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Résumé

La mise en évidence de marqueufs biologiques de I’ostéosarcome humain est trés
importante puisqu’d ce jour, il n’existe aucune molécule pouvant prédire la
progression de ce cancer. Le profil d’expression de ’endothéline-1 (ET-1), de
I’ostéocrine, de la PARP-1 ainsi que de 1’ezrine représente de bons candidats en tant
que marqueurs du caractére agressif de 1’ostéosarcome. En effet, un niveau
d’expression élevé de ’ET-1, de la PARP-1 ainsi que de 1’ezrine a été mise en
évidence dans des tissus tumoraux ainsi qu’au niveau du géne des cellules dérivées
d’ostéosarcomes de hauts grades. Quant a I’expression de 1’ostéocrine, un patron
d’expression inverse et ce, tant au niveau génique qu’au niveau protéique a été établi.
Des études in vivo ont également appuyé le réle important du récepteur ETa de
I’endothéline dans le développement d’une tumeur induite in vivo chez la souris
nude. Cette étude suggere, pour la premiére fois, un lien entre le patron d’expression
de ces quatre molécules et le grade histologique de ’ostéosarcome. Ces molécules
sont d’autant plus importantes vu leurs réles dans la carcinogenése, plus précisément
dans I’apparition et le développement d’une tumeur osseuse. De plus, cette étude
souligne 1’implication de divers genes dans la pathogenése de 1’ostéosarcome, ce qui
ouvre plusieurs portes d’étude dans le but de mieux comprendre les mécanismes qui

controlent le développement de 1’ostéosarcome humain.

Mots-clés : ostéosarcome, endothéline-1, ostéocrine, PARP-1, ezrine, PTHrP, grade,

métastase, progression tumorale.
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Abstract

Highlighting biological markers in human osteosarcoma is very important since, to
this day, there is no existing molecule that can predict the clinical behaviour of this
malignancy. The expression profiles of endothelin-1 (ET-1), osteocrin, PARP-1 and
ezrin represent good marker candidates for the aggressive character of osteosarcoma.
Indeed, a high expression level of endothelin-1, PARP-1 and ezrin has been
highlighted in tumoral tissues and also at the gene level of high grade osteosarcoma
derived cells. As for the expression of osteocrin, an inverse expression was
established for both gene and proteic levels. In vivo studies have supported the
important role of endothelin ETa receptor in the development of a tumor induced in
vivo on nude mice. This study suggests for the first time, a link between the
expression pattern of these four molecules and the histologic grade of osteosarcoma.
These molecules are that much more important due to their role in cancerogenesis,
specifically in the appearance and development o'f bone tumors. Furthermore, this
study underlines the implication of diverse genes in the pathogenesis of
osteosarcoma, which opens several avenues of study in the pursuit of understanding

the mechanisms that control the development of human osteosarcoma.

Keywords: osteosarcoma, endothelin-1, osteocrin, PARP-1, ezrin, PTHrP, grade,

metastasis, tumoral progression.



Table des matiéres

Page titre .......ooovveveeviniicnnciccn i

Identification du jury .......cccc.cceee.n.

......... e teeeeee o —raaeetetrsiirsnniiinanrrsseerenesanarineeesesnnann 11
Résumé............... ereeereneees e ——— v aaeean. ereeeseettrerter .o trrasabrraanaerra . i
=X 51211 ¢: o1 SO UU VORI iv

EE T L R R R L D

Table des matiéres................ reerrreereeaen

Liste des figures...........c...... veeenes Crereeseenrethantrraresaerbbrretantaaaaaeaaaaas cereennnnnarens eerereees X

Liste des sigles et abréviations ................. ettt ereateeie e ateeeaae e bbeeeaae et easrneeenareanane Xii
ReEMErciements ......cccveeereueeereeiennannns eteeeeareeeeehananteas bt tar et teserat e e anaaeenannraeas verrrrees Xiv

CHAPITRE 1 : INTRODUCTION ....c.covvirersensncsisassersessnseesnssesssssssssesanssnesasanesaens |

CHAPITRE 2 : REVUE DE LA LITTERATURE.......covrimmnnnienressensessennsensee d
2.1 L’OSTEOSARCOME ......... rrereeneanes 5
2.1.1 Généralités......... ceeeereaeneres
2.1.2 Caractéristiques anatomiques et hi'stologiques ....................
2.1.2.1  Legrade.....cccomemrnnnn. erveee s 6
2.1.2.1.1 Différenciation des ostéoblastes .............c....... 6

2.1.2.1.2 Dédifférenciation des ostéoblastes (anaplasie)...........ccoeevcee. 8

2022 Le Stade oo eeeeeenea 8

2.1.3 Classement de I'0Sté0Sarcome ...........ceeeeeeccenveecereneccrinenieeenrenne 9
2.1.3.1 Ostéosarcome central (intramédullaire)......... reererrerrrrteesreserranesnsnes D
2.1.3.2  Ostéosarcome de surface (périphérique)....... e vreersenreenenns 10

2.14 Etiologi€.......o....... cereererer e erersstesebereresesssererantssasesansensssesssnersnssenees | 0
2.1.4.1 Ager_lts ENVIFONNEMENtAUX ....rveerrerrrerrerrenee ceveenmresseeneueneneennennone | |
2.1.4.2  Facteurs héréditaires ............c..een.e.. JORUTSRUOTOTIRRROITRRRN veeerenne 1
2.1.4.2.1 Syndromes héréditaires......... [N errereenrreeen URRS I |
2.1.422 Le rétinoblastome (Rb).......ccoccovevvriinminiinnnenins RUPTRTRRIRR |
2.1.4.3  Facteurs moléculaires............... P es e
2.15 Traitements de ['ostéosarcome............... et naes rerrerrrnrnesreeseniene 1 2

2.1.5.1 Traitements de chimiothérapie ...........cccceverreernnnne. reeresiennsnenrenneens 13



Vi

2.1.5.1.1 Amélioration des traitements............coeceuevnceerncininininniininneiies 14

2.1.5.1.2 Traitements aCtUelS .............ccouveerieiieeirieenienieenrieneeeeneesaeeneees 14

2.1.6 Etudes cliniques.. ......................... U OO UUPPOUUPOPIORPPRRPPIOR 15
2.1.7 Les modeles animauX ..........ceeeuveeerieniiiniiieesieeeereneeeineeessieeenreeseneeesne 16
2.1.8 L’ostéosarcome et 1’angiogenese ..........c..ceevveeerereenmreronreresueeennneenns 17
2.19 Facteurs PronostiCs.........occvvierierriiieiereiiercesieesnieeenieeeeereeennneeas westoces 18
2.2 L’ENDOTHELINE-L....covotttiiiriirietreineeeeieeeseessessiessse s sssaessesss e 19
2.2.1 GENETAlIES ........coviiiiiiiiiiieee et 19
222 Synthése de endothéline-1...................oovnveennnee [ST 20
223 Le r6le de PET=1 if ViVO........cccoeeeeiiiiiiiiie et 20
2.2.4 Récepteurs de I’endothéline-1..............ccoovveeeiecieiieicerceeeeeieee 21
2.2.4.1 Lerécepteur ETA .coccciieiicecec ettt eeeeee e 21
2242 Lerécepteur ETR......cccoiiii e, 21
225  L’endothéline-1 et 1a PTHIP ..........c..ooooovvvvvvveereeeereeeseeeeeeeeseeennoenneene 22
2.2.6 L’endothéline-1 et 1a carcinOgeneése...........cccecvvveeeveevrreeesvreeeseseeeenns 22
2.2.6.1 La prolifération cellulaire ...............cccooceerivniniiiiniie e 23
2.2.6.2 L aPOPIOSE c.eereeereeieeeiietee e ee s e e e senaeeessnr e e e sarae e e e nan e e eaneeaesenane 23
2.2.6.3 La progression tumorale .............ceeveuieeieeiimneeeiiee e 23
2.2.6.4 L’angiogeneése tUmOrale............ccocvvrvieerivoreriererieeerenreeesevenesassenne 24
2.2.7 Endothéline et traitement du cancer...........ccccoeeeerrveeecieceiiie e 24
2.2.7.1 Expression des récepteurs ETA et ETg ....ccccveeviieniennniininiiennnene 24
2.2.7.1.1 Inhibiteurs des récepteurs ETA €t ETp....cccoovuerrvunrrinceinrciieennnee. 25

23 L'OSTEOCRINE .......cmovvvooeeeeeeeeeeeeseoesssessnesassesseseesssssssseseeee s 26
2.3.1 GENETALILES .....oeiiiiiiiiiiiiiiit et 26
2.3.2 SHUCKIUTLE.....ceieiiiiiiiiiieecr ettt sve e eee s Dane e e 26
233 Expression de I’0StE0CIINE ............cooevivviicrneeeiinririenieereeeeveeeeeeees 27
2.3.3.1  Expression dans 1’08 .......cccuvvrerieiiecrienieeneenirencieenireeiessinesasisreeene 27
2.3.3.2 Expression chez les femmes ménopausées.........c...cceveuerrrcerenneeen. 28
234 Expression de I’ostéocrine et différenciation des ostéoblastes............ 28
2.4 LaPARP-L..oioiiiicic ettt ettt s e aa s e 29
241 GENBIAIES ..ot e 29

242 SEHUCEUIE ...ttt et et s evte e e sr e sane 29



vil

243 Fonctionde Ia PARP-1 ......c.cccoiiiiiie e e 30
2.43.1 Réaction de poly (ADP-ribosyl) 2tion ...............oveevvereeverreereereernnn. 30
2.43.2 Mort cellulaire par apOPtoSe.........c.eeeeeeeevrieeiiereirieeeeeeereeeereeeeeen 31
2.43.3  NECIOSE VETSUS APOPLOSE .....vvrveeereririecnrnreeiernrrerennrrreesereesersereerenres 31

244 PARP-1, nouvelle cible thérapeutique.............ccc.cevevverveeevevenreeevennnne. 32
2.44.1 Inhibiteurs de la PARP-1 et la carcinogenese...............c.oevverreennne 32

2.5 0 L’EZRINE ... e e e e v e eeaa s 33

2.5.1 GENETALILES .....ovevivierieiieeer ettt en e eme et enereeneenes 33

252 SIUCIUIE ....oiieeii et e e e e e ae e e e 33

253 Fonctions de '€ZIINe ........ccceeeveriniiieniiienniieciicentieeeieaes e siveeeeeeesaes 34

254 Activation/inactivation de I’ezrine...............c.ccoooeiiieriiiicciiei e, 34
2.5.4.1 Activation de la voie de signalisation Rho .................ceceviierennnn. 35

2.5.5 L’ezring €t 1€ CANCEr ........ocooiiiiiiiiiiiei et 36

2.6 HYPOTHESE ..ottt ettt sas e 36
2.7 OBIECTIFS ......otiiciieeitieieeeneeeeieaesrteesireessteesvaeesstesaeneeeensaes seesssnasssnesans 37
CHAPITRE 3 : MATERIELS ET METHODES...........cccecun.. Heesesssensensansansssesns 38
3.1 Lignée cellUlaire.......c...ooviieiieenierniiieniieence e eeieeesieesirees e eeieresereeenee 39
3.2 TisSuS RUMAINS. ...c.ooiiiiiiiiiiiie et e e s 39.
3.3 Isolation des cellules a partir des fUMEULS OSSEUSES......ververreer e roerererreene. 40
3.4  Culture cellulaire..........cccoiiiiiiiiniiieie e eee e rre s e eeraeesareeens 40
3.5  Test de la phosphatase alcaling.............cccceerveriernerrerieeiensreeseieeeeeeenneeneen 41
3.6  Extraction et dosage de PARN .......ccccceiriiiieieiiiiirre e cee e e 41
3.7 RT-PCR (Revérse Transcription Polymerase Chain Reaction)................... 42
3.8  Extraction et doéage des protéines totales............cecveeerrererrieeeseeireeeeeee 44
3.9  Précipitation a I’acide trichloroacétique...........o.eevereueeeneenenraneeeneeneeene. 44
3.10 Buvardage de type Westen......cccccevvvirireriirieeieerece e e sene e 44
T T B 153 (1170 ' T o 1O S 45
3.12  Coloration é0sine/héMatoXYIiNe .................ovevrveererieeeeeeeiseeeeerensesnenenenn. 46
3.13  ImmunohiStOChIMIE .......cccveiiiiiieiieiiciieeeiteee et eeeerereee e e ee e e seneeeenee 46
3.14  EXPEIIENCES 1M VIVO .ecuureiriieriierieeeierreeeseteseeteanereeseesssnnesssneesaessnsessasseennne 48

3.15 Considérations EthiqQUeS................ccevevivieveverieveririerereereeereseeseeeeeeeeseeeeens ....48



viil

3.16  Analyses StAtIStIGUES ......covueeuieriienrieeiieneeerteecee et eeesseeeee e s nreeneesnenen 49
CHAPITRE 4 : RESULTATS.....u.coonvcutmnirmnsnssssssssssssmssssmsssssssssssssssassssmssssssssssens 50
4.1 Expression de I’ET-1 et de ces récepteurs dans l’ostéosarcofne humain..... 51
4.2  Expression de I’ostéocrine (ostn) dans l’ostéosarcomé humain.................. 55
4.3  Expression de la PARP-1 dans I’ostéosarcome humain...............cccceeerenne. 61
4.4  Expression de I’ezrine dans I’ostéosarcome humain .............ccceccveeceencnnn. 65

4.5 Effet de ’antagoniste du récepteur ET4 sur la taille des tumeurs induites
FLVIVO .ottt ettt et e et st senereae s 69

4.6  Evaluation histologique des poumons et des tumeurs induites in vivo
ChEZ 12 SOUTIS UM ......c..cceoeeneiieeiciecee et 73

4.7  Expression des protéines candidates : I’'ET-1, I’ostéocrine, la PARP-1 et
1’ezrine dans les tumeurs induites in vivo chez la souris nude .................... 78
4.8 Caractéristiques des tumeurs osseuses humaines ..........c.cccceveeeveecverenennnne 83
CHAPITRE 5 : DISCUSSION .....ucinuinuncsenccsncsorecssanssencsanssassssasssssessanssasasssnssasese 85
5.1  Profil d’expression des protéines candidates dans 1’ostéosarcome humain. 86
5.1.1 L’endothéline-1 et ces réCepteurs. ... .....ccocueereererrieinerricreneenieennens 86
512 LaPTHIP ..ottt sees e ssss st 87
503 LPCZINC.oeovvveeeoeeeeeeeeeeoeeeeeeeeeseeeeeseseseseesessesesesseeseeseeessseneeseeseeeee 88
5.1.4 L7OStEOCTING .....eouiiiiiiiiiiiiiiiceiee ettt 90
5.1.5 LaPARP-T ..ottt s 91
52 Effetdu BQ-123, sur une tumeur induite /»n vivo chez la souris nude ......... 93

5.2.1 Effet du BQ-123 sur le développement d’une tumeur induite in

52.2 Effet du BQ-123 sur I’expression des potentiels marqueurs de la

Progression tUMOTALE .......c.ccoueeiiiiriiienicniee sttt 94
CHAPITRE 6 : CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES ..........coccevvuervnrernacsannene 96
REFERENCES ......u.ocucvniuminsecnnsnnsesssasssssssssssssssssmssssssssssssssssssssssssssasssssssmessessaons 101
ANNEXES/ ................................ 129



- Ix

Liste des tableaux

CHAPITRE 2 :
Tableau I
Tableau II

CHAPITRE 3 :
Tableau III

Tébleau v
Tableau V

Tableau VI

CHAPITRE 4 :
Tableau VII

Tableau VIII

Tableau IX

Tableau X

REVUE DE LA LITTERATURE ......ccccoeueueeermmresrssensasassassssasese 4
Stades de I’ostéosarcome selon le Systéme Enneking....................... 9
Catégories et sous-type d’ostéosarcomes selon 1’Organisation

Mondiale de1a SANtE ............ovveviieeieieeeeeeeeceeeees e reeee s e e 10

Amorces et conditions pour la réactionde PCR .............ccoeceeennnn. 43

Anticorps primaires utilisés pour les immunobuvardages de type

Anticorps primaires  utilisés pour la technique

d’immunohistochimi€..........coovvvevvmnveeeeinnenens e et e e araaens 47

RESULTATS...cuucvsuunnctnnsessenssssassssssssssssasssssssssssssssssssssssssassssssses 50
Analyses statistiques de I’expression de I’ET-1, de 1’ostéocrine,
de la PARP-1 et de I’ezrine, suite 4 des immunohistochimies
réalisées sur des coupes de tissus d’ostéosarcomes humains........ .69
Effet de ’antagoniste du récepteur ETA (BQ-123) sur la taille
d’une tumeur induite in vivo chez la souris nude. .............cccveueee... 70
Analyses statistiques de I’expression de I’ET-1, de 1’ostéocrine, de la
PARP-1 et de I’ezrine, suite a des immunohistochimies réalisées sur

des coupes de tissus des tumeurs induites in vivo chez quatre souris

N



Liste des figures

'CHAPITRE 2 : REVUE DE LA LITTERATURE ......c.oeemnrecercnneennresecsnsnessessanes 4

Figure 1

CEIIUIAITE. ..oveveiiiiiceiiiere ettt sttt e rae st s e e 7
CHAPITRE 4 : RESULTATS....ccconmvemceenrmcnonens bt s aes s 50

Figure 2 Expression du géne de I’endothéline-1 (ET-1), de ces récepteurs
(ETx et ETp) et de la PTHrP dans des ostéoblastes humains. ............... 52

Figure 3 Expression protéique de !’endothéline-1 (ET-1) dans des tissus
d’ostéosarcomes humains. .........c.c.eeceererieeenimreeieiinicenieeereneessnereesaenas 53

Figure 4 Expression protéique de I’endothéline-1 (ET-1) dans un tissu de
tumeur a cellules gEantes. ..........o.uvvrerieeerinrcveiiieeer e 54

Figure 5 Expression du geéne de ’ostéocrine dans des ostéoblastes dérives
d’ostéosarcomes humains. .........c.eceeommeeinniriiiiccinierecesreeenresseessins 57

Figure 6 Expression protéique de 1’ostéocrine (Ostn) dans des ostéoblastes‘
dérivés d’ostéosarcomes RUMAINS ............cowureervereeererenrsernnesecesreennns 58

Figure 7 Expression protéique de I’ostéocrine dans des tissus d’ostéosarcomes
B e A, 59

Figure 8 Expression protéique de I’ostéocrine dans un tissu de tumeur a
cellules BEANLES ..........icccueeiiiviiciir et 60

Figure 9 Expression du géne de la PARP-1 dans des ostéoblastes dérivés

d’ostéosarcomes hUmAINS ..........coc.veveeeeiiriceeciinirieii e e 62

Figure 10 Expression protéique de la PARP-1 dans des ostéoblastes dérivés
d’ostéosarcomes hUMAINS. .........cccuevrierccerrireeiinnneereertreie e iaeeaeesnaenas 63

Figure 11 Expression protéique de la PARP-1 dans des tissus d’ostéosarcomes
humains...........cccoevvvievnnee. et te et n et sttt e et e aee b reraas 64

Figure 12 Expression du géne de I’ezrine dans des ostéoblastes dérivés
d’ostéosarcomes humMains ..........cccuvevveeiiiinieniiniis e 66

Figure 13 Expression protéique de I’ezrine dans des ostéoblastes dérivés

Génes nécessaires a la différenciation des cellules pluripotentes
mésenchymateuses en ostéoblastes différenciés et expression des

différents marqueurs des ostéoblastes au cours de la différenciation

d’0StE0SArcOmMES MUMIAINS. ......ovvvveeeiveanriessereirermrsesseeerersssasessanesassannnn 67



Figure 14

Figure 15

Figure 16

Figure 17

Figure 18

Figure 19

Figure 20

Figure 21

Figure 22

Figure 23

Figure 24

X1

Expression protéique de 1’ezrine dans des tissus d’ostéosarcomes
RUMAINS. ....ciiiiiiiiiiiiie et 68
Radiographies démontrant 1’effet de I’antagoniste du récepteur ET
sur la taille d’une tumeur induite /n vivo chez la souris nude................ 71
Apparence macroscopique des tumeurs induites /n vivo chez la
SOUIES FIUAE .....c.onveneeniarreeeeter e ete s esae et re s sessas st eme e e seecnsesennssae e 72
Evaluation histologique (coloration éosine/hématoxyline) des coupes
de poumons de souris nude ayant regu des injections de PBS
(CONIIOLE)........eiieiiieeii it et ee s e ccrasese e e e aeesreesareeensnens eenns 14
Evaluation histologique (coloration éosine/hématoxyline) des coupes

de poumons de souris nude ayant regu des injections de BQ-123 ......... 75
Evaluation histologique (coloration éosine/hématoxyline) des
tumeurs induites /n vivo chez la souris nude ayant regu des injections

de PBS (CONMIOIE). «....oeeeeiiieeicceeee ettt ettt 76
Evaluation histologique  (coloration éosine/hématoxyline) des

tumeurs induites in vivo chez la souris nude ayant regu des

‘njections de BQ-123 ... et a e 77

Expression protéique de I’endothéline-1 (ET-1) dans des tumeurs
induites in vivo chez la souris nude. ............c.cccoocveeeeiiiiiiiiieiniecnn, 79
E){pression protéique de |’ostéocrine dans des tumeurs induites in
vivo chez la souris nude ...............ccoocevviicinniiniiniiccii e 80
Expression protéique de la PARP-1 dans des tumeurs induites /n vivo
chez la souris #ude .............ccccooceiiniiiiiii e 81
Expression protéique de I’ezrine dans des tumeurs induites in vivo

ChEZ 18 SOUTIS FUE. ....ovcevneeesere e eerteeearissreenacssennssssrarsannssseen 82



xii
Liste des sigles et abréviations

ADM : Doxorubicine

ADN: Acide Désoxyribonucléique

ADNCc : Acide Désoxyribonucléique Complémentaire
Akt: Focal Adhesion Kinase

ARN: Acide Ribonucléique

ARNm: Acide Ribonucléique messager

bFGF: Basic Fibroblast Growth Factor

BMP2: Bone morphogenetic Protein 2

BRCT: Breast Cancer Susceptibility Protein C-Terminus
Cbfal: Core-Binding Factor Alpha 1

CD44: CD44 molecule (Indian blood group)

CDP: Cisplatine

COG: North American Children's Oncology Group
COSS: German-Austrian-Swiss Cooperative Osteosarcoma Study Group
DAB : Diamino-3,3'benzidine

ECE: Enzyme de Conversion de |’Endothéline

EGF: Epidermal Growth Factor

EPB41: Erythrocyte Membrane Protein Band 4.1

EOI : European Osteosarcoma Intergroup

ERK: Extracellular signal-Regulated Kinase

ERM : Ezrin/Radixin/Moesin

ET-1 : Endothéline-1

irET-1 : Endothéline-1 Immunoréactive

ET-2 : Endothéline-2

ET-3 : Endothéline-3

ETa : Récepteur A de ’endothéline

ETg : Récepteur B de I’endothéline

FAK : Focal Adhesion Kinase

FBJ: Finkel, Biskis and Jinkins

GM-CSF: Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor
HEK 293: Human Embryonic Kidney cells



HERZ2: Human Epidermal Growth Factor Receptor-2
IFO: Ifosfamide

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinases
MDM?2 : Murine Double Minute 2

MMP : Métalloprotéase Matricielle

MTX : Méthotrexate

NAD' : Nicotinamide Adénine Dinucléotide
OMS: Organisation Mondiale de la Santé
OPN: Ostéopontine

OS: Ostéosarcome

Ostn: Ostéocrine

p53: Protein 53

PAREP: poly (ADP-ribose) polymérase

PBS: Phosphate Buffer Saline

PDGE: Platelet-Derived Growth Factor
PDTC: Pyrrolidinecarbodithioic Acid

PI3K: Phospho-Inositide 3 Kinase

PIP,: Phosphatidylinositol 4, 5-Biphosphate
PPET-1: Préproendothéline-1

PTHrP: Parathyroid-hormone-related peptide
PTH: Parathyroid-hormone

Rb: Rétinoblastome

RT-PCR: Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction

Runx2: Runt-Related Transcription Factor 2

SEER: Surveillance Epidemiology and End Results
SLIT: Sustained release Lipid Inhalation Targeting
SSG: Scandinavian Sarcoma Group

TBS : Tris Buffer Saline

TCG: Tumeur a Cellules Géantes

TGFp: Transforming Growth Factor _
TIMP: Tissue Inhibitors of Matrix Metalloproteinases
TP53: Tumor Protein p53

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor

xiii



Xiv
Remerciements

Je tiens a remercier Florina Moldovan, pour m’avoir accueilli dans son laboratoire de
recherche et pour m’avoir permise de travailler sur ce projet d’étude. Je tiens
également a remercier mon co-directeur de recherche, Alain Moreau, pour sa
disponibilité, mais surtout pour ses connaissances scientifiques. Je tiens a leur
exprimer toute ma gratitude pour leurs précieux conseils et pour avoir contribué a

travailler dans un endroit motivant et chaleureux.

