vis-à-vis du CDDP dans nos conditions expérimentales chez l’OS. 

L’étude par western-blot du niveau d’expression de certaines protéines nous a permis 

de mettre en évidence que ces miRNAs induisaient la mort des cellules par apoptose. En effet, 

le miR-491-5p a induit un clivage de la PARP et de la caspase-3 sur les 3 lignées cellulaires. 

Le miR-342-5p a également induit un clivage de la PARP sur les 3 lignées, mais n’a pas 

engendré de clivage de la caspase-3 sur la lignée SaOS-2. Néanmoins, son effet cytotoxique a 

été validé sur les 3 lignées. Ensuite, tout comme dans notre étude sur le CS, le miR-491-5p a 

entraîné une diminution de l’expression des protéines Bcl-xL et EGFR, avec une 

augmentation de l’expression de la protéine pro-apoptotique Bak dans les 3 lignées 

cellulaires d’OS. Nous avons également confirmé que Bcl-xL était une cible directe du miR-

491-5p dans l’OS.  

Pour le miR-342-5p, nous avons également observé dans nos 3 lignées d’OS, comme 

dans les lignées de CS, une inhibition de l’expression de Bcl-2, Bcl-xL et de la Caspase-9. Nous 

avons confirmé que Bcl-xL était une cible directe du miR-342-5p. Le site de fixation du miR-

342-5p a été le même que dans le CS : il se fixe préférentiellement sur la séquence 679-686 de 

la région 3’UTR de l’ARNm de Bcl-xL. En revanche, Bcl-2 n’a pas été validé comme cible 

directe du miR-342-5p dans l’OS, malgré l’inhibition de l’expression de la protéine Bcl-2 et la 

validation antérieure de cette cible chez le CS. Ce résultat va donc à l’encontre de celui obtenu 

sur les cellules de CS. Par ailleurs, l’expression de la protéine pro-apoptotique Bak a été 

augmentée par la transfection du miR-342-5p, ce qui n’avait pas non plus été observé sur les 

lignées de CS. Nous avons donc conclu que le ciblage de l’ARNm de Bcl-2 par le miR-342-

5p ne semble pas essentiel à l’effet apoptotique du miR-342-5p dans l’OS. Le miR-342-5p 

inhibe l’expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-xL et favorise l’expression de la 

protéine pro-apoptotique Bak, pour induire la mort des cellules par apoptose sur les 

lignées cellulaires d’OS. Nous avons donc démontré qu’une cible validée dans un type tumoral 

ne signifiait pas forcément que celle-ci le soit dans un autre type tumoral, démontrant une 

spécificité d’action du miR-342-5p en fonction de la tumeur.   



 267 

C.    Rôle suppresseur de tumeur du miR-4270 dans les 

cellules d’ostéosarcome humain  

 

Cet article sera soumis pour publication après l’acceptation du premier et deuxième 

article dans Internationnal Journal of Molecular Science (IF : 4,556). La liste des auteurs est 

susceptible d’être modifiée après l’ajout d’une expérience complémentaire et n’est donc pas 

indiquée. 

I. Contexte de la publication 

Un des volets de ma thèse visait à identifier de nouveaux miRNAs potentiellement 

cytotoxiques à partir du criblage haut débit effectué sur la lignée SW1353 de CS. Nous avons 

donc identifié, à partir du criblage haut débit (technologie xCELLigence), d’autres miRNAs 

potentiellement cytotoxiques chez les cellules SW1353, avec les mêmes critères de sélection 

que dans notre première étude. Les miRs-16-1-3p, -646, -3667-3p et -4270 ont ainsi été 

sélectionnés. Ils ciblaient potentiellement des ARNm de gènes impliqués dans l’apoptose et la 

prolifération d’après l’analyse in silico. L’objectif était donc de valider leur effet cytotoxique 

sur nos lignées de CS et d’OS, pour ensuite étudier les voies de signalisation cellulaire régulées 

par ces miRNAs, puis enfin de valider leurs cibles. Cependant, nous n’avons pas validé l’effet 

cytotoxique potentiel de ces miRNAs observé sur la lignée SW1353 lors du criblage haut débit. 

Nous n’avons pas non plus observé d’effet chimiosensibilisateur vis-à-vis du CDDP, utilisé à 

une dose sub-léthale, sur la lignée SW1353. De ce fait, nous avons testé ces miRNAs sur la 

lignée d’OS HOS. Ayant mis en évidence des effets anti-prolifératifs (test XTT) ou 

cytotoxiques (test de cytotoxicité) de certains miRNAs sur la lignée d’OS HOS, nous avons 

étendu leur étude à 2 autres lignées d’OS MG63 et SaOS-2. Cet article présente une analyse 

fonctionnelle individuelle de ces miRNAs sur les lignées SW1353, HOS, MG63 et SAOS-2, 

avec un focus sur le miR-4270 qui s’est révélé le plus cytotoxique sur 2 lignées d’OS. Le miR-

342-5p a été utilisé tout au long de l’étude comme contrôle positif, puisque nous avons 

précédemment validé ses effets suppresseurs de tumeurs pour l’ensemble de ces lignées. En 

parallèle, les effets chimiosensibilisateurs des miRNAs ont également été évalués. Enfin, nous 

avons analysé les mécanismes d’apoptose induits par le miR-4270, en ciblant notre étude sur 

les membres de la famille Bcl-2. 
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Abstract  

 

Background: Chondrosarcomas and osteosarcomas are malignant bone tumors. These 

tumors have a poor prognosis when unresectable or metastasized. Moreover, radiotherapy and 

chemotherapy are sometimes ineffective. MiRNAs represent an interesting therapeutic 

approach. 

Methods: High throughput functional screening by impedancemetry performed in 

SW1353 chondrosarcoma cell line, identified at least 4 miRNAs with a potential 

antiproliferative effect. Individual functional validations were then performed in SW1353 cells 

under normoxia and hypoxia, and in 3 osteosarcoma cell lines under normoxia to evaluate 

tumor-specific miRNA effect in the physiopatholigical in vivo microenvironnement. First, the 

metabolic and cytotoxic effects of miRNAs were evaluated in comparison with miR-342-5p, 

an apoptomiR already identified on osteosarcoma and chondrosarcoma cells. Cell cycle phase 

distribution was analyzed by flow cytometry. Western-blots and luciferase reporter assays were 

carried out in order to delineate the underlying mechanisms of action of the cytotoxic miRNAs. 

Results: The cytotoxic effect of 4 selected miRNAs was not confirmed on SW1353 

cells, but we unambiguously revealed that miR-4270 had a potent cytotoxic effect on two 

osteosarcoma cell lines. In addition, like miR-342-5p, miR-4270 induced apoptosis. We have 

identified, for the first time, Bcl-xL as a direct target of miR-4270. MiR-4270 also decreased 

the expression of the anti-apoptotic protein Mcl-1, and increased the expression of the pro-

apoptotic protein Bak. 

Conclusion: The present results demonstrated the tumor suppressive activity of miR-

4270 in osteosarcoma cells, by regulating the expression of Bcl-2 family proteins. 

 

Keywords: Osteosarcoma, chondrosarcoma, miR-4270, miR-342-5p, apoptosis, Bcl-

xL. 
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Introduction 

Bone sarcomas are relatively rare tumors. Among the various bone sarcomas listed by 

the World Health Organization (WHO), the two main ones are osteosarcomas and 

chondrosarcomas. Osteosarcoma is the most common type of bone sarcoma (Longhi et al., 

2006; Mirabello et al., 2009). It develops in the great majority of cases on the long bones of the 

limbs: the lower end of the femur, the upper end of the tibia or the upper end of the humerus 

(Kansara et al., 2014). This is an aggressive cancer that mainly affects children and young 

adults. These tumor cells are characterized by the synthesis of an osteoid matrix. 

Chondrosarcoma is the second most common bone sarcoma. It develops preferentially on flat 

bones (pelvis, scapula, rib, spine) and long bones (femur, tibia, humerus) (Gelderblom et al., 

2008; Nazeri et al., 2018). This sarcoma affects adults after the age of 40 years. This tumor is 

characterized by the formation of an extracellular cartilage matrix in a hypoxic environment 

(Bovée et al., 2010).  

In current treatments, osteosarcomas are the most curable sarcomas with a good 

prognosis for long-term survival. Neoadjuvant chemotherapy including cisplatin, doxorubicin 

and methotrexate coupled with surgery is the preferred therapy for this type of tumor (Collins 

et al., 2013; Meyers et al., 2011). However, for people with unresectable metastases or older 

people, the results present a poor prognosis (Dela Cruz, 2013). For chondrosarcomas, only 

surgery is efficient. Indeed, chondrosarcomas are resistant to chemotherapy and radiotherapy 

(Onishi et al., 2011). Overall, new therapeutic strategies are absolutely needed for the treatment 

of these tumors.  

MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs of about 20-25 nucleotides. They 

are post-transcriptional regulators of mRNAs. They function as inhibitors of the translation or 

they favor the degradation of the mRNAs when they anneal to mRNAs through complementary 

base pairing (Bartel, 2018). A miRNA can regulate the expression of several hundred different 

genes, and a gene can be targeted by several hundred of different miRNAs. In the recent years, 

miRNAs have emerged as key regulators within complex networks of targets that we have not 

yet fully elucidated (Bartel, 2009; Gebert & MacRae, 2019). MiRNAs play an essential role in 

many physiological processes, but also in many pathological conditions, particularly in the 

progression of cancers, including bone sarcomas (Palmini et al., 2017; Yoshitaka et al., 2013; 

Wang et al., 2019). Different miRNAs could be used as diagnostics or prognostics biomarkers, 

but could also allow the discovery of new therapeutic targets in bone sarcoma (Palmini et al., 

2017; Botti et al., 2019; Pu et al., 2019; Jeong & Kim, 2018). Many metabolic pathways 



 271 

regulated by miRNAs, such as survival, growth, angiogenesis or chemosensitivity have been 

identified in bone sarcomas. However, few studies have focused on the effects of miRNAs 

directly targeting anti-apoptotic members of the Bcl-2 family in bone sarcomas. However, 

several studies have reported the interesting therapeutic potential to target these proteins for the 

treatment of bone sarcomas. The overexpression of Bcl-2 and Bcl-xL is often associated with a 

poor prognosis and are partly responsible for the chemoresistance of the cells (Wu et al., 2012; 

Wang et al., 2010; van Oosterwijk et al., 2012; de Jong et al., 2016; de Jong et al., 2018). A 

study has shown that pharmacological inhibition of Bcl-xL improves the sensitivity of 

osteosarcoma to doxorubicin (Baranski et al., 2015). Furthermore, we previously showed that 

the direct inhibition of Bcl-xL by miR-491-5p and miR-342-5p induced apoptosis on 

osteosarcoma and chondrosarcoma cell lines (Veys et al, submitted; Veys et al, submitted). 

MiR-342-5p also directly inhibited the expression of Bcl-2 according to the cell line evaluated. 

In this study, using a high-throughput miRNA screening and miRNA target prediction, we 

selected 4 miRNAs that could induce apoptosis in SW1553 chondrosarcoma cells by targeting 

BCL2, BCL2L1 or MCL1 mRNAs. We subsequently performed an individual and functional 

study with miR-16-1-3p, miR-646, miR-3667-3p and miR-4270. MiR-342-5p was used as a 

positive control as its tumor suppressive effects have already been validated in chondrosarcoma 

and osteosarcoma cells (Veys et al, submitted; Veys et al, submitted). For SW1353 

chondrosarcoma cell line, the potential cytotoxic and chemosensitizing effects of miRNAs were 

studied in normoxia and hypoxia, since hypoxia is more representative of the in situ 

physiopathological microenvironment of the tumor (Kubo et al., 2008). None of the newly 

selected miRNAs caused cytotoxic effects on SW1353 cells. By contrast, miR-4270 had 

cytotoxic effects and induced cell death by apoptosis on two of the three osteosarcoma cell 

lines, suggesting a specific effect depending of the cell type. Using western-blots and luciferase 

reporter assays, we demonstrated that miR-4270 directly targeted BCL2L1 mRNA. Moreover, 

miR-4270 decreased the expression of Mcl-1 at the protein level, whereas it increased that of 

Bak.  
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Results  

Identification of antiproliferative miRNAs by a high-throughput screening on 

SW1353 chondrosarcoma cell line. 

We performed a functional high-throughput screening using a human library of 1200 

miRNAs mimics on the SW1353 chondrosarcoma cell line. The continuous measurement of 

impedance allowed to analyze the dynamic behavior of the cells transfected with miRNAs in 

the presence or absence of cisplatin (CDDP) treatment. The effect of each miRNA was 

compared with that of the miR-ctrl. Three criteria were used to select the most effective 

cytotoxic miRNAs (the shape of the curve, the area under the curve and the cell index at the 

end of the experiment). In addition, morphological observation of the cells provided additional 

information for the final selection of miRNAs. Finally, among all these miRNAs, we selected 

4 miRNAs with potential efficient effects on cell proliferation/attachment (Figure 1). 

MiR-16-1-3p decreased the cell index from approximately 60 h post-transfection until 

the end of the experiment (5.7-fold decrease compared to miR-Ctrl, 120 h after seeding, i.e. 96 

h after transfection, p<0.001 by unpaired Student’s t test). In the presence of a sublethal dose 

of CDDP, the decrease of cell index with the miR-16-1-3p was delayed at the same level than 

without CDDP 120 h after plating the cells (p<0.001). Microscopic observations of the cells 

120 h after seeding confirmed a decrease of the proliferation with miR-16-1-3p, combined or 

not with CDDP. MiR-16-1-3p had antiproliferative effects on SW1353 cells without 

chemosensitizing effects.  

MiR-646 also decreased the cell index from 48 h post-transfection until the end of the 

experiment (3-fold relative to miR-Ctrl, 120 h after seeding, p<0.05). When miR-646 was 

combined with CDDP, the decrease was by 3.2-fold (relative to miR-Ctrl + CDDP, 120 h after 

seeding, p<0.05), suggesting no significant sensitization to CDDP. Moreover, miR-646- and 

miR-646/CDDP-treated cells showed a similar great reduction of confluence compared to their 

respective miR-Ctrl. Therefore, miR-646 had only anti-proliferative effects on SW1353 cells.  

In the same way, the transfection of miR-3667-3p resulted in a decrease of the cell index 

by 4.7-fold at the end of the experiment with or without CDDP (p<0.001, relative to respective 

miR-Ctrl). The cell attachment and the cellular density were also decreased compared to 

respective miR-Ctrl. MiR-3667-3p also appeared to have only antiproliferative effects on 

SW1353 cells. 
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Finally, miR-4270 also diminished the cell index, but its effects were delayed compared 

to others miRNAs, with an effect observed only from approximately 72 h post-transfection. At 

the end of the experiment, miR-4270 decreased the cell index by 2.5-fold with or without CDDP 

(p<0.01 compared to miR-Ctrl and p<0.05 compared to miR-Ctrl/CDDP, at 120 h after 

seeding). Cell confluency was also decreased by at least 50% with or without CDDP suggesting 

no chemosentizing effect of this miRNA. Therefore, miR-4270 had only antiproliferative 

effects on SW1353 chondrosarcoma cells.  

Individual functional analysis of miRNAs did not confirm induction of cell death 

in SW1353 chondrosarcoma cell line. 

Next, we realized a functional analysis with these 4 miRNAs and with miR-342-5p, 

used as a positive control, at 72 h post-transfection on SW1353 cells cultured under normoxia 

and hypoxia. We also investigated the potential chemosensitizing effects of the miRNAs with 

a sublethal exposure to CDDP 48 h after their transfection in the same manner as in figure 1. 

The studies of metabolic activity of SW1353 cells and of the cytotoxicity of miRNAs 

showed the best anti-metabolic and cytotoxic effects for miR-342-5p and no relevant effect of 

others miRNAs, except with the miR-16-1-3p and the miR-646 under hypoxia with CDDP 

revealing possibly a chemosensitizing action (Figure S1). Nevertheless, such an effect was not 

further confirmed, since both these latter miRs failed to induce cytotoxicity on SW1353 cells 

in hypoxia with or without CDDP (Figure S1 B). 

We also analyzed cell cycle progression using flow cytometry (Figure 2). None of 

miRNAs induced cell cycle blockade of SW1353 cells. The treatment with a sublethal dose of 

CDDP increased the percentage of events in the S and G2/M phases at the expense of the G0/G1 

phase. Only miR-342-5p increased the number of cells in the sub-G1 phase, in the 4 conditions 

of culture (approximately of 3-fold, p<0.01 or p<0.05 relative to respective miR-Ctrl). The 

proportions of the cells in the sub-G1 phase for miR-Ctrl and miR-342-5p respectively were: 

6.8% and 21.9% without CCDP under normoxia; 5.5% and 14% with CDDP under normoxia; 

6.6% and 20.5% without CDDP under hypoxia; 4.4% and 14.4% with CDDP under hypoxia. 

Microscopic observations at 72 h post-transfection supported the induction of cell death only 

by miR-342-5p, with a decrease in confluency and an increase of cellular debris or apoptotic 

bodies observed through fluorescence microscopy on DAPI-stained slides (Figure S2 and data 

not shown). MiR-646 significantly increased the percentage of sub-G1 events by 2-fold (p<0.05 

relative to miR-Ctrl/CDDP treated cells) only under normoxia in the presence of CDDP (Figure 

2). For all miRNAs, the miRNAs-induced increases in the sub-G1 peaks were comparable with 

or without CDDP, suggesting no chemosensitizing effect. 
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Overall, we concluded that antiproliferative effects of these 4 selected miRNAs, 

observed in the high-throughput screening, were not due to an induction of cell death in 

SW1353 cells. 

Functional analysis of miRNAs revealed anti-metabolic and cytotoxic effects of 

miR-4270 on HOS osteosarcoma cell line.  

In parallel, we performed a functional analysis on the HOS osteosarcoma cell line at 72 

h post-transfection. HOS cells were treated under normoxia in the presence or absence of a 

sublethal dose of CDDP 48 h after the transfection of miRNAs (Figure 3). In a first step, the 

metabolic activity of the cells was evaluated by an XTT assay (Figure 3A). All miRNAs (except 

miR-3667) significantly decreased the metabolic activity compared to miR-ctrl (by about 1.8-

fold for miR-342-5p and miR-646, p<0.001; by about 1.5-fold for miR-16-1-3p and miR-4270, 

p<0.01). In the presence of CDDP, all miRNAs decreased the metabolic activity of HOS cells. 

MiR-342-5p and miR-646 were the most effective with the same decrease with or without 

CDDP (by about 1.8-fold (p<0.001). MiR-3667-3p was the least effective with a weak decrease 

by 1.3-fold only in the presence of CDDP (p<0.05). 

We then analyzed the cytotoxic effects of these miRNAs (Figure 3B). In addition to 

miR-342-5p, only miR-4270 significantly induced an important cytotoxicity: by 1.4-fold 

relative to miR-Ctrl treated cells (p<0.05), and by 2.4-fold relative to miR-Ctrl/CDDP treated 

cells (p<0.05). 

The analysis of cell cycle cell progression using flow cytometry showed a significant 

enhancement in the number of sub-G1 events only with miR-342-5p and with miR-4270 (Figure 

3C). Without CDDP, miR-342-5p significantly increased the number of sub-G1 events by 3.8-

fold (p<0.001; 11.2% of sub-G1 events with miR-Ctrl and 43.1% with miR-342-5p) and miR-

4270 augmented it by 3.4-fold (p<0.001; 38.4% of sub-G1 events with miR-4270). CDDP 

increased the percentage of events in the S and G2/M phases at the expense of the G0/G1 phase. 

In the presence of CDDP, miR-342 induced cell death by 3.5-fold (p<0.001; 13% of sub-G1 

events with miR-Ctrl and 46.2% with miR-342-5p) and miR-4270 by 3.9-fold (p<0.01;  51.4% 

of sub-G1 events with miR-4270). There was no significant difference in the induction of cell 

death between cells transfected with miRNAs alone or with miRNAs combined with CDDP  
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treatment. The analysis of cell morphology at 72 h post-transfection showed a decrease in cell 

confluence and an increase of the number of cellular debris as well fragmented chromatin, 

typical of apoptotic cells, for both miRNAs with or without CDDP (Figure S3).  

These results suggested that, like miR-342-5p, miR-4270 could be an apoptomiR in 

HOS osteosarcoma cell line. MiR-4270 induced cell death by the same magnitude with or 

without CDDP, suggesting that it is not a CDDP chemosensitizer. 

 

Functional analysis of miRNAs revealed anti-metabolic and cytotoxic effects of 

miR-4270 on MG63 osteosarcoma cell line, whereas miR-4270 had only anti-metabolic 

effects on SaoS-2 osteosarcoma cell line.  

We then focused our investigations on two other osteosarcoma cell lines (MG63 and 

SaOS-2) transfected in the same manner with or without a sublethal dose of CDDP.  

Regarding MG63 cells, miR-342-5p, miR-646 and miR-4270 significantly decreased 

their metabolic activity at 72 h post-transfection (Figure 4A). MiR-342-5p decreased the 

metabolic activity by approximately 3-fold for both conditions of culture (p<0.001 relative to 

miR-Ctrl, and p<0.01 relative to miR-Ctrl/CDDP), whereas miR-646 and miR-4270 had effects 

of lower magnitude with a decrease of approximately 2- fold (p<0.05 relative to respective miR-

Ctrl).   

Moreover, only miR-4270, in addition to miR-342-5p, induced an important 

cytotoxicity by approximately 2-fold (with and without CDDP) versus approximately by 3-fold 

with miR-342-5p (Figure 4B). 