Merci a tous les membres du laboratoire ainsi qu’a tout ceux qui m’ont aidé et
supporté lors de ce projet de maitrise. Je voudrais également remercier Mélanie Felx
pour m’avoir initiée au projet de recherche. Je tiens a remercier tout particuliérement
Kareen Letellier, Mathilde Cancel, Karen Dahan et Domininique Leboeuf pour leur

écoute et leur soutien lors de ma rédaction.

Je remercie Ginette Lacroix pour sa disponibilité et son aide a la collecte des tissus et

des données cliniques.

Je tiens a remercier le Centre de Recherche de 1’Hopital Sainte-Justine ainsi que le
Réseau de Recherche en Santé Buccodentaire et Osseuse du FRSQ pour les fonds

attribué pour la participation aux différents congrés scientifiques.

Et finalement, un merci spécial a mes parents et surtout a mon copain, Mathieu

Gagnon, pour m’avoir encouragé et supporté tout au long de ma maitrise.



CHAPITRE 1 : INTRODUCTION



L’ostéosarcome (OS) est la tumeur primaire de I’os la plus commune en pédiatrie.
Cette tumeur maligne est caractérisée par une forte agressivité, ce qui cause
I’apparition trés précoce des métastases pulmonaires (Arndt et al., 1999; Marina et
al., 2004). Au cours des 25 derniéres années, plusieurs progrés importants ont été
réalisés, dont le plus considérable correspond a la mise en place des traitements de
chimiothérapie pré et post-opératoire (Rosen et al., 1982). Grace a 1’élaboration de
ce protocole durant les années 1980, le taux de survie des patients a cinq ans est
passé de 12%, suite & une exérése compléte de la tumeur, a 60%-70% (Bacci et al.,
2000; Renard et al., 1999). Cependant, depuis ’arrivée de ces traitements, les
progrés dans ce domaine de recherche ont atteint un plateau. En effet, bien que
certains nouveaux médicaments aient ét€ introduits, comme le cisplatine,
I’ifosfamide et 1’étoposide, le taux de survie ne dépasse toujours pas les 75% et le
pronostic est imprévisible (Bacci et al., 2000). En effet, le principal probléme est
que certaines tumeurs avec un bon pronostic peuvent évoluer subitement en tumeurs
trés agressives suite aux phénoménes de dédifférenciation cellulaire. Cet événement
de transformation serait le résultat d’un dysfonctionnement des génes qui
interviennent dans la prolifération, la différentiation, 1’adhésion et 1’apoptose des
cellules. L’ET-1, I’ostéocrine, I’ezrine et la PARP-1 interviennent respectivement
dans ces processus, et leur profil d’expression pourrait étre utilisé en tant que

marqueurs biologiques prédictifs de 1’évolution de 1I’ostéosarcome.

L’ET-1, en tant que mitogéne, joue un rdle dans la prolifération cellulaire et la
carcinogenése. Plusieurs études, incluant les résultats de notre laboratoire,
indiquent que le blocage des récepteurs de ’ET-1 influence I’invasion des cellules et
le développement des métastases (Felx et al., 2006; Nelson et al., 2003). Felx et al.,
ont démontré in vitro que le récepteur ET4 est une cible thérapeutique a considérer
afin de limiter le pouvoir invasif des cellules d’ostéosarcomes humains, bien que ces
résultats in vitro nécessitent d’étre renforcés par des études in vivo pour confirmer le

role du récepteur ET 4 dans la progression tumorale de 1’ostéosarcome.

L’ostéocrine (ostn), impliqué dans la différenciation des ostéoblastes, est une autre
molécule importante & étudier dans 1’ostéosarcome (Bord et al., 2005). Cette
molécule démontre un patron d’expression plus élevé dans les os jeunes, puisque le

processus de différenciation des cellules osseuses est trés sollicité (Komori, 2006).



Etablir une corrélation entre 1’expression de cette protéine et le grade de
’ostéosarcome pourrait démontrer que 1’ostéocrine est un bon candidat en terme de
biomarqueur de I’ostéosarcome et pourrait conférer un effet protecteur aux

ostéoblastes.

L’implication de la PARP-1 (poly (ADP-ribose) polymérase) dans la pathogenése de
I’ostéosarcome semble importante. En effet, plusieurs papiers ont étudié
I’expression de cette molécule dans diverses pathologies et cancers (Zhang ef al.,
1994). Ces études mettent en évidence le réle primordial de la PARP-1 lors du
processus d’apoptose (Ha et al, 2000). Une corrélation entre les niveaux
d’expression de la PARP-1 et le grade de 1’ostéosarcome démontrerait 1’implication

cruciale de cette molécule dans 1’ostéosarcome.

Une autre molécule candidate, 1’ezrine, a été étudiée dans le cadre de 1’apparition des
métastases de divers cancers. Cette protéine est surexprimée chez les patients ayant
le cancer de la prostate et ayant développé des métastases. De récentes études
abondent dans le méme sens en ce qui concerne 1’ostéosarcome humain (Khanna et
al., 2004; Yu et al., 2002). L’ezrine semble donc un bon candidat comme ma;queur
de I’apparition des métastases chez les gens atteints d’un ostéosarcome. L’ezrine,
mis en commun avec d’autres molécules comme le systéme de I’ET-1, 1’ostéocrine et

la PARP-1, permettrait d’augmenter la fiabilité de ce marqueur chez les gens atteints

d’un ostéosarcome.

Malgré 1’évidence de I'implication de ces molécules dans la carcinogenése, aucun
travail de recherche n’a étudié le systéme de I’ET-1, de 1’ostéocrine, de la PARP-1,
ainsi que de ’ezrine en tant que biomarqueur de 1’ostéosarcome humain. L’analyse
du profil d’expression de ces molécules pourrait contribuer 4 donner un meilleur
pronostic aux patients atteints d’un ostéosarcome en plus d’aider dans le

développement de nouveaux traitements contre cette tumeur maligne de 1’os.



CHAPITRE 2 : REVUE DE LA LITTERATURE



2.1 L’OSTEOSARCOME

2.1.1 Généralités

L’ostéosarcome (OS) est une tumeur primitive maligne de I’0os qui représente moins
de 0,2% de tous les cancers humains (Papachristou et al., 2007). Ce type de tumeur
affecte principalement les enfants et les adolescents (Arndt ef al., 1999, Marina et al.,
2004). Plus précisérhent, ce cancer représente 2,5% de tous les cancers touchant les
enfants et les adolescents (0-19 ans) au Canada (Canadian Cancer Society, 2007) et
2,4% aux FEtats-Unis (American Cancer Society, 2007). L’ostéosarcome est la
tumeur primitive maligne de 1’0s la plus répandue et la plus diagnostiquée (47%)
devant le sarcome d’Ewing (27%) et le chondrosarcome (15%) (Marina et al., 2004).
Chez les personnes Agées, ’ostéosarcome survient souvent suite a une pathologie
préexistante, comme la maladie de Paget (Hansen, 2002). L’ostéosarcome s’observe
donc principalement chez les enfants et les adolescents de 10 & 20 ans, touchant plus
souvent les gargons que les filles selon un ratio gargon : fille de 1,6 :1 (Rytting et al.,
2000). Plus précisément, cette tumeur maligne de I’os affecte les enfants avec un age
moyen de 16 ans pour les filles et de 18 ans pour les gargons. Cette différence d’age
est diie a la période rapide de la croissance osseuse qui arrive un peu plus tot chez le
sexe féminin, comparativement au sexe masculin (Gurney et al., 1999; Rytting et al.,

2000).

2.1.2  Caractéristiques anatomiques et histologiques

L’ostéosarcome est une tumeur maligne de 1’0s qui se caractérise par la production
anormale de matrice osseuse et d’ostéoide par les cellules tumorales (Dahlin et al.,
1967; Longhi et al., 2006). Ce type de tumeur peut toucher tous les os du corps,
mais on la retrouve préférentiellement au niveau de la métaphyse des os longs. Prés
de 50% des ostéosarcomes chez I’enfant et le jeune adulte se développent autour du
genou (Dahlin et al., 1967; Weinfeld et al., 1962). Plus précisément, 1’ostéosarcome
se situe principalement au niveau distal du fémur (40%), au niveau proximal du tibia
(15%) ainsi qu’au niveau proximal du fémur et de I’humérus (14%). Ces
localisations correspondent aux segments osseux ayant une croissance tres élevée.

Les atteintes au niveau de la diaphyse sont peu fréquentes {moins de 10%) et ceux au



niveau de I’épiphyse sont encore plus rares (Mankin e al., 2004; Stiller et al., 2001).
L’ostéosarcome peut aussi se développer au niveau du squelette axial dans environ
10% des cas. Lors de cette situation, le site le plus commun chez I’enfant est au
niveau du pelvis (Marina ef al., 2004). La tumeur a cellules géantes (TCG) est une
tumeur bénigne de 1’0os qui représente 5% des néoplasies osseuses (Gamberi ef al.,
2003). Les principaux sites d’atteinte sont les méme que pour 1’ostéosarcome, soit
au niveau des os longs, principalement la proximité distale du fémur (Miszczyk et
al., 2001). La caractéristique premiére de cette tumeur osseuse est sa capacité a la
destruction locale et son faible risque de métastases a distance. De plus, les patients
atteints de ce type de tumeur ont généralement un excellent pronostic, vu la nature

bénigne et peu aggresive de cette. tumeur osseuse (Lewis et al., 2007).

2.1.2.1 Legrade

Le grade de 1’ostéosarcome est déterminé selon la classification de Broders (Broders
et al., 1939). Cette classification détermine le grade de la tumeur, allant de 1 a 4,
selon le degré de différenciation des cellules tumorales. Plus le grade est bas, plus
les cellules de la tumeur sont différenciées et meilleur est le pronostic. Ainsi, un
ostéosarcome de grade 1 est caractérisé par la présence de cellules différenciées
allant de 100% a 50%, une tumeur de grade 2 est composée de 75% a 50% de
cellules différenciés, une tumeur de grade 3 est composée de 50% a 25% de cellules
différenciées et finalement, une tumeur de grade 4 est composée de moins de 25% de
cellules différenciées, donc cette tumeur est composée a plus de 75% de cellules

dédifférenciées (Broders et al., 1939; Unni et al., 1984).

2.1.2.1.1 ' Différenciation des ostéoblastes

Les ostéoblastes et les ostéoclastes sont les cellules osseuses qui assurent
principalement le remodelage osseux. Le cycle de remodelage est caractérisé par
différentes phases, dont la premiére consiste a la différenciation des ostéoclastes.
Une fois que les ostéoclastes sont matures, ils résorbent la matrice osseuse, ce qui
permet I’activation, donc la différenciation des ostéoblastes précoces en ostéoblastes
matures. Les ostéoblastes se différencient sous le contrdle de plusieurs génes. Ainsi,

Runx2/Cbfal, Ostérix et la B-caténine sont des facteurs de transcription essentiels



pour [a différenciation des ostéoblasies (Komor. 2006)  Plus  précisément,
Runx2/Chfal permet aux céllules plunpotentes mésenchymateuses de se différencier
en pré-osigoblazres, en plus Jd'inhiber leur différencunion en adipocyies ou en
chondrocytes (Komon ef of. 1997). Le comphlexe Runx2/Chfal o5t cssenticl a
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La B-caténine est quant a elle plus particulierement impliquée dans la différenciation
des ostéoblastes, plus spécifiquemment au stade de pré-ostéoblaste (Day et al., 2005;
Hill et al., 2005). Quant au facteur de transcription Ostérix il permet aux pré-
ostéoblastes de se différencier en ostéoblastes immatures (Nakashima et al., 2002).
Au cours de la différenciation de 1’ostéoblaste, différents marqueurs sont exprimés
de fagon séquentielle par la cellule. En fait, I’ostéoblaste exprime des marqueurs de
différenciation précoces, des marqueurs de prolifération cellulaire ainsi que des

marqueurs de minéralisation (figure 1) (Komori, 2006).

2.1.2.1.2 Dédifférenciation des ostéoblastes (anaplasie)

Les cellules tumorales sont caractérisées par une perte de différenciation. Ce
processus, appelé dédifférenciation cellulaire ou anaplasie, est défini par le fait que
les cellules tumorales qui composent la tumeur perdent en grande partie, voir
complétement, leurs caractéres morphologiques et fonctionnels. Plus précisément,
les cellules deviennent plus fusiformes, il y a présence d’atypie nucléaire et les
noyaux ont une forme plutdt irréguliére (Longhi et al, 2006). De plus, il y a
production d’ostéoide (Dahlin et al., 1967; Longhi et al., 2006). Plus la tumeur est

composée de cellules dédifférenciées et plus cette tumeur est agressive.

2.1.2.2 Le stade

Le stade des tumeurs osseuses est déterminé selon le systéme Enneking (tableau I).
Ce systéme classe les tumeurs malignes de ’os selon le grade (bas grade, haut
grade), I’étendu anatdmique locale (intracompartimentale ou extracompartimentale)
en plus de préciser s’il y a présence ou non de métastases (Enneking ef al., 1980).
Selon cette classification, seuls les patients qui présentent des métastases a distance
ont une tumeur de stade III. Quant au statut compartimental, il est déterminé selon
I’extension de la tumeur par rapport au cortex (Marina et al.,, 2004). Ainsi, si la
tumeur n’a pas atteint le cortex, on parlera d’une tumeur intracompartimentale et
dans le cas ou la tumeur a franchi le cortex on dira qu’elle est extracompartimentale.
Les ostéosarcomes sont principalement diagnostiqhés au stade IIB selon le systéme

Enneking.



Tableau I : Stades de I’ostéosarcome selon le syst¢éme Enneking. G1 : lésion de
bas grade, G2 : lésion de haut grade, T1 : lésion intracompartimentale, T2 : 1ésion

extracompartimentale, MO : sans métastase, M1 : métastases distantes.

Stade Grade Topographie Diffusion Métastatique

IA Gl T1 MO
IB G2 T2 MO
nAa - G2 T1 MO
1B G2 T2 MO
III G1 ou G2 T1ouT2 Ml

On dénombre peu d’ostéosarcome au stade IIA car les ostéosarcomes de haut grade
atteignent le cortex trés tot lors du développement de la tumeur. Ainsi, la majorité
des ostéosarcomes qui se développent chez les enfants sont des 1ésions de haut grade
au stade IIB ou III, selon s’il y a présence ou non de métastases a distance (Marina et
al., 2004). Le stade de la tumeur a une influence majeure sur le choix des traitements

thérapeutiques.

2.1.3 Classement de |’ostéosarcome

" La classification des ostéosarcomes est basée sur des critéres histologiques, en -
particulier sur le type de différenciation des cellules ainsi que du type de matrice
extracellulaire qu’elles produisent. L’ostéosarcome se divise en deux grandes classes
selon I’Organisation Mondiale de la Santé (Fernandez-Patron et al.) : I’ostéosarcome
central (intramédullaire) et 1’ostéosarcome de surface (périphérique). Chacune de

ces catégories renferme plusieurs sous-types.

2.1.3.1 Ostéosarcome central (intramédullaire)

L’ostéosarcome central est le plus fréquent des cas d’ostéosarcomes. Cette catégorie
regroupe  l’ostéosarcome  conventionnel, 1’ostéosarcome  télangiectasique,
I’ostéosarcome bien différencié (de bas grade) ainsi que I’ostéosarcome a petites
cellules rondes (tableau II). Toutes ces formes, sauf la forme dite bien différenciée,

sont hautement malignes (Schajowicz et al, 1995). Pammi les ostéosarcomes
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intramédullaires, 1’ostéosarcome conventionnel (a haut grade) est de loin celui qui est
le plus souvent diagnostiqué, soit dans environ 75% des cas (Dahlin et al., 1967).
Selon I’Organisation Mondiale de la Santé, 1’ostéosarcome conventionnel est réparti
en trois sous-classe: ostéoblastique, chondroblastique et fibroblastique. Ce
classement est basé sur le type de matrice majoritairement produite par les cellules

_ tumorales.

2.1.3.2 Ostéosarcome de surface (périphérique)

La catégorie ostéosarcome de surface, est composée de 1’ostéosarcome périosté,
I’ostéosarcome juxtacorticale (parostal) et 1’ostéosarcome de haut grade (tableau II),
selon ’OMS.

Tableau II : Catégories et sous-type d’ostéosarcomes selon I’Organisation

Mondiale de la Santé.

Ostéosarcome.

Central (Intramédullaire) De Surface (Périphérique)

Conventionel (de haut grade)  Périosté
Télangiectasique Juxtacorticale (parostal)
Bien différencié (de bas grade) A haut grade

A petites cellules rondes

2.1.4 KLtiologie

Les connaissances sur les causes de l’ostéosarcome ne sont pas évidentes.
Cependant, il existe certains facteurs de risque qui sont en partie responsable de
I’apparition d’une tumeur osseuse maligne. Ces facteurs sont séparés en trois
classes: les agents environnementaux, les facteurs héréditaires et les facteurs

moléculaires.
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2.1.4.1 Agents environnementaux

Une origine chimique (Dutra et al., 1950; Tapp, 1966) ou virale (Fuchs et al., 2002),
une radiation (Longhi et al., 2003; Pritchard et al., 1975) ou encore un traumatisme
(Aboulafia et al., 1999) pourrait étre a ’origine de ’apparition d’un ostéosarcome.
Ces causes ont surtout été étudiées chez le lapin et le rongeur. Plus spécifiquement,
le silicate de zinc béryllium et I’oxyde de béryllium ont été étudiés chez le lapin et le

virus FBJ (Finkel, Biskis and Jinkins) chez la souns (Fuchs et al., 2002).

2.1.4.2 Facteurs héréditaires

Bien que la plupart des cas d’ostéosarcomes soient sporadiques, un faible
pourcentage des tumeurs est dii & une prédisposition génétique (Gelaw et al., 2004;
N

Quesnel et al., 1999; Thomas et al., 2001; Woods, 1998).

2.1.42.1 Syndromes héréditaires

Une association entre certains syndromes héréditaires et |’apparition d’un
ostéosarcome est bien documentée dans la littérature. De fagon plus précise, les gens
atteints du syndrome de Bloom (German, 1997, Woods, 1998), du syndrome
Rothmund-Thompson (Gelaw et al., 2004) et du syndrome de Li-Fraumeni (Quesnel
et al., 1999; Varley et al., 1997) ont un facteur de risque beaucoup plus élevé de
développer un ostéosaréomé. Le syndrome de Li-Fraumeni est le mieux documenté
par rapport a 1’ostéosarcome. Ce syndrome est caractérisé par une mutation du geéne
TP53, gene qui code pour la protéine p53. Cette protéine est un suppresseur de
tumeur qui exerce son action via le cycle cellulaire, plus spécifiquement au point de
contrdle lors de la transition de la phase G1 4 la phase S (Zamzami et al., 2005). Une
mutation du geéne TP53 dérégle le cycle cellulaire, ce qui permet a une cellule
anormale de ne pas mourir via le mécanisme de I’apoptose et ainsi de se multiplier

(Lane, 1992).

2.1.42.2 Le rétinoblastome (Rb)

Une autre association a été faite en ce qui conceme certaines formes du
rétinoblastome (Rb) et |’apparition subséquente d’un ostéosarcome. Au départ, ces

ostéosarcomes ont été associés a la radiation subie par la personne pour traiter le
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. rétinoblastome. Cependant, I’ostéosarcome se développe ailleurs que dans la région
de I’orbite, site du rétinoblastome. Ceci indique qu’une mutation du géne Rb est
plutdt responsable de 1’apparition de I’ostéosarcome (Mitelman, 2000; Scholz et al.,
1992). Une personne ayant un rétinoblastome héréditaire a 500 fois plus de risque
qu’une personne en santé de développer un ostéosarcome (Gurney et al., 1995;

Thomas et al., 2001).

2.1.4.3 Facteurs moléculaires

Certains facteurs moléculaires sont associés a la pathogenese de 1’ostéosarcome.
Plus précisément, diverses études démontrent que plusieurs proto-oncogénes, dont c-
myc et c-fos, sont surexprimés dans 1’ostéosarcome (Ladanyi et al., 1993; Wu et al.,
1990). Il est déja établi dans la littérature que la surexpression de HER2 (human
epidermal growth factor receptor-2), est associé a un mauvais pronostic pour les
femmes atteintes d’un cancer du sein (Slamon et al., 1987). Selon I’étude de Onda et
collaborateurs, une surexpression de ce proto-oncogéne sefait aussi associée avec un
mauvais pronostic pour I’ostéosarcome (Morris et al., 2001; Onda et al., 1996). En
fait, I’é¢tude de Fellenberg et collaborateurs spécifie qu’une surexpression de HER2
corréle avec une mauvaise réponse histologique suite aux traitements pré-opératoires
de chimiothérapie. Ceci explique donc la raison pour laquelle une surexpression de
HER2 meéne a un mauvais pronostic chez les gens atteint d’un ostéosarcome
(Fellenberg et al., 2004). Plusieurs autres facteurs, dont MDM2, BMP2, PDGF,
TGFa, ont été étudiés dans la pathogenese de 1’ostéosarcome (Fuchs et al., 2002;
Marina et al., 2004; Wang, 2005). Ces facteurs contribuent & mieux comprendre
I’initiation et la progression de la tumeur osseuse, puisque la plupart de ces facteurs

interviennent dans le cycle cellulaire.

2.1.5 Traitements de I’ostéosarcome

Environ 15% a 20% des patients présentent des métastases détectables a 1’aide de
radiographies (Kaste et al., 1999; Meyers et al., 1997). Le site principal des
métastases est les poumons (Fitzgerald et al., 1973; Meyers et al., 1997) mais les
métastases peuvent aussi se retrouver, plus rarement, au niveau d’autres os ou des

tissus mous (Jeffree et al., 1975; Kaste et al., 1999). En présence de métastases
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disséminées, 1’atteinte du systéme nerveux central (Marina et al., 1993) ou d’autres
. sites peuvent étre identifiée (Jeffree et al., 1975). La mort dans ces cas est souvent
due 4 la progression des métastases pulmonaires (Meyers et al., 1997).

Depuis le milieu des années soixante-dix, les techniqueé pour traiter I’ostéosarcome
ont grandement évoluées. A cette époque, seule la chirurgie ou la radiothérapie
étaient utilisées dans le traitement de I’ostéosarcome. De plus, suite 4 une chirurgie,
le taux de survie a cinq ans était de 12% et trois personnes sur quatre décédaient dans
les deux ans suivant leur diagnostic (Friedman et al., 1972; Longhi et al., 2006;
Weinfeld ez al., 1962). Pour ces raisons, divers traitements de chimiothérapie ont été
¢élaborés et mis en place. Plusieurs médicaments ont donc été utilisés lors d’études
pionniéres, comme le Vincristine, le Bleomycine et le Dactinomycine. Ces
médicaments ont cependant été abandonnés quelques temps aprés, vu leurs trés
minces effets bénéfiques chez le patient (Avella et al., 1988; Meyers et al., 1992).
La Doxorubicine (ADM) et le Méthotrexate (MTX) ont été les premiers
médicaments utilisés pour traiter efficacement 1’ostéosarcome (Campanacci et al.,
1981; Enneking, 1979). Depuis, deux autres médicaments, le Cisplatine (CDP) et
I’Ifosfamide (IFO) ont été ajoutés a la liste des produits pour les traitements de

I’ostéosarcome humain (Bacci et al., 2002; Kraker et al., 1989).