The analysis of the cell cycle distribution by flow cytometry revealed that the treatment 

with a sublethal dose of CDDP only induced a blockage of MG63 cells in the S phase (Figure 

4C). MiR-4270 significantly increased the number of sub-G1 events by 2.8-fold with miR-4270 

for both conditions of culture (p<0.001 relative to miR-Ctrl with or without CDDP) (Figure 

4C). In comparison, miR-342-5p increased cell death by about 4-fold for both conditions 

(p<0.001) (Figure 4C). The proportions of the cells in the sub-G1 phase were: 17.4%, 75.3% 

and 48.9% without CCDP, 18%, 72.5%, and 50.3% with CCDP, for miR-Ctrl, miR-342-5p and 

miR-4270 respectively. Morphological analysis of the cells at 72 h post-transfection showed, 

for both miRNAs, a great increase in the number of cellular debris and the presence of apoptotic 

bodies compared to miR-Ctrl condition with or without CDDP (Figure S4).  
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These results suggested that miR-4270 could also be an appotomiR in MG63 

osteosarcoma cell line, but it would be less efficient than miR-342-5p. MiR-4270 induced cell 

death of the same magnitude with or without CDDP, suggesting no chemosensitizing effect. 

With SaOS-2 cells, miR-342-5p, miR-646 and miR-4270 significantly decreased their 

metabolic activity when used without CDDP (3.2-fold for miR-342-5p and 1.7-fold for the 2 

other miRNAs, p<0.001 relative to miR-Ctrl) (Figure 5A). When miRs were associated with a 

sublethal dose of CDDP, all miRNAs decreased the metabolic activity of SaoS-2 cells (3.7-fold 

for miR-342-5p, p<0.001; about 1.8-fold for miR-646 and miR-4270, p<0.001; 1.4-fold for 

miR-16-1-3p, p<0.05; and 1.2-fold for miR-3667-3p, p<0.05). 

None of the 4 studied miRNAs induced cytotoxicity on SaOS-2 cells. Only the positive 

control miR-342-5p increased cytotoxicity by about 2-fold in the presence or absence of a 

sublethal dose of CDDP (Figure 5B).  

Concerning the study of the cell death by flow cytometry, we observed that CDDP 

increased the percentage of events in the S phase at the expense of the G0/G1 phase in SaoS-2 

cells. Only miR-342-5p was able to significantly increase the number of sub-G1 events by 2.9-

fold in the presence or absence of a sublethal dose of CDDP (p<0.001). The proportions of the 

cells in the sub-G1 phase were: 12.7% and 36.6% without CCDP, 12.3% and 36.6% with 

CCDP, for miR-Ctrl and miR-342-5p respectively (Figure 5C). MiR-4270 did not significantly 

modulated cell death in both culture conditions: 1.6-fold relative to miR-Ctrl (20.7% of sub-G1 

events) and 1.9-fold relative to miR-Ctrl/CDDP (23.1% of sub-G1 events). Morphological 

analysis of the cells showed a reduction of confluency for both miRNAs, but less apoptic bodies 

with miR-4270 compared to miR-342-5p (Figure S5). 

MiR-4270 had only a significant anti-metabolic effect on SaOS-2 cells. It did not 

significantly induced cell death on this osteosarcoma cell line. These effects were comparable 

with or without CDDP, suggesting that it has no chemosensitizing effect.  
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MiR-4270 activates the apoptosis pathway in HOS and MG63 osteosarcoma cell 

lines. 

We next investigated the induction of apoptosis by miR-4270 alone in the 3 

osteosarcoma cell lines 72 h post-transfection (Figure 6). As miR-342-5p, miR-4270 induced 

PARP cleavage in the 3 osteosarcoma cell lines (Figure 6A). The effects were more significant 

in the HOS and MG-63 cell lines than in the SaOS-2 cell line. Caspase-3 cleavage was the 

highest with miR-4270, particularly in the HOS cell line, while this cleavage was almost absent 

in the SaOS-2 cell line for both miRNAs (Figure 6B). In addition, miR-4270 only significantly 

increased caspase-3/7 activity in HOS and MG-63 cells (by 1.7-fold and by 5.7-fold 

respectively, p<0.001) (Figure 6C). MiR-342-5p also only significantly induced caspase-3/7 

activity in HOS and MG-63 cells (by 1.5-fold and by 6.2-fold respectively, p<0.001). Because 

the activation of caspases and the cleavage of PARP are characteristics hallmarks of apoptosis, 

these results suggested that miR-4270 unambiguously induces apoptosis in HOS and MG63 

osteosarcoma cell lines, like miR-342-5p. This is in accordance with our previous results on 

cell death (Figures 3, 4 and 5). 

 

MiR-4270 modulates the expression of proteins of the Bcl-2 family in osteosarcoma 

cell lines. 

Bcl-xL, Bcl-2, Mcl-1 are all members of the anti-apoptotic Bcl-2 family and are among 

the predicted targets of miR-4270 and miR-342-5p. We therefore evaluated their protein 

expression to determine their involvement in the induction of apoptosis by this miRNA in the 

three osteosarcoma cell lines.  

Bcl-2 protein expression was not decreased, but increased (by 1.4-fold relative to miR-

Ctrl) by miR-4270 in HOS cells (Figure 7A). By contrast, miR-342-5p decreased Bcl-2 protein 

expression by 2-fold in HOS cell line. MiR-4270 decreased Bcl-2 protein expression by 1.7-

fold and 1.2-fold respectively in MG-63 and SaOS-2 cells. The effects of miR-342-5p were 

comparable on both these two cell lines (decrease by 1.4-fold in MG-63 cells and by 1.7-fold 

in SaOS-2 cells).  
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Bcl-xL protein expression was significantly decreased by miR-4270 in all the 3 

osteosarcoma cell lines (by 2.5-fold in HOS cells, 5-fold in MG-63 cells, and 1.4-fold in SaOS-

2 cells) (Figure 7B). We previously validated Bcl-xL as a direct target of miR-342-5p in HOS 

cell line (Veys et al., submitted). Here, we confirmed its inhibitory effect on Bcl-xL protein 

expression in the three osteosarcoma cell lines with at least a 1.7-fold decrease. 

MCL-1 mRNA is a putative target for both miRNAs. MiR-342-5p had no relevant effect 

on the level of Mcl-1 protein expression (Figure 7C). In all 3 osteosarcoma cell lines, miR-4270 

decreased Mcl-1 protein expression at different levels:  by 1.4-fold in HOS cells and by 1.7-

fold in MG-63 and SaOS-2 cells.  

We then investigated the expression of the pro-apoptotic protein Bak, involved in the 

intrinsic apoptosis pathway. This protein participates to mitochondrial outer membrane 

permeabilization and subsequent induction of cell death. Both miRNAs clearly induced its 

protein expression in the three osteosarcoma cell lines, with the best induction for miR-342-5p 

(from 2.2-fold to 30-fold induction with miR-342-5p and from 1.5-fold to 4-fold induction with 

miR-4270). 

In summary, miR-4270 mainly decreased the expression of the anti-apoptotic proteins 

Bcl-xL and Mcl-1, whereas miR-342-5p mainly decreased that of Bcl-xL and also Bcl-2 in 

osteosarcoma cells. Both miRNAs significantly increased the expression of the pro-apoptotic 

protein Bak. 

Direct inhibition of BCL2L1 mRNA by miR-4270 in HOS osteosarcoma cell line. 

We next verify that the effect of miR-342-5p and miR-4270 on Bcl-2 (BCL2 gene) or 

Bcl-xL (BCL2L1 gene) resulted from direct binding to their respective mRNAs in the 3’UTR 

region. We co-transfected, in HOS cells, luciferase reporter vectors containing the 3'UTR 

sequence of these mRNAs as well as miR-4270 and miR-342 mimics or their corresponding 

hairpin inhibitors.  

In silico analysis identified a potential binding site for miR-4270 between nucleotides 

556-562 in BCL2-3'UTR (Figure 7E). MiR-4270 did not significantly decrease the luciferase 

activity of the WT-BCL2-3'UTR vector compared to miR-Ctrl. MiR-342 also had a potential 

binding site on WT-BCL2-3’UTR vector and its transfection decreased the Bcl2 protein 

expression. Nevertheless, as previously described (Veys et al, submitted), it did not 

significantly decrease the luciferase activity of the WT-BCL2-3'UTR vector. 
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We have identified two presumptive binding sites for miR-4270 in BCL2L1-3'UTR at 

positions 326-333 and 738-744 (Figure 7F). We already demonstrated direct binding of miR-

342-5p at position 679-686 and 1407-1413 of BCL2L1-3’UTR in HOS cells (Veys et al, 

submitted). The co-transfection of miR-4270 resulted in a significant decrease (35%, p<0.05) 

of the luciferase activity of WT-BCL2L1-3’UTR vector. As expected, miR-342 induced a 

greater decrease of the reporter activity (70%, p<0.01). The co-transfection of anti-miR-342-5p 

or anti-miR-4270 restored the luciferase activity at the miR-Ctrl level. Therefore, in HOS cells, 

miR-4170 downregulated Bcl-XL protein expression through direct binding to the 3’UTR of 

BCL2L1 mRNA. 

 

Discussion 

Osteosarcomas and chondrosarcomas are the most common forms of bone sarcomas. 

Nowadays, osteosarcoma is a well-treated tumor due to the efficacy of combination 

chemotherapy associated with surgery. However, for patients with metastases or recurrences, 

the survival rate is much lower. For chondrosarcomas, these tumors are resistant to conventional 

chemotherapy and radiotherapy. Surgery remains the only effective therapy. Nevertheless, the 

location of the tumor may not allow surgery. The use of therapeutic miRNAs had the advantage 

of a multi-target approach. Moreover, it could be useful to discover new therapeutic targets for 

clinical applications (Palmini et al., 2017; Botti et al., 2019; Pu et al., 2016; Sampson et al., 

2015).  

Using high-throughput screening of a human library of 1200 miRNAs, we found 

numerous miRNAs with the ability to decrease cell proliferation in the SW1353 

chondrosarcoma cell line. Out of these miRNAs, we identified 4 miRNAs with predicted pro-

apoptotic activities through predictive targeting of the anti-apoptotic members of the Bcl-2 

family. Among these members, Bcl-xL and Bcl-2 are thought to play a key role in the survival 
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and chemoresistance of chondrosarcoma cells (van Oosterwijk et al., 2012; de Jong et al., 2016; 

de Jong et al., 2018). In osteosarcomas, overexpression of Bcl-2 and Bcl-xL was associated 

with poor prognosis (Wu et al., 2012; Wang et al., 2010). Moreover, high expression of Bcl-

xL in metastatic osteosarcomas was correlated with a low probability of survival due to the 

acquisition of chemoresistance. In a previous study, we demonstrated a suppressive role of miR-

342-5p on chondrosarcoma cells through direct inhibition of Bcl-xL and Bcl-2 (Veys et al, 

submitted). We also showed that miR-491-5p was an apoptomiR in chondrosarcoma cells, 

through the direct inhibition of Bcl-xL and the repression of Epidermal Growth Factor Receptor 

(EGFR) expression. In a second study performed on osteosarcoma cells, we demonstrated a 

direct inhibition of Bcl-xL by both miRNAs, and their concomitant induction of apoptosis 

(Veys et al, submitted).  

Real-time cell analysis and end-point morphological analysis of high-throughput 

screening of miRNAs on SW1353 cells were performed in glass culture plates under normoxia. 

However, chondrosarcomas are predominantly hypoxic tumors. We therefore realized an 

individual functional validation with miR-16-1-3p, miR-646, miR-3667-3p and miR-4270 in 

conventional plastic culture plates, under normoxia and hypoxia. MiR-342-5p was used as a 

positive control of cytotoxicity and of apoptosis induction. We were also interested in the 

chemosensitizing effects of these miRNAs. Unfortunately, we did not confirm the potential 

cytotoxic effect of the selected miRNAs on the SW1353 chondrosarcoma cell line. They also 

had no chemosensitizing effects in our experimental culture conditions, as in the high 

throughput screening. By contrast, we demonstrated anti-metabolic and cytotoxic effects of 

miR-4270 on HOS and MG63 osteosarcoma cell lines. We only showed a significant anti-

metabolic effect of miR-4270 on SaOS-2 osteosarcoma cell line. In addition, we were unable 

to demonstrate a potential chemosensitizing effect of these miRNAs on the three osteosarcoma 

cell lines.  

Human miR-16, also known as miR-16-5p, originates from to 2 loci, MIR-16-1 and 

MIR-16-2 located on 2 chromosomes. Both loci produce the same guide strand miR-16-5p, but 

produce different passenger strands, miR-16-1-3p and miR-16-2-3p. Calin et al. first found 

MIR-16-1 locus deletion and/or miR-16 downregulation in the majority of chronic lymphocytic 

leukemia (CLL) (Calin et al., 2002). Since this study, miR-16 has been reported to be tumor-

suppressor in many types of cancer, and as a potential oncomiR in some types of cancer (Huang 

et al., 2015). Nevertheless, miR-16-1-3p has been very little studied. Regarding osteosarcomas, 

expression of miR-16-5p and miR-16-2-3p was downregulated in osteosarcoma samples in 
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comparison to the healthy bone, while miR-16-1-3p expression was undetectable (Jones et al., 

2012). This group also showed that stable HOS clones overexpressing miR-16-1-3p, as well as 

miR-16-2-3p, have less ability to form colonies in soft agar (Maximov et al., 2019). This effect 

was much stronger than the effect of miR-16-5p overexpression. In our study, miR-16-1-3p 

induced a significant decrease in the metabolic activity only on HOS cells, but we failed to 

demonstrate its cytotoxic or apoptotic effects. Maximov et al. (2019) showed an induction of 

apoptosis 5 days after infection of KHOS cells with lentivirus overexpressing miR-16-5p, miR-

16-1-3p and miR-16-2-3p. They did not show this latest experiment with HOS cells, and in 

comparison, with our study, they performed analysis of the induction of apoptosis later (3 days 

after transfection in our study). Using an XTT assay, they showed that miR-16-2-3p 

overexpressing HOS clone, but not miR-16-5p or miR-16-1-3p overexpressing HOS clones, 

sensitizes cells to both cisplatin and doxorubicin treatments (from 1 to 5 µM CDDP during 48 

h). They sensitized U2OS cells to cisplatin treatment (with 5-10 µM, but not with 2 µM, during 

48 h) after transfection of miR-16-5p, miR-16-1-3p and miR-16-2-3p mimics. These data were 

in accordance with our results on HOS cells, because we used CDDP at lower concentration 

(1.65 µM) 48 h after transfection during only 24 h. Finally, using HOS clones overexpressing 

miRNAs, Maximov et al. (2019) also showed tumors suppressive properties of miR-16-1-3p in 

vivo and its capacity to reduce invasion in vitro. Our experimental methods could explain that 

miR-16-13p did not induce cell death in all osteosarcoma cell lines and in SW1353 

chondrosarcoma cell line. In particular, Maximov et al. (2019) explained that HOS polyclonal 

cultures lose overexpression of miRNAs too quickly. That is why they used stable clones 

overexpressing miRNAs.  

MiR-646 is downregulated in many cancers and increasing evidence supports its tumor 

suppressive role. For example, the downregulation of miR-646 in renal cancer was associated 

with a higher probability to develop metastasis through the induction of MAPK pathway by 

targeting Nin One Binding protein 1 (NOB1) (Li et al., 2014). The role of miR-646 was 

investigated in three studies performed on osteosarcomas but none on chondrosarcomas. Two 

studies showed that miR-646 inhibits the migration and invasion (measured with a single 

transwell assay) of U2OS cell line (Yang et al., 2020; Liu et al., 2019). In these studies, the 

authors did not analyze its anti-metabolic activity, its potential cytotoxic or apoptotic effects. 

The study reported by Sun et al. (2015) showed that miR-646 was downregulated in 4 

osteosarcoma cell lines (MG-63, SaOS-2, HOS and U2OS) and in osteosarcoma tissues 

compared to an osteoblastic cell line and to paired adjacent healthy tissues (Sun et al., 2015). 
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Moreover, its lower expression was associated with metastasis. They showed that transfection 

of miR-646 in MG63 cells inhibited cell proliferation (MTT assay), migration (wound healing 

assay) and invasion (transwell invasion assay). However, these authors did not study the 

induction of cell death. They concluded that miR-646 might be a tumor suppressor in 

osteosarcoma via its direct target of Fibroblast Growth Factor 2 (FGF2). In our study, miR-646 

was also able to significantly reduce the metabolic activity of HOS, MG63 and SaOS-2 cells, 

but it was not able to induce cytotoxicity in all these cell lines. Because it did not induce cell 

death in the HOS and SW1353 cell lines, we have not continued our investigations in the other 

cell lines, nor studied its anti-metastatic capacities. Further investigations could lead to the same 

conclusions as these authors, but we preferred to focus on the more promising miR-4270 on 

osteosarcoma cells. 

For miR-3667-3p, to our knowledge, only one study addressed its role in cancer. MiR-

3667-3p targeted the lncRNA (long non-coding RNA) PCAT-1 (Prostate Cancer Associated 

Transcrit-1) in prostate cancer (Prensner et al., 2014). PCAT-1 promoted prostate cancer cell 

proliferation through positive post-transcriptional regulation of c-Myc. MiR-3667-3p reversed 

this stabilization of c-Myc by PCAT1, without binding to c-Myc. MiR-3667-3p would therefore 

have anti-suppressor properties, but in our study, we did not confirm its potential cytotoxic 

effect observed in the high-throughput screening on any of the cell lines studied.  

MiR-4270 seemed to play dual role in cancer. It was downregulated in hepatocellular 

carcinoma (HCC) tissues (Zhu et al., 2018; Wang et al., 2020). It inhibited cancer cell 

proliferation and metastasis in HCC by directly targeting stabilin-2 (STAB2), a key regulator 

of epithelial-mesenchymal transition (EMT) (Wang et al., 2020). MiR-4270 downregulation 

was associated with an increased risk of brain metastasis in patients with lung adenocarcinoma 

(LAD) (Sun et al., 2019). Transfection of LAD cells with miR-4270 inhibited proliferation, 

colony formation and migration in vitro through direct targeting of MMP19 (Matrix 

Metalloprotease 19). Recently, other authors showed that the levels of miR-4270 are also 

decreased in gastric cancer tissues (Shen et al., 2020). Moreover, they highlighted that 

circ_0005556, a circular RNA, sponged miR-4270, resulting in MMP19 overexpression, and 

subsequent proliferation, migration and invasion of gastric cancer cells. Intriguingly, other 

studies showed that circulating miR-4270 displays up-regulated levels in metastatic gastric 

cancer and breast cancer patients, with the potential use of miR-4270 as a diagnostic or 

prognostic biomarker (Tokuhisa et al., 2015; Hamam et al., 2016). In non-small-cell lung 

cancer (NSCLC), another group suggested its potential contribution to tumor cell growth (Zou 
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et al., 2019). Zou et al. (2019) showed that the overexpression of the long intergenic non-

protein-coding RNA 472 (LINC00472) upregulates killin (KLLN) to inhibit the proliferation, 

invasion, and EMT of NSCLC cells through the sponging of miR-149-3p and miR-4270. They 

showed a direct binding of miR-4270 to KLLN 3’UTR, despite a weak complementary base 

pairing in its target region. Collectively, these results suggest that different levels of miR-4270 

expression might be associated to different cancers and that miR-4270 should have different 

functions. 

In our study, we showed the best antiproliferative effect of miR-4270 on SW1353 

chondrosarcoma cells 120 h after seeding (96 h post-transfection) in high-throughput screening, 

but we failed to validate its cytotoxic effect in the functional analysis 72 h post-transfection.  A 

longer incubation period could be necessary to validate the effects obtained with this cell line 

in the screening. However, functional analyses revealed anti-metabolic and cytotoxic effects of 

miR-4270 on HOS and MG63 osteosarcoma cell line 72 h post-transfection, but only anti-

metabolic effects on SaoS-2 osteosarcoma cell line. We also did not detect chemosensitizing 

effect of this miRNA in the presence of CDDP in any cell line in our experimental conditions. 

As explained above, sublethal doses of CDDP may not be adequate to unveil chemosensitizing 

effects of miR-4270 on osteosarcoma cells. 

In order to confirm the induction of cell death by apoptosis, we studied, the protein 

expression of the effectors of apoptosis (PARP and Caspase-3). In the HOS and MG-63 cell 

lines, we clearly observed an increase in cleaved PARP and cleaved caspase-3 under miR-4270 

treatment. In addition, as miR-342-5p, miR-4270 also increased caspase 3/7 activity in both 

cell lines, whereas we detected only PARP cleavage in SaOS-2 cells. This was already observed 

in our previous study (Veys et al, submitted). In our previous study, we also demonstrated a 

cell death induction by miR-342-5p in SaOS-2 cells, without induction of caspase-3 cleavage 

and caspase 3/7 activity, but we detected the induction of cleaved PARP (Veys et al, submitted). 