2.1.5.1 Traitements de chimiothérapie

Les traitements de chimiothérapie adjuvants sont trés importants puisqu’ils ont la
capacité d’éliminer toutes traces de micro métastases et ainsi augmenter le taux de
survie du patient. Rosen et collaborateurs ont introduit au début des années quatre-
vingts les traitemenfs de chimiothérapie néoadjuvants, soit des traitements
administrés avant I’exérése de la tumeur (Rosen et al., 1982). Ces traitements pré-
opératoires ont deux objectifs: détruire les cellules cancéreuses de la tumeur
primaire pour ainsi en diminuer la taille, en plus de tester la réponse face aux
médicaments utilisés lors de la chimiothérapie (réponse histologique). De cette
fagon, il est possible d’évaluer si la combinaison de médicaments utilisés est
appropriée, puisqu’il existe plusieurs combinaisons possibles pour le traitement des
tumeurs osseuses malignes (Ferrari ei al., 2007; Rosen et al., 1982). La nécessité des
traitements de chimiothérapie en complément d’une résection chirurgicale a fait ses

preuves lors de deux importantes études randomisées. Les études de Link et
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collaborateurs indiquent que le groupe expérimental, ayant regu les traitements de
chimiothérapie en plus de la chirurgie, présentait un taux de survie a deux ans
supérieur au groupe contréle, ayant seulement subit la chirurgie (66% vs 17%)
(Eilber et al., 1987; Link et al., 1986). A plus long terme, la différence entre ces
deux groupes de patients est toujours significative, puisque le taux de survie a cinq
~ ans est de 66% pour le groupe expérimental versus 11% pour le groupe contrdle

(Link et al., 1991).

2.1.5.1.1 Amélioration des traitements

Ces progrés en mati¢re de traitement ont grandement contribué i augmenter le taux
de survie a cinq ans qui se situe maintenant entre 60% et 70% chez les patients
n’ayant pas développé de métastases a distance (Bacci ef al., 2000; Renard et al.,
1999). De plus, la chimiothérapie pré et post-opératoire a permis de diminuer le taux
d’amputation de fagon drastique. En effet, avant 1980 les traitements conventionnels
impliquaient presque systématiquement I’amputation du membre. Cependant, grice
. 4 toutes les avances médicales, I’amputation est désormais utilisée dans seulement

15% a 20% des cas (Wafa ef al., 2006).

2.1.5.1.2 Traitements actuels

A ce jour, les traitements pour 1’ostéosarcome sont multidisciplinaires. En effet, les
traitements pour ce type de tumeur maligne consiste a4 administrer de la
chimiothérapie pré et post-opératoire, en plus de faire ’ablation chirurgical de la
tumeur selon des marges adéquates. Les traitements de chimiothérapie sont
constitués de différents médicaments, dont le MTX & forte dose. Ce médicament a
fait I’objet de plusieurs études et il en ressort que ce médicament est beaucoup plus
efficace lorsqu’il est utilisé en combinaison avec un autre médicament, dont la
Doxorubicine (Meyers er al., 1992; Saeter et al., 1991; Winkler et al., 1988).
Cependant, la Doxorubicine a un effet secondaire majeur. En effet, cette molécule
_appartenant A la famille des anthracyclines, provoque une augmentation du Ca* dans
le muscle cardiaque, ce qui peut aboutir 4 une insuffisance cardiaque dans certains
cas (Doroshow, 1991; Henderson ef al., 1979; Olson et al., 1990). Bien que le

Méthotrexate soit trés toxique et difficile 4 supporter, les traitements a fortes doses
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sont a privilégier pour espérer un meilleur pronostic (Bacci et al., 1990; Meyers et
al., 1992). Cependant, différentes études indiquent qu’il n’y a aucune différence
significative entre un traitement & forte ou faible dose de MTX, dont celle de Krailo
et collaborateurs ainsi que celle de Bramwell et collaborateurs (Bramwell et al.,
1992; Krailo ef al., 1987). Autrefois, les gens ayant des métastases pulmonaires lors
du diagnostic de I’ostéosarcome avaient peu de chance de survivre a ce cancer.
Aujourd’hui, il est possible de traiter ces métastases, lorsqu’elles sont d’emblée
identifiées. En effet, suite aux traitements de chimiothérapie, 1’équipe rﬁédicale peut
procéder & I’exérése chirurgicale compléte de ses lésions pulmonaires, dans la
mesure ou la chirurgie le permet.

La grande difficulté avec les patients atteints d’un ostéosarcome est leur résistance
face aux traitements de chimiothérapie. Heureusement, grice aux traitements de
chimiothérapie néo-adjuvant, des ajustements de médicaments peuvent se faire, suite
a I’analyse histologique de la tumeur lors de sa résection. Vu le grand nombre de
personnes qui sont résistantes aux traitements de chimiothérapie, différentes
molécules sont en essai clinique. Ces nouveaux médicaments pourraient étre ‘utiles
aux gens démontrant une résistance face aux médicaments conventionnels et
pourraient réduire la toxicité des médicaments déja sur le marché. Etant donné qu’il
persiste plusieurs incohérences quant aux médicaments utilisés pour les traitements
de chimiothérapie, quatre groupes majeurs de recherche dans le domaine de
I’ostéosarcome existent; le COG (North American Children's Oncology Group), le
COSS (German-Austrian-Swiss Cooperative Osteosarcoma Study Group), le EOI
(European Osteosarcoma Intergroup) et le SSG (Scandinavian Sarcoma Group). Ces
associations se sont regroupées afin de mener d’importantes études randomisées

(Marina et al., 2004).

2.1.6 “Etudes cli,niqués

La collaboration entre les quatre grands groupes de recherche sur 1’ostéosarcome a
permis de mettre en place divers projets d’étude. Ainsi, une étude réalisée par ces
quatre groupes de recherche, portant sur les diverses combinaisons possibles des
médicaments de chimiothérapie (le Doxorubicine, le Cisplatine, le Méthotrexate a
forte dose, I’Ifosfamide et 1’Etoposide) ainsi que leurs différentes doses possibles, est

présentement en phase clinique III chez des patients atteints d’un ostéosarcome de
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grade élevé. Une étude de phase I est présentement en cours aux Etats-Unis par le
COG. Cette étude vise a étudier 75 cas d’ostéosarcome de haut grade d’ici trois a
quatre ans. Le traitement a I’étude est la combinaison des médicaments de
chimiothérapie conventionnelle avec le Pamidronate. Ce médicament appartient a la
classe des bisphosphates qui inhibe ’action des ostéoclastes, diminuant. ainsi la
résorption osseuse (Forin ef al., 2005). Une autre étude de phase IT est menée par ces
quatre équipes de recherche qui porte sur les patients ayant des métastases aux
poumons. Le traitement consiste a |’inhalation en aérosol du GM-CSF (Granulocyte-
Macrophage Colony Stimulating' Factor), mieux connu sous le nom de
Sargramostime. Ce médicament ihteragirait avec la croissance des cellules
cancéreuses, ce qui permettrait de réduire la taille de la tumeur, Il serait ainsi
beaucoup plus facile d’enlever les métastases aux poumons de fagon chirurgicale,
suite 4 ce traitement. Une autre étude menée par un groupe de chercheurs des Etats-
Unis (The Albert Einstein College of Medicine Montefiore Medical Center) porte sur
le Cisplatine administré non pas par voie intraveineuse, mais plutdt par inhalation
dans le but de traiter les métastases pulmonaires. L’inhalation du Cisplatine par la
technique SLIT (Sustained release Lipid Inhalation Targeting) permetttrait d’obtenir
des niveaux plus élevés du médicament au niveau pulmonaire, tout en ayant une

faible exposition systémique.

2.1.7 Les modéles animaux

L’utilisation des modeles animaux est une partie trés importante en recherche, car il
permet de mieux comprendre les divers mécanismes reliés a la pathologie. C’est
dans cette optique que des modéles animaux et différentes lignées cellulaires
d’ostéosarcome ont été élaborés. Les tous premiers modéles développés résultent de
I’administration de produits radioactifs et de divers produits chimiques a des
rongeurs au début des années 1930. D’autres recherches durant les années 1960 et
1970 ont mené au développement de plusieurs modéles d’animaux développant des
ostéosarcomes lorsqu’ils sont exposés a un faisceau de radiation (Janik ef al., 1972),
lors de I’inoculation d’isotopes radioactifs (Bames ef al., 1970; Cobb, 1970) ou
encore lors d’injections de virus oncogénes (Olson ef al., 1977). Cependant, les
études réalisées sur ces modeles animaux ne démontraient pas suffisamment de

rigueur scientifique, d’autant plus que le développement des tumeurs était souvent
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imprévisible. Ainsi, des études récentes ont mis au point divers modéles animaux
pour ’ostéosarcome. Parmi ces études, on retrouve 1’ostéosarcome spontané chez le
chien et la souris (Kirpensteijn et al., 2002; Schmidt et al., 1988), I’induction par
radiation chez les rats Sprague-Dawley (Tinkey ef al., 1998) ainsi que I’implantation
sous-cutanée de cellules cancéreuses chez la souris (Berlin ef al., 1993). En plus c{e
ces modéles animaux, il existe plusieurs lignées cellulaires d’ostéosarcome. On
retrouve entre autre, différentes lignées cellulaires dérivées d’ostéosarcomes murins,
dont les UMR 106, les K7M2, et les K12. Les lignées cellulaires K7M7 et K12
proviennent de cellules d’ostéosarcome des souris BALB/c (Khanna ef al., 2000).
Plus précisément, la lignée K7M7 a été développée suite a une injection de K7 dans
le tibia proximal d’une souris BALB/c (Khanna ef al., 2001). Chez I’humain, il
existe diverses lignées cellulaires, dont les MG-63, les MNNG/HOS, les SAOS-2 et
les SJISA-1 (Pautke et al., 2004; Rhim e/ al., 1977).

2.1.8 L’ostéosarcome et I’angiogenése

Le concept selon lequel le développement de la tumeur, sa croissance, son étendu et
son invasion dépend de 1’angiogenése est largement reconnu et accepté dans le
monde scientifique (Folkman, 1992; Thompson ef al., 1987). Dans un tissu normal,
il existe une balance entre les inhibiteurs et les inducteurs de 1’angiogenése, tandis
que dans un tissu néoplasique malin, cet équilibre est brisé (Quan ef al., 2006).
Ainsi, les inducteurs de I’angiogenése sont sur-exprimés, les inhibiteurs sont sous-
expﬁmés ou encore il y a-une combinaison des deux phénoménes (Folkman, 1971).
La sur-expression des facteurs pro-angiogéniques augmente la néo-vascularisation de
la tumeur, ce qui permet une croissance cellulaire plus soutenue, facilitant du méme
coup l’apparition de métastases hématogénes (Quan et al, 2006). En effet,
I’expression locale, dans les tumeurs, de facteurs pro-angiogéniques, comme VEGF
(vascular endothelial growth factor), bFGF (basic fibroblast growth factor), PDGF
(platelet-derived growth factor), TGF-B (transforming growth factor) a éfé démontrée
dans plusieurs tumeurs malignes, incluant 1’ostéosarcome humain (Handa ef al.,
2000; Kaya et al., 2000; Lee ef al., 1999). Lee et collaborateurs ont démontré qu’il
existe une corrélation positive entre I’expression de VEGF et le risque dé développer
de métastases 3 distance. Plus précisément, il existe cinq isoformes de VEGF

(VEGF121, VEGF145, VEGF165, VEGF189, VEGF206) produit via un épissage
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alternatif. Ces isoformes semblent posséder des propriétés biologiques différentes et
leur expression semble variée selon le type de tumeur ((Oshika et al, 1998;
Tokunaga et al., 1998)). L’étude de Lee et collaborateurs, indiquent que VEGF121
est exprimé dans tous les cas d’ostéosarcomes étudiés, VEGF165 est exprimé dans
80% des cas et VEGF189 est exprimé dans 53%. En ce qui concerne les isoformes
VEGF145 et VEGF206, aucun n’a été détecté dans les cas d’ostéosarcomes étudiés
(Lee et al., 1999). De plus, une expression élevée de ce facteur pro-angiogénique

suggére un mauvais pronostic (Lee et al., 1999).

2.1.9 Facteurs pronostics

Suite aux traitements de chimiothérapie, ainsi qu’a ’exérése de la tumeur, le
pronostic pour un ostéosarcome s’est grandement amélioré au cours des deux
demicres décennies puisque le taux de survie a cinq ans est désormais de 60 a 70%
chez les patients n’ayant pas développés de métastases a distance (Bacci et al., 2000;
Renard et al., 1999). Cependant, en présence de métastases, ce taux chute
drastiquement et il n’est plus que de 30% chez ces patients (Bacci et al., 1998). En
ce qui conceme les rechutes avec croissance locale de la tumeur, elles surviennent
trés rarement, soit entre 2% et 6% des cas. Elles sont principalement reliées a la
précision de la chirurgie, mais surtout aux marges chirurgicales appliquées lors de
I’exérése de la tumeur (Bacci et al., 1998).

Bien que plusieurs facteurs pronostiques aient été mis en évidence par des analyses
multivariées, actuellement seule la taille de la tumeur, la présencé de métastases et la
réponse histologique sont utilisées pour déterminer le pronostic (Bieling et al., 1996).
Cependant, différentes études démontrent que le site de la tumeur primaire, le
volume de la tumeur et ’Age du patient seraient aussi des facteurs pronostiques
valides (Bacci et al., 2005; Bielack et al., 2002; Ferrari et al., 2001). Le taux de
phosphatase alcaline circulant et la lactate déshydrogénase sérique seraient d’autres
parameétres a considérer pour établir un pronostic. Cependant, le r6le de ces facteurs,
comme indice pronostic a été questionné par Pochanugool et collaborateurs. En
effet, ils ont étudié 103 cas d’ostéosarcome et aucune corrélation n’a pu étre établie

entre le niveau de phosphatase alcaline et le pronostic (Pochanugool et al., 1997).
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Il persiste bien des controverses et il y a encore beaucoup de sujet de recherche a
exploré sur I’ostéosarcome. En effet, I’identification de nouvelles molécules pourrait
améliorer et surtout augmenter la fiabilité du pronostic de 1’ostéosarcome, ce qui
contribuerait 2 mieux comprendre le fonctionnement et surtout le développement de
cette tumeur maligne de 1’0os. ‘En fait, le développement de 1’ostéosarcome fait
mtervenir plusieurs molécules, dont le facteur pro-angiogénique VEGF (Lee et al.,
1999). Ce fécteur est d’ailleurs régulé a la hausse par I’ET-1. L’ET-1 est un
puissant peptide qui pourrait étre un élément clé dans la brogressibn et la propagation
des cellules tumorales. En effet, I'ET-1 exerce des effets prolifératifs en plus
d’augmenter I’invasion cellulaire et la néoformation des vaisseaux (Felx et al., 2006;
Nelson et al., 2003). Récemment, le récepteur ETa de ’endothéline a été proposé
comme cible thérapeutique afin de limiter le pouvoir invasif des cellules
d’ostéosarcomes humains, bien que ces résultats in vitro devraient étre confirmés par

des études in vivo.

2.2 L’ENDOTHELINE-1

2.2.1 Généralités

L’endothéline-1 (ET-1) est un puissant vasoconstricteur de 21 acides aminés qui
exerce des effets mitogeénes et pro-angiogéniques. Ce peptide a initialement été isolé
des cellules endothéliales de 1’aorte d’un porc (Yanagisawa et al., 1988) et il
comporte deux ponts disulfures qui sont reliés par des cystéines, ainsi qu’une
extrémité carboxy-terminale. Quelques années plus tard, deux autres peptides de 21
acides aminés trés semblables ont été identifiés comme étant 1’endothéline-2 (ET-2)
et I’endothéline-3 (ET-3) par I’équipe de Inoues et collaborateurs (Indue et al.,
1989). Ces trois isoformes sont produits par trois génes différents et ils ont une trés

" grande homologie de séquence. En effet, ’ET-2 a seulement trois acides aminés de
différent de I’ET-1, tandis que I’ET-3 en a 6 de différent (Inoue er al., 1989,
Miyauchi et al., 1999).
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2.2.2 Synthese de I’endothéline-1

L’ET-1 est ubiquitaire, c’est-a-dire qu’elle est -produite par plusieurs types
cellulaires. In vivo, I’ET-1 est produite principalement par les cellules endothéliales
mais aussi par d’autres types de cellules, dont les cellules épithéliales, les
macrophages, les fibroblastes, les myocytes cardiaques et les neurones (Battistini ef
al., 1993). Le géne de I’ET-1 existe d’abord sous la forme d’une préproendothéline-
1 (PPET-1) de 212 acides aminés. Ce précurseur est transformé en proendothéline-1
par une pepdidase qui clive une courte séquence en N-terminal. | Ce produit est par la
suite clivé au niveau de deux sites dibasiques par une endopeptidase de la famille des
subtilisine, la furine, pour former un intermédiaire biologique inactif appelé la big-
ET-1, constitué de 38 acides aminés (Blais et al., 2002). La big-ET-1 est & son tour
clivée au niveau de la liaison Trp-Val par I’ECE (enzyme de conversion de
I’endothéline) pour former le peptide final de 21 acides aminés, I’ET-1 active
(D'Orleans-Juste et al., 2003). La big-ET-1 peut aussi générer deux autres peptides,
soit PET-1 [1-31] et P’ET-1 [1-32], lorsqu’elle est clivée par la métalloprotéase
matricielle 2 (MMP2) et par la chymase, respectivement (Fernandez-Patron e! al.,
1999; Kido et al., 1998; Kishi et al., 1998; Nakano et al., 1997).

2.2.3 Lerdlede PET-1 in vivo

L’importance physiolc;gique de la conversion de la big-ET-1 en ET-1 est mise en
évidence par le fait que ’ET-1 a une activité vasoconstrictrice d’environ 140 fois
plus élevée que la big-ET-1. Quant a la pro-ET-1, ce peptide ne démontre aucune
activité vasoconstrictrice (Rubanyi et al., 1994). En plus d’étre un puissant
vasoconstricteur, ’ET-1 joue plusieurs autres roles importants. Ainsi, ’ET-1 est
impliquée dans Ie‘développement embryonnaire, role qui a été mis en évidence chez
la souris par I’invalidation du géne de I’ET-1 (Kurihara ef al., 1995). Ce peptide est
aussi impliqué dans ’homéostasie rénale (Laghmani ef al., 2001), dans le maintien
du tonus vasculaire (Miyauchi et al., 1999) ainsi que dans I’angiogenése (Cruz et al.,
2001). Le systéme endothéline joue aussi des rdles délétéres importants dans le
corps humain. Ainsi, ce peptide a un certain role dans 1’athérosclérose (Boulanger et

al., 1992; Haug et al., 2001; Martin-Nizard et al., 1991), dans !’angiogenése
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tumorale (Egidy et al., 2000) ainsi que dans la maladie d’Alzheimer (Eckman et al.,
2001).

2.2.4 Récepteurs de ’endothéline-1

Chez les mammifeéres, I’ET-1 agit via deux récepteurs, ETa et ETg (Martin et al.,
1990; Sakurai et al., 1990). Ces deux récepteurs possédent chacun sept domaines
trans-membranaires hydrophobes, dont les séquences n’ont que 59% d’homologie
entre eux (Pinet, 2004). Ces récepteurs sont exprimés dans plusieurs types
cellulaires, mais principalement dans les cellules musculaires lisses, dans les
fibroblastes ainsi que dans les cellules endothéliales (Katwa et al., 1993; Maéaki et
al., 1999). Chaque récepteur active les mémes protéines G, mais entraine cependant
des réponses différentes, selon le type cellulaire (Kloog et al., 1989; Simonson et al.,
1990). Ainsi, plusieurs voies de signalisation sont activées via les récepteurs de
’ET-1, dont la voie de ERK, la voie de PI3K/Akt ainsi que la voie de FAK. Ces
voies sont impliquées dans divers processus, dont la prolifération, 1’invasion, la

migration ainsi que dans la survie cellulaire (Cazaubon et al., 2006).

2.2.4.1 Lerécepteur ET,

Ce récepteur a une affinité différente pour les différents isoformes de 1’endothéline.
Ainsi, ET s posséde une trés forte affinité pour ’ET-1 et ’ET-2 et a une affinité plus
faible pour I’ET-3 (Adachi et al., 1993; Martin et al., 1990; Sakurai et al., 1990). Le
récepteur ET o est principalement exprimé dans les cellules musculaires lisses. De
plus, lorsque I’ET-1 est liée au récepteur ETs dans ce type cellulaire, I’action
vasoconstrictrice est augmentée, ce qui meéne a la contraction des vaisseaux sanguins

et a la rétention du sodium (Goraca, 2002).

2.2.4.2 Le récepteur ETy
Principalement exprimé dans les cellules endothéliales, le récepteur ETg a la méme
affinité pour les trbis_isoformes de ’endothéline (Adachi et al., 1993; Martin et al.,
1990; Sakurai et al., 1990). Lorsque ce récepteur est couplé a I’ET-1 dans les

cellules endothéliales, ceci méne a une action de vasodilatation ce qui permet la
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diurese et la relaiche de ’oxyde nitrique (Goraca, 2002). Ce mécanisme permet donc

de diminuer la pression sanguine,

2.2.5 L’endothéline-1 et la PTHrP

La PTHrP (parathyroid-hormone-related peptide) et la PTH (parathyroid hormone)
sont deux peptides majeurs qui sont impliqués dans le développement et le
remodelage osseux (Karaplis et al,, 1994). Plus précisément, la PTHIP est une
hormone bien conservée entre les diverses espéces et qui est exprimée par différents
tissus (Burtis, 1992). Cette hormone est codée par un seul géne, mais il existe
plusieurs variantes, générées par épissages alternatifs et des modifications post-
traductionnelles (Southby er al., 1995). Cette hormone joue un rdle essentiel au
niveau des os, plus particuliérement dans le processus de résorption
osseuse/ossification. (Juppner er al., 1991; Uy et al., 1995). La PTHrP se lie 4 son
récepteur PTH-1, ce qui permet d’activer différentes voies de signalisation, qui vont
activer la différenciation des ostéoblastes (Mannstadt er al., 1999). Schliiter et
collaborateurs ont mis en évidence une ressemblance d’homologie structurale entre
I’ET-1 et la PTHrP. Les travaux de cette équipe démontrent que la PTHIP peut se
lier au récepteur ET4 de I’ET-1 dans des cellules cardiaques (Schluter et al., 2001).
De plus, cette interaction déclenche les mémes effets que ceux engendrés par la
liaison de I’ET-1 a son-récepteur (Schluter et al., 2001). L’expression de la PTHIP a
été identifiées dans divers types de cancer. Elle est fortement élevée dans le cancer
du sein (Southby et al., 1990) ainsi que dans les métastases osseuses du cancer du

poumon (Brandt e al., 1991).

2.2.6 L’endothéline-1 ef la carcinogenése

L’ET-1 est impliquée dans plusieurs processus de la carcinogenése, soit la
prolifération cellulaire, I’apoptose, la progression tumorale ainsi que 1’angiogenése.
Tout d’abord, en 1995 les travaux de Nelson et collaborateurs ont mis en évidence la
présence d’un taux élevé de I’endothéline-1 immunoréactive (irET-1) dans le plasma
d’hommes atteints de cancer de la prostate avec métastases. De plué, les lignées
cellulaires humaines qui sont dérivées d’un cancer de la prostate démontrent la

présence de I’ARNm de I’ET-1 ainsi que la sécrétion de irET-1 (Nelson ef al., 1995).
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Par la suite, la méme constatation a été faite dans divers cancers in vivo, dont le
cancer de I’ovaire (Bagnato et al., 1999), du sein (Yamashita et al., 1991) et du foie
(Suzuki et al., 1998). Différentes études ont aussi mis en évidence 1’implication du
systtme de I’ET-1 dans d’autres cancers, dont le cancer du cblon (Asham et al.,
2001), des poumons (Filippatos et al., 2001), du cerveau (Bagnato et al., 2002;
Venuti et al., 2000), du rein (Nelson et al., 2003), dans le méningiome (Pagotto et
al., 1995), dans le mélanome (Lahav et al., 1999) et dans le sarcome de Kaposi
(Bagnato et al., 2001). Ces résultats mettent en évidence 1’implication impco)rtante de

I’ET-1 dans la carcinogenése.

2.2.6.1 La prolifération cellulaire

Il a été démontré que I’ET-1 stimule la prolifération de plusieurs types de cellules,
dont les ostéoblastes, les fibroblastes, les mélanocytes, les cellules du muscle lisse
cardiaque ainsi que les cellules mésangiales glomérulaires (Bagnato et al., 2004).
Cette action est controlée via la production du facteur pro-angiogénique VEGF

(Pedram et al., 1997; Salani et al., 2000b).

2.2.6.2 L’apoptose

En plus de promouvoir la prolifération cellulaire, ’ET-1 diminue [’activité
apoptotique de certaines cellules cancéreuses. Diverses études ont mis en évidence
cette fonction de I’ET-1 dans des fibroblastes de rat et des cellules épithéliales

humaines (Filippatos et al., 2001; Shichiri et al., 1997, Wu-Wong et al., 1997).

2.2.6.3 La progression tumorale

L’ET-1 influence également la progression tumorale, via la régulation de
I’expression des MMP (métalloprotéinases matricielles), plus particuliérement la
MMP2 et la MMP9 (Rosano et al., 2001; Salani et al., 2000b). D’autre part, la
progression tumorale est favorisée par la diminution de la production de la TIMP]
(tissue inhibitors of matrix metalloproteinases) et de la TIMP2 (Rosano et al., 2001).
L’ET-1 peut aussi moduler la croissance des métastases osseuses, comme Chiao et

collaborateurs I’ont démontré dans le cancer de la prostate (Chiao ef al., 2000). La
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progression tumorale est définie par le développement et I’invasion locale de la

tumeur. Ce processus implique aussi le développement de métastases a distance.

2.2.6.4 L’angiogenése tumorale

Finalement, I’ET-1 favorise I’angiogenése tumorale, ce qui contribue au-
dévéldppement de la tumeur (Grant et al.; 2003). En fait, ’ET-1 augmente 1’effet de
plusieurs facteurs pro-angiogéniques, comme le facteur VEGF et PDGF (Pedram et
al., 1997, Salani et al., 2000b). Ces facteurs augmentent de fagon réciproque la
production de I’ET-1 par les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses,
ce qui crée une boucle d’amplification de production des facteurs pro-angiogéniques.
L’ET-1 module aussi plusieurs étapes de la néovascularisation, incluant la
prolifération, la migration et I’invasion cellulaire, principalement des cellules

endothéliales (Salani e al., 2000b).

2.2.7 L’endothéline et traitement du cancer

Etant donnée que I’ET-1 joue un rdle important dans plusieurs étapes de la
carcinogenése, diverses études ont émis la possibilit¢ de faire intervenir des

inhibiteurs des récepteurs ET4 et ETg pour contrer cet effet tumoral.

2.2.7.1 Expression des récepteurs ET, et ETp

Il existe une différence d’expression des récepteurs de I’ET-1 dans les tissus
cancéreux, comparativement aux tissus sains. Ainsi, dans les tissus sains, les
récepteurs ETa et ETg sont tous les deux exprimés. Dans les tissus cancéreux et dans
les métastases par contre, le récepteur ET est dominant et dans certains cas, il y a
méme une perte totale du récepteur ETg (Grant et al., 2003). Cette régulation a la
baisse du récepteur ETg dans les tissus malins a d’ailleurs été proposée comme
facteur pronostique. En effet, dans le sarcome d’Ewing et dans le neuroblastome, la
diminution du récepteur ETp est associée avec 1’apparition de métastases ainsi qu’a
une mauvaise réponse histologique suite aux traitements de chimiothérapie (Berry et

al., 2002).
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2.2.7.1.1 Inhibiteurs des récepteurs ET, et ETy

Plusieurs études ont démontré I’effet bénéfique de différents antagonistes des
récepteurs de I’ET-1, dont le Bosentan, I’Atrasentan, le BQ-123, le BQ-788 et le
Sitaxsentan, sur le traitement des tumeurs. Etant donné que ’ET-1 ainsi que le
récepteur ET, sont surexprimés chez les patients ayant le cancer de la prostate,
I’Atrasentan a fait I’objet de plusieurs études. Ces études démontrent que
I’Atrasentan bloque la prolifération cellulaire excessive provoquée par
’augmentation de ’ET-1. Des études cliniques de phase II démontrent I’efficacité
de la prise orale d’Atrasentan chez des patients ayant le cancer de la prostate et étant
réfractaire a I'hormonothérapie (Carducci et al., 2003; Nelson, 2001).

L’étude de Bagnato et collaborateurs démontre que I’ARN de I’ET-1 ainsi que son
récepteur ETA sont surexprimés dans le cancer primaire de I’ovaire. En fait, le
récepteur ET4 contribue a la progression de ce cancer en induisant la prolifération, la
survie, I’invasion cellulaire ainsi que 1’angiogenése tumorale (Bagnato et al., 1999).
Parmi les différents antagonistes spécifiques du récepteur ETy, 1’ Atrasentan (ABT-
627) a été étudié dans le cancer de I’ovaire. Selon I’étude in vivo de Rosano et
collaborateurs, le traitement avec 1’Atrasentan diminuerait la taille de la tumeur de
65% chez les souris nude qui avaient développé une tumeur suite 4 une injection des
cellules HEY (Rosano et al., 2003). Toujours selon cette étude, la taille de la tumeur
a diminué de 90% en taille, lorsque le traitement avec 1I’Atrasentan a été combiné
avec le Paclitaxel, un produit qui active la voie de ’apoptose en inhibant l'activité
anti-apoptotique de Bcl2 (Vaux er al., 1988).

D’autres études in vivo démontrent ’implication importante du systéme endothéline
dans divers cancers. Dans le cancer du cblon (Grant et al., 2003; Nelson et al.,
2003), du sein (Alanen ez al., 2000; Yamashita et al., 1991), de I’ostéosarcome (Felx
et al., 2006), dans le mélanome (Lahav et al., 1999) et dans le sarcome de Kaposi
(Bagnato et al., 2001), une réponse favorable face aux antagonistes du récepteur ET s
et/ou ETg a pu étre démontré in vitro et/ou in vivo. D’autres études ont démontré le
role de I’endothéline et des antagonistes des récepteurs a I’ET-1 dans les métastases
osseuses. En effet, ’ET-1 est augmentée dans les métastases osseuses et le récepteur
ETa prédomine dans ces cellules cancéreuses (Nelson ef al.,, 1999). Toutes ces
études font intervenir différents antagonistes dés récepteurs ET et/ou ETg. Parmi

ces antagonistes, on retrouve ceux qui s’opposent uniquement au récepteur ET 2 (BQ-
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123, le YM 598, AZD4054), uniquement au récepteur ETp (BQ-788) ainsi que le

Bosentan qui s’oppose a la fois au récepteur ETa et ETp.

Suite a tout ce qui précede, il est possible de suggérer ou de soupgonner un réle
important du systéme de I’ET-1 dans la physiopathologie de 1’ostéosarcome et dans
le processus de différentiation/dédifférenciation des cellules de 1’ostéosarcome.
Parmi les molécules intervenant dans la différentiation des cellules productrices de la
matrice osseuse, une nouvelle protéine a récemment été découverte : 1’ostéocrine

(Thomas et al., 2003).

2.3 L’OSTEOCRINE

2.3.1 Généralités

L’ostéocrine (Ostn), aussi appelé musclin, est une protéine sécrétée qui a récemment
été mise en évidence par Thomas et collaborateurs. Découvert par « viral-based
signal-trap technology » chez la souris, cetie nouvelle protéine a été nommée
ostéocrine par Thomas et collaborateur, car est elle exprimée principalement par les

ostéoblastes {Thomas et al., 2003).

2.3.2 Structure

Chez la sourts, le gene de 1’ostéocrine produit un ARNm de 1280 paires de base qui
encodent une protéine mature de 103 acides aminés ayant un poids moléculaire de
11,4 kDa. La protéine contient deux sites de clivage dibasique; KKKR a la position
76-79 et KKR a la position 110-112. La protéine de I’ostéocrine contient également
un signal peptide ainsi que deux sites de clivage par des peptidases. Ces sites se
retrouvent a la position Ala-25 et Ser-27. Diverses analyses suggérent que cette
protéine ne présente pas d’homologie avec d’autres protéines connues, mis a part
deux sites de clivage dibasique que 1’on retrouve aussi chez les peptides précurseurs
d’hormone (Thomas et al., 2003). Dans le but d’explorer la fonction de ces deux
sites de clivage, Thomas et collaborateurs ont étudié ces sites et leur conservation a

travers différentes espéces. Ainsi, il a ét¢ démontré qu’il existe une grande
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homologie de séquence chez les différentes espéces étudiées; la séquence est
identique a 74% entre I’humain et la souris et identique a 59% entre [’humain et le
poulet. De plus, les deux sites de clivage dibasique sont conservés entre les
différentes espéces, dont 1’humain, le bovin, la sours, le rat, le poulet et le python

(Thomas et al., 2003).

2.3.3 Expression de I’ostéocrine

Dans la littérature, 1’expression de I’ostéocrine a été étudiée par des expériences
d’immunofluorescence dans deux lignées cellulaires, les HEK 293 et les UMR 106
transfectées avec le vecteur exprimant 1’ostéocrine. Ces études concluent que
l’oétéocﬁne est exprimée dans |’appareil de Golgi, donc I’ostéocrine serait une
protéine sécrétée. Des études d’immunobuvardage de type Western abonde dans le
méme sens, puisque la protéine a principalement été retrouvée dans le milieu de
culture des cellules transfectées avec le vecteur exprimant [’ostéocrine (Thomas et
al., 2003).

Des immunobuvardage de type Northern ont été réalisés chez la souris dans divers
tissus. Selon ces expériences, ’ARNm de ’ostéocrine est présent dans les os et
absent dans le cerveau, les gonades, les testicules, le cceur, les intestins, les reins, le
foie, les poumons et la rate (Thomas et al., 2003). Au méme moment, la méme
protéine a été mise en évidence par Nishizawa et collaborateurs (Nishizawa et al.,
2004). Ce groupe de recherche a nommé cette nouvelle protéine musclin, car ils ont
observé cette protéine presque exclusivement dans le muscle, tissu qui n’avait pas été
étudié par Thomas et collaborateurs (Nishizawa et al., 2004). Mis a part différents
tissus explorés, les deux groupes de recherche ont trouvé la méme séquence, la méme
protéine et leurs observations concernant la sécrétion de 1’ostéocrine {musclin) sont

identiques.

2.3.3.1 Expression dans I’os

L’expression de I’ostéocrine a été étudiée dans le fémur ainsi que dans la calvaria
* chez la souris (Thomas et al., 2003). Des études ont aussi été réalisées chez
I’humain par Bord et collaborateurs (Bord et al., 2005). Dans les deux études,

I’expression de 1’ostéocrine diminue selon I’4ge de 1’0os. Ainsi, I’expression est plus
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marquée dans un fémur d’une souris ayant un mois comparativement a un fémur de
trois mois (Thomas ei al., 2003). L’expression de I’ostéocrine a aussi été étudiée par
immunolocalisation sur des ostéoblastes dérivés de cotes de nouveau-nés ainsi que de
la créte iliaque de femmes ménopausées. Selon cette étude, la protéine a été
retrouvée dans les ostéoblastes ainsi que dans les ostéocytes nouvellement incorporés
a la matrice osseuse (Bord et al., 2005; Thomas et al., 2003). Quant aux ostéocytes

terminaux ainsi qu’aux ostéoclastes, ils n’expriment pas 1’ostéocrine (Bord et al.,
2005).

2.3.3.2 Expression chez les femmes ménopausées

Lors de I’étude chez les femmes ménopausées, Bord et collaborateurs ont étudié
deux groupes de femmes : celle ayant regu ou non des traitements & forte dose
d’estrogéne. Le patron d’expression de I’ostéocrine reste le méme, c’est-a-dire que
le marquage, lors d’études d’immunolocalisation, se situe principalement au niveau
des ostéoblastes et des ostéocytes nouvellement incorporés & la matrice osseuse.
Cependant, 1’expression en générale de 1’ostéocrine est plus élevée chez les femmes
ayant regu des traitements a forte dose d’estrogéne, comparativement au groupe de
femmes n’ayant pas regu ce type de traitement (Bord et al., 2005). Ces mémes
résultats ont également été obtenus in vitro par le méme groupe de recherche. En

effet, des ostéoblastes normaux ont été cultivés avec ou sans 17-B-estradiol (107 °M)

et le marquage est plus intense dans les cultures ayant été traités avec le 17-B-
estradiol (Bord et al., 2005). Cela pourrait étre expliqué par le fait que les femmes
ayant recgu des traitements a fortes doses d’estrogéne ont une activité ostéoblastique
plus élevée (Bord et al., 2001; Vedi et al., 1999). A ce jour, aucune équipe de
recherche n’a étudi€ le lien entre ’expression de cette protéine et I’ostéoporose, mais

cela reste une piste de recherche intéressante.

2.3.4 Expression de IDostéocrine et différenciation des
ostéoblastes

Diverses expériences in vitro permettent d’établir une association entre le niveau
d’expression de 1’ostéocrine et la différenciation des ostéoblastes. 1l a ét¢ démontré

que I’expression de ’ostéocrine est régulée a la baisse lorsque les ostéoblastes en
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culture sont différenciés dans le temps ainsi que par des traitements
d’hydrocortisone. En fait, 1’ostéocrine démontre un patron d’expression contraire a
celui de la phosphatase alcaline, c’est-a-dire que 1’ostéocrine est fortement exprimée
dans les pré-ostéoblastes et trés peu dans les ostéoblastes différenciés (Bord et al.,
2005). '

Cette nouvelle protéine pourrait étre un marqueur de différenciation des ostéoblastes
dans la carcinogenése de 1’ostéosarcome, puisqu’un ostéosarcome de haut grade est
composé essentiellement de cellules tumorale, cellules qui sont dédifférenciées (Unni

et al., 1984).

2.4 LaPARP-1

2.4.1 Généralités

Une autre protéine impliquée dans la carcinogenése est la PARP (poly (ADP-ribose)
polymérase). La PARP est une protéine enzymatique qui fut renommé PARP-1
plusieurs années plus tard. Cette protéine a été identifiée pour la premiere fois dans
des extraits nucléaires de cellules eucaryotes de rat par un groupe de recherche de
Strasbourg (Chambon et al., 1963). Cette protéine nucléaire fait partie d’une grande

famille qui compte a ce jour 17 membres (Ame ef al., 2004).

2.4.2 Structure

La PARP-1 est une protéine de 113 kDa qui est composé de 1014 acides aminés.
Cette protéine est composée de trois domaines fonctionnels : un domaine N-terminal,
un domaine d’auto-modification ainsi qu’un domaine C-terminal (Kameshita et al.,
1984). Le domaine N-terminal correspond au site de liaison & I’ADN et contient
deux motifs & doigts de zinc qui sont impliqués dans la reconnaissance des sites de
coupure de ’ADN ainsi que dans certaines interactions protéines-protéines. Ce
domaine contient également un signal de localisation nucléaire (de Murcia et al.,
1994). Le domaine central d’auto-modification est responsable de la plupart des

interactions protéines-protéines et contient un motif BRCT (breast cancer
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susceptibility protein C-terminus) (D'Amours ef al., 1999). Finalement le domaine
en C-terminal, le domaine catalytique, permet la liaison avec le NAD" (nicotinamide
adénine dinucléoti'de) (Ruf et al., 1996). Ce domaine catalytique contient le site actif
qui est conservé a travers tous les membres de la famille PARP. Lors de conditions

normales, la PARP-1 inactive est localisée dans le nucléoplasme de la cellule (Smith,
2001).

2.4.3 Fonction de la PARP-1

Le role biologique de la PARP-1 est trés complexe et il implique plusieurs processus
cellulaires. Son rdle fondamental est la réparation et le maintien de 1’intégrité du
génome, suite & des dommages a I’ADN (Chatterjee et al., 1999; de Murcia et al.,
1994; Schreiber et al., 1995). La PARP-1 régularise aussi la réplication et la
différenciation cellulaire en plus d’étre impliquée dans le maintien de la longueur des
téloméres (d'Adda di Fagagna et al., 1999). La PARP-1 est aussi impliquée durant le
processus de la mort cellulaire programmée, 1’apoptose (Yu et al., 2002) ainsi que
dans la carcinogenése (Nakagawa et al, 1988). Bien que la PARP-1 soit
principalement impliquée dans la réparation du génome, elle exerce également un
role via le contréle de lé transcription. En effet, la PARP-1 peut agir comme
activateur lorsqu’elle fait parti de certains complexes. Plaza et collaborateurs ont
d’ailleurs mis en évidence le fait que la PARP-1 fasse parti du complexe qui permet
’activation du géne de PAX-6 (Plaza ét al., 1999). La PARP-1 agit aussi en tant que
co-activateur de NF-kB (Hassa et al., 2002). Plus spécifiquement, suite & un stimuli
inflammatoire, la PARP-1 va étre acétylée par le complexe p300/CREB ce qui va
permettre la participation de la PARP-1 dans .l’activation de NF-xB (Hassa et al.,
2005).

2.4.3.1 Réaction de poly (ADP-ribosyl) ation

La réaction de poly (ADP-ribosyl) ation constitue 1’'une des premiéres réponses mises
en place par les cellules eucaryotes, suite & une exposition a divers agents
génotoxiques. Cette réaction est une modification post-traductionnelle importante
qui régularise différentes fonctions nucléaires (de Murcia et al.,, 1994). Ainsi,

lorsque la cellule subit un dommage & I’ADN, la PARP-1 est fortement activée et se
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lie au site de cassure double brin ou simple brin de I’ADN (Dantzer et al., 1999). Ce
sont les motifs a doigts de zinc qui sont responsables de la reconnaissance du site de
coupure de I’ADN (Uchida et al., 1987). Une fois la PARP-1 liée & I’ADN, elle
catalyse le poly (ADP-ribose) a partir du NAD" (de Murcia et al., 1994). Pour se
faire, elle est aidée par d’autres facteurs, dont XRCCI1, la DNA polymérase B ainsi
que la DNA ligase III (Masson et al., 1998). Ce processus de réparation de ’ADN
est appelé réparation par excision de base. Cependant, lorsque les dommages a
I’ADN sont trop importants, la forte activation de la PARP-1 cause un manque- en
NAD" dans la cellule ce qui entraine la mort de la cellule par nécrose (Ha et al.,
2000). De plus, le manque en NAD' entraine une perte en ATP puisque cette
molécule est nécessaire pour la synthése du NAD' (Ha et al., 1999).

2.4.3.2 Mort cellulaire par apoptose

Le processus d’apoptose fait intervenir plusieurs cascades de molécules et différentes
enzymes protéolytiques sont aussi activées durant ce processus. Durant les derniéres
années, I’attention a été portée sur une famille de protéases, les caspases (Sanghavi et
al., 1998). Poirier et collaborateurs ont été les premiers en 1993 a mettre en évidence
le clivage de la PARP-1 par une caspase. Ce clivage génére un fragment de 89 kDa
et un autre de 24 kDa et méne a ’inactivation de la PARP-1. La coupure a lieu aprés
un résidu aspartate dans le domaine de liaison & I’ADN (Kaufmann et al., 1993). Le
clivage de la PARP-1 est I’un des prenﬁers substrats a étre clivé par les protéases et

ce clivage est essentiel pour la progression de I’apoptose (Ha et al., 2000).

2.4.3.3 Nécrose versus apoptose

Il existe une différence majeure entre la nécrose et ’apoptose. En effet, la mort
cellulaire programmée permet I’élimination de la cellule rapidement par les
macrophages. La mort par nécrose quant a elle, cause des dommages au niveau des
tissus puisque la membrane plasmiqué se désintégre au lieu de former des corps
apoptotiques (Bonfoco et al., 1995; Nicotera et al., 1999). L’apoptose est donc la
mort cellulaire a privilégier par les cellules, puisque ce processus se fait rapidement,

sans conséquence pour le tissu.
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2.44 PARP-1, nouvelle cible thérapeutique

La surexpression de la PARP-1 est impliquée dans différentes pathologies, dont
I’infarctus du myocarde, le diabéte, ’accident cérébrovasculaire et dans plusieurs
processus inflammatoires (Tentori ef al., 2002). De plus, étant donné que la PARP-1
est impliquée dans le processus de I’apoptose, elle représente ~une cible
pharmaceutique de choix pour augmenter I’effet anti-tumoral des médicaments
développés pour traiter les cancers. L’inhibition de la PARP-1 représente une voie -
pharmacologique & considérer dans plusieurs pathologies ainsi que dans la

carcinogenése.

2.4.4.1 Inhibiteurs de la PARP-1 et la carcinogenése

Différents inhibiteurs de la PARP-1 ont été élaborés au cours des derniéres années.
Ces inhibiteurs agissent comme compétiteur au NAD’, et bloquent le domaine
catalytique de la PARP-1 (Nguewa et al., 2005). Les premiers inhibiteurs a avoir été
synthétisés sont le nicotinamide et le 3-AB. Les inhibiteurs de la PARP-1 semblent
efficaces dans différentes pathologies, dont les blessures au cerveau chez certains
modéles animaux (Zhang ef al., 1994). L’avantage d’utiliser les inhibiteurs de la
PARP-1 contre certains cancers réside dans le fait que P’inactivation de la PARP-1
active la voie de I’apoptose, ce qui permet d’éliminer les cellules tumorales de fagon
plus efficace (Ha ef al., 2000). Mieux encore, les inhibiteurs de la PARP-1 semblent
plus efficaces contre les cellules tumorales que les cellules normales (Nguewa et al.,
2005). Le fait d’utiliser un inhibiteur de la PARP-1 en combinaison avec les
médicaments de chimiothérapie augmente le taux de réussite du traitement puisque
les cellules résistantes meurent par apoptose, provoquée par l’inactivation de la

PARP-1 (Ha et al., 2000).

La PARP-1 est donc une molécule qui est impliquée dans plusieurs processus
cellulaires. ‘Etant donné son implication dans la voie de I’apoptose et le
développement de différents inhibiteurs dans le but de traiter certains cancers et
pathologie, I’étude de cette protéine dans les cas d’ostéosarcomes semble trés
importante. En effet, 1’intérét d’étudier ’expression de la PARP-1 dans les cas
d’ostéosarcome réside dans le fait que cette protéine pourait étre une cible de choix

dans le but de mieux traiter les patients attent de cette tumeur osseuse. De plus, a ce
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Jjour il y a déja plusieurs inhibiteurs de la PARP-1 de développé, ce dui faciliterait les

recherches dans ce domaine (Marina et al., 2004).

25 L’EZRINE

2.5.1 Généralités

L’ezrine, aussi connu sous le nom de cytovillin, p81, 80k et Villin 2, est un membre
de la famille ERM (ezrine/radixine/moesine) (Sato et al., 1992). La famille ERM
appartient a la superfamille des protéines dont les prototypes EPB41 (erythrocyte
membrane’protein band 4.1) et taline ont un réle important dans les interactions du
cytosquelette et de la membrane (Crepaldi et al.,, 1997). L’ezrine et les autres
protéines de la famille ERM agissent comme pont entre les protéines de la membrane
et I’actine du cytosquelette (Sato ef al., 1992). L’ezrine, la premiére protéine de la
famille ERM a avoir été caractérisée, a été mise en évidence en 1981 par Bretscher et
collaborateurs (Bretscher, 1983). Cette protéine est retrouvée dans plusieurs types
cellulaires, mais a différent niveau d’expression. Ainsi, on retrouve une forte
expression de cette protéine dans le petit intestin, 1’estomac, les poumons, le
pancréas et les reins, une expression intermédiaire dans le thymus, la rate et la moelle
OSSeuse, Finaiement, I’ezrine est exprimée a de trés faible niveau dans le cceur, le
cerveau et les muscles. De fagon plus précise, I’ezrine est située au domaine apical
de la cellule polarisée, région de la cellule qui est caractérisée par la présence de

microvillosités (Berryman ef al., 1993).