In order to better understand the mechanisms underlying the activation of apoptosis by 

miR-4270, we analyzed the protein expression of some members of the Bcl-2 family. Indeed, 

in silico analysis showed that the anti-apoptotic Bcl-2, Bcl-xL, and Mcl-1 were potential targets 

of this miRNA. Bcl-2 protein expression was significantly decreased by miR-342-5p, but not 

by miR-4270, in the 3 osteosarcoma cell lines. However, we did not validate Bcl-2 as a direct 

target of both miRNAs in HOS cells, as previously described for miR-342-5p (Veys et al., 

submitted). We demonstrated that Bcl-xL protein expression is significantly reduced by miR-

4270 in HOS and MG-63 cells and to a lesser extent in SaOS-2 cells. We demonstrated for the 
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first time, by luciferase reporter assay, that Bcl-xL is a direct target of miR-4270. We also 

demonstrated that miR-4270 decreased Mcl-1 protein expression particularly in MG63 and 

SaOS-2 cells. However, we did not perform further investigations to confirm that Mcl-1 is a 

direct target of miR-4270. Furthermore, miR-4270 was able to increase the expression of the 

pro-apoptotic protein Bak especially in HOS and MG-63 cell lines. 

Overall, we have demonstrated the tumor suppressive role of miR-4270 on HOS and 

MG63 osteosarcoma cell lines. MiR-4270 had anti-metabolic effects and some anti-apoptotic 

effects on SaOS-2 cell line, but these latter effects were not sufficient to induce cell death in 

this osteosarcoma cell line. MiR-4270 did not also induced cell death in SW1353 

chondrosarcoma cell line, despite its anti-proliferative effects. MiR-4270 would therefore not 

only have a specific function related to the type of tumor, sometimes it can act as an oncogene 

or as a tumor suppressor as described above, but it may also have a more or less pronounced 

effect depending on the cell line used, particularly according to its altered status of 

differentiation. 

 

Conclusion  

Our study demonstrated antiproliferative, anti-metabolic and cytotoxic effects of miR-

4270 on HOS and MG63 osteosarcoma cell lines. MiR-4270 also significantly induced 

apoptosis in these cell lines. We identified for the first time Bcl-xL as a direct target of miR-

4270.  MiR-4270 also decreased Mcl-1 protein expression, whereas it increased that of Bak. 

We already demonstrated the therapeutic potential of specifically targeting Bcl-xL and Bcl-2 

on chondrosarcoma and osteosarcoma cells. Here, we provide additional evidence that Bcl-xL 

could be used as a potential drug target in the clinical treatment of patients with osteosarcomas. 

 

Materiel & methods 

 

Cell culture  

The chondrosarcoma cell line SW1353 (ATCC® HTB-94) was grown and treated in high 

glucose-Dulbecco's modified Eagle's medium (HG-DMEM, Biowest) supplemented with 10% 

Fetal Calf Serum (FCS) (Eurobio), 3 µg/ml ciprofloxacin (Sigma Aldrich) and 0.5 µg/ml 

amphotericin (Eurobio). The treatments of SW1353 cells were performed under normoxia (21% 
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O2) and hypoxia (3 % O2). Hypoxic cultures, including any handling, were exclusively 

performed in a sealed chamber, with a controlled rate of oxygenation (Legendre et al., 2009).  

The osteosarcoma cell line HOS (ATCC® CRL-1543TM) was grown and treated in high 

glucose-Dulbecco’s modified Eagle's medium (HG-DMEM, Biowest) supplemented with 10 

% Fetal Calf Serum (FCS) (Eurobio), and a mixture of penicillin (100 IU/mL), streptomycin 

(100 µg/ml) and amphotericin (0.25 µg/ml) (Eurobio). The osteosarcoma cell line MG-63 

(ATCC® CRL-1427TM) was grown and treated in Eagle’s Minimum Essential Medium (MEM, 

Biowest) supplemented with 10 % FCS (Eurobio), and a mixture of penicillin (100 U/mL) and 

streptomycin (100 µg/ml) (Eurobio). The osteosarcoma cell line SaOS-2 (ATCC® HTB-85TM) 

was grown and treated in DMEM/ Nutrient Mixture F-12 ham (DMEM: HAM’s F12, Biowest) 

supplemented with 5 % FCS (Eurobio), 2 mM L-Glutamine (Eurobio), and a mixture of 

penicillin (100 U/mL) and streptomycin (100 µg/ml) (Eurobio). The treatments of osteosarcoma 

cells were performed only under normoxia (21% O2). 

All cells were certified mycoplasma-free after PCR analysis. They were maintained in a 

humidified atmosphere containing 5 % CO2 at 37 °C. 

Drugs and miRNAs 

Cisplatin (CDDP) was purchased from Mylan (Merk, France). Sublethal doses of CDDP 

were used during the transfection of miRNA as follows: 1 µg/ml (3.3 µM) for SW1353 and 0.5 

µg/ml (1.65 µM) for HOS, MG-63 and SaOS-2 cells. All miRNA mimics were purchased from 

Dharmacon (Horizon Discovery, Cambridge, UK). MiRNA-Control (miR-Ctrl, 

MIMAT0000039), was based on C. elegans miRNA sequence that has been confirmed to have 

minimal sequence identify with human miRNAs. Human miRNA hsa-miR-342-5p (miR-342, 

MIMAT0004694), hsa-miR-16-1-3p (miR-16-1, MIMAT0004489), hsa-miR-646 (miR-646, 

MIMAT0003316), hsa-miR-3667-3p (miR-3667, MIMAT0018090) and hsa-miR-4270 (miR-

4270, MIMAT0016900) were also used in this study. MiRNA hairpin inhibitors were purchased 

from Dharmacon: hsa-miRNA-342-5p-hairpin inhibitor (anti-miR-342, IH-301083-02), hsa-

miR-4270-hairpin inhibitor (anti-miR-4270, IH-301835-01) and miRNA hairpin inhibitor 

Negative Control (anti-miR-ctrl, IN-001005-01). 
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Real-time cell analysis (xCELLigence) 

MiRNA- and cisplatin-mediated cytotoxicity on SW1353 cells were initially monitored by 

high throughput screening using Real-Time Cell Analyser (RTCA) multi-plate instrument 

(xCELLigence System; ACEA, Ozyme, Saint Quentin en Yvelines, France) under normoxia. 

This system monitors cellular events in real-time by measuring electrical impedance across 

interdigitated micro-electrodes integrated into the bottom surfaces of 96-well E-plates VIEW 

(Ozyme). RTCA 2.1.0 software calculates the cell index (CI) based on the impedance. CI 

correlates with the area of cells attached to the bottom of the plate as described elsewhere (Ke 

et al., 2011). SW1353 cells were plated in 96-well E-plates as previously described (Veys et al, 

submitted). Briefly, cells were transfected 24 h after seeding with 20 nM miRNAs using 

InterferinTM (Polyplus-Transfection, Strasbourg, France). They were treated or not with CDDP 

24 h post-transfection. Impedance was continuously measured until the end of the experiment 

(i.e. 96 h post-transfection and 120 h after seeding) and analyzed with the RTCA software. 

Endpoint morphological analysis of cells was also done in a high throughput cell imaging 

system (Cellavista; Roche) at the end of the experiment. 

 

Transfection of miRNA and CDDP treatment 

Exponentially growing SW1353, HOS, MG-63 and SaOS-2 cells were seeded at 1x104 

cells/cm2. Cell lines were transfected 24 h after seeding with 20 nM of miRNA mimics using 

INTERFERinTM (Polyplus-Transfection) according to the manufacturer’s instructions. An 

additional CDDP treatment was realized 48 h post-transfection with sublethal doses of CDDP. 

 

Metabolic activity analysis 

SW1353 cells and osteosarcoma cell lines were seeded onto 96-well microplates at a 

density of 3.5x103 cells/well and 3.3x103 cells/well respectively in triplicates. Transfection of 

20 nM miRNA was performed 24 h later with or without an additional CDDP treatment 48 h 

post-transfection, as described above. Cellular metabolic activity was estimated 72 h post-

transfection using the XTT assay (Roche) as previously described (Veys et al, submitted). 

Optical density (OD) was measured at 450 nm and 600 nm with an absorbance microplate 

reader (Spark 10M, Tecan) after 1 h incubation. 
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Cytotoxicity assay 

In parallel with the metabolic activity analysis, a bioluminescence cytotoxicity assay kit 

(Interchim) was used to evaluate miRNA-induced cytotoxicity 72 h post-transfection. This kit 

is based on the measurement of adenylate kinase (AK) rapidly released into the culture medium 

upon damage to the plasma membrane. AK detection was analyzed in the supernatant, as 

previously described (Veys et al., submitted). The emitted light was measured with a 

luminescence microplate reader (Spark 10M, Tecan) and expressed as relative luciferase units 

(RLU), reflecting the number of dead cells. 

 

Cell cycle analysis 

Adherent cells were harvested by trypsinization. The supernatant, containing the detached 

cells, and the trypsinized cells were pooled, centrifuged (1400 rpm, 10 min), rinsed with PBS, 

fixed in 70% ethanol, and stored at -20°C until analysis. The labelling of the cells with 

propidium iodide was done as previously described (Veys et al, submitted). Cell cycle phase 

distribution was analyzed by flow cytometry using the Cytoflex S Flow Cytometer (Beckman 

Coulter). Data were computed with the Cytexpert® acquisition software (Beckman Coulter). 

 

Analysis of nuclear morphology  

Both detached and adherent cells were pooled and applied to a poly-L-lysine‐coated glass 

slide by cyto-centrifugation at 850 rpm for 5 min (Cytospin, Thermo Scientific). They were 

fixed with a solution of ethanol/chloroform/acetic acid (6: 3: 1) before DNA staining.  Slides 

were then treated with the UltraCruz™ Mounting Medium with DAPI 4’,6-Diamidino-2-

phenylindole, dilactate (Santa Cruz Biotechnology, Inc.). The observations were made on a 

fluorescence microscope (Nikon eclipse Ti). 

 

Western-blotting 

Both detached and adherent cells were centrifuged at 1400 rpm for 5 min, washed with 

PBS and stored at -20°C until analysis. Total proteins were extracted using the RIPA-lysis 

buffer as previously described (Legendre et al., 2003). Protein concentration was assessed 

according to the Bradford colorimetric procedure (BioRad). Then, 15 µg of total proteins were 

separated in 10% or 12% polyacrylamide gels containing 0.1% SDS and transferred to a 
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polyvinylidene difluoride membrane (PVDF, BioRad) using the Trans Blot®TurboTM Transfer 

system (BioRad). Unspecific binding sites of the membranes were blocked with 10% non-fat 

milk powder in Tris-Buffered Saline with 0.1% Tween (TBST) for 1 h. Then, protein expression 

was analyzed by immunoblotting with antibodies from Cell Signaling Technology (Ozyme), 

according to the manufacturer’s instructions: PARP (9542), Bcl-xL (2764), Bak (3814). We 

also used Mcl-1 (S-19), GAPDH (FL-335) and β-Tubulin (D-10) antibodies from Santa Cruz 

Biotechnology, and the Bcl-2 (M0887) antibody from DAKO. After the incubation period, 

membranes were washed in TBST, followed by an incubation with HRP-conjugated goat anti-

rabbit or mouse IgG antibody (Jackson Immunoresearch). Signals were visualized with a 

chemiluminescence imaging system (ChemiDocTM Touch imaging system, BioRad). Each 

immunoblot is representative of at least three distinct experiments. Protein expression was 

estimated by quantifying the density of immunoblots bands adjusted to β-Tubulin or GAPDH 

(ImageLab® software). 

 

Luciferase miRNA target reporter assay 

Targetscan 7.2 (http://www.targetscan.org) was used for miRNA target prediction. Wild-

type (WT) vectors of BCL2L1-3’UTR and BCL2-3’UTR were purchased from GeneCopoeia 

(USA). The full length BCL2L1-3'UTR (217HmiT108616-MT05; 1489 bp) and of the proximal 

part of BCL2-3'UTR (217HmiT016211a; 2761 bp) were inserted downstream of a Gaussia 

luciferase (GLUC) reporter gene in the pEZMX-MT05 vector. This vector also carries the 

secreted alkaline phosphatase (SEAP) reporter gene for normalization of GLUC luciferase 

activity, as a function of transfection efficiency. HOS cells were seeded at 4x104 cells/well 

(triplicates) in a 24-well plate the day before transfection. The cells were co-transfected with 

20 nM miRNA mimic or miRNA hairpin inhibitor and with BCL2-3’UTR vector or BCL2L1-

3’UTR vector (1ng/µL) using jetOPTIMUSTM DNA transfection reagent (Polyplus-

Transfection, Strasbourg, France). Culture medium was collected 48 h later to measure 

luciferase activities with the secrete-pair dual luminescence assay kit (Genecopoeia) and a 

luminescence microplate reader (Spark 10M, Tecan). Luciferase activities were expressed as 

relative luciferase units (RLU) corresponding to GLUC/SEAP ratio. 
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Real-time detection of caspase-3/7 mediated apoptosis  

Caspase-3/7 activity was assessed using the Incucyte® Caspase-3/7 Green Apoptosis 

Assay Reagent (Essen BioScience) as previously described (Veys et al., submitted). Briefly, 

HOS, MG63 and SaOS-2 cells seeded at 3.2x103 cells/well were grown in 96-well plates. They 

were monitored after transfection of 20 nM miRNA during 72 h in the Incucyte® S3 acquiring 

images (objective x 10) every 3 hours in 2 separate regions per well. Each experiment was done 

in triplicate and analyzed with the Incucyte® software. 

 

Statistical analysis 

All experiments were repeated at least three times. Values are reported as means ± SD. 

Statistical significances of the mean of at least three independent experiments were assessed by 

one-way ANOVA corrected for multiple comparisons using Dunnett’s test, or two-way 

ANOVA corrected for multiple comparisons using Sidak’s test. Alternatively, two-tailed 

unpaired student’s t test with Welch’s correction was used to analyze statistical differences 

within representative experiments performed in triplicate. Statistical analyzes were done using 

GraphPad Prism 7 software. P-values of less than 0.05 were considered significant: 

***p<0.001, **p<0.01, and *p<0.05. 
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Epidermal Growth Factor Receptor; EMT: Epithelial-Mesenchymal Transition; FCS: Fetal Calf 

Serum; HCC: Hepatocellular Carcinoma; KLLN: Killin; LAD: Lung ADenocarcinoma; Mcl-

1: Myeloid cell leukemia 1; miRNA: microRNA; NSCLC: Non-Small-Cell Lung Cancer;  OD: 

Optical Density; PARP: Poly(ADP-Ribose) Polymerase; PCAT-1 : Prostate Cancer Associated 

Transcrit-1; RLU: Relative Luciferase Unit; RTCA: Real-Time Cell Analyzer. 
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III. Principaux résultats et conclusions de l’étude  

Pour cette étude, nous avons utilisé les données obtenues lors du criblage haut débit 

d’une banque de 1200 miRNAs. Parmi les miRNAs identifiés comme potentiellement 

cytotoxiques, nous avons sélectionné, par une analyse in silico, les miRNAs qui possédaient 

des cibles impliquées dans les voies de signalisation régulant la prolifération et l’apoptose 

comme les membres de la famille Bcl-2. Ainsi, 4 miRNAs ont été sélectionnés : le miR-16-1-

3p, le miR-646, le miR-3667-3p et le miR-4270. Le miR-342-5p a été utilisé comme témoin 

positif de cytotoxicité à la fois pour les lignées de CS et d’OS. Nous avons confirmé sa 

cytotoxicité sur les lignées SW1353, HOS, MG63 et SaOS-2 dans cet article. Les taux 

d’induction d’événements sub-G1 sont comparables à ceux des articles 1 et 2 (environ 3x plus 

d’évènements sub-G1 dans toutes les lignées). Toutefois, la significativité des résultats a pu 

varier d’un article à un autre. La différence la plus marquante concerne une induction 

significative du pourcentage d’évènements sub-G1 avec le miR-342-5p en présence de CDDP 

en hypoxie dans ce troisième article, alors que cette induction n’était pas significative dans 

l’article 1. La variabilité des pourcentages d’évènements sub-G1 liée au miR-Ctrl et/ou au miR-

342-5p peut expliquer ces différences. Dans cet article, nous avons obtenu des moyennes de 4,4 

± 1,7% et 14,4 ± 7,1% d’évènements sub-G1 respectivement avec le miR-Ctrl et le miR-342-

5p en présence de CDDP en hypoxie, soit 3,3 fois plus d’évènements sub-G1 avec le miR-342-

5p qu’avec le miR-Ctrl (p<0,01, n= 4). Ces moyennes étaient de 6,1 ± 4,9 % et 16,5 ± 11 % 

respectivement avec le miR-Ctrl et le miR-342-5p dans l’article 1, soit 4 fois plus d’évènements 

sub-G1 avec le miR-342-5p qu’avec le miR-Ctrl (n= 4), mais non significatif (analyse de 

variance à un facteur corrigée pour des analyses multiples). Ainsi, le fait que la variabilité des 

pourcentages d’évènements sub-G1 soit plus élevée dans l’article 1 pourrait expliquer la non 

significativité des résultats. De plus, le pourcentage d’évènements sub-G1 était aussi plus élevé 

que dans l’article 3. 

Pour la validation fonctionnelle des miRNAs, nous avons dans un premier temps, évalué 

le potentiel cytotoxique des miRNAs sur la lignée de CS SW1353, puis sur la lignée d’OS HOS. 

Les effets cytotoxiques d’un seul miRNA, le miR-4270, ont été confirmés uniquement sur la 

lignée d’OS HOS. Des données non fournies sur leur potentiel anti-métabolique (dosage XTT) 

et cytotoxique (test de cytotoxicité) ont aussi permis de montrer que ces miRNAs étaient sans 

effet sur les lignées de CS CH2879 et OUMS-27. Par la suite, nous avons donc évalué les effets 

des 4 miRNAs sur deux autres lignées d’OS (MG-63 et SaOS-2). Aucun des miRNAs étudiés 

n’avait été identifié comme potentiellement chimiosensibilisateur lors du criblage haut débit 
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avec la technologie xCELLigence sur la lignée SW1353. Malgré tout, nous avons évalué leur 

potentiel effet chimiosensibilisateur afin de confirmer cette observation. 

Pour valider l’effet cytotoxique des miRNAs, nous avons évalué l’activité métabolique 

des cellules, la cytotoxicité et la répartition des cellules dans le cycle cellulaire. Ainsi, plusieurs 

miRNAs ont permis de diminuer l’activité métabolique des 3 lignées d’OS, mais seul le miR-

4270 a induit une cytotoxicité sur au moins 2 lignées d’OS. Le miR-4270 a aussi induit une 

augmentation significative des événements sub-G1 dans les lignées HOS et MG63. Nous avons 

donc conclu que le miR-4270 exerçait un rôle cytotoxique sur certaines lignées d’OS. Nous 

avons confirmé cet effet par western-blot où il induit un clivage de la PARP sur les 3 lignées 

d’OS et un clivage de la caspase-3 sur les lignées HOS et MG-63. Ces résultats nous ont permis 

de mettre en évidence une activation évidente de l’apoptose par le miR-4270 sur les lignées 

HOS et MG-63, et un effet apoptotique moindre sur la lignée SaOS-2. Ensuite, nous avons 

démontré que le miR-4270 diminue l’expression des protéines anti-apoptotiques Bcl-xL et Mcl-

1 et qu’il augmente l’expression de la protéine pro-apoptotique Bak dans les 3 lignées d’OS, 

alors que son effet apoptotique ne semble pas significatif dans la lignée SaOS-2. De plus, nous 

avons mis en évidence, pour la première fois, que Bcl-xL était une cible directe du miR-

4270 dans la lignée HOS.  

Le miR-4270 peut donc induire l’apoptose en inhibant l’expression des protéines 

anti-apoptotiques Bcl-xL et Mcl-1 et en favorisant l’expression de la protéine pro-

apoptotique Bak. Ceci n’induit une cytotoxicité que sur certaines lignées d’OS. Ce miRNA 

se comporte donc différemment selon le contexte cellulaire. Ici, notre miRNA serait un 

suppresseur de tumeur efficace uniquement dans les 2 lignées d’OS HOS et MG63, mais pas 

dans la lignée d’OS SaOS-2, ni dans la lignée de CS SW1353. 
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D.   Vectorisation d’un miRNA anti-tumoral à l’aide 

d’une bactérie colonisatrice de chondrosarcomes et 

d’ostéosarcomes 

  

I. Introduction  

L’utilisation des miRNAs pour inhiber la croissance tumorale des sarcomes osseux 

représente une alternative thérapeutique intéressante, mais ils doivent être ciblés 

spécifiquement à la tumeur. En effet, leur capacité à cibler l’expression de nombreux gènes 

accentue le risque d’effets hors-cibles. De nombreux arguments sont en faveur des bactéries 

pour véhiculer ces miRNAs (Jia and Hua, 2009; Lage and Fruehauf, 2011; Ryan et al., 2006). 

L’unité de recherche BIOTARGEN, associée à l’unité U2RM, se sont donc intéressées à la 

vectorisation de miRNAs par des bactéries qui coloniseraient le CS et l’OS. Ainsi, en parallèle 

de l’identification de miRNAs anti-tumoraux pour le CS et l’OS par l’unité BIOTARGEN, les 

2 unités ont mis en évidence deux bactéries colonisatrices de CS et d’OS. Ces bactéries lactiques 

Gram+, nommées Eh et EfS1 pour des raisons de confidentialité, ont colonisé un modèle de CS 

humain généré en site orthotopique paratibial chez la souris immunodéprimée et un modèle de 

CS murin généré en site orthotopique paratibial chez le rat immunocompétent. Ces bactéries 

ont aussi colonisé ces mêmes types de modèles tumoraux pour l’OS (xénogreffes et allogreffes 

chez la souris). Ces résultats sont tout à fait novateurs, d’autant plus que ces souches 

bactériennes sont absolument non pathogènes pour l’Homme. 

Par la suite, les deux souches bactériennes colonisatrices de CS ont été modifiées 

génétiquement par l’unité U2RM afin d’exprimer un pré-miRNA anti-tumoral, à savoir le pré-

miR-342. Nous avons opté pour celui-ci car le miR-342-5p se révèle, dans nos études et à ce 

jour, le plus prometteur parmi les miRNAs identifiés comme cytotoxiques pour le CS. Pour 

cela, l’élément génétique codant le pré-miR-342 a été cloné en aval d’un promoteur bactérien 

constitutif (Pt_constitutif) pour permettre l’expression maximale du pré-miRNA. Cette 

structure génétique a été clonée dans le plasmide bactérien pUCB2871, et introduite dans E. 

coli, puis électroporée dans les 2 souches Eh et EfS1. Les différentes vérifications d’expression 

du plasmide « pUCB2871/Pt_constitutif/pré-miR-342 » ont été réalisées par séquençage et 

qPCR dans les 2 souches bactériennes. Aucun clone portant cette construction n’a pu être 
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obtenu avec la souche EfS1, alors que des constructions avec des plasmides inductibles avaient 

pourtant été validées dans les 2 souches. La souche Eh a donc été privilégiée pour la suite de 

l’étude. Par ailleurs, la colonisation des tumeurs était plus spécifique et plus homogène avec 

cette souche.  

Par la suite, l’objectif associé à ma thèse a été de vérifier la fonctionnalité du pré-

miRNA produit par la bactérie dans les cellules de CS. Cette étape est indispensable avant 

d’envisager d’autres modifications génétiques (module d’invasion et d’autolyse) permettant in 

fine de délivrer le miRNA synthétique dans les cellules tumorales in vitro, puis in vivo grâce à 

la bactérie Eh. 

II. Matériel et méthodes 

Culture cellulaire  

La lignée cellulaire de CS SW1353 (ATCC® HTB-94) a été cultivée et traitée avec le 

milieu High glucose-Dulbecco’s modified Eagle’s (HG-DMEM, Biowest) supplémenté avec 

10 % de sérum de veau fœtal (SVF) (Eurobio), 3 μg/ml de ciprofloxacine (Sigma Aldrich) et 

0,5 μg/ml d’amphotéricine (Eurobio). Les lignées cellulaires de CS OUMS27 et CH2879 ont 

été fournies gracieusement par le Dr Y. Saintigny (LARIA, Caen, France), qui les avait 

obtenues initialement de J.V.M.G Bovée (Department of Pathology, Leiden, Pays-Bas). Ces 

cellules ont été cultivées et traitées avec le milieu RPMI 1640 (Eurobio) supplémenté avec 10 

% de SVF et un mélange de pénicilline (100 UI/ml) et de streptomycine (100 μg/ml) (Eurobio). 

 Les cellules ont été certifiées sans mycoplasmes après analyse PCR. Elles ont été 

maintenues dans une étuve avec une atmosphère humide contenant 5 % de CO2 à 37°C. 

Extraction des petits et longs ARNs produits par la souche Eh (Unité U2RM) 

La souche Eh a été modifiée génétiquement pour transcrire le plasmide pUCB2871 

vide ou le plasmide pUCB2871/Pt_constitutif/pré-miR-342. Le plasmide pUCB2871/ 

Pt_constitutif/pré-miR-342 possède un terminateur nécessaire à l’arrêt de la transcription du 

pré-miR-342 par la bactérie. Les petits ARNs (< 200 nucléotides) et les grands ARNs (> 200 

nucléotides) produits par la souche Eh sauvage ou modifiée, ont été extraits grâce au kit 

« Nucleospin miRNA » (Macherey-Nagel). Les effets des ARNs incluant les transcrits de 

PUCB2871 et de pUCB2871/Pt_constitutif/pré-miR-342, ont été comparés à ceux du miR-342-

5p commercialisé par Dharmacon (Horizon Discovery, Cambridge, UK). La concentration 

massique des ARNs extraits a été quantifiée à l’aide d’un Nanodrop. Du fait de la présence de 
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différents ARNs dans ces extraits, il n’a pas été possible d’établir la concentration molaire du 

pré-miR-342 dans ces extraits. Ces extraits ont donc été utilisés à des concentrations massiques 

équivalentes à celles utilisées avec le miR-342-5p commercial (20 nM équivaut à 269,5 ng/ml) 

et le miR-Ctrl (20 nM équivaut à 281,5 ng/ml) ; soit 1X ≃ 226 à 366 ng/ml pour les extraits 

contenant le plasmide pUCB2871 et 1X ≃ 214,3 à 317,6 ng/ml avec les extraits contenant 

pUCB2871/Pt_constitutif/pré-miR-342 (variabilité inhérente aux différents échantillons).   

Transcription in vitro du pré-miR-342 (Unité U2RM) 

 A partir de la construction « Pt_constitutif/pré-miR-342 » dans le plasmide pUCB2871, 

le pré-miR-342 a été amplifié par PCR en utilisant des oligonucléotides spécifiques du pré-

miR-342, de manière à obtenir (i) un amplicon correspondant au pré-miR-342 sans terminateur 

(TIV-pré-miR-342) et (ii) un amplicon correspondant au pré-miR-342 avec un terminateur à 

l’extrémité 3’ (TIV-pré-miR-342-TER). Les amplicons ont ensuite été transcrits in vitro grâce 

au kit « Riboprobe in vitro Transcription Systems-Promega » puis traités par la DNase I et 

purifiés, avant de tester leur efficacité́ sur les lignées de CS. Les concentrations molaires des 

transcrits in vitro ont été calculées par qPCR. 

Purification du pré-miR-342 produit à partir des bactéries (Unité U2RM) 

La méthode de purification du pré-miR-342 produit par la bactérie Eh a été mise au 

point en utilisant le système de liaison « biotine/streptavidine » grâce au kit 

« DynabeadsTMStraptavidine Trial Kit-InVitrogen ». Un oligonucléotide complémentaire au 

miR-342 contenant une queue biotine à son extrémité 3’ a été désigné. Après incubation de ce 

dernier avec des nanoparticules magnétiques enrobées de streptavidine (type M-280), l’extrait 

de petits ARNs produit par la souche Eh-pUCB2871-pré-miR-342 (avec terminateur) a été 

ajouté au complexe « nanoparticules magnétiques de streptavidine/oligonucléotide marqué à la 

biotine ». Le pré-miR-342 a ensuite été élué par différentes étapes de lavage. Le pré-miR-342 

produit par la bactérie avant et après purification a subi une rétro-transcription à l’aide du kit « 

miScriptII RT Kit-Qiagen ». Son expression a été déterminée par RT-qPCR (kit GoTaq qPCR 

MasterMix) en utilisant 2 oligonucléotides spécifiques du pré-miR-342 et comparée à celle du 

gène de référence 5S bactérien.  

Les données fournies par l’unité U2RM montrent que le facteur de purification moyen 

était de 139 par rapport au gène 5S bactérien. Les concentrations molaires des différents 
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échantillons de pré-miR-342 purifié ont été calculées par qPCR (concentrations finales entre 

2,5 et 30 pM selon les échantillons).  

MiRNAs mimétiques et oligonucléotides 

Les miRNAs synthétiques ont été fournis par Dharmacon (Horizon Discovery, 

Cambridge, UK). Le miR-Contrôle (miR-Ctrl, MIMAT0000039) représente la séquence d’un 

miRNA de C. elegans validé pour avoir un minimum de séquence commune avec des miRNAs 

humains. Les miRNAs mimétiques humains utilisés sont : Hsa-miR-342-5p (miR-342 ou miR-

342-5p, MIMAT0004694) et hsa-miR-342-3p (miR-342-3p, MIMAT0000753). 

Les oligonucléotides correspondant à la séquence 5p ou 3p du miR-342 (oligo-miR-

342-S-5p et oligo-miR-342-AS-3p) ont été obtenues chez Eurogentec : miR-342-S-5p 5’-

AGGGGUGCUAUCUGUGAUUGA-3’ et miR-342-AS-3p 5’-UCUCACACAGAAAUCGC 

ACCCGU-3’.  

Transfection des miRNAs, des pré-miRNAs et des ARNs bactériens 

Les cellules ont été ensemencées à une densité de 1x104 cellules/cm2 pour la lignée 

SW1353, 7,5x104 cellules/cm2 pour la lignée OUMS27 et 2x104 cellules/cm2 pour la lignée 

CH2879.  Les cellules ont été transfectées 24 h après l’ensemencement avec 20 nM de miRNA 

mimétique et/ou d’ARN bactérien en utilisant l’INTERFERinTM (Polypus-Transfection) en 

accord avec les instructions du fournisseur. L’arrêt de la culture a été réalisé 72 h après la 

transfection. 

Cytométrie en flux (CMF) 

Les cellules adhérentes ont été détachées avec de la trypsine. Le surnageant, contenant 

les cellules détachées a été centrifugé (1400 rpm, 10 min), rincé avec du PBS, fixé dans 

l’éthanol 70 % et stocké à -20 °C jusqu’à analyse. Les cellules ainsi fixées dans l’éthanol ont 

été centrifugées (3000 rpm, 10 min) et rincées avec du PBS pour enlever les traces d’éthanol. 

Après centrifugation (2000 rpm, 5 min), les cellules ont été reprises et incubées pour 30 min 

dans une solution de PBS contenant 20 μg/ml d’iodure de propidium (Sigma Aldrich) et 100 

μg/ml de RNAse (Fisher Scientifics). La distribution des cellules dans les phases du cycle 

cellulaire a été analysée par CMF en utilisant le cytoflex S Flow Cytometer (Beckman Coulter) 

et calculée avec le logiciel d’acquisition Cytexpert® (Beckman Coulter). 
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Analyses statistiques 

Toutes les expériences sur la lignée cellulaire SW1353 ont été répétées entre 2 et 5 fois. 

Les valeurs représentent la moyenne ± SD. La significativité des résultats a été évaluée par 

analyse multiple de la variance à 1 facteur (ANOVA) corrigée par le test de Dunett pour une 

comparaison par rapport au miR-Ctrl ou au miR-342-5p, dans le cas de 4 expériences 

indépendantes. Les analyses statistiques ont été effectuées à l’aide du logiciel GraphPad Prism 

7. Une p-value < 0,05 est considérée comme étant significative : ***p<0,001, **p<0,01 et 

*p<0,05. 

III. Résultats 

1. Etude des effets de petits ARNs extraits de la souche Eh 

modifiée sur des cultures de chondrocytes de chondrosarcome 

Dans un premier temps, les cellules de la lignée SW1353 ont été transfectées avec des 

miRNAs synthétiques (miR-Ctrl et miR-342-5p), ou avec des petits ARNs extraits de la souche 

Eh modifiée contenant soit le vecteur vide PUCB2871, soit le vecteur 

pUCB2871/Pt_constitutif/pré-miR-342 ou « pré-miR-342 » (Figure 48). Des concentrations 

d’ARN équivalentes à celles du miR-342-5p ont été transfectées, de l’ordre de 269,5 ng/ml = 

1X. Comme attendu, le miR-342-5p a un effet cytotoxique significatif avec 14,4% des cellules 

en phase sub-G1 en moyenne, pour 3,9% seulement avec le miR-Ctrl, soit 3,7 fois plus d’effet 

cytotoxique avec le miR-342-5p (p < 0,001, figure 48B). L’effet cytostatique du miR-342-5p 

est plus modéré (10,6% des cellules en phase S en moyenne), soit 1,5 fois plus de cellules en 

phase S par rapport au miR-Ctrl (non significatif, 7% de cellules en phase S avec le miR-Ctrl, 

figure 48C). 

Avec l’extrait pUCB2871, la proportion de cellules bloquées en phase S (17,1% en 

moyenne) augmente de façon significative par rapport au miR-Ctrl (2,4 fois, p < 0,001, figure 

48C) et est supérieure à celle obtenue avec le miR-342-5p. A noter que le blocage du cycle a 

été observé dès la plus faible concentration d’extrait pUCB2971 testée (0,25 X) et est restée 

stable à 17% en moyenne de cellules bloquées en phase S, quelle que soit la concentration testée 

(4 expériences, données non fournies). L’extrait pUCB287 induit une cytotoxicité significative 

(11,3% d’évènements sub-G1 en moyenne) au moins 3 fois supérieure à celle du miR-Ctrl (p < 

0,05). Des concentrations plus élevées (5X) d’extrait pUCB287 n’ont pas induit 

systématiquement de cytotoxicité avec une hétérogénéité entre les expériences (15%, 28,5%, 
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6% et 5 % de cellules en phase sub-G1 avec 4 expériences indépendantes, données non 

fournies). 

 

Figure 48 : Analyse par CMF des effets cytotoxiques et cytostatiques de petits ARNs produits 

par la souche Eh modifiée sur la lignée de CS SW1353. La culture de la lignée SW1353 est réalisée 
en normoxie. Les cellules sont transfectées 24 h après l’ensemencement avec du miRNA contrôle (miR-

Ctrl), du miRNA-342 synthétique (miR-342-5p), et des petits ARNs bactériens extraits de la souche Eh 

portant les constructions pUCB2871 ou pUCB2871/P t_constitutif/pré-miR-342. L’arrêt de la culture 
est réalisé 72 h post-transfection. Les figures représentent l’analyse par CMF de 5 expériences 

indépendantes. Le pourcentage moyen de cellules dans les différentes phases du cycle est représenté en 

A. B et C correspondent respectivement aux pourcentages de cellules en phases sub-G1 et S du cycle 

cellulaire de chaque expérience ; la moyenne étant représentée par un trait horizontal. La significativité 
des résultats a été évaluée par analyse multiple de la variance à 1 facteur (ANOVA) corrigée par le test 

de Dunett pour une comparaison par rapport au miR-Ctrl ou au miR-342-5p (seules les valeurs 

significatives sont présentées : *: p<0,05, **: p<0,01, ***p<0,001 en B et C).  
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L’action combinée de l’extrait pUCB2871 et du miR-342-5p n’augmente pas de façon 

significative l’effet cytotoxique ou cytostatique induits par l’extrait PUCB2871 seul ou par le 

miR-342-5p seul. Nous trouvons plutôt moins de cellules bloquées en phase S du fait de 

l’augmentation de la proportion de cellules mortes.  

L’extrait pUCB2871/Pt_constitutif/pré-miR-342 induit une cytotoxicité pour 11,7% des 

cellules en moyenne, soit 3 fois plus que pour le miR-Ctrl, mais inférieure à celle du miR-342-

5p du commerce (14,4%) et comparable à celle observée avec l’extrait pUCB2871 (11,3%). Le 

pourcentage moyen de cellules bloquées en phase S est également important (16,6 %) et 

équivaut à celui obtenu avec l’extrait pUCB2871 (17,1%).  

En résumé, du fait d’un effet cytostatique fort et d’un effet cytotoxique plus 

modéré liés aux petits ARNs produits par la souche Eh portant le vecteur vide, nous ne 

pouvons pas conclure si notre extrait d’ARN « pré-miR-342 » bactérien est fonctionnel 

dans la lignée SW1353. 

Les extraits de petits ARNs de la souche Eh modifiée ont ensuite été testés lors d’une 

expérience préliminaire (n= 1) sur les deux lignées de CS répondant au miR-342-5p (Figure 

49). Dans la lignée CH2879 (Figure 49A), l’extrait pUCB2871 induit à la fois un blocage en 

phase S (14,6% des cellules en phase S comparé à 11,1% pour le miR-Ctrl) et surtout une 

cytotoxicité (49,6% des cellules en phase sub-G1 comparé à 33,5% avec le miR-Ctrl). La 

cytotoxicité est comparable à celle du miR-342-5p (48,1% des cellules en phase sub-G1). 

L’action combinée de l’extrait pUCB2871 et du miR-342-5p induit plus de cytotoxicité (57,6% 

des cellules en phase sub-G1), qu’avec le miR-342-5p seul ou l’extrait PUCB2871. En 

conséquence, le taux de cellules en phase S (11,8%) est comparable à celui du miR-Ctrl. 

L’extrait pUCB2871/Pt_constitutif/pré-miR-342 a plus d’effet que l’extrait vecteur vide ; il a 

aussi le plus d’effet avec 1,8 fois plus de cellules en phase sub-G1 (60,6%), sans blocage en 

phase S (11,6%). L’extrait « pré-miR-342 » semble donc fonctionnel et cytotoxique dans la 

lignée CH2879, mais nous ne pouvons pas valider complètement cette conclusion du fait 

de l’impact de l’extrait « vecteur vide » sur cette lignée. Cela reste toutefois à confirmer 

dans d’autres expériences. 
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Figure 49 : Analyse par CMF des effets cytotoxiques et cytostatiques de petits ARNs produits par 

la souche Eh modifiée sur d’autres lignées de CS. La culture des cellules est réalisée en normoxie. 

Les cellules de la lignée CH2879 (A) et OUMS-27 (B) sont transfectées 24 h après l’ensemencement 
avec du miRNA contrôle (miR-Ctrl), du miRNA-342 synthétique (miR-342-5p), et des petits ARNs 

bactériens extraits de la souche Eh portant les constructions pUCB2871 ou 

pUCB2871/Pt_constitutif/pré-miR-342. L’arrêt de la culture est réalisé 72 h post-transfection. Les 

figures représentent l’analyse par CMF d’une expérience indépendante pour chaque lignée de CS et 
montrent le pourcentage de cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire. Les facteurs 

multiplicateurs indiqués correspondent à une augmentation du pourcentage de cellules en phase sub-G1 

ou S par rapport au miR-Ctrl.  
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Dans la lignée OUMS-27, seuls le miR-342-5p et la combinaison de l’extrait pUCB2871 

et du miR-342-5p induisent une augmentation de la proportion de cellules en phase sub-G1 par 

rapport au miR-Ctrl (34%, et 33,2% et 24% des cellules en phase sub-G1 respectivement ; 

Figure 49B). L’extrait « pré-miR-342 » ne semble donc pas fonctionnel dans la lignée 

OUMS-27 et l’extrait « vecteur vide » n’a pas d’effet sur cette lignée (23% et 25,8% des cellules 

en phase sub-G1 respectivement). Cela reste aussi à confirmer par d’autres expériences. 

2. Etude des effets des ARNs extraits de la souche Eh sauvage sur 

des cultures de chondrocytes de chondrosarcome 

Pour savoir si les effets cytostatiques ou cytotoxiques obtenus sont inhérents aux petits 

ARNs bactériens, nous avons testé les effets des petits ARNs (< 200 nucléotides) et grands 

ARNs (> 200 nucléotides) issus de la souche Eh sauvage sur des cellules de la lignée SW1353 

de CS cultivées en normoxie (Figure 50). Des concentrations d’ARN équivalentes à celles du 

miR-342-5p ont été transfectées, de l’ordre de 269,5 ng/ml = 1X. 

Nous avons constaté que les petits et grands ARNs de la souche Eh sauvage induisent 

un blocage significatif du cycle en phase S (16,7% des cellules avec les petits ARNs, 15,9% 

avec les grands ARNs, comparés à 6,9% avec le miR-Ctrl ; p<0,01 ou 0,001; Figure 50C). Ce 

blocage en phase S est comparable à celui observé précédemment avec les petits ARNs issus 

des souches Eh-pUCB2871 (17,1%) et Eh-pUCB2871/Pt_constitutif/pré-miR-342 (16,6%). 

Les ARNs de la souche Eh sauvage n’induisent pas d’augmentation significative de la 

proportion de cellules en phase sub-G1 comparativement au miR-Ctrl (10,5% avec les petits 

ARNs, 6,2% avec les grands ARNs et 5,1% le miR-Ctrl ; Figure 50B). A noter que l’effet 

cytostatique des petits ARNs de la souche Eh semble indépendant de la concentration des 

extraits (17% de blocage maximum jusqu’à 9X ~ 2 μg/ml ; données non fournies). 

L’ajout du miR-342-5p aux extraits de petits et grands ARNs bactériens induit une 

cytotoxicité comparable à celle du miR-342-5p seul (22,4% des cellules en phase sub-G1 avec 

les petits ARNs plus le miR-342-5p, 25,5% avec les grands ARNs plus le miR-342-5p, et 21% 

avec le miR-342-5p seul). 

En conclusion, l’effet cytostatique que nous avons observé avec la souche Eh- 

pUCB2871 vide serait donc inhérent aux ARNs bactériens de la souche Eh. L’effet 

cytotoxique moindre pourrait être lié à la fois à ces mêmes ARNs et à d’autres ARNs produits 

en réaction à la présence du plasmide ou par le plasmide lui-même dans le cas de 

pUCB2871/Pt_constitutif/pré-miR-342. Ces résultats sont novateurs et prometteurs puisque la 
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souche Eh non modifiée pourrait ralentir la progression du CS. L’implication de longs ARNs 

non codants dans l’infection bactérienne et la mort cellulaire a déjà été décrite pour des souches 

telles que Salmonella ou Listeria (Duval et al., 2017b). Ils pourraient ouvrir d’autres 

perspectives d’étude, mais ne nous renseignent pas sur la fonctionnalité du pré-miR-342 

produit. Nous avons donc initié d’autres expériences pour répondre à cette question. 

Figure 50 : Analyse par CMF des effets cytotoxiques et cytostatiques potentiels des petits et grands 
ARNs de la souche Eh sauvage sur la lignée de CS SW1353. La culture des cellules de la lignée 

SW1353 est réalisée en normoxie. Les cellules sont transfectées 24 h après l’ensemencement avec du 

miR contrôle (miR-Ctrl), du miRNA-342 synthétique (miR-342-5p), des petits et grands ARNs 
bactériens extraits de la souche Eh non modifiée. L’arrêt de la culture est réalisé 72 h post-transfection. 