2.5.2 Structure

Les trois protéines composant la famille ERM ont une forte homologie entre elles,
puisque leur séquence est identiQue a 70%. L’ezrine est constituée de trois
domaines, dont son domaine N-terminal qui est identique 4 85% avec les deux autres
membres de la famille ERM. Ce domaine, hautement conservé, contient un site de
liaison a la membrane cellulaire (Tsukita ef al., 1994). Le domaine central contient
une hélice a et le domaine C-terminal, chargé positivement, contient un site de

liaison pour I’actine (Tsukita ef al., 1997; Turunen et al., 1994). Chez I’humain,
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I’ezrine est composée de 585 acides aminés et a un poids moléculaire de 80 kDa
(Bretscher, 1983; Gould et al., 1989).

L’ezrine est une protéine qui se retrouve dans le cytoplasme de la cellule ou attachée
a la membrane cellulaire (Bretscher ef al., 1997)." Dépendamment de sa localisation
dans la cellule, elle adopte deux conformations différentes: active ou dormante. La
différence entre ces deux états résulte de la conformation de l’ezrine. La
conformation dormante (dans le cytoplasme) consiste au repliement de la molécule
sur elle-méme. Cette interaction intramoléculaire permet [’auto-inhibition de
I’ezrine. En effet, le domaine N-terminal (296 aa) de I’ezrine est capable de lier son
domaine C-terminal (107 aa), ce qui inactive la protéine puisqu’aucun site de liaison
n’est exposé, donc aucune molécule ne peut lier I’ezrine (Bretscher et al., 1997).
Quant & la conformation active, elle correspond a ’ezrine qui est liée au filament
d’actine et a la membrane cellulaire, via certains récepteurs membranaires, comme la
protéine CD44 qui est impliquée dans le processus d’adhérence cellulaire (Bretscher

et al., 2002; Nguyen et al., 2001).

2.5.3 Fonctions de ’ezrine

L’ezrine joue un réle trés important dans diverses fonctions cellulaires, incluant la
motilité cellulaire (Lamb et al., 1997), la survie cellulaire (Bretscher et al., 2002)
ainsi que pour I’adhérence cellulaire (Takeuchi et al., 1994). Cette protéine est aussi
cruciale pour le maintien de la forme de la cellule (Lamb et al., 19._97) et pbur la
formation de certaines structures de la membrane dont les microvillosités (Takeuchi
et al., 1994). Plus récemment diverses études ont démontré que dans sé forme
active, I’ezrine est non seulement impliquée dans 1’organisation du cytosquelette,
mais peut aussi activer différentes \'/oies de signalisation (Louvet-Vallee, 2000). En
effet, cette protéine est impliquée dans pluéieurs voies de signalisation, tel que la
voie de la MAPK (MEK/ERK), Akt et Rho kinase (Bretscher ef al., 2002; Crepaldi ef
al., 1997; Gautreau ef al., 1999; Martin et al., 2003).

2.5.4 Activation/inactivation de ’ezrine

L’activation des protéines de la famille ERM se fait via différents mécanismes. Au

départ, I’ezrine apparaissait comme bon substrat pour le récepteur a tyrosine kinase
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EGF (epidermal growth factor). En effet, ’activation de I’ezrine peut se faire via la
phosphorylation de sites spécifiques. Plus précisément, ’activation de I’ezrine se fait
via la phosphorylation de deux résidus tyrosines (Tyr 145 et Tyr 353), situés dans le
domaine carboxy-terminal (Bretscher et al, 2002). Ces deux résidus sont
phosphorylés in vitro et in vivo par le récepteur EGF (Krieg et al., 1992). Lorsque
I’ezrine est phosphorylée, elle se retrouve sous sa forme active, ce qui permet son
attachement a la membrane cellulaire (Bretscher et al., 2002; Nguyen et al., 2001).
Un autre moyen d’activer 1’ezrine est par le phosphoinositol.  Ainsi, PIP;
(phosphatidylinositol 4,5-biphosphate) se lie au domaine N-terminal de ’ezrine, ce
qui entrainera la suppression de !’interaction intramoléculaire entre le domaine
amino-terminal et carboxy-terminal de I’ezrine. Une fois PIP; 1i¢ a I’ezrine, cette
derniére est phosphorylée au niveau d’une thréonine (Thr 567) et peut ainsi lier le
domaine CD44 qui est attaché a la mémbrane cellulaire via son domaine N-terminal,
et lier I’actine via son domaine C-terminal (Matsui et al., 1999; Niggli et al., 1995).

L’inactivation de I’ezrine est beaucoup moins étudiée que son activation. Cette
protéine serait inactivée par une déphosphorylation de certains résidus lors du
processus d’apoptose. Une fois déphosphorylée, I’ezrine est transloquée dans le
cytoplasme, ce qui entraine un effondrement des microvillosités (Kondo et al., 1997).
Certaines études ont aussi démontré que 1’ezrine est trés sensible a une protéase qui
est régulée par le calcium intracellulaire, la calpaine. Cette sensibilité résulte en une
dégradation de 1’ezrine, donc a son inactivation (Shuster et al., 1995; Yao et al.,

1993).

2.5.4.1 Activation de la voie de signalisation Rho

En plus de participer a diverses fonctions cellulaires, 1’ezrine est une protéine qui
peut transmettre divers signaux. Il a déja été démontrer que PIP; permet I’activation
de ’ezrine (Matsui et al., 1999; Niggli et al., 1995). En fait, c’est la GTPase RhoA
qui est responsable de cette activation puisqu’elle stimule PI;PsK ce qui méne a une
augmentation de PIP, (Matsui et al., 1999). Une fois ’ezrine liée a la membrane
cellulaire, elle peut transmettre un signal et activer a son tour la GTPase RhoA.
L’activation de la GTPase RhoA par ’ezrine se fait via une interaction entre la
protéine Dbl et le domaine amino-terminal de ’ezrine. Dbl est une protéine qui

catalyse I’échange de nucléotide (GDP/GTP) de la GTPase RhoA, donc qui permet
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I’activation de RhoA. L’ezrine et les autres membres de la famille ERM jouent
également un role important dans ’activation des membres de la famille Rho en

recrutant leurs régulateurs positifs et négatifs (Takahashi et al., 1998).

2.5.5 L’ezrine et le cancer

La perte d’adhérence entre les cellules tumorales semble étre essentielle au
développement des métastases a distance. Etant donné que 1’ezrine joue un role
crucial dans I’adhérence des cellules, son implication dans la carcinogenése, plus
particuliérement lors du développement des métastases, a fait ’objet de plusieurs
recherches.  Deux récentes études démontrent d’ailleurs que des niveaux
d’expression élevés d’ezrine sont liés & ’apparition de métastases dans différents
cancers (Khanna et al., 2004; Yu et al., 2004). Des recherches ont été menées
spécifiquement sur 1’ostéosarcome ou des niveaux d’expression élevés de 1’ezrine
ont été retrouvés chez de jeunes patients ayant développé des métastases (Khanna et
"al., 2004). De plus, étant donné que 1’ezrine est une protéine qui est impliquée dans
la voie de signalisation de MAPK, voie importante lors de la dissémination des
cellules cancéreuses, cela renforce le lien entre son expression élevée et 1’apparition

de métastases (Reddy et al., 2003; Ward et al., 2001).

D’autres études doivent investiguer davantage ce lien afin de mieux pouvoir

comprendre le réle que pourrait jouer 1’ezrine dans la pathologie de 1’ostosarcome.

2.6 HYPOTHESE

L’ostéosarcome évolue de maniére imprévisible et sa progression est généralement
trés rapide. 1l y a un manque important de marqueurs biologiques pour ce type de
tumeur de I’os. Jusqu'a présent, I'examen pathologique de la nécrose induite par la
chimiothérapie néoadjuvante est la seule indication qui permet de formuler un
pronostic au patient. Nous avons postulé que différentes molécules, intervenant dans
le phénoméne de transformation maligne, tel que 1’ET-1 et ces récepteurs (ET4 et
ETg), ’ostéocrine, la PARP-1 ainsi que I’ezrine pourraient étre des biomarqueurs du

caractére invasif et de la progression de I’ostéosarcome humain.
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2.7 OBJECTIFS

L’objectif principal de ce projet de maitrise a ¢été de mettre en évidence des
marqueurs biologiques potentiels de 1’ostéosarcome humain. Plus précisément cet

objectif se divise en deux parties :

1. Déterminer le profil d’expression de I’ET-1, de I’ostéocrine, de la PARP-1 et
de I’ezrine dans des tissus d’ostéosarcome humain et dans les cellules
dérivées de ces tumeurs. Plus précisément, notre but a été de comparer ces

niveaux d’expression selon le grade histologique de la tumeur.

2. Démontrer le role du récepteur ETA in vivo dans le développement d’une

tumeur osseuse et des métastases chez la souris nude.
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CHAPITRE 3 : MATERIELS ET METHODES
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Cette étude a été réalisée avec des lignées cellulaires disponibles dans le commerce,
avec des tissus d’ostéosarcomes ainsi qu’avec des cellules dérnivées a partir de ces
tissus. De plus, des expériences in vivo ont été réalisées chez la sounis nude afin de
déterminer le role du récepteur ETA de I’endothéline dans le développement de la

tumeur et des métastases de I’ostéosarcome.

3.1 Lignée cellulaire

Cette étude a été réalisée avec des lignées cellulaires disponibles dans le commerce.
Plus précisément, la lignée cellulaire MNNG/HOS (American Type Culture
Collection) est une lignée commerciale dérivée d’un ostéosarcome d’une femme
caucasienne de 13 ans. Ces cellules sont tumorigéniques lorsqu’elles sont injectées
chez la souris nude. En effet, une tumeur se développe dans les 21 jours suivant
I’injection en sous-cutanée de 1 x 107 cellules a la fréquence de 100% (5/5) (Rhim et
al., 1977). La lignée cellulaire MG-63 (American Type Culture Collection) est aussi
dérivée d’un ostéosarcome humain d’un homme de 14 ans. La morphologie de ces
cellules ressemble aux fibroblastes, mais celles-ci ne sont pas tumorigéniques

lorsqu’elles sont implantées ches les souris nude.

3.2 Tissus humains

Aprés avoir obtenu le consentement libre et éclairé des patients, les tissus humains
provenant de chirurgies orthopédiques ont été collectés au CHU Sainte-Justine.
L’étude et Iutilisation de ces tissus ont été approuvées par le Comité d’Ethique de la
Recherche du CHU Sainte-Justine. Cette ¢tude est réalisée en collaboration avec le
Dr Marc Isler, le Dr Josée Doyon et le Dr Robert Turcotte. Afin de déterminer les
caractéristiques histologiques et le, grade des tumeurs osseuses selon la classification
de Broders, tous les spécimens ont été évalués par un pathologiste (Dr Josée Doyon).
Les tissus humains recuillis proviennent tous de biopsies de patients n’ayant pas regu
de traitements adjuvants. Parmis ces huit échantillons (une tumeur de grade 1/4, trois
tumeurs de grade 3/4, quatre tumeurs de grade 4/4) un ratio gargon : fille de 5: 3

existe.
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Tableau III : Caractéristiques des tumeurs osseuses humaines utilisées lors de

I’étude.
Numéro Sexe Diagnostic Site primaire Grade histologique
1 M Ostéosarcome  Tibia droit (proximal) 1/4
2 F  Ostéosarcome  Os iliaque gauche 3/4
3 F Ostéosarcome  Tibia droit (proximal) 3/4
4 M  Ostéosarcome Tibia droit (distal) 3/4
5 F  Ostéosarcome  Tibia Proximal 4/4
6 M  Ostéosarcome Masse poignet droit 4/4
7 M  Ostéosarcome  Fémur distal gauche 4/4
8 M  Ostéosarcome Femur droit 4/4

3.3 Isolation des cellules a partir des tumeurs osseuses

Suite a I’excision de la tumeur osseuée, les tissus recueillis dans des conditions
stériles ont été rincés dans du PBS pH 7,4 (phosphate buffer saline : 0,137 M NaCl,
8,1 x 10> M NayHPO,, 2,7 x 10> M KCl, 1,5 x 10° M KH,PO4) contenant 100
unités/mL de pénicilline et 100 pg/mL de streptomycine (Gibco BRL, Burlington,
Ontario, Canada). Les tumeurs osseuses ont par la suite été coupées mécaniquement
en petits morceaux de moins de 5 mm et mises dans des boites de culture de 25 cm?
dans du milieu de culture DMEM (Dulbecco’s Modification Eagle’s Medium 1x;
Wisent, Inc, St-Bruno, Québec, Canada) additionné de 10% (v/v) de sérum de veau
feetal (Origine Australie ; Gibco BRL, Burlington, Ontario, Canada), de 100
unités/mL de pénicilline et de 100 pg/mL de streptomycine (Gibco BRL,
Burlington, Ontario, Canada). Ces boites ont ensuite été placées a4 37°C dans un
incubateur contenant 5% de CO; et 95% d’air. Le milieu de culture a été changé a

tous les 2 a 3 jours jusqu’a confluence, soit durant environ un mois.

3.4 Culture cellulaire

Les cellules ont été cultivées dans du milieu de culture DMEM (Dulbecco’s
Modification Eagle’s Medium 1x; Wisent, Inc, St-Bruno, Québec, Canada)
additionné de 10% (v/v) de sérum de veau feetal (Origine Australie ; Gibco BRL,
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Burlington, Ontario, Canada), de 100 unités/mL de pénicilline et de 100 pg/mL de
streptomycine (Gibco BRL, Burlington, Ontario, Canada) dans des boites de culture
de 75 cm’. Ces boites de culture ont été placées a 37°C dans un incubateur contenant
5% de CO; et 95% d’air. Lorsque les cellules arrivaient a confluence, elles étaient
trypsinées (0,25% trypsine-EDTA, Gibco BRL, Burlington, Ontario, Canada) pour
ensuite étre divisées dans d’autres boites de culture de 75 cm®. Le milieu de culture a
éte chaﬁgé a tous les 2 a 3 jours. Les cellules ont été utilisées au passage deux ou

trois, dépendamment des cas.

3.5 Test de la phosphatase alcaline

Un marquage de la phosphatase alcaline est réalisé chez les cellules dérivées des
tumeurs osseuses pour vérifier le phénotype de ces cellules. Les cellules sont
d’abord mises en culture dans des Labtek a 8 puits (Nalge Nunc International, Etats-
Unis) dans du DMEM (Dulbecco’s Modification Eagle’s Medium 1x; Wisent, Inc,
St-Bruno, Québec, Canada) additionné de 10% (v/v) de sérum de veau feetal (Origine
Australie ; Gibco BRL, Burlington, Ontario, Canada), de 100 unités/mL de
pénicilline et de 100 pg/mL de streptomycine (Gibco BRL, Burlington, Ontario,
Canada). Aprés 4 jours d’incubation a 37°C 'avec; 5% de CO; et 95% d’air, les
cellules ont été fixées a I’aide de la formaldéhyd;e 3,7% (Laboratoire MAT Inc.,
Beauport, Québec, Canada) durant 5 minutes. Apres 3 ringages rapides dans du PBS,
les cellules ont été incubées durant 60 minutes dans le tampon de coloration (0,5 pM
Naphtol AS-MX Phosphate Disodium Salt (Sigma, Ontario, Canada), 1 uM Fast Red
Violet LB salt (Sigma, Ontario, Canada), 62,5 pL 2-methoxyéthanol (Sigma,
Ontario, Canada), 6 mL TBS (tris buffer saline : 0,1 M Tns pH 9,5, 0,15 M NaCl).
Suite a cette incubation, les cellules ont été rincées 3 fois dans du PBS et la présence

de la phosphatase alcaline (coloration rouge) a été observée au microscope (Leica

DMR, Allemagne).

3.6 Extraction et dosage de ’ARN

Pour ’extraction de I’ARN, les cellules ont été mises en culture dans des pétris de
100 mm x 20 mm dans du DMEM (Dulbecco’s Modification Eagle’s Medium 1x;

Wisent, Inc, St-Bruno, Québec, Canada) additionné de 10% (v/v) de sérum de veau
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foetal (Origine Australie ; Gibco BRL, Burlington, Ontario, Canada), de 100
unités/mL. de pénicilline et de 100 pg/mL de streptomycine (Gibco BRL,
Burlington, Ontario, Canada) jusqu’a confluence. Les cellules ont ensuite été privées
dans du DMEM (Dulbecco’s Modification Eagle’s Medium 1x; Wisent, Inc, St-
Bruno, Québec, Canada) additionné de 0,0% (v/v) de sérum de veau fcetal, de 100
unités/mL. de pénicilline et de 100 pg/mL de streptomycine (Gibco BRL,
Burlington, Ontario, Canada) pour une période de 16 heures. Le milieu de culture &
été récupéré et conservé a -20°C. Les cellules ont été rincées avec du PBS stérile et
I’ARN et été récupéré dans 2 mL de réactif Trizol (Gibco BRL, Burlington, Ontario,
Canada). Par la suite, 200pL de chloroforme (ACP Chemicals Inc, Montréal,
Québec) a été ajouté par mL de Trizol et agité vigoureusement pendant 1 minute.
Suite a une centrifugation a 12 000 g x 15 minutes a 4°C, la phase aqueuse a été
récupérée et ’ARN a été précipité en ajoutant 500 pL d’isopropanol (Fisher
Scientifique, Hampton, NH, Etats-Unis) par tube. Aprés avoir attendu 10 minutes et
réalisé la centrifugation a 12 000 g x 10 minutes a 4°C, le surnageant a été jeté et le
culot a été rincé avec 1 mL d’éthanol 70% (Les alcools du commerce Inc.,
Bramption, Ontario) froid (-20°C). Suite a une derniére centrifugation a 7 500 g x 5
minutes a 4°C, le culot a été séché et resuspendu dans de I’eau stérile puis conserve a
-20°C. L’ARN a été dilué dans le tampon TE 1X (200 mM Tris-HCL, 0,20 mM
EDTA, pH'7,5) et dosé a 1’aide du spectrophotométre (Shimadzu UV-1601, Kyoto,
Japon). Finalement, I’intégrité de I’ ARN a été vérifiée par une électrophorése sur gel
d’agarose (Gibco BRL, Burlington, Ontario, Canada ) de 1,2% et les bandes ont été -
visualisées aux ultraviolets grice au bromure d’éthidium (0,5 g/mL) contenu dans le

gel.

3.7 RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction)

‘La réaction de RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) a été
réalisée avec 1 pg d’ARN a l’aide de la M-MLV Reverse Transcriptase (Gibco,
BRL, Burlington, Ontario, Canada). Ces réactions ont été effectuées a 1’aide de
I’appareil Progene (Techne, Cambridge, Angleterre). Un cycle a 25°C x 10 minutes,
42°C x 15 minutes et 99°C x 5 minutes a été réalisé, selon les indications au
fabricant. Cette réaction de transcription inverse se fait a I’aide de 6 mM MgCl,, 10
mM Tris pH 8,3, 50 mM KCI1 + MgCl,, 1,2 mM dNTP (Amersham Biosciences
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‘Corp., QC, Canada), 3 uM d’hexamére, 3 x 10° M DTT, 20 unités de RNAseOut
(Gibco, BRL, Burlington, Ontario, Canada) et 60 unités de M-MLV Reverse
Transcriptase (Gibco, BRL, Burlington, Ontario, Canada). Une fois I’ARN converti

Tableau IV : Amorces et conditions pour la réaction de PCR

Nb pairede  T° hybridation Nb de
Geéne  Séquence (5' — 3") bases (°C) cycle

Sens: 5'- GTC AAC ACT CCC GAG CAC -3
Anti-sens: 5- CTG GTT TGT CTT AGG TGT T -3'
ETA Sens: 5'- GCT GAT AGC CAG TCT TGC -3' 384 60 35
Anti-sens: 5'- GAT GTG GCA TTG AGC ATA -3'
Sens: 5'- GCA GAG ATA ATG ACG CCA -3'
Anti-sens: 5'- ATA GAC TCA GCA CAGTGAT -3'
Ezrin Sens: 5'- ATC AAT GTC CGA GTT ACC ACC -3 660 65 35
Anti-sens: 5'- TCC AAG GGC ATC AACTCC AA-3'
Sens: 5'- ACC ACA GTC CAT GCC ATC A -3'
Anti-sens: 5- TCC ACCACCCTGTTGCTGT -3'
Ostéocrine Sens: 5'- AGA TGC TGG ACT GGA GAT TGG -3' 378 56 35
Anti-sens: 5'- TTC TAC CAA TCC GAT CCA TGG -3'

PARP-1 Sens: 5'- TGGCGGAGTCTTCGGATA -3' - 987 52 35
Anti-sens: 5'- GGTTGGGTGTCTGTGTCTTG -3'
Sens: 5'- CAGTGGAGCGTCGCGGTGTT -3'

PTHrP 334 . 60 30
Anti-sens: 5'- GCGGCTGCTCTTTGTACGTCT -3' .

ET-1 314 60 35

ETB 451 60 35

GAPDH 452 60 35

en ADNc, 2ulL de cette réaction a été utilisé pour I’amplification par PCR. La
réaction de PCR se fait a I’aide de 1,25 mM MgCl2, 10 mM Tris pH 8,3, 50 mM KCI
+ MgCl,, 0,25 mM d’amorce sens et 0,25 mM d’amorce antisens (Medicdrp,
Montréal, QC, Canada), 2,5 unit¢ de TaQ DNA Polymerase (Gibco, BRL,
Burlington, Ontario, Canada). Les amorces spécifiques ainsi que les conditions pour
chaque gene sont décrites au tableau IV. Chaque cycle de PCR est composé de trois
étapes : 95°C x 1 minute (dénaturation), X°C x 1 minute (hybridation, voir tableau
IV) et 72°C x 1 minute (polymérisation). A la fin des cycles de PCR, une élongation
de 10 minutes 4 72°C est effectuée. Finalement, les produits de cette réaction ont été
analysés par électrophorese .sur gel d’agarose (Gibco BRL, Burlington, Ontario,
Canada ) de 1,2% et les bandes ont été visualisées aux ultraviolets grice au bromure

d’éthidium (0,5 g/mL) contenu dans le gel.
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3.8 Extraction et dosage des protéines totales

Les cellules ont été rincées a trois reprises avec du PBS pH 7,4 puis 500 pL de
tampon de lyse RIPA (50 mM Tris-HCI pH 7,4, 150 mM NacCl, 1% NP-40, | mM
EDTA) contenant les inhibiteurs de protéases (I mM  PMSF
(phenylmethylsulfonylfluoride), 1 pg/mL leupeptine, | pg/mL aprotinine, 1 pg/mL
pepstatine) sont ajoutés dans le pétri. Les pétris ont été incubés durant 10 minutes a
-80°C, puis les cellules ont été grattées et récupérées dans un eppendorf. Suite a une
centrifugation de 15 minutes 4 12000 g a 4°C le sumnageant a été récupéré et
conservé a -20°C. Pour doser les protéines totales extraites, la méthode a I’aide
d’une solution d’acide bicinchonique (Sigma, Ontario, Canada) et d’une solution de
sulfate de cuivre (Sigma, Ontarib, Canada) a été utilisée. La BSA (albumine de
sérum bovin) a été utilisée pour réaliser la gamme étalon (1 mg a 60 mg). La densité
optique est mesurée & 550 nm (Expert Microplate Reader 96UV, Asys Hitech,
Australie). En se référant 4 la gamme étalon, la concentration des protéines (pg/pL)

peut étre calculée.