Les figures représentent l’analyse par CMF de 4 expériences indépendantes. Le pourcentage moyen de 

cellules dans les différentes phases du cycle est représenté en A. B et C correspondent respectivement 
aux pourcentages de cellules en phases sub-G1 et S du cycle cellulaire de chaque expérience ; la 

moyenne étant représentée par un trait horizontal. La significativité des résultats a été évaluée par 

analyse multiple de la variance à 1 facteur (ANOVA) corrigée par le test de Dunett pour une 

comparaison par rapport au miR-Ctrl ou au miR-342-5p (seules les valeurs significatives sont présentées 
: *: p<0,05, **: p<0,01, ***p<0,001 en B et C). 
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3. Etude des effets du pré-miR-342 produit par transcription in vitro 

sur des cultures de chondrocytes de chondrosarcome 

Pour rappel, les gènes des miRNAs sont transcrits sous forme de longs précurseurs 

appelés pri-miRNA, pris en charge par le complexe Drosha/DGCR8 pour former les pré-

miRNAs. Le pré-miRNA est un ARN long d’environ 70 nucléotides replié en tige-boucle 

imparfaite par complémentarité de bases entre la première moitié et la deuxième moitié de la 

séquence. Le pré-miRNA est clivé par l’enzyme Dicer qui libère un petit miRNA-db qu’on 

nomme communément miRNA ou miR. Ce miRNA est pris en charge par le complexe RISC, 

au sein duquel seul un des deux brins est conservé (brin guide). Ce brin guide fonctionnel (21 

à 24 nucléotides) a une séquence partiellement complémentaire à la séquence 3’UTR des 

ARNm cibles dont il régule la traduction. La sélection d’un brin ou de l’autre s’effectue selon 

des principes complexes relevant de la thermodynamique (Medley et al., 2020).  

Les miRNAs de synthèse sont des miRNA-db qui sont modifiés chimiquement pour 

favoriser la prise en charge du brin sens ou du brin antisens par le complexe RISC. 

Majoritairement, c’est le brin 5’ (brin guide) qui est pris en charge par le complexe RISC 

(Medley et al., 2020). Nous avons choisi de faire produire un pré-miR-342 à la bactérie, en 

supposant qu’il serait pris en charge par la machinerie cellulaire eucaryote, avec le brin S-5p 

comme brin guide. 

Pour étudier la fonctionnalité du pré-miR-342, nous avons mis au point une méthode de 

transcription in vitro du pré-miR-342 avec ou sans terminateur. En effet, le terminateur 

nécessaire à l’arrêt de la transcription du pré-miR-342 par la bactérie, pourrait éventuellement 

empêcher la fonctionnalité du pré-miR-342 produit par la bactérie. 

Différentes formes du miR-342 ont été testés à 20 nM dans la lignée SW1353 : miR-

342-S-5p, miR-342-AS-3p, oligonucléotides simples brins correspondants soit à la forme sens 

(oligo-miR-342-S-5p), soit à la forme antisens (oligo-miR-342-AS-3p) du miR-342, et 

oligonucléotides doubles brins des séquences S et AS appariées du miR-342 (oligo-miR-342-

S/AS). Les effets des formes TIV-pré-miR-342 et TIV-pré-miR-342-TER (20 nM) ont été 

comparés à ceux des différentes formes du miR-342 (Figure 51).  

Les oligonucléotides simples brins ou doubles brins du miR-342 n’induisent pas de 

cytotoxicité (10 à 12% des cellules en phase sub-G1 avec les oligonucléotides et 13,2% avec le 

miR-Ctrl), ni de blocage du cycle cellulaire (9% environ des cellules en phase S avec les 

oligonucléotides et 9,7% avec le miR-Ctrl). Ils ne sont donc pas fonctionnels.  
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Figure 51 : Analyse par CMF des effets cytotoxiques et cytostatiques de différentes formes du 
miR-342 sur la lignée de CS SW1353. La culture des cellules de la lignée SW1353 est réalisée en 

normoxie. Les cellules sont transfectées 24 h après l’ensemencement avec 20 nM du miR-contrôle (miR-

Ctrl) ou de différents oligonucléotides synthétiques du miR-342 : formes matures sens (miR-342-S-5p) 
ou antisens (miR-342-AS-3p); transcrits in vitro du pré-miR-342 avec ou sans terminateur TIV-pré-

miR-342: (TIV-pré-miR-342-TER et TIV-pré-miR-342 respectivement); oligonucléotides 

correspondants à la séquences sens (oligo-miR-342-S-5p) ou antisens (oligo-miR-342-AS-3p) du miR-

342, et oligonucléotides des séquences S et AS appariées du miR-342 (oligo-miR-342-S/AS). L’arrêt 
de la culture est réalisé 72 h post-transfection. Les figures représentent l’analyse par CMF de 4 

expériences indépendantes. Le pourcentage moyen de cellules dans les différentes phases du cycle est 

représenté en A. B et C correspondent respectivement aux pourcentages de cellules en phases sub-G1 et 
S du cycle cellulaire de chaque expérience ; la moyenne étant représentée par un trait horizontal. La 

significativité des résultats a été évaluée par analyse multiple de la variance à 1 facteur (ANOVA) 

corrigée par le test de Dunett pour une comparaison par rapport au miR-Ctrl ou au miR-342-5p (seules 

les valeurs significatives sont présentées : *: p<0,05, **: p<0,01, ***p<0,001 en B et C). 



 324 

Les oligonucléotides simples brins, très sensibles aux RNAses, sont sans doute dégradés 

et les doubles brins, faute de modification chimique les stabilisant sont aussi sans doute 

dégradés. 

Le miR-342-AS-3p n’a pas d’effet cytotoxique (12,2% de cellules en phase sub-G1) ou 

cytostatique (8,5% des cellules en phase S) sur cette lignée, alors que le miR-342-5p est, comme 

nous l’avons déjà observé, cytotoxique sur cette lignée avec 2,8 fois plus de cellules en phase 

sub-G1 comparé au miR-Ctrl (p < 0,001; 37,3% de cellules en phase sub-G1). 

Les transcrits in vitro du pré-miR-342, avec ou sans terminateur, ont à la fois un effet 

cytotoxique et cytostatique sur cette lignée. On observe en moyenne 2,2 fois plus de cellules en 

phase sub-G1 (28,8% en moyenne) et en phase S (21,7% en moyenne) pour ces deux transcrits. 

Ces transcrits ont, d’après l’analyse statistique, le même effet cytotoxique que le miR-342-5p 

(pas de différence significative dans la proportion de cellules en phase sub-G1), mais un effet 

cytostatique qui se démarque (en moyenne 2 fois plus de cellules en phase S qu’avec le miR-

342-5p, p < 0,001). Les formes TIV-pré-miR-342 et TIV-pré-miR-342-TER sont donc 

fonctionnelles dans la lignée SW1353. De plus, au vu des effets différents observés entre le 

miR-342-5p et le miR-342-3p, le brin pris en charge par le pré-miR-342 produit par la bactérie 

semble bien être le brin 5’. 

Les transcrits in vitro du pré-miR-342 ont ensuite été testés dans une expérience 

préliminaire sur les lignées CH2879 et OUMS-27 (Figure 52). Dans la lignée CH2879, ces 

transcrits, et en particulier le transcrit avec terminateur TIV-TER, ont plus d’effet cytotoxique 

que le miR-342-5p, sans effet cytostatique (Figure 52A). On dénombre 48,1%, 55,3%, 63% et 

33,5% d’évènements sub-G1 avec respectivement le miR-342-5p, les transcrits TIV et TIV-

TER, et le miR-Ctrl. Le miR-342-3p n’a pas d’effet cytotoxique avec 25,1% des cellules en 

phase sub-G1. Les formes TIV-pré-miR-342 et TIV-pré-miR-342-TER semblent donc 

également fonctionnelles dans la lignée CH2879, mais cela reste à confirmer par d’autres 

expériences.  

Dans l’expérience préliminaire sur la lignée OUMS-27, seul le transcrit in vitro avec 

terminateur TIV-TER a le même effet cytotoxique que le miR-342-5p (Figure 52B). On 

dénombre 34%, 25,4%, 33,8% et 24% d’évènements sub-G1 avec respectivement le miR-342-

5p, les transcrits TIV et TIV-TER, et le miR-Ctrl. Le miR-342-3p n’a pas d’effet cytotoxique 

avec 19,6% des cellules en phase sub-G1. Le transcrit TIV-TER pourrait aussi avoir un effet 

cytostatique avec 13% des cellules en phase S comparé à 10% avec le miR-Ctrl. Seule la forme 

TIV-pré-miR-342-TER semble donc fonctionnelle dans la lignée OUMS-27. Néanmoins, 

des expériences supplémentaires seront nécessaires pour confirmer les effets observés.  
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Figure 52 : Analyse par CMF des effets cytotoxiques et cytostatiques de différentes formes du 

miR-342 sur d’autres lignées de CS. La culture des cellules est réalisée en normoxie. Les cellules de 

la lignée CH2879 (A) et OUMS-27 (B) sont transfectées 24 h après l’ensemencement avec 20 nM du 

miR-contrôle (miR-Ctrl) ou de différents oligonucléotides synthétiques du miR-342 : formes matures 
sens (miR-342-S-5p) ou antisens (miR-342-AS-3p) ; transcrits in vitro du pré-miR-342 avec ou sans 

terminateur TIV-pré-miR-342: (TIV-pré-miR-342-TER et TIV-pré-miR-342 respectivement). L’arrêt 

de la culture est réalisé 72 h post-transfection. Les figures représentent l’analyse par CMF d’une 
expérience indépendante pour chaque lignée de CS et montrent le pourcentage de cellules dans les 

différentes phases du cycle cellulaire. Les facteurs multiplicateurs indiqués correspondent à une 

augmentation du pourcentage de cellules en phase sub-G1 par rapport au miR-Ctrl.  
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4. Etude des effets du pré-miR-342 produit par la souche Eh 

modifiée sur des cultures de chondrocytes de chondrosarcome. 

Pour valider définitivement la fonctionnalité du pré-miR-342, celui-ci a été purifié à 

partir d’extraits de petits ARNs de la souche Eh-pUCB2871-pré-miR-342 et a été testé sur la 

lignée de CS SW1353 (Figure 53).  

Comme décrit précédemment, les extraits (1X ou 10X) de petits ARNs non purifiés 

extraits de la souche Eh-pUCB2871-pré-miR-342 permettent d’augmenter le nombre 

d’évènements sub-G1 de 1,3 et 1,5 fois respectivement (30% et 34,2% de cellules en phase sub-

G1 ; figure 53B). Ces augmentations sont non significatives, sans doute compte tenu du faible 

nombre d’expériences (n= 3). De plus, la cytotoxicité induite par le miR-Ctrl est plus élevée 

que dans les expériences précédentes : 13,4% d’évènements sub-G1 en moyenne ici et 

seulement 3,9% en moyenne dans la figure 48. Les extraits de petits ARNs non purifiés à 1X 

et 10X augmentent significativement de 1,9 et 1,8 fois respectivement le blocage en phase S 

des cellules SW1353 (15,3% de cellules en phase S pour 1X, 14,9% pour 10X et 8,1% pour le 

miR-Ctrl). Le miR-342-5p à 20 nM induit une cytotoxicité significative avec 51,5% des cellules 

en phase sub-G1 (p < 0,001). La combinaison d’extrait d’ARN non purifié à 1X et du miR-342-

5p à 20 nM induit également une cytotoxicité avec 42,8% des cellules en phase sub-G1 (p < 

0,05). 

Les concentrations de pré-miR-342 bactérien obtenues après la purification avec le kit 

« DynabeadsTMStraptavidine Trial Kit-InVitrogen » se sont avérées faibles (de 2,5 à 30 pM) 

dans les différents échantillons. De ce fait, nous n’avons pas pu tester le pré-miR-342 purifié à 

20 nM comme habituellement avec le miR-342-5p synthétique, mais uniquement à 0,2 pM, soit 

100 000 fois moins concentré. A cette concentration, le miR-342-5p synthétique n’induit pas 

d’effet cytotoxique sur les cellules de CS SW1353 (14,4% des cellules en phase sub-G1 et 

18,4% avec le miR-Ctrl à 0,2 pM). De la même façon, le pré-miR-342 purifié, issu de la bactérie 

Eh, ne permet pas non plus d’induire un effet cytotoxique ou cytostatique sur les cellules de CS 

SW1353 (16,3% des cellules en phase sub-G1 et 8,8% en phase S).  

Nous n’avons donc pas pu valider définitivement la fonctionnalité du pré-miR-342 

bactérien, bien que son transcrit in vitro semble fonctionnel. Il nous faudra optimiser le 

rendement de production de pUCB2871/Pt_constitutif/pré-miR-342 et/ou la méthode de 

purification du pré-miR-342 pour obtenir des concentrations de pré-miR-342 purifié 

compatibles avec nos expérimentations.  
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Figure 53 : Analyse par CMF des effets cytotoxiques et cytostatiques du pré-miR-342 produit par 
la souche Eh modifiée sur la lignée de CS SW1353. La culture de la lignée SW1353 est réalisée en 

normoxie. Les cellules sont transfectées 24 h après l’ensemencement avec un miRNA contrôle (miR-

Ctrl), du miRNA-342 synthétique (miR-342-5p), et des petits ARNs bactériens non purifiés ou purifiés 

extraits de la souche Eh portant la construction pUCB2871/P t_constitutif/pré-miR-342. Différentes 
concentrations du miR-342-5p synthétique (20 nM et 0,2 pM) et du pUCB2871/P t_constitutif/pré-miR-

342 (1X, 10X ou 0,2 pM) ont été testées. L’arrêt de la culture est réalisé 72 h post-transfection. La figure 

représente l’analyse par CMF de 3 expériences indépendantes. Le pourcentage moyen de cellules dans 
les différentes phases du cycle est représenté en A. B et C correspondent respectivement aux 

pourcentages de cellules en phases sub-G1 et S du cycle cellulaire de chaque expérience ; la moyenne 

étant représentée par un trait horizontal. La significativité des résultats a été évaluée par analyse multiple 

de la variance à 1 facteur (ANOVA) corrigée par le test de Dunett pour une comparaison par rapport au 
miR-Ctrl ou au miR-342-5p (seules les valeurs significatives sont présentées : *: p<0,05, **: p<0,01, 

***p<0,001 en B et C).   
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IV. Conclusion  

 

L’utilisation des miRNAs est une alternative thérapeutique intéressante pour de 

nombreuses pathologies. Outre le besoin de caractériser l’efficacité d’un miRNA d’intérêt et 

ses cibles directes, la vectorisation des miRNAs pour leur utilisation en thérapie reste un 

problème majeur. En effet, les petits ARNs non codants ont une demi-vie limitée. Les miRNAs 

sont très rapidement dégradés s’ils ne sont pas protégés (Trang et al., 2011). Par notre approche, 

nous avons démontré pour la première fois, qu’il était possible de reprogrammer une bactérie 

lactique Gram+ non pathogène pour l’Homme, afin de lui faire exprimer un pré-miRNA 

suppresseur de tumeur.  

Des petits ARNs extraits à partir de cette bactérie modifiée avec le vecteur d’expression 

du pré-miR-342, induisent par eux-mêmes un effet cytotoxique presque équivalent au miR-342-

5p synthétique dans la lignée SW1353 de CS. Cependant, des petits ARNs extraits à partir cette 

bactérie modifiée avec le vecteur vide sont également cytotoxiques. Les 2 types d’extraits 

bloquent également les cellules en phase S du cycle cellulaire. A ce stade, nous n’avons pas pu 

exclure que les effets cytotoxiques ou cytostatiques observés étaient effectivement dus au 

vecteur d’expression.  

Notre extraction de petits ARNs à partir de la bactérie modifiée implique également la 

présence d’autres petits ARNs bactériens dans notre échantillon. Nous avons mis en évidence 

que les ARNs (petits ou grands) de la bactérie sauvage étaient responsables d’un blocage des 

cellules SW1353 en phase S du cycle cellulaire. Les petits ARNs de la bactérie sauvage tendent 

aussi à augmenter le pourcentage d’évènements sub-G1. Nous avons donc mis en évidence pour 

la première fois l’effet anti-tumoral potentiel des ARNs de la bactérie Eh. Cette observation 

avait également été décrite dans la littérature chez Salmonella ou Listeria (Duval et al., 2017b). 

Ces petits ARNs contribueraient donc aux effets cytostatiques, voire cytotoxiques, observés 

avec les extraits de la bactérie modifiée dans les cellules SW1353.  

Afin de valider l’efficacité du pré-miRNA, il nous fallait évaluer l’effet du pré-miR-342 

bactérien sans la présence d’autres ARNs bactériens. Le pré-miR-342 inséré dans le plasmide 

a donc été produit in vitro avec ou sans terminateur pour stopper sa transcription. Ces 2 

transcrits ont induit un effet cytotoxique sur nos cellules de CS. De manière surprenante, ils ont 

également induit un blocage des cellules dans la phase S du cycle cellulaire. A ce stade, nous 

ne pouvons pas apporter d’explication à cette observation. Toutefois cette expérience a 

démontré que notre construction bactérienne du pré-miR-342 est fonctionnelle chez le CS. 
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L’objectif suivant était donc de tester le pré-miRNA-342 purifié produit par la bactérie. 

Malheureusement, nos méthodes de production et/ou de purification n’ont pas permis de 

récupérer des quantités suffisantes de pré-miR-342. Par ailleurs, les conditions expérimentales 

imposées pour la purification de notre pré-miRNA ont pu conduire à sa dénaturation. Plusieurs 

études ont utilisé des hôtes procaryotes pour la production de miRNAs (Li et al., 2014, 2015b; 

Wang et al., 2015). Pour effectuer des études fonctionnelles et structurales des miRNAs 

produits, l’ensemble de ces études a dû mettre au point des techniques de purification de leurs 

miRNAs. Malheureusement, l’utilisation de conditions souvent dénaturantes lors de la 

purification conduit à un rendement faible de miRNAs produits. 

Les expériences préliminaires avec les cellules CH2879 et OUMS-27 devront être 

reproduites pour valider les effets obtenus avec les ARNs extraits de la bactérie, modifiée ou 

non, sur d’autres lignées de CS. Nous devrons aussi valider la fonctionnalité de notre 

construction bactérienne du pré-miR-342 sur ces lignées. L’ensemble de ces expériences devra 

être réitéré sur des cellules saines non tumorales, comme des chondrocytes articulaires sains, 

pour vérifier que les activités cytotoxiques et/ou cytostatiques des ARNs issus de la bactérie 

modifiée ou non, et des transcrits in vitro, sont limitées aux cellules cancéreuses.  

 

  



 330 

 DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

 

La résistance des CS face aux traitements actuels reste à ce jour, une problématique pour 

la prise en charge de certains patients. Le seul traitement efficace reste la chirurgie, avec 

certaines limites, comme l’accessibilité à la tumeur, le risque de récidive et de métastases. Pour 

l’OS, depuis l’introduction des traitements de chimiothérapie combinatoire, la survie des 

patients s’est considérablement améliorée. Cependant, en présence de métastases ou d’une 

récidive tumorale, les approches thérapeutiques actuelles présentent certaines limites. La survie 

des patients est alors diminuée. Les travaux de cette thèse avaient donc pour objectif de trouver 

des miRNAs avec des effets suppresseurs de tumeurs chez le CS et l’OS et d’initier des travaux 

en vue de leur vectorisation in vivo à plus long terme.  

Dans un premier temps, l’effet cytotoxique et chimiosensibilisateur de miRNAs 

présélectionnés par criblage haut débit ont été évalués chez des lignées de CS, puis l’étude a 

été étendue à l’OS. Ensuite, nous avons étudié les mécanismes moléculaires (apoptose, 

autophagie, cibles moléculaires) mis en jeu par les miRNAs pour lesquels les effets 

cytotoxiques ont été validés. Enfin, nous avons évalué le potentiel d’une bactérie colonisatrice 

de xénogreffes de CS et d’OS à produire le miRNA le plus cytotoxique pour l’ensemble des 

cellules tumorales, à savoir le miR-342-5p.  

Dans cette discussion, nous revenons donc sur les principaux résultats obtenus au cours 

de cette thèse, grâce aux différentes approches expérimentales, puis nous soulignons les 

éventuelles difficultés rencontrées en proposant des perspectives pour les travaux à venir. 

1. Approche haut débit par xCELLigence  

Ces dernières années, différentes études ont montré l’implication des miRNAs dans la 

progression des cancers, notamment dans le CS et l’OS, offrant ainsi de nouvelles perspectives 

thérapeutiques (Palmini et al., 2017). C’est dans ce contexte que le laboratoire a initié des 

travaux pour mettre en évidence des miRNAs présentant un potentiel thérapeutique vis-à-vis 

du CS. Ces travaux ont débuté en 2012 avec le criblage haut débit (technologie xCELLigence) 

par mesure d’impédance d’une banque de 1200 miRNAs. L’objectif était de mettre en évidence 

des miRNAs potentiellement cytotoxiques ou chimiosensibilisateurs sur la lignée de CS 

SW1353. L’identification de nouveaux miRNAs cytotoxiques pour le CS par un criblage 

fonctionnel à haut débit était donc tout à fait novatrice. Cette identification a été réalisée en 
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collaboration avec l’unité BioTICLA qui travaillait sur le cancer ovarien. Cette dernière a 

d’ailleurs récemment validé cette approche par l’identification d’un nouveau miRNA d’intérêt 

dans les cancers de l’ovaire (Vernon et al., 2020). D’autres études ont également mis en 

évidence la fonctionnalité de cette approche pour identifier de nouvelles molécules 

pharmacologiques. Par exemple, la technologie xCELLigence a été utilisée afin de tester et 

d’identifier de nouvelles molécules antivirales pour le traitement de l’herpès virus équin I dans 

notre unité (Thieulent et al., 2020).  

Lors du criblage initié en 2013, seulement 1500 miRNAs étaient répertoriés. Cela 

représentait déjà un travail considérable pour tester tous ces miRNAs. Or, la découverte de 

nouveaux miRNAs s’est accélérée ces dernières années. A ce jour, 2675 miRNA matures sont 

répertoriés chez l’Homme par le site miRBase, laissant la porte ouverte à la découverte de bien 

d’autres miRNAs possédant une action cytotoxique ou chimiosensibilisatrice dans les tumeurs 

osseuses.  

La technologie xCELLigence permet de suivre en temps réel l’activité des cellules. Elle 

est basée sur la mesure d’impédance électrique lors de la culture cellulaire. La culture des 

cellules est réalisée dans des microplaques avec des puits tapissés de microéléctrodes en or. Du 

courant alternatif de faible voltage circule entre les microélectrodes grâçe au milieu de culture 

qui joue le rôle d’électrolyte. Les cellules qui poussent sur les microélectrodes affectent le flux 

électronique en augmentant l’impédance électrique, c’est-à-dire l’opposition au passage du 

courant. L’impédance est calculée en continu lors de la culture : plus les cellules prolifèrent, 

plus la surface des électrodes est recouverte de cellules et plus la valeur de l’impédance sera 

grande. Cette technique permet donc d’apprécier l’adhésion, la prolifération cellulaire et la 

viablité des cellules. Au cours du criblage haut débit, les cellules SW1353 ont été cultivées en 

normoxie dans des plaques de 96 puits possèdant un fond en verre recouvert de microélectrodes 

en or, plutôt qu’un fond en plastique comme utilisé classiquement en culture cellulaire. Elles 

ont été traitées avec les miRNAs en présence ou en absence de CDDP. En parrallèle, la 

morphologie des cellules a été observée grâçe à un microscope dédié à l’utilisation de 

microplaques (Cellavista) pour caractériser la cause des modifications d’impédance 

(détachement des cellules, modifications morphologiques, mort cellulaire, confluence  

L’utilisation de la technologie XCELLigence présente quelques limites que nous avons 

pu mettre en évidence :  

Les miRNAs sont capables de modifier l’expression d’un grand nombre de protéines y compris 

des protéines d’adhérence cellulaire ou du cytosquelette. Ainsi, la mesure d’impédance peut 
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être modifiée sans qu’elle ne soit associée à un effet cytotoxique. C’est pourquoi nous avons 

associé la mesure de l’impédance à une observation de la morphologie cellulaire. 

Les mesures d’impédance ont uniquement été réalisées en normoxie, alors que le CS est une 

tumeur évoluant dans un microenvironnement hypoxique. Les effets antiprolifératifs des 

miRNAs mis en évidence par le criblage haut débit pourraient donc être différents en hypoxie, 

puisque la tension en O2 influence aussi le métabolisme cellulaire. De plus, une seule lignée 

cellulaire de CS a été utilisée pour la mesure de l’impédance, ce qui ne permet pas de généraliser 

les résultats à l’ensemble des CS.  

Les mesures d’impédance ont été réalisées sur une surface en verre alors que les supports de 

culture classique sont en plastique. A notre connaissance, aucune étude n’a analysé l’impact 

d’un revêtement en verre sur la culture de lignées de CS. Il était donc nécessaire de confirmer 

les résultats obtenus dans des boîtes de culture en verre sur support plastique. 

L’approche de mesure d’impédance avec le système xCELLigence a permis de pré-

sélectionner 21 miRNAs potentiellement cytotoxiques pour le CS et 30 miRNAs 

potentiellement chimiosensibilisateurs au CDDP parmi une banque de 1200 miRNAs. Une 

approche in silico nous a permis de sélectionner ceux qui présentaient des cibles moléculaires 

impliquées dans l’apoptose (famille Bcl2 en particulier). Les miRs sélectionnés ont donc 

ensuite fait l’objet d’une étude fonctionnelle individuelle en normoxie et en hypoxie pour 

différentes lignées de CS. Cette étude fonctionnelle a aussi été réalisée chez des lignées d’OS 

cultivées en normoxie. Comme nous l’avons vu avec les limites de l’utilisation de la technologie 

xCELLigence ci-dessus, une validation fonctionelle est indispensable pour confirmer les effets 

des miRNAs observés par criblage haut débit. Elle permet de caractériser les effets anti-

prolifératifs observés, c’est-à-dire de définir s’ils sont liés à un effet cytostatique ou cytotoxique 

des miRNAs. Il est ensuite nécessaire de caractériser les mécanismes d’action des miRNAs. 

Dans cette étude, nous nous sommes principalement focalisés sur la mort cellulaire par apoptose 

et la validation de cibles moléculaires des miRNAs.  
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2. Validation des effets cytotoxiques ou chimiosensibilisateurs des 

miRNAs  

Effets cytotoxiques 

La validation fonctionnelle des miRNAs sélectionnés a représenté le cœur de mon 

travail de thèse. En effet, pour une utilisation en thérapie clinique, il était important de 

caractériser au maximum l’effet des miRNAs afin de minimiser ou de mieux anticiper les 

possibles effets hors-cibles.  

La stratégie était donc de valider l’effet cytotoxique du miRNA via différentes 

approches. Pour cela, nous avons évalué l’activité métabolique des miRNAs par un test XTT. 

Nous avons analysé la cytotoxicité des miRNAs par un test de dosage de l’adénylate kinase qui 

est libérée dans le milieu de culture en présence d’une mortalité cellulaire. Nous avons ensuite 

analysé la répartition des cellules dans le cycle cellulaire par CMF afin d’évaluer le potentiel 

effet cytostatique et/ou cytotoxique des miRNAs. L’ensemble de ces expériences a été réalisé 

en normoxie et en hypoxie pour les lignées de CS, en présence ou non de CDDP. Des analyses 

morphologiques des cellules en point final ont également été effectuées. 

Afin de valider l’effet cytotoxique d’un miRNA, nous devions observer un effet du 

miRNA au travers de ces 4 types d’expériences. Pour le CS, 2 miRNAs ont ainsi retenus notre 

attention : le miR-491-5p et le miR-342-5p. Bien qu’ils n’aient pas eu d’effet sur la lignée de 

CS L835, ils ont induit un changement morphologique, un effet cytotoxique et anti-métabolique 

sur 3 lignées de CS (SW1353, OUMS27 et CH2879), en normoxie et en hypoxie. Par ailleurs, 

nous avons évalué l’effet de ces miRNAs sur des chondrocytes issus d’un tissu non tumoral 

avoisinant au CS et possédant le même type de MEC, le cartilage. Aucun effet cytotoxique n’a 

été observé avec ces deux miRNAs sur des cultures primaires de chondrocytes articulaires 

humains. L’évaluation par PCR a permis d’écarter l’hypothèse que cette absence d’effet ne 

provenait pas d’une mauvaise transfection des cellules (données non fournies). Aucune étude 

n’avait étudié auparavant ces miRNAs dans le CS. Néanmoins, plusieurs études avaient mis en 

évidence leurs propriétés de suppresseurs de tumeur. Le miR-491-5p avait été étudié dans le 

cancer ovarien (Denoyelle et al., 2014), le cancer colorectal (Nakano et al., 2010), le cancer du 

pancréas (Guo et al., 2012), le glioblastome (Li et al., 2015c) et l’OS (Yin et al., 2017). Le miR-

342-5p avait également été identifié comme suppresseur de tumeur dans le neuroblastome 

(Soriano et al., 2019), le cancer du côlon (Yang et al., 2016) et l’OS (Liu et al., 2019). De plus, 
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l’analyse du miRNome réalisée dans notre unité n’a pas montré que ces deux miRNAs étaient 

sous- ou sur-exprimés dans le CS (données non fournies). A notre connaissance, leur 

dérégulation n’a pas été mise en évidence dans le CS. Par contre, le miR-491-5p serait sous-

exprimé dans l’OS (Yin et al., 2017). La majorité des études sur l’utilisation de miRNAs 

thérapeutiques pour le traitement des cancers s’attachent à cibler les miRNAs dont le niveau 

d’expression est dérégulé dans les cancers. Ces études cherchent à rétablir l’expression des 

miRNAs sous-exprimés (suppresseurs de tumeur) ou d’inhiber l’expression des miRNAs sur-

exprimés (oncogènes) dans le phénotype malin. Dans notre cas, nous avons mis en évidence 2 

apoptomiRs, dont la dérégulation n’a pas été mise en évidence dans le CS. 

Pour l’OS, 3 miRNAs cytotoxiques ont retenus notre attention, le miR-491-5p, le miR-

342-5p et le miR-4270. Pour le miR-342-5p et le miR-491-5p, cet effet avait déjà été décrit 

dans l’OS (Liu et al., 2019; Yin et al., 2017). L’effet cytotoxique de ces 2 miRNAs a été observé 

sur nos 3 lignées cellulaires d’OS (HOS, MG-63 et SaOS-2). En revanche, le miR-4270 n’avait 

jamais été étudié dans l’OS et très peu dans d’autres types de cancer. Le miR-4270 a été identifié 

comme suppresseur de tumeur dans l’hépatocarcinome (Wang et al., 2020). Puis il a été 

identifié comme sur-exprimé dans le cancer gastrique, ce qui sous-entendait un potentiel rôle 

oncogénique du miR-4270 dans ce type de cancer (Tokuhisa et al., 2015). Dans notre étude, le 

miR-4270 n’a pas engendré d’effet suppresseur de tumeur dans le CS et uniquement un effet 

cytotoxique sur 2 lignées d’OS (HOS et MG-63). C’est donc sur ces 3 miRNAs que nous avons 

poursuivi nos investigations afin de caractériser leur mécanisme d’action et leurs cibles dans 

l’OS. Par ailleurs, nous n’avons pas évalué l’effet des miRNAs sur des ostéoblastes sains 

physiologiquement proches des cellules d’OS, mais sans leur potentiel prolifératif. Il serait donc 

nécessaire d’évaluer l’effet des miRNAs sur ces cellules. 

Les autres miRNAs étudiés n’ont pas été retenus pour la suite de l’étude. Aucun d’entre 

eux n’a engendré d’effet anti-métabolique ou cytotoxique sur les lignées de CS. En revanche, 

certains d’entre eux possédaient des effets anti-métaboliques sur les lignées d’OS. Le miR-16-

1-3p a entraîné une diminution de l’activité métabolique sur la lignée HOS et sur la lignée 

SaOS-2, uniquement en présence de CDDP pour cette dernière. Ce miRNA a déjà été étudié 

dans l’OS (Maximov et al., 2019). La diminution de l’activité métabolique que nous avons 

observée, concorde avec les résultats de cette étude. En revanche, même si une diminution de 

l’activité métabolique peut être associée à une diminution de la croissance tumorale, nous 

n’avons pas observé d’effet cytotoxique. Le miR-646 a également entraîné une diminution de 

l’activité métabolique sur nos 3 lignées d’OS. Les effets de ce miRNA sur l’OS avaient déjà 
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été étudiés (Sun et al., 2015). Cette équipe avait montré une diminution du niveau d’expression 

de ce miRNA sur des biopsies d’OS, mais également sur 4 lignées cellulaires d’OS (HOS, MG-

63, SaOS-2 et U2OS). Grâce à des expériences évaluant l’activité métabolique, le comblement 

de blessure et l’invasion, les auteurs de cette étude ont conclu à un effet supresseur de tumeur 

de ce miRNA chez l’OS. Nos résultats obtenus par mesure de l’activité métabolique confirment 

l’effet anti-tumoral de ce miRNA. Toutefois, nous n’avons pas pu mettre en évidence son effet 

cytotoxique chez des cellules d’OS.  

En se basant sur la mesure de l’activité métabolique, de la cytotoxicité et de la répartition 

des cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire, nous n’avons donc retenu que 3 

miRNAs parmi les 9 étudiés durant ma thèse. Parmi les miRNAs possédant uniquement une 

activité anti-métabolique sur le CS, des expériences complémentaires pourraient être réalisées. 

En effet, nous pourrions évaluer l’efficacité de ces miRNAs avec des cinétiques différentes. 

Différents essais avaient été réalisés au laboratoire. Nous avions évalué l’efficacité des miRNAs 

à 24, 48 et 72 h post-transfection. Finalement, le temps d’arrêt retenu pour la fin de culture fût 

72 h, alors que différentes études évaluent l’efficacité des miRNAs 96 h post-transfection voire 

à 5 jours (Maximov et al., 2019). Toutefois, les techniques de transfection sont parfois 

différentes. Ces équipes réalisent par exemple des transfections à l’aide de vecteurs viraux. 

Nous avions également testé différentes concentrations des miRNAs. Ainsi, la dose retenue fût 

de 20 nM ; les concentrations supérieures n’ayant pas amélioré l’efficacité des miRNAs. 

Lorsque la concentration des miRNAs est trop importante au sein de la cellule, il est possible 

que la machinerie cellulaire pour la prise en charge des miRs (miRISC) soit saturée. Les 

miRNAs non pris en charge sont alors dégradés rapidement. Par ailleurs, des concentrations 

plus élevées de miRNAs potentialisent aussi les effets hors-cibles. Nous n’avons pas étudié 

l’action des miRNAs sur le potentiel métastasique des cellules via les processus d’invasion et 

migration du fait que le CS est une tumeur peu métastasique. En revanche, l’OS est une tumeur 

qui forme des métastases. Il serait donc pertinent d’étudier ces mécanismes sur les lignées 

cellulaires d’OS grâce à des expériences de comblement de blessure et d’invasion.  

Effets chimiosensibilisateurs 

Parmi les miRNAs sélectionnés par le criblage haut débit, certains semblaient avoir un 

effet chiomiosensibilisateur vis-à-vis du CDDP dans la lignée de CS SW1353. Pour évaluer 

leur effet chiomiosensibilisateur dans d’autres lignées, il nous fallait déterminer la dose 

sublétale de CDDP à utiliser. Pour cela, nous avons réalisé des expériences de dose réponse au 

CDDP pour les différentes lignées cellulaires par CMF. Les concentrations de CDDP retenues 
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correspondaient aux doses permettant d’induire un blocage des cellules en phase S et/ou en 

phase G2/M du cycle cellulaire, sans augmenter le nombre d’évènements sub-G1. Ensuite, le 

CDDP était ajouté aux cellules 48 h après la transfection. Les cellules étaient ainsi laissées au 

contact du CDDP durant 24 h. Les expériences n’ont pas pu permettre de mettre en évidence 

un effet chimiosensibilisateur vis-à-vis du CDDP. Notre cinétique n’est peut-être pas adaptée 

ou la concentration de CDDP trop faible. Des études ont montré que certaines cibles 

moléculaires pouvaient améliorer la sensibilité des cellules à la chimiothérapie. Par exemple, 

une équipe a montré que l’inhibition sélective de la protéine anti-apoptotique Bcl-xL 

augmentait la sensibilité des cellules SW1353, CH2879 et L835 au CDDP. Cependant, cette 

équipe utilisait une concentration de CDDP de 10 µM (de Jong et al., 2018). Par rapport aux 

IC50 (concentration inhibitrice pour atteindre 50% de réduction de la viabilité cellulaire), nous 

avons utilisé des concentrations de 3,3 µM, soit 0,82% de l’IC50 pour les cellules SW1353, de 

1,65 µM soit 4,12% de l’IC50 pour les cellules CH2879, de 1,65 µM également pour les cellules 

L835 soit 0,82% de l’IC50 et de 0,33 µM soit 0,66 % de l’IC50 pour les cellules OUMS-27 selon 

van Oosterwijk et al. (van Oosterwijk et al., 2012). 

Dans la littérature, plusieurs études ont montré une sensibilisation au CDDP par des 

miRNAs chez le CS via l’inhibition de différentes voies de signalisation. Ainsi, la transfection 

du miR-100 resensibilise ainsi les cellules de la lignée CH2879 au CDDP (Zhu et al., 2014) La 

méthode expérimentale employée par ces auteurs est cependant différente, puisque les cellules 

ont été réensemencées après la transfection avec le pré-miR-100, puis traitées avec du CDDP 

(de 1 à 10 µM) pendant 48 h avant l’analyse de la viabilité cellulaire. Dans une autre étude, la 

surexpression de miR-23b a inhibé la voie de signalisation Src/Akt et a conduit à la 

sensibilisation au CDDP de cellules de CS (Huang et al., 2017). Les cellules SW1353 et 

CH2879 ont été transfectées avec du pré-miR-23b et elles ont été traitées 48 h plus tard avec 

du CDDP (de 10 à 80 µM). A noter que la diminution significative de la viabilité cellulaire n’a 

été observée qu’à partir de 20 µM de CDDP. Ces résultats confortent le fait que nos 

concentrations de CDPP sont certainement trop faibles ou que notre temps d’incubation en 

présence de CDDP n’est pas assez long pour mettre en évidence un effet chimiosensibilisateur 

des miRNAs. 

Pour les lignées d’OS, nous n’avons pas non plus démontré d’effet chimiosensibilisateur 

au CDDP utilisé à une dose sub-léthale de 1,65 µM. Dans la littérature, les IC50 qui ont été 

déterminées pour les 3 lignées d’OS utilisées sont très variables : de 1,65 à 26 µM pour la lignée 

MG63, de 4,9 à 46 µM pour la lignée SaOS-2 et de 3,5 à 78 µM pour la lignée HOS (Wang et 
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al., 2019 ; Riman et al., 2014 ; Qi et al., 2019).  Nous étions donc plus proches des IC50 que 

pour les lignées de CS, mais sans doute pas assez pour mettre en évidence un effet 

chimiosensibilisateur des miRNAs. En effet, Wang et al. ont mis en évidence que la 

surexpression stable du miR-491-5p sensibilise les cellules U2OS et MG63 au CDDP utilisé à 

10 µM pendant 48 h (Wang et al., 2017). Il est toutefois assez difficile de comparer nos deux 

études puisque la méthode de surexpression du miRNA diffère, tout comme la concentration 

de CDDP et le temps d’incubation en présence de CDDP. 

En clinique, l’utilisation de la chimiothérapie est ajustée selon l’état de santé du patient, 

l’agressivité et le stade de la tumeur. Des associations d’agents chimiothérapeutiques sont 

également possibles. La durée de la séance varie de quelques minutes à quelques heures. Ces 

nombreuses variables compliquent la mise en place d’un protocole en laboratoire pour des 

analyses in vitro. Notre protocole pourrait donc être optimisé afin de mieux évaluer l’effet 

chimiosensibilisateur des miRNAs vis-à-vis du CDDP ou vis-à-vis d’un autre agent 

chimiothérapeutique utilisé pour le traitement des sarcomes osseux, comme la doxorubicine.  

 

3. Caractérisation des effets cytotoxiques et cibles moléculaires des 

miRNAs 

L’utilisation des miRNAs en thérapie ne fait pas partie des traitements conventionnels 

à l’heure actuelle. L’absence de moyens de vectorisation spécifique des miRNAs vers le site 

pathologique en est l’une des premières causes. Cependant, l’identification des différentes 

cibles moléculaires des miRNAs et leurs réseaux associés pourrait permettre de proposer la 

mise en place de nouvelles associations d’agents pharmacologiques mimant l’action du 

miRNA. Cette approche a déjà été validée dans le cancer ovarien avec le miR-491-5p. Ce 

miRNA cible l’EGFR et Bcl-xL dans les lignées cellulaires de cancer ovarien pour entraîner un 

effet cytotoxique. Ces effets ont été retrouvés en associant une molécule BH3-mimétique 

(ABT-737 ciblant Bcl-xL) à un inhibiteur de l’EGFR (cétuximab ou géfitinib) (Denoyelle et 

al., 2014; Lambert et al., 2015).  

Dans notre étude, nous avons mis en évidence par une approche in silico que nos 

miRNAs pourraient cibler des ARNm codant des protéines impliquées dans la voie intrinsèque 

de l’apoptose (Figure 54). Ainsi, d’après l’analyse in silico les 3 miRNAs étudiés (miR-491-

5p, miR-342-5p et miR-4270) étaient pressentis pour cibler l’expression de protéines anti-

apoptotiques comme : Bcl-2, Bcl-xL et/ou Mcl-1. De plus, le miR-342-5p était aussi pressenti 
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pour cibler l’expression de protéines pro-apoptotiques comme la pro-caspase-9 ou Bak. Par 

ailleurs, des études avaient mis en évidence une surexpression des protéines anti-apoptotiques 

Bcl-2 et Bcl-xL dans certaines lignées cellulaires de CS (de Jong et al., 2018; van Oosterwijk 

et al., 2012). Il avait été aussi démontré que l’inhibition de Bcl-xL sensibilisait les cellules de 

CS à la chimiothérapie (de Jong et al., 2018).  

 
 
 
Figure 54 : Représentation 
schématique des deux voies, 

intrinsèque et extrinsèque, 

contrôlant l’apoptose. Ces deux 
voies convergent toutes deux vers 

l’activation des caspases 

effectrices. L’initiation peut 

provenir d’un stress extracellulaire 
(a) ou intracellulaire (b). 

L’activation des caspases 

effectrices entraîne l’inactivation 
de la PARP par clivage. Les 

conséquences sont donc la non 

réparation de l’ADN, la 
fragmentation de l’ADN et la 

formation de corps apoptotiques 

(Ashkenazi, 2008).  