3.9 Précipitation a I’acide trichloroacétique

Les pfotéines du milieu de culture conservé a -20°C ont été concentrés par
précipitation a I’aide de I’acide trichloroacétique (Sigma, Ontario, Canada).
Premi¢rement, 10% d’acide trichloroacétique (v/v) a été ajouté au milieu de culture,
inversé a quelques reprises et incubé sur glace durant 1 heure. Une centrifugation a
12 000 g x 20 minutes 4 4°C a été réalisée et le culot a ensuite été rincé avec de
’acétone (Fisher Scientific, Hampton, NH, Etats-Unis) froid. Une deuxiéme
centrifugation a 12 000 g x 5 minutes a 4°C a été réalisée et le culot a une fois de
plus été rincé dans de 1’acétone froid. Aprés 3 ringages, le culot a été séché et repris
dans du tampon laemmli 2X, puis conservé a 20°C. Cette précipitation a I’acide

trichloroacétique a permis de concentrer les protéines de 100 fois.

3.10 Buvardage de type Western

Les échantillons utilisés proviennent des milieux de culture concentrés a 1’aide de

Pacide trichloroacétique (20 pL) ou des lysats cellulaires totaux (15 pg). Les
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échantillons ont été bouillis durant cinqg minutes puis ils été déposés dans un gel
SDS-PAGE d’acrylamide (Bio-Rad, Hercules, Califormie). Le gel de concentration
est constitué de 4% d’acrylamide (v/v) et de tampon Tris 0,5 M pH 6,8. Quant au gel
de résolution, il est composé de 16% d’acrylamide (v/v) et de tampon Tris 1,5 M pH
8,8. La séparation des protéines a été réalisée suite & une électrophorése a ’aide de
I’appareil Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad, Hercules, Califormie). La migration a été
effectuée a température piéce sous 80 volts. Les protéines ont ensuite été transférées
sur une membrane de nitrocellulose 0,45 pm (Bio-Rad, Hercules, Califormie). Ce
transfert a été effectué durant une heure, sous 120 volts, 4 4°C. Une fois le transfert
terminé, la membrane a été incubée durant la nuit dans une solution de T-TBS 1X
(0,2 M tris, 0,15 M NaCl, 0,1 Tween-20) 4 5% de lait en poudre. La membrane a été
rincée six fois a I’aide du T-TTBS 1X puis incubée une heure a température piéce
avec I’anticorps primaire (tableau V). Suite a six ringages dans le T-TBS 1X, la
membrane a été incubée durant 1 heure a température piéce avec 1’anticorps
secondaire correspondant qui est couplé a la peroxydase (tableau V). Les anticorps
secondaires proviennent de la compagnie Pierce et ont été utilisés selon la dilution du
fabricant, soit de 1/40 000. La présence de protéines a été révélée a I’aide du substrat
SuperSignal (Pierce, Rockford, Illinois) et les membranes ont finalement été

exposées sur un film autoradiographique (Amersham Biosciences Corp., Qc, Canada).

Tableau V : Anticorps primaires utilisés pour les immunobuvardages de type

Western.

Anticorps primaire Concentration Type d'anticorps primaire Compagnie

Eznn 0,5 pg/mL Polyclonal Anti-Lapin Upstate

Ostéocrine 1 pg/mL Monoclonal Anti-Rat ~ R & D Systems
: . \ Santa Cruz,

PARP-1 0,1 pg/mL Polyclonal Anti-Chévre biotechnoloy

3.11 Densitométrie

La densité des bandes obtenu lors des immunobuvardages de type Western et lors des
réactions de RT-PCR a ét¢ quantifiée a 1’aide du logiciel fluorchem 8800 (Alpha

Innotech Corporation).
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3.12 Coloration éosine/hématoxyline

Les tissus humains obtenus suite aux chirurgies ainsi que les tissus provenant des
souris nude (expérience in vivo), ont été rincés avec du PBS pH 7,4 et les tissus
adjacents (gras, tissus conjonctifs) ont été enlevés afin de conserver uniquement la
tumeur osseuse. Ces tissus ont été fixés a Iaide de la paraformaldéhyde 4%
(Laboratoire MAT Inc., Beauport, Québec, Canada), enrobés dans la paraffine, puis
coupés a 1’aide d’un microtome (Leica RM2145, Richmond Hill, Ontario, Canada).
Des sections de 5 pm ont ét¢ montées sur des lames SuperFrost Plus (Fisher
Scientifique, Hampton, NH, Etats-Unis). Les tissus ont été déparaffinés dans le
toluéne (Laboratoire MAT Inc., Beauport, Québec, Canada) et réhydratés dans des
bains d’éthanol (Les alcools du commerce Inc., Bramption, Ontario) & concentration
décroissante. Les lames ont ensuite été incubées quatre minutes avec I’hématoxyline
Harris (Fisher Scientific, Harﬂpton, NH, Etats-Unis) puis plongées dans I’eau pour
enlever I’exceés de colorant. Suite a trois ringages dans une solution d’alcool-acide
(95% éthanol, 5% HCI) et trois autres ringages dans une solution de 1% de carbonate
de lithium (Laboratoire MAT Inc., Beauport, Québec, Canada), les lames ont été
incubées durant une minute avec I’éosine (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario,
Canada). Les lames ont ensuite été déshydratées dans des bains d’alcool a
concentration croissante, puis incubées cinq minutes dans le toluéne avant d’étre

montées a ’aide du Permount (Fisher Scientifique, Hampton, NH, Etats-Unis).

3.13 Immunohistochimie

Les coupes de tissus de 5 um, montées sur des lames SuperFrost (Fisher Scientifique,
Hampton, NH, Etats-Unis), ont été déparaffinées dans le toluéne (Laboratoire MAT
Inc., Beauport, Québec, Canada) et réhydratées dans des bains d’éthanol (Les alcools
du commerce Inc., Bramption, Ontario) a concentration décroissante. Les antigénes
ont par la suite été démasqués a 1’aide du tampon citrate (0,01 M) a 65°C durant 20
minutes. L’activité de la peroxydase endogéne a été bloquée a I’aide d’une solution
a 2% de H,O; (Scientiﬁc, Hampton, NH, Etats-Unis) dans du méthanol (Fisher
Scientific, Hampton, NH, Etats-Unis). Pour bloquer les liaisons non-spécifiques, une
incubation de 60 minutes avec le sérum normal de cheval (Vectastain ABC Kkit;

Vector Laboratories, Burlingame, CA) a été réalisée a 25°C. Les coupes de tissus
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ont été incubées durant 16 heures a 4°C avec ’anticorps primaire (tableau VI). Suite
a cette incubation, 1’anticorps secondaire, couplé -a la biotine (tableau VI), a été
ajouté et incubé a 25°C durant 40 minutes selon la dilution du fabricant (Vectastain
ABC kit; Vector Laboratories, Burlingame, CA). Apreés ’incubation avec le
complexe avidine-biotine (Vectastain ABC kit; Vector Laboratories, Burlingame,
CA), le marquage a été développé avec le systéme diaminobenzidine (DAB) (Dako
Diagnostics Canada Inc; Mississauga, ON, Canada) donnant une coloration brunatre
la ot la protéine est exprimée. Les lames ont été contre-colorées avec
’hématoxyline Harris (Fisher Scientific, Hampton, NH, Etats-Unis), coloration qui
marque les noyaux des cellules. La spécificité du marquage a été évaluée grice au
contrble négatif réalisé en méme temps que les autres lames suite a I’omission de
P’anticorps primaire. Les lames ont été observées au microscope (Leica DMR,
Allemagne) a des grossissements de 100X, 200X et de 400X. Par la suite, le
pourcentage de cellules marquées pour chaque anticorps a été déterminé et ce, en
double aveugle. En moyenne, 30 cellules étaient comptées dans trois zones
représentatives de la lame, pour un total approximatif de 100 cellules/lame. Le

comptage des cellules a été effectué a trois reprises.

Tableau VI:  Anticorps primaires utilisés pour la  technique

d’immunohistochimie.
An'tlco.rp S Concentration Type Qangcoms Compagnie
primaire primaire
. . Anticorps maison
ET-1 .5 ng/mL Polyclonal Anti-Lapin (Florina Moldovan)
Ezrin 10 ug/mL Polyclonal Anti-Lapin  Upstate .
Ostéocrine 10 ug/mL Monoclonal Anti-Rat R & D Systems
U Santa Cruz,
PARP-1 4 pg/mL Polyclonal Anti-Chevre biotechnoloy

Par la suite, le pourcentage moyen de cellules marquées était calculé ainsi que son
écart-type. La différence d’expression de la protéine selon le grade histologique a

ensuite été validée statistiquement.
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3.14 Expériences in vivo

Les expériences réalisées chez la souris nude ont été approuvées par le Comité
Institutionnel des Bonnes Pratiques Animales en Recherche (CIBPAR) du CHU
Sainte-Justine (# protocole STO5-05). L’expérience in vivo a été réalisée a I’aide de
six souris nude (NU/NU) (Charles River Laboratories, Wilmington, MA) auxquelles
1 x 10 cellules MNNG/HOS ont été injectées. Les cellules ont été injectées (volume
100 pL) dans le flanc droit en sous-cutané a ’aide d’une aiguille 25G 5/8. Une fois
que la tumeur avait atteint une taille de 5 mm, soit en 32 jours, les souris ont été
séparées de fagon aléatoire en deux groupes : un groupe contréle (n=2) et un groupe
expérimental (n=2). Le groupe contréle a regu des injections quotidiennes de PBS
stérile (volume de 100 puL) en sous-cutanée durant quatre semaines (28 jours).
L’autre groupe a regu 1’antagoniste du récepteur de I’ET-1, le BQ-123 (Calbiochem
EDM Biosc. Inc, San Diego) a raison de dose sous-cutanée de 6 pg/kg/jour (volume
de 100 pL) durant 28 jours. Toutes les injections ont été faites a 1’aide d’une aiguille
25G 5/8. A tous les jours, le site d’injection était nettoyé avec un tampon d’alcool
composé de 70% d’alcool isopropylique et les injections ont été réalisées a la méme
heure chaque jour. La taille de la tumeur ainsi que le poids des souris ont été pris
chaque semaine. Aprés quatre semaines de traitement, des radiographies des
poumons ont été prises pour vérifier ’apparition de métastases. Ces radiographies
ont été prises en position postérieur/antérieur (PA) ainsi que sur le c6té droit. Les
souris ont ensuite été sacrifiées dans des chambres 4 CO; et les tumeurs, ainsi que les -
poumons ont été prélevés pour diverses analyses histologiques. Durant toute la durée
de cette expérience, les souris nude étaient situées dans une salle transgénique a

I’animalerie du Centre de Recherche du CHU Sainte-Justine.

3.15 Considérations éthiques

Le protocole de recherche pour I’étude avec des tissus humains a été approuvé par le
Comité d’Ethique de la Recherche du CHU Sainte-Justine. De plus, les tissus ont été
obtenﬁ suite 4 ’obtention du consentement libre et éclairé des patients. En ce qui
concerne les expériences in vivo réalisé a 1’aide des souris nude, le protocole de
recherche a été approuvé par le Comité Institutionnel des Bonnes Pratiques Animales

en Recherche (CIBPAR) du CHU Sainte-Justine.
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3.16 Analyses statistiques

Les différences entre les différents groupes de données ont été comparées avec le test
de Mann-Whitney & ’aide du logiciel VisualStat. Les résultats ont été considérés

significatifs pour une valeur de p < 0,05.
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CHAPITRE 4 : RESULTATS
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4.1 Expression de PET-1 et de ces récepteurs dans
.’ostéosarcome humain

Dans le but de mettre en évidence le role important de I’ET-1 et de ces récepteurs
dans I’ostéosarcome humain, nous avons étudié 1’expression génique et protéique de
ce peptide. Ainsi, par la technique de RT-PCR le niveau d’expression du géne de
I’ET-1 et de ces récepteurs (ETa et ETg) a été évalué selon les conditions décrites au
tableau IV. Selon cette expérience, réalisée sur des ostéoblastes provenant de lignées
commerciales ainsi que sur des ostéoblastes dérivés d’ostéosarcomes humains (n=8),
I’expression de I’ET-1 et de son récepteur ET A semble identique indépendamment du
grade de la tumeur. Nous notons tout de méme une légére augmentation de
I’intensité des bandes du récepteur ETa chez les tumeurs de grade 4/4
comparativement aux tumeurs de grade 1/4 et 3/4. Cependant, en ce qui concerne
I’expression du gene du récepteur ETg, nous observons une disparition de la bande a
451 paires de base dans les ostéosarcomes de grade 4/4 (figure 2). Le géne du
peptide de la PTHrP a aussi été analysé par la technique de RT-PCR selon les
conditions mentionnées au tableau IV. Sur la figure 2, nous constatons une perte de
la bande & 334 paires de base chez les ostéosarcomes de grade 1/4 ainsi que pour
deux tumeurs de grade 3/4. Une réaction de RT-PCR a également été réalisée avec
chaque échantillon en utilisant les amorces permettant de détecter la GAPDH (452
pb). Ce contrdle nous assure que la quantité d’ARN utilisée pour réaliser les diverses

réactions de RT-PCR est identique pour chaque échantillon.

L’expression protéique de I’ET-1 a également été vérifiée par la technique
d’immunohistochimie sur des coupes de tissus d’ostéosarcomes de grade 1/4 (n=3) et
de grade 4/4 (n=3). L’anticorps polyclonal anti-ET-1 reconnait spécifiquement la
région C-terminal de la protéine. Les images a 400X nous ont permis d’observer un
marquage au niveau du cytoplasme des cellules (figure 3B, 3D). Pour déterminer s’1l
existe une différence d’expression entre les ostéosarcomes de bas grade (1/4) et de
haut grade (4/4), I’expression protéique de I’ET-1 a été quantifiée. Ainsi, le
pourcentage de cellules marquées par 1’anticorps anti-ET-1 est de 43,33% + 15,27%
pour les ostéosarcomes de grade 1/4 et de 90,35% = 4,14% pour les grades 4/4
(tableau VII). La différence d’expression de I’ET-1 entre les OS de grades 1/4 et 4/4



52

. est statistiquement significative selon le test de Mann-Whitney (p < 0,05). L’ET-1 a
aussi été détecté dans une coupe de tissu de tumeur a cellules géantes (n=1) (figure
4). Le pourcentage de cellules marquées est moindre que dans les tissus
d’ostéosarcomes, soit de 23,71% + 4,23% (tableau VII). De plus, I’intensité¢ du
marquage dans le cytoplasme des cellules est beaucoup plus faible dans les cellules
de la tumeur a cellules géantes (figure 4) comparativement aux cellules

d’ostéosarcomes (figure 3).

Lignée Cellules dérivées
cellulaire d’OS humains
S
&)

Grade histologique

I §

WD ece G G e ams o ol e e BE ol SYEY
(314 pb)

<«— ET,
(384 pb)

<« ET,
(451 pb)

<— PTHrP
(334 pb)

<+— GAPDH
(452 pb)

Figure 2 : Expression du géne de I’endothéline-1 (ET-1), de ces récepteurs (ET4
et ETg) et de la PTHrP dans des ostéoblastes humains. Les ostéoblastes
proviennent de lignées commerciales d’ostéosarcomes (MG-63 et MNNG/HOS) et
des ostéoblastes dérivés de biopsi_es d’ostéosarcomes humains (n=8). L’ARN a été
extrait des‘cellules qui ont été cultivées dans du DMEM additionné de 10% (v/v) de
sérum de veau foetal jusqu’a confluence et privées durant la nuit dans du DMEM
additionné de 0% (v/v) de sérum de veaﬁ foetal. Les produits de la réaction de RT-
PCR pour I’ET-1 (314 pb), ETA (384 pb), ETg (451 pb), PTHrP (334 pb) et la
GAPDH (452 pb) ont été visualisés aux ultraviolets a I’aide du bromure d’éthidium
contenu dans le gel d’agarose 1,2%. ET-1: Endothéline-1, ETA: Récepteur A de
I’endothéline, ETg: Récepteur B de 1’endothéline, PTHrP: Parathyroid-hormone-
related peptide, GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase.
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Figure 3 : Expression protéique de I’endothéline-1 (ET-1) dans des tissus
d’ostéosarcomes humains. Coupes représeniatives de tissus d’ostéosarcomes
humains marquées avec un anlicorps polyclonal anti-endothéline-1 (S ug/mL). Le
substrat DAB (diamino-3,3’benzidine) est utilise pour révéler le marquage
cytoplasmique de I'endothchine-1 (coloration brunarre). Les lames ont été contre
colorées avec 1'hématoxyline Harris. L’endothéline-1 est détectée dans des tissus
d’ostéosarcomes humains de grade [/4 (A, B) ainsi que dans dus tissus
d’ostéosarcomes de grade 4/4 (C, D). Conirole négatif (E, F). Grossissement 200X
(A, C, E) et 400X (B, D, F).
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Figure 4 : Expression protéique de ['endothéline-1 (ET-1) dans un tissu de
tumeur a cellules géantes. Coupes rcpréseniatives d'un tissu de tumeur a cellules
géantes marquées avec un antcorps poiycloual anti-endothéline-1 (5 pg/mL). Le
substrat DAB (diamino-3.,3"benzidine) est unilisé pour révéler le marquage
cytoplasmique de 1’endothéline-1 (coloration brunatre). Les lames ont él¢ conlre
colorées avec I'hématoxyline Hams. L'endothéline-1 est détectée dans un tissu de

wmeurs a cellules géantes. Grossissement 100X (A) et 400X (B, C).
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4.2 Expression de P’ostéocrine (ostn) dans I’ostéosarcome
humain

L’expression Qe I’ostéocrine a été mise en évidence tant au niveau du géne qu’au
niveau protéique dans différents grades d’ostéosarcomes humains. Pour analyser
Pexpression du géne de ’ostéocrine, une réaction de RT-PCR a été réalisée sur
I’ARN de huit ostéosarcomes humains (figure 5). Nous observons une bande a 378
paires de bases ayant une forte intensité pour I’ostéosarcome de grade 1/4. Par
contre, l’intensité de la bande est fortement diminuée dans les grades 3/4,
comparativement au grade 1/4. Les ostéosarcomes de grade 4/4 démontrent une
expression encore plus faible du géne de 1’ostéocrine (figure SA). Dans le but de
quantifier ’expression génique de I’ostéocrine, la densitométrie des bandes a été
réalisée a partir des bandes obtenues suite aux réactions de RT-PCR avec les amorces
spécifiques du géne de I’ostéocrine et de la GAPDH (tableau IV). Le test de Mann-
Whitney confirme la différence d’expression entre les ostéosarcomes de grades 3/4
et ceux de grades 4/4 (p < 0,04) (figure 5B). La probabilité du test statistique de
Mann-Whitney entre 1’ostéosarcome de grade 1/4 (n=1) et ceux de hauts grades n’a
pu étre calculé vu le trop faible échantillonnage. Une réaction de RT-PCR a aussi été
réalisée avec chaque échantillon en utilisant les amorces permettant de détecter la
GAPDH (452 pb). Ce controle nous assure que la quantit¢ d’ARN utilisée pour

réaliser les diverses réactions de RT-PCR est identique pour chaque échantillon.

L’ostéocrine est une protéine qui est sécrétée en faible quantité par les ostéoblastes.
Dans le but de mettre en évidence cette. protéine, les ostéoblastes dérivés des
ostéosarcomes humains ont été privés durant 16 heures dans du DMEM dépourvu de
sérum de veau feetal dans le but de synchroniser les cellules. Les lysats cellulaires
totaux ainsi que les milieux de culture ont été récupérés et les protéines contenues
dans le milieu de culture ont été concentrées de 100x par une précipitation a I’acide
trichloroacétique. Des immunobuvardages de type Western ont été réalisés a partir
des lysats cellulaires totaux (15ug) et des milieux de cultures concentrés. Nous
avons détecté une trés faible bande & 11,4 kDa qui correspond a la protéine de
’ostéocrine lors de I’immunobuvardage de type Western réalisé avec les milieux de
cultures concentrées (figure 6A) tandis que nous ne détectons aucune bande dans les

lysats cellulaires totaux (figure 6B). Des expériences d’immunohistochimie ont
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également été réalisées avec des coupes de tissus d’ostéosarcomes de différents
grades. Ainsi, nous avons détecté la présence de 1’ostéocrine dans les ostéosarcomes
de bas grade ainsi que dans ceux de haut grade (figure 7). Plus précisément, cette
protéine démontre un patron d’expression cytoplasmique, malgré le fait que la
protéine soit aussi exprimée dans la matrice osseuse (figure 7). Nous remarquons
une différence d’expression, autant dans le nombres de cellules marquées que dans
I’intensité du marquage, entre les grades 1/4 (figure 7A, 7B) et les grades 4/4 (figure
7C, 7D). En effet, le pourcentage de cellules marquées est supérieur pour les
tumeurs de grade 1/4 (99,77% = 3,84%) comparativement aux tumeurs de grades 4/4 -
(9,74% = 0,94%). Cette différence d’expression entre les ostéosarcomes de grade
1/4 (n=3) et ceux de grade 4/4 (n=3) est validé par le test de Mann-Whitney (p <
0,05) (tableau VII). L’expression de 1’ostéocrine a également été détectée dans un
tissu de tumeur a cellules géantes. Le nombre de cellules exprimant 1’ostéocrine est
de 89,27% + 2,64% (tableau VII). Une fois de plus, le marquage de ces cellules est

majoritairement cytoplasmique (figure 8).
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Figure 5 : Expression du géne de ['ostéocrine dans des ostéoblastes dérivés
d'ostéosarcomes humains. Les osléoblasies ont é1€ dérivés de Dbiopsies
d ostéosarcomes humains (n=8). L ARN a été extrait des cellules qui ont été
cultivées dans du DMEM additionne de 10% (v/v) de sérum de veau foetal el privées
durant la nunt dans du DMEM addinonné dc 0% (v/v) de sérum de veau loctal.
A) Les produits de la réaction de RT-PCR pour I'ostéocrine (378 pb) el la GAPDH
(452 pb) ont é1é visualisés aux ultraviolels a ['ade du bromure d'éthidium conlenu
dans le gel d’agarose 1,2%. B) L histogramme représente la quantificaton de la
densité des bandes observées a 378 pb correspondant a I'ostéocrine, rapporté a la
densité des bandes a 452 pb comespondant a la GAPDH (Osto/GAPDH). *Test de
Mann-Whitney réalisé sur les valeurs moyennes des ostéosarcomes de grade 3/4
(n=3) par rapport aux ostéosarcomes de grade 4/4 (n=4) (p < 0,04). Osin:
Ostéocrine, GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase.
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Figure 6 : Expression protéique de l'ostéocrine (Ostn) dans des ostéoblastes
dérivés d’ostéosarcomes humains. L’immunobuvardage de type Westem a été
réalisé a partir d’extraits protéiques totaux (15 ug / puit) provenant des ostéoblastes
dérivés de biopsies d’ostéosarcomes humains (n=8). Les ostéoblastes ont été cultivés
dans du DMEM additionné de 10% (v/v) de sérum de veau foetal et privées durant la
nuit dans du DMEM additionné de 0% (v/v) de sérum de veau foetal. La détection
des protéinés spécifiques a été réalisée a 1’aide d’un anticorps monoclonal anti-
ostéocrine (1 pg/mL) et d’un anticorps polyclonal anti-actine (0,05 ug/mL). A) La
majorit¢ de I|’ostéocrine est détecté dans le milieu de culture, suite a une
concentration de 100x a |’acide trichloroacétique. B) L’ostéocrine n’est pas détecté
dans les lysats cellulaires totaux. L’actine représente le contréle pour la quantité

protéique. Ostn: Ostéocrine.
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Figure 7 : Expression protéique de I’ostéocrine dans des tissus d’ostéosarcomes
humains. Coupes représentatives de tissus d’ostéosarcomes humains marquées avec
un anticorps monoclonal anti-ostéocrine (10 pg/mL). Le substrat DAB (diamino-
3,3’benzidine) est utilisé pour révéler le marquage cytoplasmique de I'osteéocrine
(coloration brunatre). Les lames ont été conlre colorées avec I’ hématoxyline Harris.
L.’ ostéocrine est dérecté dans des tissus d’ostéosarcomes humains de grade /4 (A, B)
ainsi que des bssus d’ostéosarcomes de grade 4/4 (C, D). Conmdle néganf (E, F).