 

 

 

 

 

Pour l’OS, la surexpression des protéines anti-apoptotiques, dont les membres de la 

famille Bcl-2 (Bcl-2 et Bcl-xL), a également été associée à un mauvais pronostic. De plus, il a 

été montré qu’une surexpression de Bcl-xL était corrélée avec un taux de survie faible chez des 

patients présentant des métastases ou une récidive (Wang et al., 2010; Wu et al., 2012). 

L’inhibition d’une ou plusieurs protéines telles que Bcl-xL, Bcl-2 ou Mcl-1 par un miRNA 

pourrait donc favoriser la mort cellulaire par apoptose des cellules de CS et d’OS. Nous avons 

donc choisi d’étudier en priorité la régulation du niveau d’expression de ces protéines. 
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Cas du miR-491-5p (Tableau XII) 

Nous avons mis en évidence que le miR-491-5p était cytotoxique en favorisant 

l’activation de l’apoptose dans les lignées de CS SW1353, CH2879 et OUMS-27, puis dans les 

lignées d’OS HOS, MG-63 et SaOS-2. Cela a été observé grâce à l’analyse par western-blot de 

deux protéines impliquées dans le processus apoptotique : la PARP et la caspase-3. La PARP 

est clivée lors de la phase exécutoire du programme de mort cellulaire par apoptose. La caspase-

3 est une protéine effectrice qui est activée lorsqu’elle est clivée, permettant entre autres le 

clivage de la PARP. Ainsi, l’observation de ces deux protéines clivées témoigne d’un 

engagement irréversible de la cellule vers une mort cellulaire par apoptose.  

L’aspect suppresseur de tumeur du miR-491-5p a déjà été étudié dans plusieurs types 

de cancers, nous permettant de mieux comprendre les mécanismes sous-jacents conduisant à la 

mort des cellules par apoptose. Dans la littérature, plusieurs cibles directes du miR-491-5p ont 

déjà été décrites. Ce miRNA cible directement l’ARNm de Bcl-xL dans le cancer colorectal 

(Nakano et al., 2010), Bcl-xL et EGFR dans le cancer ovarien (Denoyelle et al., 2014), Bcl-xL 

et TP53 dans le cancer du pancréas (Guo et al., 2012), EGFR et CDK6 dans le glioblastome (Li 

et al., 2015c), PKM2 et FOXP4 dans l’OS (Yin et al., 2017). Au vu des données disponibles 

dans la littérature, nous avons donc retrouvé, sans trop de surprise, que le miR-491-5p ciblait 

directement la séquence 3’UTR de Bcl-xL dans les cellules de CS et d’OS. Nous avons 

également observé une diminution de l’expression protéique de l’EGFR dans les cellules de CS 

et d’OS. Par ailleurs, nous avons pu observer une augmentation de l’expression de la protéine 

pro-apoptotique Bak en présence du miR-491-5p pour les deux types de sarcomes osseux.  

Nous n’avons pas observé de diminution du niveau d’expression de Mcl-1 dans aucune 

des deux tumeurs étudiées. Mcl-1 peut-être séquestré par la protéine Bim. Nous avons vérifié 

le niveau d’expression de Bim et nous n’avons pas mis en évidence une augmentation de son 

expression par le miR-491-5p (données non fournies). Nous avons également étudié 

l’expression d’autres protéines pro-apoptotiques pouvant inhiber Mcl-1 comme PUMA et 

Noxa. L’expression de PUMA n’a pas été modifiée en présence du miR-491-5p. Pour la 

protéine Noxa, au vu de sa petite taille, il a été difficile de la visualiser et de l’étudier par 

western-blot. Sur la lignée cellulaire de cancer ovarien IGROV1-R10, la synthèse de Bim est 

activée via l’inhibition de l’EGFR ayant pour conséquence de diminuer l’activité des voies de 

signalisation MAPK et AKT (Denoyelles et al., 2014). Dans notre étude, malgré l’inhibition de 

l’expression de l’EGFR, nous n’avons pas mis en évidence une diminution de l’activité de ces 

voies permettant l’expression de Bim. Toutefois, une étude a mis en évidence que malgré la 
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surexpression de Mcl-1 dans les CS, son inhibition n’était pas suffisante pour diminuer la 

viabilité cellulaire des cellules de CS (van Oosterwijk et al., 2012). 

 

Tableau XII : Bilan des différents effets du miR-491-5p dans les différentes lignées de 

chondrosarcome et d’ostéosarcome.   

 

 

En résumé, nous avons donc mis en évidence que le miR-491-5p induisait la mort 

des cellules de CS et d’OS par apoptose en inhibant l’expression de la protéine anti-

apoptotique Bcl-xL, de la protéine EGFR et en favorisant l’expression de la protéine pro-

apoptotique Bak dans les lignées cellulaires de CS et d’OS (Tableau XII). En comparaison 

avec les différentes études menées in vitro dans différents types de tumeur, le rôle le plus 

redondant du miR-491-5p est son inhibition de Bcl-xL. Même si nous n’avons pas réalisé de 

tests de blessure et d’invasion in vitro, ni d’étude in vivo pour valider plus précisément son rôle 
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suppresseur de tumeur dans le CS et l’OS, ce rôle semble bien établi. Une étude a ainsi montré 

qu’il avait un rôle suppresseur de tumeur in vivo en diminuant la croissance tumorale et la 

formation de métastases pulmonaires dans des modèles de xénogreffes d’OS (Wang et al., 

2017) 

 

Cas du miR-342-5p (Tableau XIII) 

Nous avons mis en évidence que le miR-342-5p induisait l’activation de l’apoptose dans 

les lignées de CS SW1353, CH2879 et OUMS-27, puis dans les lignées d’OS HOS et MG-63 

grâce à l’observation du clivage de la PARP et de la caspase-3. Sur la lignée cellulaire d’OS 

SaOS-2, nous avons également démontré une mort cellulaire par apoptose, mais sans clivage 

évident de la caspase-3 ou d’augmentation significative de l’activité des caspases 3/7. Afin de 

comprendre les mécanismes sous-jacents à l’activation de l’apoptose, nous avons étudié le 

niveau d’expression des protéines de la voie intrinsèque de l’apoptose, pressenties comme 

cibles du miR-342-5p. 

Quelques études avaient démontré l’effet anti-tumoral du miR-342-5p, notamment dans 

le neuroblastome, où il promeut l’apoptose en ciblant la protéine N-alpha-acetyltransferase 10 

(Yang et al., 2016). Dans l’OS, il cible directement le membre 7B de la famille Wnt inhibant 

ainsi la prolifération, la migration et l’invasion et il restaure la sensibilité vis-à-vis de la 

doxorubicine (Liu et al., 2019).  

Dans notre étude, nous avons donc mis en évidence, dans la lignée de CS SW1353, que 

le miR-342-5p diminuait de façon significative, d’un point de vue statistique, l’activité 

luciférase d’un vecteur rapporteur contenant la séquence 3’UTR de BCL-2. Cela était par 

ailleurs associé à une diminution de l’expression protéique de Bcl-2 dans nos 3 lignées de CS. 

Nous avons donc conclu, pour la première fois, à un ciblage direct de l’ARNm de Bcl-2 par le 

miR-342-5p chez des cellules de CS. Cependant, dans la lignée d’OS HOS, le miR-342-5p 

n’inhibait pas de façon significative l’expression du vecteur rapporteur contenant la séquence 

3’UTR de Bcl-2, malgré des taux d’inhibition comparables (20% environ). L’expression de la 

protéine Bcl-2 était pourtant inhibée de 50% à la fois dans les lignées SW1353 et HOS. Ces 

résultats nous montrent que les cibles des miRNAs peuvent être différemment inhibées selon 

le type cellulaire. La biodisponibilité des cibles peut varier d’un type cellulaire à un autre. Il est 

donc possible que dans la lignée HOS, le miR-342-5p cible préférentiellement d’autres 
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séquences 3’UTR au sein de la cellule, mais il en résulte tout de même, probablement en 

réponse à un effet indirect, une inhibition de la protéine Bcl-2.  

Nous avons également démontré pour la première fois que le miR-342-5p ciblait 

directement la séquence 3’UTR de l’ARNm de Bcl-xL dans les cellules de CS et d’OS. 

L’analyse in silico a révélé 3 sites potentiels de fixation du miR-342-5p dans la séquence 3’UTR 

de Bcl-xL. Nous avons observé que le miR-342-5p se fixait préférentiellement à la région 679-

686. Mcl-1 était également une cible du miR-342-5p, mais nous n’avons pas observé de 

modification de son expression au sein des lignées cellulaires de CS et d’OS. Ensuite, nous 

avons observé une augmentation du niveau d’expression de la protéine pro-apoptotique Bak 

uniquement sur les lignées cellulaires d’OS. Pourtant, Bak était une cible prédite du miR-342-

5p. 

Tableau XIII : Bilan des différents effets du miR-342-5p dans les différentes lignées de 

chondrosarcome et d’ostéosarcome. 
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L’analyse bio-informatique a désigné les protéines AKT et ERK comme cibles 

potentielles du miR-342-5p. Leur expression a donc également été étudiée dans les lignées de 

CS. Les résultats obtenus étaient hétérogènes entre les lignées et n’ont pas permis d’affirmer 

sans ambiguïté que le miR-342-5p influence l’expression de ces protéines.  

Enfin, l’expression d’une protéine pro-apoptotique, la caspase-9 a été fortement 

diminuée dans l’ensemble des lignées de CS et d’OS. Cette cible potentielle du miR-342-5p a 

été validée dans les cardiomyocytes (Hou et al., 2019). La caspase-9 joue un rôle central pour 

l’activation des caspases effectrices comme la caspase-3. Une inhibition de la caspase-9 peut 

donc diminuer l’activation de la caspase-3. D’ailleurs, sur la lignée SaOS-2, nous n’avons pas 

été en mesure de mettre en évidence une activité significative des caspases 3/7. Malgré cela, 

nous avons bien observé un clivage de la PARP. Il aurait pu être intéressant d’étudier 

l’activation de l’apoptose par la voie indépendante des caspases. En effet, la diminution du 

niveau d’expression des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xL, ainsi que l’augmentation 

de l’expression de la proteine pro-apoptotique Bak, permettent une perméabilisation de la 

membrane mitochondriale. Cela peut permettre la libération des protéines apoptotiques comme 

AIF (« Apoptosis-Inducing Factor ») et l’endonucléase G qui sont exportées dans le noyau et 

sont responsables de la condensation de la chromatine et le clivage de l’ADN.  

Compte tenu des nombreux rôles que jouent Bcl-2 et Bcl-xL au sein des cellules, nous 

avons étudié un autre mécanisme cellulaire, l’autophagie. Dans les cellules de CS, le miR-342-

5p entraîne une diminution de l’expression de Bcl-2 et Bcl-xL. Or, ces protéines sont 

impliquées dans la régulation de l’autophagie. Elles inhibent beclin-1, qui est une protéine 

essentielle à la formation d’autophagosomes. Ainsi, nous avons mis en évidence une activation 

de l’autophagie en présence du miR-342-5p, mais pas du miR-491-5p qui inhibe uniquement 

Bcl-xL. L’inhibition de Bcl-xL par le miR-491-5p n’est donc pas suffisante pour induire 

l’autophagie. Le potentiel du processus autophagique à provoquer la mort cellulaire est encore 

discuté (Yu et al., 2004a). Dans le cas présent, au vu de l’ensemble des résultats, il semblerait 

que l’activation de l’autophagie soit délétère pour la survie des cellules. De plus, 

l’environnement hypoxique régule positivement l’autophagie. Ainsi, une activation de 

l’autophagie par l’hypoxie et par le miR-342-5p pourrait permettre d’atteindre un point critique 

et donc l’autophagie pourrait soit être directement responsable de la mort cellulaire (Lohberger 

et al., 2016), soit elle pourrait sensibiliser les cellules de CS à la mort par apoptose (Jiao et al., 

2014). Pour compléter cette étude, il serait pertinent de vérifier que le miR-342-5p induit 

également l’autophagie dans au moins une lignée d’OS. 
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En résumé, nous avons mis en évidence que le miR-342-5p induit la mort cellulaire 

par apoptose des cellules de CS et d’OS. Le miR-342-5p favorise aussi l’activation de 

l’autophagie dans les cellules de CS. Il cible directement les ARNm de la protéine anti-

apoptotique Bcl-xL dans le CS et l’OS et de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 dans le CS. 

Le miR-342-5p diminue également l’expression de la pro-caspase-9 dans le CS et l’OS et 

favorise l’expression de la protéine pro-apoptotique Bak dans l’OS (Tableau XIII). Ces 

résultats sont en adéquation avec des études antérieures qui ont établi son rôle antitumoral chez 

le neuroblastome et l’OS (Yang et al., 2016 ; Li and al., 2019). Il pourrait être intéressant de 

compléter cette étude par des tests de blessure et d’invasion in vitro dans les deux types de 

modèle de tumeur.  

 

Cas du miR-4270 (Tableau XIV) 

Nous n’avons pas validé l’effet cytotoxique du miR-4270 mis en évidence par criblage 

haut débit dans la lignée de CS SW1353. Il aurait pu être intéressant de modifier les cinétiques 

des expériences pour analyser son effet (96 h après la transfection plutôt que 72 h dans la 

validation fonctionnelle). En effet, les observations morphologiques réalisées en point final 

montrent une diminution de la confluence par rapport aux conditions contrôle 96 h post-

transfection. L’activité métabolique et la cytotoxicité du miR-4270 ont aussi été évaluées sur 

les lignées OUMS-27 et CH2879. Nous n’avons observé aucun effet significatif du miR-4270 

(données non fournies), suggérant que ce miRNA n’a pas d’effet cytotoxique significatif chez 

le CS. Pour les lignées d’OS HOS et MG-63, nous avons confirmé que l’effet cytotoxique 

engendré par le miR-4270 entraînait effectivement la mort cellulaire par apoptose. Nous avons 

observé la présence de la PARP clivée et de la caspase-3 clivée. Sur la lignée SaOS-2, nous 

n’avons pas observé d’effet cytotoxique du miR-4270. Seule une diminution de l’activité 

métabolique a été observée. Pourtant, nous avons observé un léger clivage de la PARP par 

western-blot sur cette lignée. Cependant, nous n’avons pas constaté de variation d’activité des 

caspases-3/7 par imagerie en temps réel. Donc, le miR-4270 diminue uniquement l’activité 

métabolique des cellules SaOS-2, sans induire significativement leur mort par apoptose.  

Les analyses bio-informatiques ont révélé que le miR-4270 cible potentiellement 

l'expression des protéines Bcl-xL, Bcl-2 et Mcl-1. Nous avons donc analysé le niveau 

d’expression de ces protéines par western-blot dans les 3 lignées d’OS. Nous avons ensuite 

vérifié si le miR-4270 ciblait directement l’expression des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et 

Bcl-xL dans la lignée HOS. Nous n’avons pas été en mesure de réaliser cette dernière 
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expérience pour Mcl-1, car nous ne possédions pas encore le vecteur rapporteur luciférase 

incluant la séquence 3’-UTR de son ARNm. Cette expérience sera réalisée prochainement.   

Le miR-4270 n’a pas influencé de la même façon le niveau d’expression de la protéine 

Bcl-2 dans les 3 lignées cellulaires d’OS (augmentation de son expression de 40% dans la lignée 

HOS et faible diminution d’expression d’environ 30% dans les lignées MG-63 et SaOS-2). Le 

miR-4270 ne ciblerait donc pas directement la séquence 3’UTR de l’ARNm Bcl-2 dans les OS.  

En revanche, nous avons observé une diminution importante (60-80%) de l’expression 

de Bcl-xL en présence du miR-4270 dans les deux lignées HOS et MG-63. L’inhibition a été 

modeste (30%) dans la lignée SaOS-2. L’analyse par « luciferase assay » a confirmé que le 

miR-4270 ciblait directement la séquence 3’UTR de l’ARNm de Bcl-xL dans la lignée HOS. Il 

serait intéressant de vérifier si le miR-4270 cible directement Bcl-xL dans les lignées MG-63 

et SaOS-2.  

Le miR-4270 a induit une diminution (40%) du niveau d’expression de la protéine Mcl-

1 principalement dans les 2 lignées MG-63 et SaOS-2. Sur la lignée HOS, l’inhibition a été plus 

modérée (30%) et surtout beaucoup moins reproductible entre les différents western-blots. Là 

encore, il faudrait vérifier sur chacune des lignées si le miR-4270 cible directement la séquence 

3’UTR de l’ARNm de Mcl-1. Cela pourrait permettre de mieux comprendre les mécanismes 

influencés par ce miRNA et son mode d’action selon les lignées.  

Nous avons observé une augmentation de l’expression du facteur pro-apoptotique Bak 

en présence du miR-4270 dans les trois lignées d’OS utilisées. Bak pourrait donc contribuer à 

son effet pro-apoptotique. L’influence du miR-4270 sur les voies de signalisation AKT et ERK 

a été étudiée par western-blot, mais les résultats que nous avons obtenus n’ont pas été 

concluants, car ils étaient non reproductibles (données non fournies). Ces données ne 

permettent donc pas de conclure sur le rôle de ces voies de signalisation dans les mécanismes 

d’action du miR-4270. 

En résumé, le miR-4270 induit la mort cellulaire par apoptose dans les lignées d’OS 

HOS et MG-63 en ciblant directement l’expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-

xL et en diminuant également l’expression de la protéine anti-apoptotique Mcl-1. Le miR-

4270 augmente aussi l’expression de la protéine pro-apoptotique Bak. Nous devrons 

toutefois vérifier qu’il cible spécifiquement l’ARNm de Mcl-1 dans l’OS.  
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Tableau XIV : Bilan des différents effets du miR-4270 dans les différentes lignées de 
chondrosarcome et d’ostéosarcome. 

 

 

 
 

 

 

 

 

Le miR-4270 a été peu étudié dans les cancers. Il a été identifié comme ayant un rôle 

suppresseur de tumeur dans l’hépatocarcinome, où il cible directement une protéine impliquée 

dans les processus d’angiogenèse et d’adhésion cellulaire, la stabilin-2 (Wang et al., 2020). Il 

cible la MMP-19 dans des cellules d’adénocarcinome du poumon, inhibant ainsi leur migration 

et leur invasion (Sun et al., 2019). Par contre, d’autres études suggèrent plutôt qu’il a un effet 

oncogène (Hamam et al., 2016; Tokuhisa et al., 2015; Zou et al., 2019). Dans notre étude, il 

aurait plutôt un effet supresseur de tumeur, mais avec une efficacité avérée seulement dans 2 

lignées cellulaires d’OS. Il pourrait être intéressant de vérifier ses effets suppresseurs de tumeur 

par des tests de blessure et d’invasion in vitro dans les lignées d’OS.  

L’utilisation des miRNAs pour l’identification de nouvelles cibles thérapeutiques est 

tout à fait pertinente. Cette étude a permis de consolider le fait que Bcl-xL était une cible 

intéressante pour le traitement des tumeurs osseuses comme le CS et l’OS. Néanmoins, nous 

pourrions renforcer cette conclusion en utilisant des inhibiteurs spécifiques de Bcl-xL, ou des 
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si-RNAs dirigés contre Bcl-xL, pour vérifier que l’inhibition seule de Bcl-xL suffit à provoquer 

la mort des cellules tumorales. Toutefois, en utilisant des inhibiteurs sélectifs de Bcl-2 ou de 

Bcl-xL, de Jong et al. (2018) ont déjà montré que l’inhibition de Bcl-xL semble plus pertinente 

que celle de Bcl-2 pour inhiber la croissance tumorale in vitro et in vivo.  

Comme le miR-342-5p, certains miRNAs possèdent à la fois des cibles moléculaires 

codant des « suppresseurs de tumeur » ou des « oncogènes ». C’est l’équilibre entre la 

disponibilité des cibles dans la cellule et leur affinité plus ou moins importante avec le miRNA 

qui va orienter le miRNA vers une propriété suppressive de tumeur ou oncogène dans le type 

cellulaire où il est exprimé. Par exemple, il a été observé que le miR-4270 agissait comme un 

oncogène dans certains types de cellules tumorales, tandis qu’il pouvait exercer un rôle anti-

tumoral dans d’autres. Dans notre étude, il a exercé des effets sélectifs selon les lignées. De 

plus, nous avons pu observer, des différences d’affinité pour les cibles entre les deux types de 

tumeurs, notamment avec le miR-342-5p et Bcl-2. La capacité du miR-342-5p à cibler 

directement Bcl-2 dans les CS semble modérée (20% d’inhibition de l’activité 

transcriptionnelle du vecteur rapporteur dans la lignée de CS SW1353) et n’a pas été 

significative dans la lignée d’OS HOS. Ainsi, nous avons pu montrer qu’une cible validée dans 

un type tumoral, ne l’était pas forcement dans un autre. L’inhibition post-transcriptionnelle de 

Bcl-xL par les miRs-491-5p et -342-5p est beaucoup plus importante (70-80% d’inhibition de 

l’activité transcriptionnelle), démontrant leur forte affinité pour leur cible. Comme cela a été 

démontré dans d’autres types de cancer et dans le CS, Bcl-xL serait donc une cible 

thérapeutique de choix.  