Grossissement 200X (A, C, E) et 400X (B, D, F).
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Figurc 8 : Expression protéique de ['ostéocrine dans un tissu de fumeur a
cellules géantes. Coupes representatives d’'un tissu de (umeur a cellules géantes
marquées avec un anticorps monoclonal anti-ostéocrine (10 ug/mL). Le substrat
DAB (diamino-3,3 benzidine) est utihis€ pour révéler le marquage cytoplasmique de
I’ostéocrine (coloration brunace). Les lames ont €& contre colorées avec
[’hématoxyline Harris. L'ostéocrine est déiecté dans un tissu de tumeur a ccllules

géantes. Grossissement (00X (A) et 400X (B, C).
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4.3 Expression de la PARP-1 dans Postéosarcome humain

Dans le but de mettre en évidence I’'importance de la PARP-1 dans ‘l’ostéosarcome,
son expression génique et protéique a été étudiée dans des tumeurs osseuses de
différent grade. Tout d’abord, des réactions de RT-PCR, a partir d’ARN extrait
d’ostéoblastes dérivés d’ostéosarcomes humains, ont été réalisées sur huit
ostéosarcomes selon les conditions mentionnées au tableau IV. La bande
représentant I’amplification d’une partie spécifique du géne de 1a PARP-1 (987 pb) a
été détectée dans tous les cas d’ostéosarcomes (figure 9A). Cependant, nous avons
constaté¢ que I’intensité de la bande était plus forte dans les hauts grades
d’ostéosarcomes comparativement aux faibles grades. Pour quantifier cette
expression, la densitométrie des bandes (figure 9B) a été réalisée a partir des bandes
obtenues suite aux réactions de RT-PCR réalisées avec les amorces spécifiques du
géne de la PARP-1 et de la GAPDH (tableau 1V). Le test de Mann-Whitney
confirme la différence d’expression du géne de la PARP-1 entre les ostéosarcomes
de grade 3/4 (n=3) et ceux de grade 4/4 (n=4) (p < 0,04). La probabilité¢ du test
statistique‘ de Mann-Whitney entre ’OS de grade 1/4 (n=1) et ceux de hauts grades
n’a pu étre calculé vu le trop faible échantillonnage. Une réaction de RT-PCR a
également été réalisée avec chaque échantillon en utilisant les amorces permettant de
détecter la GAPDH (452 pb). Ce contrdle nous assure que la quantité d’ ARN utilisée.

pour réaliser les diverses réactions de RT-PCR est identique pour chaque échantillon.

Les immunobuvardages de type Western réalisés a partir des extraits protéiques
totaux (15 pg) ont démontré le méme patron d’expression que celui mis en évidence
au niveau génique. Ainsi, les ostéosarcomes de grade 4/4 expriment davantage la
protéine PARP-1 comparativement au grade 3/4 (figure 10A). Cette différence
d’expression de la PARP-1 selon le grade est validée statistiquement par le test de
Mann-Whitney suite a la densitométrie des bandes obtenues a 113 kDa (PARP-1) par
rapport aux bandes obtenues a 42 kDa (actine) (p < 0,04) (figure 10B). Etant donné
que nous ne pouvions pas démontrer une différence d’expression significative de la
PARP-1 entre les bas grades et les hauts grades, nous avons analysé 1’expression de
cette protéine par la technique d’immunohistochimie. Ainsi, le pourcentage de
cellules marduées suite 4 une immunohistochimie réalisée avec un anticorps

polyclonal anti-PARP-1 est de 28,56% =+ 1,65% pour les grades 1/4 et de 77,30% =+
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10.06% pour les grades 4/4 (figure 11). Selon le 1est de Mann-Whilney, la différence
d'expression entre les osléosarcomes de grade 1/4 (n=3) el 4/4 (n=3) est

statistiquement différente (p < 0.0S) (1ableau V1),

A
Grade hisiologique
& ¥ >N A .
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Figure 9: Expression du gene de la PARP-1 dans des ostéoblastes dérivés
d'ostéosarcomes humains. Les ostéoblastes ont été dérivés de biopsies
d’ostéosarcomes humains (n=8). L'ARN a éIé cxirait des cellules qui ont été
culivées dans du DMEM additionné de 10% (v/v) d¢ sérum de veau foertal el privées
durant la nuit dans du DMEM additionné de 0% (viv) de sérum de vecau foelal.
A) Les produits de la réacuon de RT-PCR pour la PARP-] (987 pb) er la GAPDH
(452 pb) ont été visualisés aux uliraviolets 4 ’aide du bromure d’éthidium conlenu
dans le gel d’agarose 1.2%. B) L'lnstogramme représente la quantification de la
deasité des bandes observées a 687 pb correspondant a la PARP-1, rapponé a la
densité des bandes a 452 pb correspondant a la GAPDH (PARP-1/GAPDH). "Test
de Mann-Whitney réalisé sur les valeurs moyennes des osiéosarcomes de grade 3/4
{n=3) par rappori aux ostéosarcomes dc grade 4/4 (n=4) (p < 0,04). PARP-I: poly
(ADP-nbose) polymérase, GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogcnase.
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Figure 10 : Expression protéique de la PARP-]1 dans des ostéoblastes dérivés
d’ostéosarcomes humains. L’ immunobuvardage de type Western a été réalisé 3
partir d’extrails protétques totaux (15 pg/ puil) provenant des ostéoblastes dérivés de
biopsies d’ostéosarcomes humains (n=8). Les cellules ont eté culiivées dans du
DMEM additionné de 10% (v/v) de sérum de veau foeral ei privées durant la nuil
dans du DMEM additionné de 0,0% (v/v) de sérum de veau foelal. A) La délection
des proi€ines spécifiques a é(¢€ realisée a I'aide d'un anticorps polyclonal anti-PARP-
1 (0,1 pg/mL) et d’un anticorps polyclonal anti-actine (0,05 pg/mL). L'acline
représente le contrdle pour la quantité protéique. B) L histogramme représente la
quantificalion de la densité des bandes observées a 113 kDa correspondant a la
PARP-1, rapporié 4 la densité des bandes a 42 kDa correspondant a 'actine (PARP-
I/Actine).  *Test de Mann-Whilney réalisé sur les valeurs moyenncs des
ostéosarcomes de grade 3/4 (n=3) par rapport au grade 4/4 (n=4) (p < 0,04). PARP-
1: poly (ADP-nibose) polymérase.
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Figure t1: Expression protéique de la PARP-1 dans des tissus d’ostéosarcomes
bumains. Coupes représenialives de tissus d ostéosarcomes humains marguées avec
un anticorps polyclonal anti-PARP-1 (4 pg/mL). Le substrat DAB (diamino-
3.3’benzidine) est utilisé pour révéler le marquage cytoplasmique et nucléaire de la
PARP-1 (coloration brunitre).  Les lamcs ont éé contre colorées avec
I"hématoxyline Harnis. La PARP-I est délectée dans des tlissus d’ostéosarcomes
humains de grade 1/4 (A. B) ains) que dans des tissus d'ostéosarcomes de grade 4/4

(C. D). Contrdle Negatit (E, F). Gressissement 200X (A, C. E) et 400X (B. D, F).
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4.4 Expression de I’ezrine dans I’ostéosarcome humain

L’ezrine est une protéine qui semble corréler avec I’apparition des métastases dans
différents cancers. Dans le but de mettre en évidence I’expression de 1’ezrine dans
I’ostéosarcome humain, nous avons étudié cette nouvelle molécule au niveau du géne
et de la protéine. Tout d’abord, nous avons réalisé des expériences de RT-PCR a
partir d’ARN extrait des ostéoblastes dérivés d’ostéosarcomes humains (n=8). Nous
avons détecté le géne de I’ezrine dans tous les cas d’ostéosarcomes (figure 12).
Cependant, nous observons une’ différence d’intensité de la bande & 660 paires de
base (figure 12A). En effet, cette bande semble plus intense pour les ostéosarcomes
de haut grade, comparativement au bas grade. Dans le but de mettre en évidence
cette différence d’intensité, nous avons quantifié, par densitométrie, les bandes
obtenues 4 660 paires de base par rapport a celles obtenues 4 452 paires de base qui
représente la GAPDH (figure 12B). Il existe une différence d’expression du géne de
I’ezrine selon le test de Mann-Whitney, entre les tumeurs de grade 3/4 et celles de -

grade 4/4 (p < 0,04) (figure 12B).

L’expression protéique de I’ezrine a aussi été déterminée et quantifiée suite a des
immunobuvardages de type Western (figure 13). La densitométrie des bandes a été
réalisée a partir des bandes obtenues suite aux immunobuvardages de types Western
réalisés avec les anticorps spécifiques, anti-ezrine et anti-actine. Le test de Mann-
Whitney confirme la différence d’expression entre les ostéosarcomes de grade 3/4 et
ceux de grade 4/4 selon une probabilité de p < 0,05 (figure 13B). Toujours dans le
but d’établir une corrélation entre le grade histologique et I’expression de 1’ezrine,
des expériences d’immunohistochimie ont été réalisées sur des coupes de tissus
d’ostéosarcomes humains (figure 14). Le marquage cytoplasmique, mis en évidence
surtout dans les ostéosarcomes de grade 4/4, a été quantifié et analysé statistiquement
a l’aide du test de Mann-Whitney. Ainsi, 20,51% + 8,89% des cellules sont
marquées dans les grades 1/4 (n=3) comparativement a 81,88% =+ 10,61% pour les
tumeurs de grade 4/4 (n=3) (tableau VII). Suite au test de Mann-Whitney, nous
avons constaté qu’il existe une différence d’expression significative entre les

ostéosarcomes de bas grade et ceux de haut grade (p < 0,05) (tableau VII).
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Figure |2 Expression du géne de 'ezrine dans des ostéoblastes dérivés
d ostéosarcomes humains.  Les ostéoblastes omt éte démves de biopsics
dosléosarcomes humains (n=8) L'ARN a ¢t¢ extrait des cellules qui ont &g
cultivees dans du DMEM additionne de 0% (v/v) de serum de veau foetal et pnvées
durant la nuit dans du DMEM additionne de (% (vv} de sérum de veau foeial
Al Les produits de Ja reaction de BT-PCR pour Vezrine (560 pbh el la OGAPDH (432
pb} onl ¢1é visualizdés gux ultraviolets & 1'aide du bromuore d érttudium contenu dans le
gel d’agarose 1,2%  B) L'histogrimme représente [a quantificanon doe |8 donsieé des
bandes observees 4 660 pb comespondant a 1"eznne, rapportt & la densite des bandes
a 452 ph cormespondant a |2 GAPDH (EznnefGAPDH).  *Test de Mann-Whitney
rédlisé sur les valeurs moyennes des osieéosarcomes de prade 3/4 (n=3) par rapport au

prade 4/ (n=4) (p = 0,04}, GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase.
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Figure 13 : Expression protéique de I'ezrine dans des ostéoblastes dérivés
d’ostéosarcomes humains, L['Immunobuvardage de type Weslern a €1é réalisé a
partir d’extraits protéiques totaux (15 pg / puit) provenant des ostéoblastes dérivés de
biopsies d’ostéosarcomes humains (n=8). Les cellules ont été cultivées dans du
DMEM additionné de 10% (v/v) de sérum de veau foetal et privées durant la nuit
dans du DMEM additionné de 0% (v/v) de sérum de veau foetal. La détection des
protéines spécifiques a é1¢é réalisée a 1’aide d’un anticorps polyclonal anti-ezrine (0,5
ug/mL) et d’un anucorps polyclonal anti-actine (0,05 pg/mL). L’actine représente le
contréle pour la quantit¢ protéique. B) L histogramme représente la quantification
de la densité des bandes observées a 81 kDa correspondant a I’eznne, rapporté a la
densité des bandes a 42 kDa correspondant & 'actine (Ezrine/Actine). *Test de
Mann-Whitney réalisé sur les valeurs moyennes des ostéosarcomes de grade 3/4

(n=3) par rapport au grade 4/4 (n=4) (p < 0,05).
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Figure 14 : Expression protéique de Pezrine dans des tissus d’ostéosarcomes
humains. Coupes représentatives de tissus d ostéosarcomes humains marquées avec
un anticorps polyclonal anti-ezrine (10 pg/mL). Le substrat DAB (diamino-
3.3benzidine) est utilisé pour révéler le marquage cytoplasmique de I'ezrine
(coloration bruniatre). Les lames ont été contre colorées avee |'hématoxyline Harris.
La PARP-1 est détectée dans des lissus d’ostéosarcomes humains de grade 1:4 (A, B)
ainsi que dans des tissus d osteosarcomes de grade 4:4 (C, D). Contréle négatif (E,

F). Grossissement 200X (A, C, E) et 400X (B, D, F).
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Tableau VII : Analyses statistiques de I’expression de I’ET-1, de ’ostéocrine, de
la PARP-1 et de I’ezrine, suite 2 des immunohistochimies réalisées sur des
coupes de tissus d’ostéosarcomes humains. Le test de Mann-Whitney a été réalisé
sur les valeurs moyennes du pourcentage - des cellules marquées dans les
ostéosarcomes de grade 1/4 (n=3) par rapport aux ostéosarcomes de grade 4/4 (n=4).
ET-1: Endothéline-1, Ostn : Ostéocrine, PARP-1 : poly (ADP-ribose) polymérase,
TCG : Tumeur a cellules géantes, N/D : non déterminé.

% cellules marquées P
Protéine Grade
* écart-type (test Mann-Whitney)
TCG 23,71 £ 4,23 -
ET-1 1/4 43,33 £ 15,27
<0,05
4/4 90,35+ 4,14
TCG 89,27 £2,64 -
Ostn 1/4 99,77 + 3,84
< 0,05
4/4 9,74 £ 0,94
1/4 28,56+ 1,65
PARP-1 <0,05
4/4 77,30 £ 10,06
1/4 20,51 + 8,89
Ezrine < 0,05
4/4 81,88 + 10,61

4.5 Effet de antagoniste du récepteur ET, sur la taille des
tumeurs induites in vivo

L’invasion cellulaire est un phénoméne complexe qui intervient dans le
développement et la propagation des cellules tumorales. L’ET-1 est connu pour
avoir un role importaht dans la progression et dans 1’invasion cellulaire. Dans le but
de mettre en évidence‘ le réle du systéme endothéline, plus précisément le role du
récepteur ET, dans I’invasion de 1’ostéosarcome , nous avons réalisé¢ une étude in
vivo & I’aide de six souris nude. Ainsi, suite 4 une injection de 1 x 107 cellules
MNNG/HOS dans le flanc droit des souris nude, quatre d’entre elles ont développé

une tumeur d’une taille de S mm en 32 jours. Les deux autres souris ont été



70

¢éliminées de 1’étude puisqu’aucune tumeur ne s’est développée et ce, méme apres 60
jours. Les quatre souris ont été séparées en deux groupes : un groupe a regu des
injections de PBS et ’autre des injections de BQ-123 (6 png/kg/jour). Suite a quatre
semaines d’injection quotidienne, nous avons constaté que I’antagoniste du récepteur
ETa, le BQ-123, a eu un effet sur la taille des tumeurs que les souris nude ont
développé. En effet, les tumeurs sont plus petites chez les souris ayant regu les
injections BQ-123 par rapport a celles ayant regu les injections de PBS (tableau
VIII). L’effet de I’antagoniste sur la taille des tumeurs est aussi visible sur les
. radiographies qui ont été prises lors du sacrifice des souris, soit aprés quatre
semaines d’injections de PBS (contr6le) ou de BQ-123 (figure 15). L’effet de
I’antagoniste sur la taille de la tumeur est encore plus marquant sur la figure

représentant 1’aspect macroscopique des tumeurs (figure 16).

Tableau VIII : Effet de ’antagoniste du récepteur ET, (BQ-123) sur la taille
d’une tumeur induite in vivo chez la souris nude. Une injection en sous-cutanée
sur le flanc droit de 1 x 107 cellulés MNNG/HOS a été réalisée chez quatre souris
nude. Les quatre souris ont développé une tumeur solide d’une taille de 5 mm en 32
jours. Aprés 32 jours, les quatre souris ontv regu quotidiennement des injections en
sous-cutanée durant 28 jours de PBS ou de BQ-123 (6ng/kg). Les souris ont été
sacrifiées et les tumeurs ont été récupérées et mesurées. Le poids correspond & la
derniére pesée avant le sacrifice des souris. La dimension des tumeurs correspond a

la mesure prise dans la zone la plus large.

Souris nude  Injections Poids de la souris (g) Dimension de la tumeur (mm)

1 PBS 33,8 16,5 mm x 7,5 mm
2 PBS 32,6 17,0 mm x 11,0 mm
3 BQ-123 37,6 8,5 mm x 6,5 mm
4 BQ-123 35,2 7,0 mm x 7,5 mm




71

BQ-123 {6 pg/kg/jour)

Figure 15 : Radiographies démontrant I’effet de I’antagoniste du récepteur ET,
(BQ-123) sur la taille d’une tumeur induite in vivo chez la souris nude. Une
injection en sous-cutanée sur le flanc droit de 1 x 107 cellules MNNG/HOS a été
réalisée chez quatre souris nude. Les quatre Souris ont développé une tumeur solide
d’une taille de 5 mm en 32 jours. Aprés 32 jours, les quatre souris ont regu
quotidiennement des injection en sous-cutanée-durant 28 jours de PBS (1,2) ou de
BQ-123 selon une dose quotidienne de 6 pg/kg (3, 4). Les radiographies ont été
prises en position postérieure/antérieure. Les fléches pointent vers la tumeur
développée au niveau du flanc droit. Le numéro de la souris correspond aux données

du tableau VII.
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PBS (Conirile) BQ-123 (6 pe'kg jour)

Figure 16 : Apparence macroscopique des fumeurs induites in vivo chez |a souris
nude. Une injection en sous-cutanee sur le flanc droit de 1 x 107 cellules
MNNG/HOS a été réalisée chez quatre souris nude. Les quatre sournis ont développé
une tumeur solide d’une taille de S mm en 32 jours. Aprés 32 jours, les quatre sours
oni1 re¢u quotidiennement des injections en sous-cutanée durant 28 jours de PBS ou
de BQ-123 (6 pg/kg). Les souris ont été sacrifices dans une chambre a CO», les
umeur ont été récupérées, évaluées macroscopiquement puis incluses en paraffine.
La 1aillc des tumeurs développées chez les souris ayanl requ des injections de PBS
(1,2) estplus grande que la ratllc des tumeurs développeées chez les souns ayant regu
des injections de BQ-123 (3, 4). Le numéro de la tumeur correspond aux donnees

du tableau VII.
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4.6 Evaluation histologique des poumons et des tumeurs
induites in vivo chez la souris nude

Dans le but de déterminer si ’antagoniste du récepteur ETy, le BQ-123? a eu un effet
sur I’invasion des cellules tumorales chez les souris nude, les poumons, principal site
des métastases de 1’ostéosarcome, ainsi que la tumeur en elle-méme ont été prélevés
et inclus en paraffine, suite aux injections de PBS ou de BQ-123 durant quatre
semaines. Des colorations a 1’¢éosine/hématoxyline nous ont permis de visualiser les
différentes structures qui composent ces tissus. Ainsi, I’hématoxyline Harris permet
de visualiser les noyaux des cellules (coloration bleue), tandis que 1’¢€osine permet de
visualiser le cytoplasme des cellules (colgration rose). Suite & ’analyse histologique
par un pathologiste de 1’H6pital Sainte-Justine des colorations des coupes de
poumons, aucun tissu était composé de cellules tumorales (figures 17, 18). En effet,
les coupes histologiques des poumons révelent la présence de cellules normales

seulement.

Quant a I’analyse histologique des tumeurs induites in vivo chez la souris nude, nous
constatons la présence de plusieurs zones de cellules tumorales (figures 19B, 20B)
ainsi que des zones de nécrose (figure 19C, 20C). Ces zones de nécrose semblent
étre plus\ présentes dans les tumeurs des souris ayant recu des injections de BQ-123
(figure 20C), comparativement aux tumeurs des souris ayant regu des injections de

PBS (figure 19C).
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Figure 17 : Evaluation histologique (coloralion éosine/hématoxyline) des coupes
de poumons de souris nude ayant re¢u des injections de PBS (conirdle). Les
poumons des souris nude ont €1é récup€rés suite a ["expérience iz vivo (lableau VIII).
Ces tissus ont ét¢ fixés, enrobés dans la paraffinc et des coupes de 5 um ont été
réalisées. Sune aux njections de PBS, aucune méiastase pulmonaire n’est détectée

dans les coupes de poumons. Grossissement de 100X (1A, 2A) et de 400X (1B, 2B).
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Figure 18 : Evaluation histologique (coloration éosine/hématoxyline) des coupes
de poumons de souris nude ayant recu des injections de BQ-123. Les poumons
des sourts nude ont été récupérés suite a I'expérience in vivo (tableau VIII). Ces
tissus ont été fixés, enrobés dans Ja paraffine et des coupes de 5 um ont été réalisées.
Suite aux injections de BQ-123, aucune métastase pulmonairc n'est détectée dans les

coupes de poumons. Grossissemeat de 100X (3A, 4A) et de 400X (3B, 4B).
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Figure 19 Evaluation histologique (coloration éosine/hématoxyline) des
tumeurs induites in vivo chez la souris nude ayant regu des injections de PBS
(contrdle). Les pounions des souris nude ol été récupéreés suite a I'expénence in
vivo (tableau VII). Ces tissus onl été fixés, enrobés dans )a paratfine et des coupes
de 5 um ont été réahisées. B) Zane principalement conslituée de cellules umorales.

C) Zone de nécrose. Grossissement de 100X (A) et de 200X (B er C).
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Figure 20 : Evaluation histologique (coloration éosine/hématoxyline) des
tumeurs induites in vivo chez la souris nude avant recu des injections de BQ-
123. Les poumons dcs souris nude onl été récupérés suite a ['expérience in vivo
(tableau VI1I). Ces lissus onl é1é fixés, enrobés dans la paraffine et des coupes de 5
um ont éié réalisées. B) Zone principalement constituée de cellules tumorales. C)

Zone de nécrose. Grossissement de 100X (A) et de 200X (B ¢t C).
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4.7 Expression des protéiness candidates: DPET-1,
Postéocrine, la PARP-1 et I’ezrine dans les tumeurs
induites in vivo chez la souris nude

Etant donné que I’ET-1, Postéocrine, la PARP-1 et ’ezrine sont des protéines
candidates en tant que marqueurs biologiques de I’ostéosarcome humain,
I’expression de ces protéines a été évaluée dans les tumeurs induites in vivo chez les
souris nude. Suite au sacrifice des souris, les tumeurs ont été prélevées et incluses en
paraffine. Des coupes de tissus de 5 pm ont été montées sur des lames et des
expériences d’immunohistochimie ont été réalisées sur ces tissus. ‘ .
L’expression de I’ET-1 a été détectée grace a un anticorps polyclonal anti-ET-1. Les
cellules exprimant cette protéine démontrent une expression cytoplasmique (figure
21). De fagon plus précise, nous avons constaté que le pourcentage de cellules
marquées est plus élevé dans les tumeurs développées chez les souris ayant regu des
injections de PBS (figure 21A, 21B), comparativement aux tumeurs des souris ayant
recu des injections de BQ-123 (figure 21C, 21D). En effet, la différence
d’expression est de 8827% + 1,19% (n=2) et de 52,33% + 3,52% (n=2)
respectivement (tableau IX). Cette différence d’expression est également validée
selon le test de Mann-Whitney (p < 0,05).

Des expériences d’immunohistochimie ont aussi été réalisées dans le but de mettre
en évidence I’expression de l’ostéocrine. Cependant, aucune cellule semble
exprimer cette protéine dans les tumeurs induites in vivo chez les souris nude, suite a
I’injection de 1 x 107 cellules MNNG/HOS (figure 22),

L’expression de la PARP-1 a été détectée dans les tumeurs induites in vivo, toujours
par la technique d’immunohistochimie. Gréce 4 un anticorps polyclonal anti-PARP-
1, nous pouvons observer une différence dans le nombre de cellules exprimant cette
protéine (figure 23). Ainsi, 43,93% + 5,24% (n=2) des cellules sont marquées dans
les tumeurs de souris ayant regu des injections de PBS, comparativement & 31,80%
+ 3,21% (n=2) de cellules marquées dans les tumeurs de souris ayant regu des
injections de BQ-123 (tableau IX). Le test de Mann-Whitney démontre que la
différence d’expression de la PARP-1 selon le type d’injection est significatif
(p <0,05) (tableau IX).