4.  Modèle d’étude : lignée cellulaire, hypoxie et culture en 3D 

Nous avons obtenu des résultats variables avec les miRNAs selon les lignées cellulaires 

utilisées. Même si elles proviennent du même type de tumeur, les lignées possèdent leurs 

propres caractéristiques. Il est nécessaire de prendre en compte les observations obtenues sur 

l’ensemble des lignées afin de bien interpréter les effets que l’on pourrait retrouver au sein 

d’une tumeur primaire. En effet, les cellules tumorales au sein d’une même tumeur se 

caractérisent souvent par une diversité morphologique, une variabilité d’expression de 

marqueurs moléculaires et la présence de sous-populations différentes.  

Pour le CS, nous avons utilisé 4 lignées de CS conventionnels centraux, la lignée 

SW1353 est issue d’une tumeur de grade II, tandis que les lignées OUMS-27, CH2879 et L835 

sont issues de tumeurs de grade III. Elles sont toutes résistantes au CDDP, mais la lignée 
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SW1353 est définie comme étant la plus résistante parmi les 4 lignées (van Oosterwijk et al., 

2012). Ces données ont été confirmées par nos tests d’effet dépendant de la dose avec le CDDP. 

Une étude a montré que l’inhibition de Bcl-xL et Bcl-2 par le BH3-mimétique ABT-737 

diminuait la viabilité cellulaire de la lignée L835 après 72 h d’incubation (van Oosterwijk et 

al., 2012). Le miR-491-5p et le miR-342-5p devraient inhiber Bcl-xL et/ou Bcl-2 dans cette 

lignée, mais nous n’avons pas constaté leur effet cytotoxique dans cette lignée. Des expériences 

complémentaires (western-blot) seraient donc nécessaires pour savoir si les miRNAs inhibent 

effectivement Bcl-2 et Bcl-xL dans la lignée L835, d’autant plus que cette lignée exprime ces 

2 membres anti-apoptotiques, avec une expression plus forte de Bcl-xL que de Bcl-2 (van 

Ossterwijk 2012 ; de Jong 2018).  

Les 3 lignées d’OS sont issues de tumeurs d’OS centraux et sont donc classées comme 

des tumeurs de haut grade. Seul le sous-type de la lignée MG-63 est renseigné et est classé 

comme un OS fibroblastique (Mohseny et al., 2011). Nous n’avons pas d’hypothèse pour 

expliquer pourquoi l’apoptose induite par le miR-342-5p est moins prononcée dans la lignée 

SaOS-2, alors que ce miRNA est cytotoxique dans cette lignée et qu’il inhibe l’expression 

protéique de Bcl-xL et Mcl-1 et augmente celle de Bak. Nous n’avons pas non plus d’hypothèse 

pour expliquer l’absence d’effet cytotoxique significatif et d’induction significative de 

l’apoptose par le miR-4270 dans la lignée SaOS-2, alors que ce miRNA inhibe l’expression de 

Bcl-xL et Mcl-1 et augmente celle de Bak dans cette lignée.  

 Pour ce qui concerne les conditions de culture utilisées, nous avons uniquement cultivé 

les cellules d’OS en 2D et en normoxie. Les OS ne sont pas des tumeurs hypoxiques. 

Néanmoins, il peut exister au sein de la tumeur des zones hypoxiques plus ou moins 

importantes. Les résultats obtenus en normoxie et en hypoxie sont concordants pour les lignées 

de CS, Il nous faudrait confirmer cette même concordance des résultats avec les lignées d’OS. 

Compte tenu de l’impact de l’environnement 3D sur les cellules, l’efficacité des miRNAs 

pourrait aussi être testée sur les lignées d’OS cultivées dans un modèle d’organoïde en 3D. Ce 

type de modèle est plus proche de l’environnement in vivo. Par ailleurs, les OS sont des tumeurs 

métastasiques. Afin d’évaluer le potentiel anti-invasif des miRNAs, des expériences 

d’invasion/migration pourraient être mises en place, avant d’envisager des études in vivo. 

Le CS présente la particularité de synthétiser une MEC importante et d’évoluer dans un 

environnement hypoxique. C’est pourquoi, nous avons étudié l’effet du miR-491-5p et du miR-

342-5p sur un modèle d’organoïde en 3D avec les cellules SW1353. Cette étude a été réalisée 

en normoxie et en hypoxie. En effet, le contexte 3D/2D peut influencer le fonctionnement des 
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cellules (Duval et al., 2017a) et l’efficacité des miRNAs pourrait être modifiée. 

L’environnement hypoxique influence également le fonctionnement cellulaire. Ainsi, nous 

avons pu mettre en évidence que le miR-342-5p, mais pas le miR-491-5p, entraînait une 

augmentation (1,5 fois) des évènements sub-G1 dans la lignée SW1353 cultivée en 3D. Cette 

augmentation n’était d’ailleurs significative qu’en hypoxie. L’induction de l’autophagie par 

l’hypoxie a été démontrée par Bellot et ses collaborateurs (Bellot et al., 2009). Nous pouvons 

donc proposer l’hypothèse que l’activation de l’autophagie à la fois par le miR-342-5p et par 

l’hypoxie faciliterait la mort des cellules dans un contexte de culture en 3D. Pour valider cette 

hypothèse, il serait intéressant d’étudier le niveau d’expression des protéines impliquées dans 

l’autophagie, comme BNIP3, Beclin-1 ou Atg5, par western-blot, afin de vérifier si 

l’environnement en 3D et l’hypoxie influencent leur expression en présence ou non du miR-

342-5p.  

Le développement de biomatériaux et l’évolution des conditions de culture ont permis 

de se rapprocher du contexte physiologique dans lequel évolue une tumeur. Malheureusement, 

ces techniques permettent de travailler uniquement sur des lignées cellulaires. Une alternative 

intéressante serait de pouvoir tester l’efficacité de ces miRNAs lors d’expériences ex vivo sur 

des explants de tumeurs, voire sur des cultures en organoïdes avec des cellules directement 

dérivées de la tumeur, avant de poursuivre sur des tests in vivo. Cependant, l’obtention de tissu 

tumoral provenant de patients n’est pas simple, au vu du nombre restreint de patients atteints 

de CS, et peut représenter un frein pour ce type d’expérimentation.  

5. Utilisation des bactéries pour la vectorisation des miRNAs  

L’amélioration des connaissances et des outils utilisés en génomique ont permis dans 

les années 1970 de développer la production de protéines dites recombinantes par des bactéries. 

L’utilisation de bactéries pour produire des ARNs et plus précisément des miRNAs était donc 

tout à fait pertinente et déjà développée par d’autres équipes, comme par exemple pour le miR-

34a (Wang et al., 2015).  

Par ailleurs, plusieurs études ont montré que des bactéries étaient capables de coloniser 

spécifiquement des tumeurs. Ainsi, des travaux ont été entrepris au laboratoire en étroite 

collaboration avec l’équipe Stress et Virulence de l’unité U2RM, afin de trouver des bactéries 

capables de coloniser spécifiquement les CS et OS. Deux bactéries lactiques non pathogènes 

pour l’Homme ont été identifiées, puis elles ont été génétiquement modifiées afin d’insérer la 
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séquence du pré-miR-342 dans un plasmide incorporé dans la bactérie. La bactérie Eh a ainsi 

été transformée de manière efficace et a exprimé ce pré-miR-342. 

Mon travail a donc consisté à vérifier que ce miRNA produit par la bactérie Eh était 

bien fonctionnel et de le comparer à l’efficacité du miR-342-5p synthétique. Les résultats 

obtenus ont montré que les petits ARNs extraits de la souche Eh, modifiée ou non, possèdent 

par eux-mêmes un effet cytostatique sur la lignée SW1353, alors que le miR-342-5p n’a pas 

d’effet cytostatique significatif. Les petits ARNs extraits de la souche Eh modifiée, avec le 

plasmide vide ou exprimant le pré-miR-342, possèdent en plus un effet cytotoxique, mais 

moindre que celui du miR-342-5p. Par ailleurs, le transcrit in vitro du pré-miR-342 bactérien a 

lui aussi engendré à la fois un effet cytotostatique et cytotoxique. La construction génétique du 

pré-miRNA au sein du plasmide bactérien semble donc fonctionnelle, même si elle a en plus 

un effet cytostatique que n’a pas le miR-342-5p synthétique. Nous avons mis en évidence que 

le miR-342-5p synthétique n’a pas d’activité cytotoxique sur des chondrocytes articulaires 

sains. Nous devrons aussi vérifier que l’activité cytotoxique et cytostatique des petits ARNs 

bactériens isssus de la souche Eh, modifiée ou non, et des transcrits in vitro du pré-miR-342 est 

limitée à des cellules tumorales en les testant sur des cellules saines non tumorales, comme des 

chondrocytes articulaires sains ou des fibroblastes dermiques. Les expériences préliminaires 

sur les lignées CH2879 et OUMS-27 devront aussi être complétées pour valider les effets des 

différents extraits d’ARN bactérien sur d’autres lignées de CS.  

Nous avons essayé de confirmer la fonctionalité du prémiR-342 transcrit par la bactérie 

en le purifiant afin de se débarrasser des autres ARNs bactériens. Malheureusement, le 

rendement de purification a été trop faible pour obtenir des concentrations suffisantes en 

miRNA. Il faudrait dans un premier temps augmenter les volumes d’extraits d’ARN bactériens 

à purifier afin d’augmenter la quantité finale de pré-miR-342 purifié. Dans la littérature, le 

rendement lors de la purification est un problème récurrent (Li et al., 2014, 2015b; Wang et al., 

2015). La stabilité des miRNAs est faible, et les conditions de purification peuvent être parfois 

trop stringentes pour les miRNAs. Ainsi, il serait nécessaire de revoir notre technique de 

purification et s’assurer que l’ensemble de l’expérience se déroule dans un environnement sans 

RNAse ou encore il faudra identifier les étapes critiques pouvant conduire à la dégradation des 

miRNAs. Par ailleurs, il pourrait également être intéressant d’étudier la structure du pré-

miRNA synthétisé par la bactérie afin de s’assurer de la bonne formation de la structure en 

épingle à cheveux.  
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Notre objectif initial était d’utiliser une bactérie colonisatrice de CS pour produire un 

miRNA cytotoxique in vivo au sein de la tumeur. Toutefois, la bactérie Eh qui a été sélectionnée 

antérieurement à mon projet de thèse n’est pas une bactérie invasive. Les étapes suivantes, avant 

une utilisation de la bactérie Eh modifiée sur les cellules in vitro et in vivo, consistent en la mise 

en place d’un système d’invasion de la bactérie Eh dans les cellules, puis un système d’autolyse 

de la bactérie pour libérer le pré-miRNA. En effet, il est nécessaire de faire entrer les bactéries 

dans les cellules afin qu’elles puissent y libérer les miRNAs. Pour cela, il nous faut mettre en 

place un système inductible d’invasion. Un système inductible permettrait de déclencher 

l’invasion des cellules au moment voulu, lorsque les bactéries ont bien colonisé la tumeur et 

d’éviter ainsi une invasion des bactéries dans d’autres tissus. Le système d’invasion pourrait 

également être déclenché par des conditions anaérobies. De plus, il faudra s’assurer que les 

cellules tumorales expriment bien des protéines à leur surface qui permettent aux protéines de 

liaison de la bactérie de s’y fixer. Cette propriété est essentielle pour permettre l’internalisation 

sélective des bactéries dans la cellule. Nos perspectives de travail étaient de tester les systèmes 

d’invasion de Listeria monocytogenes. Cette bactérie peut utiliser deux protéines de surface 

différentes pour s’internaliser chez les eucaryotes InlA et InlB (Lecuit et al., 1997). IlnA est 

nécessaire pour l’invasion des cellules épithéliales, alors qu’IlnB permet l’invasion dans 

d’autres types cellulaires (hépatocytes, fibroblastes). L’interaction entre la molécule de surface 

InlB de L. monocytogenes et le récepteur eucaryote HGFR Met (« Hepatocyte Growth Factor 

Receptor Met) permet à Listeria de pénétrer dans une cellule eucaryote (Pizarro-Cerdá et al., 

2012). La littérature montre que la plupart des cellules de CS et la souche de CS SW1353 

expriment HGFR Met (Tsou et al., 2013; Wallenius et al., 2000). Des expériences préliminaires 

réalisées en collaboration avec le Dr. Torsten Hain (Université de Gieben, Allemagne) ont 

permis de montrer, pour la première fois, que L. monocytogenes peut s’internaliser dans les 

cellules SW1353. Toutefois, jusqu’à présent l’unité U2RM n’a pas réussi à transformer la 

bactérie Eh avec le système d’invasion de L. monocytogenes. 

La dernière étape consistera à libérer les miRNAs dans les cellules cancéreuses après 

leur invasion. A ce stade, nous ne savons pas si notre souche bactérienne internalisée peut 

s’autolyser ou être lysée par les défenses intracellulaires des cellules de CS. Néanmoins, nous 

pouvons également imaginer la mise en place d’un système de lyse contrôlée, comme cela a été 

décrit chez E. coli (Callura et al., 2010). Cette étape n’a pas été entreprise à ce jour puisqu’elle 

est dépendante de la précédente. Une fois ces objectifs atteints, des expériences in vitro devront 
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être réalisées sur différentes lignées cellulaires, puis des tests in vivo permettront d’évaluer la 

toxicité et les possibles effets secondaires que peuvent entraîner ce type de vectorisation.  

En cas d’abandon de notre stratégie initiale, d’autres stratégies de vectorisation de 

miRNAs peuvent être envisagées, comme celles qui ont été décrites précédemment dans des 

essais cliniques : encapsulation dans des nanoparticules de lipides ou conditionnement dans des 

EDV par exemple (Rupaimoole and Slack, 2017). Toutefois, ces stratégies induisent des effets 

secondaires à l’origine de réactions inflammatoires ou immunitaires sévères. Néanmoins, avant 

d’atteindre ce stade de développement, nous devrons au préalable prouver l’efficacité pré-

clinique du pré-miRNA-342 dans des modèles de xénogreffe de CS comme cela a été rapporté 

avec le pré-miR-34a pour l’OS (Wang et al., 2015 ; Zhao et al., 2016).  

 

6. Conclusion 

La découverte des miRNAs, et leurs implications dans les cancers au début des années 

2000 a permis une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires mis en jeu. Outre 

l’amélioration des traitements par radiothérapie et par chimiothérapie, l’utilisation de la 

biologie moléculaire jouera un rôle essentiel dans le dépistage et la prise en charge des cancers. 

La caractérisation des tumeurs, grâce à la biologie moléculaire, permet de préciser le diagnostic 

et d’identifier les anomalies moléculaires responsables de l’évolution vers un phénotype malin. 

De plus, l’identification et la compréhension de ces anomalies moléculaires tendent à évoluer 

vers la mise en place de thérapies ciblées et personnalisées pour le traitement des cancers. 

Les miRNAs auront très certainement une place importante parmi ces nouveaux outils 

moléculaires utilisés en thérapie ciblée. Ils pourront permettre la mise en place de pronostics et 

diagnostics précoces via l’identification de miRNAs circulants, caractéristiques d’un type 

tumoral. Ils pourront également être directement utilisés comme médicament, même si, à 

l’heure actuelle, la vectorisation de ces miRNAs thérapeutiques représente un obstacle, un 

véritable verrou technologique à lever. Malgré tout, les nombreux progrès scientifiques et les 

innovations technologiques qu’ont connus le domaine de la biologie et de la médecine ces 

dernières décennies, permettent d’entrevoir un avenir prometteur pour l’utilisation des miRNAs 

en oncologie.  
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Utilisation de miRNAs thérapeutiques pour traiter les chondrosarcomes et les ostéosarcomes 

Résumé : Les ostéosarcomes (OS) et les chondrosarcomes (CS) sont les tumeurs osseuses malignes les plus répandues. Le 

pronostic est souvent sombre lorsque ces tumeurs ne sont pas résécables ou sont métastasées. Pour le CS, l’abondante 

matrice extracellulaire cartilagineuse produite et son microenvironnement hypoxique contribuent à sa résistance aux 

traitements de chimiothérapie et radiothérapie conventionnels. Les microARNs (miRNAs) sont de petits ARNs non codants 

qui agissent comme des régulateurs post-transcriptionnels des ARNms. Ces miRNAs représentent une alternative 

thérapeutique intéressante. Un criblage fonctionnel à haut débit par mesure d’impédance réalisé pour la première fois chez 

le CS a permis d’identifier plusieurs miRNAs possédant des effets potentiellement cytotoxiques ou chimiosensibilisateurs. 

Dans cette thèse, les effets cytotoxiques du miR-491-5p et miR-342-5p sont confirmés sur 3 lignées de CS et 3 lignées d’OS. 

Ces 2 miRNAs induisent l’apoptose des cellules cultivées en monocouche. Seul le miR-342-5p a un effet cytotoxique sur des 

cellules de CS SW1353 cultivées dans un modèle 3D d’organoïde en hypoxie, mimant le microenvironnement 

physiopathologique du CS. Le miR-342-5p induit également l’autophagie chez des cellules de CS. Le miR-4270, quant à lui, a 

un effet cytotoxique et induit l’apoptose uniquement sur 2 lignées d’OS. L’étude des cibles moléculaires des miRNAs montre 

que les protéines de la famille Bcl-2 jouent un rôle important dans leurs effets. Les 3 miRNAs ciblent directement l’ARNm 

du facteur anti-apoptotique Bcl-xL et préviennent son expression protéique. Le miR-342-5p inhibe l’expression de la protéine 

anti-apoptotique Bcl-2 dans le CS et l’OS. Il ciblerait toutefois significativement l’ARNm de Bcl-2 uniquement dans le CS. Le 

miR-4270 diminue l’expression protéique du facteur anti-apoptotique Mcl-1 dans l’OS. De plus, excepté pour le miR-342-5p 

dans le CS, les 3 miRNAs favorisent l’expression de la protéine pro-apoptotique Bak. Par ailleurs, le miR-491-5p prévient 

également l’expression de l’EGFR. Le mode d’administration des miRNAs est un obstacle pour leur utilisation en thérapie. 

Les bactéries sont pressenties comme des candidates pertinentes pour leur vectorisation, d’autant plus que certaines 

d’entre elles sont capables de coloniser spécifiquement les tumeurs. Une souche bactérienne non pathogène, colonisatrice 

de xénogreffes de CS et d’OS, a été modifiée pour exprimer le pré-miR-342. Nous avons ensuite vérifié la fonctionnalité du 

pré-miR-342 produit par la bactérie dans des cellules de CS. Malgré les effets cytostatiques et cytotoxiques inhérents aux 

petits ARNs bactériens et le faible rendement de purification du pré-miR-342, nous avons pu mettre en évidence que notre 

construction bactérienne est fonctionnelle chez le CS. L’ensemble de ces résultats offre des perspectives encourageantes 

pour la mise en place de thérapies alternatives dans le traitement des sarcomes osseux. 

Mots clés : chondrosarcome, ostéosarcome, miR-342-5p, miR-491-5p, miR-4270, apoptose, autophagie, Bcl-xL, Bcl-2, Mcl-

1, vectorisation, bactérie. 

 

Use of therapeutic miRNAs to treat chondrosarcomas and osteosarcomas 

Abstract: Chondrosarcomas (CS) and osteosarcomas (OS) are the most common malignant bone tumors. These tumors have 

a poor prognosis when unresectable or metastasized. For CS, the abundant extracellular matrix of cartilaginous nature and 

the hypoxic microenvironment contribute to their resistance to conventional chemotherapy and radiotherapy. MicroRNAs 

(miRNAs) are small non-coding RNAs, which act as post-transcriptional regulators of mRNAs. The use of miRNAs may 

represent an interesting therapeutic alternative. A high throughput functional screening by impedancemetry, performed for 

the first time on CS, allowed us to identify several miRNAs with potential cytotoxic or chemosensitive effects. In this thesis, 

the cytotoxic effects of miR-491-5p and miR-342-5p were confirmed on 3 CS and 3 OS cell lines. These miRNAs induced 

apoptosis of cells cultured as monolayers, but only miR-342-5p was cytotoxic on a relevant 3D CS organoid model in hypoxia 

that mimics the physiopathological microenvironment. MiR-342-5p also activated autophagy on CS cells. Regarding miR-

4270, it had a cytotoxic effect and induced apoptosis only on 2 OS cell lines. The study of molecular targets of miRNAs 

showed that proteins of the Bcl-2 family play an important role in their effects. The three miRNAs directly targeted anti-

apoptotic Bcl-xL mRNA and blocked its protein expression. MiR-342-5p inhibited the protein expression of the anti-apoptotic 

member Bcl-2 in CS and OS. However, it would significantly target Bcl-2 mRNA only in CS. MiR-4270 reduced expression of 

the anti-apoptotic protein Mcl-1 in OS. In addition, except for miR-342-5p in CS, the three miRNAs promoted the protein 

expression of the pro-apoptotic Bak. Otherwise, miR-491-5p also inhibited EGFR expression. The administration of miRNAs 

is an obstacle to their use in therapy. Bacteria have been identified as interesting candidates for miRNAs vectorization, 

especially since some of them are able to specifically colonize tumors. A non-pathogenic bacterial strain, colonizing CS and 

OS xenografts, was modified to express the pre-miR-342. We then verified the functionality of the pre-miR-342 produced 

by the bacteria in CS cells. Despite cytostatic and cytotoxic effects of small bacterial RNAs and the low purification yield for 

the pre-miR-342, we were able to demonstrate that our bacterial construct is functional on CS cells. Taken together, these 

results offer encouraging prospects for the development of alternative therapies in the treatment of bone sarcomas.  

Keywords: chondrosarcoma, osteosarcoma, miR-342, miR-491, miR-4270, apoptosis, autophagy, Bcl-xL, Bcl-2, Mcl-1, 

vectorization, bacteria. 