L’expression de la derniére protéine candidate, 1’ezrine a également €té quantifiée

suite 4 des expériences d’immunohistochimie (figure 24). Selon le test de Mann-
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Whitney, la différence d’expression de cette protéine n'est pas significative, puisque
92 36% + 8,42% (n=2) des cellules sont marquées dans les tumeurs des souns ayant
tegu des injections de PBS, comparativement a 91,04% + 8,11% (n=2) dans les

tumeurs des souns ayaat regu des injections de BQ-123 (tableau 1X)

?,s - =
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Contrdle Négatf

Figure 21 . Expression protéigque de V'endothéline-1 (ET-1) dans des tumeurs
induites in vivo chez la souris nude. Coupes représentatives de tumeurs induites in
vivo chez la souns nude marquees avec un anticorps polyclonal anti-endothéline-] (5
pg/mL). Le substrat DAB (diamino-3,3’benzidine) a été utihsé pour révéler le
marquage cyloplasmique de I’ET-1 (coloration brunatre). Les lames ont été conre
colorées avec I’hématoxyline Harris. L'expression de I'E(-1 esl plus marquée dans
les tumeurs induiles in vivo chez la souns nude ayant regu des injections de PBS (A,
B) comparativement aux tumeurs des souris nude ayant regu des injections de BQ-

123 (C, D). Contrdle négatif (E, F). Grossissement 200X (A, C, E) et 400X (B, D, F).
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Figure 22: Expression protéique de I'ostéocrine dans des tumeurs induites in
vivo chez la souris inude. Coupes représcntatives de tumeurs induires in vivo chez la
souris nudle marquées avec un anticorps monoclonal anti-ostéocrine (10 pug/mL). Le
substrat DAB (diamino-3,3’benzidine) a été utilisé pour révéler le marquage
cytoplasmique de 1'ostéocrine (coloration brunatre). Les lames ont éré contre
colorées avec I'hématoxyline Harris. L’ostéocrine n'est pas détecté dans fes tumeurs
induites in vivo chez la souris nude ayant regu des injections de PBS (A, B) ou des
injecnons de BQ-123 (C. D). Conrrole négatf (E, F). Grossissement 200X (A, C, E)
et 400X (B, D, F).
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Figure 23 : Expression protéique de la PARP-1 dans des tumeurs induites in vivo
chez la souris nude. Coupes représentatives de lumevrs induites in vivo chez la
souns Jnde marquées avee un anticorps polyclonal anh-PARP-1 (4 we/mL). Le
substrat DAB (diamino-3,3"benzidine) a été ulilisé pour révéler le marquage
cytoplasmigue de¢ la PARP-1 (coloration brunatre). Les lames ont ¢té contre colorées
avec I’hématoxyline Harris. L'cxpression de 1a PARP-1 est plus marquée dans les
tumeurs induites in vivo chez la souris nude ayant requ des injectians de PBS (A, B)
comparativemen: aux tumeurs des sours mede ayant regu des tmjections de BQ-123

(C. D). Contréle négalif (E. F). Grossissement 200X (A, C, E) et 400X (B, D, F).
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Figure 24 : Expression protéique de |'ezrine dans des tumeurs induites in vivo
chez la souris nude. Coupes représentalives de tumeurs tnduiles in vivo chez la
souris nude marquées avec un anticorps polyclonal anti-eznne (10 py/mL). Le
substrat DAB (diamino-3,3 benzidine) a ¢té utihsé pour révéler le marquage
cyloplasmique de I'ezrnine (coloration brunatre). Les lames ont ét€ contre colorées
avec I'hémaloxyline Hamris. L'czrine es( déteclée dans Jes umeurs induiles in vivo
chez la souris nude ayant regu des injections de PBS (A, B) et des injections de BQ-
123 (C, D). 1l n’a pas de différcnce d'expression significative de 1'ezrine entre ces

wmeurs. Conltréle négatif (E, F). Grossissement 200X (A, O, E) et 400X (B, D, F).
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Tableau IX : Analyses statistiques de I’expression de I’ET-1, de I’ostéocrine, de Ia.
PARP-1 et de Pezrine, suite a des immunohistochimies réalisées sur des coupes
de tissus des tumeurs induites in vivo chez quatre souris nude. Le test de Mann-
Whitney a été réalisé sur les valeurs moyennes du pourcentage de cellules marquées
dans les tumeurs de souris induites in vivo ayant regu des injections de PBS (n=2) par
rapport a ceux ayant recu des injections de BQ-123 (n=2). ET-1: Endothéline-1,
Ostn : Ostéocrine, PARP-1 : poly (ADP-ribose) polymérase, N/D : non déterminé,
N.S. : non significatif.

% cellules marquées P
Protéine Injections
+ écart-type - (test Mann-Whitney)
PBS 88,27 +1,19
ET-1 <0,05
BQ-123 52,33 £3,52
PBS 0,00 £ 0,00
Ostn —
BQ-123 0,00 £ 0,00
PBS 43,93 + 5,24 :
PARP-1 <0,05
BQ-123 31,80 £ 3,21
) PBS 92,36 + 8,42
Ezrine > 0,05
BQ-123 91,04 + 8,11

4.8 Caractéristiques des tumeurs osseuses humaines

Tout au long de ce travail, nous avons collecté des biopsies ou des résections de
tumeurs provenant de patients atteints d’une tumeur osseuse. Ces tumeurs ont été
mises en culture pour en dériver les cellules et/ou incluses en paraffine a des fins
histologiques. Les cellules mises en culture ont été dérivées dans le but de
poursuivre la banque de cellules déja mise en place dans le laboratoire du Dr
Moldovan. Un marquage a la phosphatase alcaline a été réalisé sur les cellules
dénivées dans le but de spécifier le phénotype des cellules. Une fois le phénotype
confirmé, I’ARN ainsi que les protéines ont été extraites de ces cellules dans le but
de faire différentes expériences ultérieurement. En ce qui concerne les tissus inclus

en paraffine, plusieurs coupes de 5 puM ont été réalisées. -Des colorations
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histologiques a I’hématoxyline/éosine ont été réalisées pour chaque tumeur dans le

but de déterminer les caractérisque histologique. Ci-joint un tableau décrivant les

caractéristiques des tumeurs humaines (tableau X).

Tableau X : Caractéristiques des tumeurs osseuses humaines.

applicable, N/D : non disponible.

N/A : non

Numéro Sexe - Diagnostic Site primaire Grade histologique
1 F  Ostéosarcome Omoplate, scapulaire gauche 1/4
2 M Ostéosarcome  Tibia droit (proximal) 1/4
3 M  Ostéosarcome Fémur droit 1/4
4 F  Ostéosarcome Os iliaque gauche 3/4
5 F Ostéosarcome  Tibia droit (proximal) 3/4
6 M Ostéosarcome  Tibia droit (distal) 3/4
7 F  Ostéosarcome Tibia Proximal 4/4
8 M Ostéosarcome  Masse poignet droit 4/4
9 M  Ostéosarcome Fémur distal gauche 4/4
10 M Ostéosarcome  Fémur droit 4/4
11 M  Ostéosarcome Lésion tibia proximal gauche N/D
12 F  Chondrosarcome Humérus gauche 1/3
13 F  Chondrosarcome Humérus proximal gauche 1/3
14 F Chondrosarcome Fémur gauche 1/3
15 F Chondrosarcome Lésion humérale gauche 1/3
16 M Chondrosarcome Vertébre L1 gauche 1/3 a2/3
17 F  Chondrosarcome Vertébre D9 1/3a2/3
18 M  Chondrosarcome Fémur proximal droit 2/3
19 M Chondrosarcome 7-8-9 cbtes 2/3
20 F  Ostéochondrome Fémur droit (distal antérieur) N/A
21 F  Ostéochondrome Fémur gauche (distal latéral) N/A
22 M  Osteochondrome Humeérus proximal droit N/A
23 F  Ostéochondrome Humeérus droit (proximal) N/A
24 M Ostéochondrome Fémur droit (distal) N/A
25 M Ostéochondrome Fémur droit (distal) N/A
26 M Ostéochondrome Fémur droit (distal) N/A
27 M Ostéochondrome Fémur droit (distal) N/A
28 M  Ostéochondrome Humérus droit (proximal) N/A
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CHAPITRE 5 : DISCUSSION
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L’importance de ce projet de recherche réside dans le fait que nous avons mis en
évidence I’expression de quatre molécules, soient I’ET-1, I’ostéocrine, la PARP-1 et
I’ezrine dans I’ostéosarcome humain. Leurs profils d’expression pourraient
éventuellement, et suite a d’autres études sur un nombre plus imporant de cas, étre
utilisés en tant que marqueurs biologiques corrélatifs avec le grade de la tumeur et en

conséquence, avec la progression de 1’ostéosarcome humain.

Le proAﬁl d’expression de ces marqueurs biologiques potentiels est en lien avec les
différents grades de 1’ostéosarcome, donc avec la progression de 1’ostéosarcome
humain. De plus, nous avons démontré in vivo le réle important du récepteur ET A de
I’endothéline dans la progression tumorale chez la souris nude. Ce projet d’étude a
été réalisé in vitro et in vivo avec des cellules dérivées d’ostéosarcomes humains

ainsi qu’avec des lignées cellulaires commerciales.

5.1 Profil d’éxpression des protéines candidates dans

I’ostéosarcome humain

5.1.1 L’endothéline-1 et ces récepteurs

L’endothéline-1 est un puissant vasonconstricteur, connue pour avoir un rdle
important 4 jouer dans plusieurs étapes de la carcinogenése. FEtant donné son
implication, tant au niveau de la prolifération cellulaire (Bagnato et al., 2004), de la
progression cellulaire (Chiao et al., 2000), que lors de I’apoptose (Filippatos et al.,
2001) et de I’angiogenése tumorale (Salani et al., 2000a), nous avons étudi¢ dans ce

travail son profil d’expression selon le grade de I’ostéosarcome.

Nos résultats démontrent I’expression génique de I’ET-1 dans les deux lignées
commerciales étudiées (MG-63, MNNG/HOS), en plus d’étre exprimée dans toutes
les cellules dérivées des ostéosarcomes humains (figure 2). Cependant, 1’expression
de I’ET-1 semble plus élevée dans les cellules MG-63 comparativement aux cellules
MNNG/HOS, qui sont tumorigéniques. Ce résultat est en désaccord avec |’article de
Waulfing et collaborateurs ou I’on indique que I’ET-1 est plus exprimé dans les

tumeurs de hauts grades du cancer du sein (Wulfing et al., 2004). Cependant, cela
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peut s’expliquer par le fait que I’analyse a été réalisée avec des lignées commercials
et non avec des cellules provenant d’un ostéosarcome. Au niveau des tissus
tumoraux, I’ET-1 est également mise en évidence avec un nombre de cellules
marquées plus élevé dans les tumeurs de grade 4/4, comparativement aux tumeurs de
grade 1/4 (tableau VII). En ce qui concerne I’expression des récepteurs de ce
peptide, nous observons une diminution de I’intensit¢ de la bande, voire une
disparition de la bande correspondant au récepteur ETg dans les ostéosarcomes de
grade 4/4 (figure 2).

Ces résultats abondent dans le mén'1e sens que plusieurs papiers, dont celui de Nambi
et collaborateurs, qui a mis en évidence 1’expression du géne de ’ET-1 dans une
lignée cellulaire dérivée d’un ostéosarcome de rat (Nambi ef al., 1995). Ces résultats
confirment aussi les données obtenues par I’équipe de Wulfing, qui a mis en
évidence une surexpression de I’ET-1 ainsi qu’une diminution du récepteur ETs dans
des tumeurs de haut grade histologique de cancer du sein (Wulfing et al., 2004). La
perte du récepteur ETg a également été documentée dans plusieurs types de cancer,
ddnt le cancer de la prostate (Nelson et al., 1997), le cancer de ’ovaire (Bagnato e?
al., 1999) ainsi que dans une lignée cellulaire dérivée d’un mélanome humain‘
(Kikuchi ef al., 1996). A ce jour, le mécanisme relié 4 la perte de ce récepteur dans
les tumeurs de haut grade histologique n’est pas tout a fait élucidé. Etant donné que
nous avons constaté une perte du récepteur ETp dans les cellules dérivées des
ostéosarcomes humains de haut grade, nous supposons que cette perte engendre des
signaux inappropriés a la cellule. Ces signaux pourraient influencer la
différenciation/dédifférenciation cellulaire, ce qui contribuerait au développement de

cellules tumorales.

5.1.2 LaPTHrP

La PTHrP (parathyroid-hormone-related peptide) est une hormone qui a également
été étudiée lors de ce projet de recherche puisque de récentes études indiquent que ce
peptide, ayant une homologie semblable a I’ET-1, peut lier le récepteur ETs de ’ET-
1 (Schluter et al., 2001). L’expression du géne de la PTHrP a été mise en évidence
dans les cellules dérivées des ostéosarcomes de grades 4/4 ainsi que dans les cellules

dérivées d’un ostéosarcome de grade 3/4 (figure 2).
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Etant donné que ce peptide peut se lier au récepteur ET, de PET-1 et activer les
mémes voies de signalisation que I’ET-1, son expression élevée dans les hauts grades
‘pourrait étre due a la surexpression du récepteur ETa dans 1’ostéosarcome humain
(Grant et al., 2003). Ainsi, une augmentation du nombre de récepteurs ETa
corrélerait avec une augmentation de son ligand naturel, I’endothéline, en plus d’un
autre peptide pouvant se lier a ce récepteur, la PTHrP. De plus, certains
vasoconstricteurs dont I’ET-1 et ’angiotensine II, induisent 1’expression du géne de
la PTHrP (Casey et al., 1993; Largo et al., 1999). Ceci indique qu’il pourrait exister

une certaine boucle de régulation entre I’ET-1 et la PTHIP et que cette boucle de

régulation pourrait avoir.un réle important dans le développement des métastases.

La forte expression de la PTHrP dans les ostéosarcomes de hauts grades pourrait étre
en relation avec la pérticipation importante de cette hormone dans le développement
des métastases osseuses (Hastings, 2004; Kakonen et al., 2003; Miki et al., 2004).
En effet, plusieurs études ont mis en évidence une expression élevée de ce peptide
dans les métastases osseuses, suite a un cancer du sein (Kakonen ef al., 2003) ou du
poumon (Hastings, 2004; Miki ef al., 2004). Trés récemment, une étude établissant
une corrélation entre 1’expression de la PTHrP et de I’ezrine dans la carcinogenése a

été observée dans le cancer du poumon chez un modele murin (Deng et al., 2007).

5.1.3 L’ezrine

L’ezrine est impliquée dans la carcinogenése, plus brécisément dans la progression
de l'ostéosarcome (Khanna ef al., 2004; Yu et al., 2004). Nos résultats ont permis
de confirmer un lien entre son niveau d’expression et le grade de 1’ostéosarcome. En
fait, nos études sont en accord avec ceux obtenus par I’étude de Khanna et
collaborateurs. En effet, ce groupe de recherche a démontré une relation entre
I’expression élevée de 1’ezrine et l’apparitidn de métastases chez des patients ayant le
cancer, plus précisément chez une cohorte de patients pédiatriques ayant développé
un ostéosarcome (Khanna et al., 2004). Nous avons observé, tant au niveau du géne
qu’au niveau de la protéine, une différence d’expression de ’ezrine selon le grade
histologique de la tumeur (figures 12, 13, 14). Ainsi, il en résulte que plus le grade
de la tumeur est élevé, plus I’expression de 1’ezrine est forte. Bien que notre étude a

été réalisée avec un petit nombre d’échantillons, les résultats obtenus appuient
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I’étude de Khanna et collaborateurs et ce, dans une cohorte pédiatrique différente.
Cette relation entre I’expression de ’ezrine et I’apparition des métastases peut étre
expliquée par plusieurs faits. Tout d’abord, I’ezrine est une protéine impliquée dans
I’adhérence cellulaire ainsi que dans la survie cellulaire, deux processus trés
importants dans la progression de la tumeur ainsi que dans le développement des
métastases (Bretscher et al., 2002; Takeuchi et al., 1994). Etant donné I’action
biologique de cette protéine, il semble €vident qu’un probléme au niveau de la
fonctionnalit¢ ou encore au niveau de la -signalisation de [|’ezrine ait des
répercussions trés importantes pour la cellule. Ces répercussions peuvent étre de

nature mineure ou majeure et ainsi contribuer a la progression de la tumeur.

La position de I’ezrine dans la cellule, soit 4 I’interface entre le cytosquelette et la
membrane, peut représenter un atout dans la progression de la tumeur (Bretscher,
1999). En effet, lorsque 1’ezrine est activée, elle représente un lien physique entre le
cytosquelette de la cellule et la membrane cellulaire, élément requis pour que les
cellules métastatiques puissent s’engager dans leur microenvironnement et former
des métastases (Khanna et al., 2004). En fait, le mécanisme permettant aux cellules
tumorales de métastaser vers un autre site implique plusieurs étapes séquentielles
(Fidler, 2003). Tout d’abord, la cellulé doit se détacher du site primaire du cancer et
passer dans la circulation. Cette cellule doit survivre dans la circulation puis
s’arréter dans un nouvel organe. Une fois ces premiéres étapes réalisées, la cellule
doit entrer dans le tissu par extravasation, déclencher son mécanisme de croissance,
se multiplier et enclencher le processus d’angiogenése pour permettre aux cellules
tumorales de survivre. Ce mécanisme implique plusieurs signaux qui doivent étre
bien coordonnés pour assurer la survie et la prolifération des cellules tumorales

(Fidler, 2003).

L’ezrine est d’ailleurs impliquée dans plusieurs vo;es de signalisation importante
dont les voies de MAPK (MEK/ERK), Akt, Rho kinase (Bretscher et al., 2002;
Crepaldi et al.,v 1997; Gautreau et al., 1999; Martin et al., 2003). Ces voies de
signalisation sont cruciales, entre autre, pour la dissémination des cellules tumorales.
Plus particuliérement, la voie de MAPK est bien documentée a ce sujet (Reddy er al.,
2003; Ward er al, 2001). En fait, cette importante voie de signalisation est

impliquée dans la régulation du processus de dissémination des cellules tumorales
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puisque la voie MAPK régularise- les enzymes protéolytiques pouvant dégrader la
membrane basale (Adeyinka et al., 2002; Coutts et al., 1998; Krueger et al., 2001,
McCawley et al., 1999; Si\./araman et al., 1997). La voie MAPK contribue au
processus tumoral vu son implication dans la migration cellulaire (Hartmann et al.,
1994; Klemke et al., 1997), en plus de protéger les cellules cancéreuses contre

I’apoptose (Sarker et al., 2002; Xia et al., 1995).

Etant donné son implication importante au niveau des voies de signalisation, un
défaut dans une de ces nombreuses voies peut certainement engendrer des défauts au

niveau de la cellule et ainsi contribuer a I’apparition des métastases.

5.1.4 L’ostéocrine

Notre étude est la premiére & démontrer un lien entre le grade de 1’ostéosarcome
humain et I’expression de I’ostéocrine. En effet, nous notons une expression trés
élevée de I’ostéocrine dans les ostéosarcomes de bas grade, tant au niveau génique
qu’au niveau protéique (figure 5, 7). De plus, nous constatons que le tissu de la
tumeur a cellules géantes est composé majoritairement de cellules qui expriment
I’ostéocrine (figure 8). Ce résutat est surprenant puisqu’une étude indique que les
ostéoclastes d’un tissu sain n’exprime pas ou trés peu l’ostéocrine (Bord ef al.,
2005). Ce résultat peut cependant étre expliqué par le fait que les ostéoclastes
constituant la tumeur a cellules géantes on un phénotype modifé puisqu’on parle ici

d’une tumeur.

Bien que le nombre de cas d’ostéosarcome étudiés soit petit, nous observons une
nette différence au niveau du nombre de cellules exprimant I’ostéocrine entre les bas
grades et les hauts grades d’ostéosarcomes. Ce résultat s’éxplique par le fait que
I’ostéocrine est exprimé par les ostéoblastes et non par les cellules dédifférenciées
(Bord et al., 2005), cellules qui composent principalement les ostéosarcomes de

hauts grades (Unni et al., 1984).

Selon la littérature, I’ostéocrine est faiblement exprimé dans les ostéoblastes
normaux différenciés (Bord et al., 2005). Les résultats de notre laboratoire sont

quelques peu différents, puisque le pourcentage de cellules marquées pour les
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tumeurs de grade -1/4 est tres éle\}é (tableau VII). Cette différence peut-étre
expliquée par le fait que les ostéoblastes différenciés qui composent la tumeur sont
nouvellement différenciés et incorporés a la matrice osseuse. En effet, un
ostéosarcome est une tumeur caractérisée par la présence de substance ostéoide ainsi
qu’une prolifération excessive d’ostéoblastes (Dahlin et al.,, 1967; Longhi et al.,
2006). Ainsi, les ostéoblastes sont nouvellement différenciés, ce qui peut expliquer
en partie la raison pour laquelle nous retrouvons autant de cellules exprimant

I’ostéocrine dans les ostéosarcomes de grade 1/4 comparativement au contrdle.

En ce qui concerne le processus de différenciation et 1’expression de 1’ostéocrine par
les ostéoblastes, nos travaux abondent dans le méme sens que ceux de Bord et
collaborateurs. Leur étude fait état d’un lien existant entre le niveau d’expression de
I’ostéocrine et la différenciation cellulaire (Bord et al., 2005). Dans ce sens, notre
étude établi le méme paralléle puisque 1’expression de 1’ostéocrine est diminuée dans
les ostéosarcomes de haut grade, qui sont composés de peu de cellules différenciées,

soient de moins de 25% (Unni et al., 1984).

5.1.5 LaPARP-1

La poly (ADP-ribose) polymerase-1 (PARP-1) est une autre protéine candidate qui
peut prédire la progression de 1’ostéosarcome humain. Bien que le nombre de tissu
étudié soit limité, nous constatons que son expression varie selon le grade de
I’ostéosarcome, tant au niveau génique qu’au niveau protéique (figure 9, 10, 11). De
ce fait, une plus forte expression de la PARP-1 est détectée dans les tumeurs osseuses

de haut grade (tableau VII).

Le profil d’expression de la PARP-1 mis en évidence dans cette présente étude est en
accord avec la littérature. En fait, I’activité élevée de la PARP-1 a été étudiée dans -
d’autres cancers, dont le cancer colorectal, le lymphome malin ainsi que dans les
tumeurs de 1’épithélium (Kleczkowské et al., 2002). De plus, il est bien documenté
que I’évolution tumorale ainsi que la prolifération rapide des cellules cancéreuses
sont liées avec des niveaux élevés de la PARP-1 (Alderson, 1990; Tomoda et al.,
1991). L’expression de la PARP-1 dans notre cohorte de patients pédiatriques est

donc en accord avec diverses études de la littérature. De plus, il est important de
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mentionner que lors de cette étude, il semble y avoir une différence dans la
localisation de la PARP-1 et le grade de ’ostéosarcome humain. Et effet, le
marquage de la PARP-1 suite aux expériences d’immunohistochimie semble
nucléaire dans les ostéosarcomes de grade 1/4, comparativement 4 un marquage
plutdt cytoplasmique pour les ostéosarcomes de grade 4/4. Cette différence de
localisation pourrait étre di au fait que le PARP-1 exerce une activité génomique

différente selon le grade de la tumeur (D'Amours et al., 1999; Smith, 2001).

Shiobara et collaborateurs ont noté qu’il existe une corrélation négative entre
Pactivité de la PARP-1 et le degré de différenciation des cellules, c’est-a-dire que les
tumeurs de hauts grades présentent une activité de la PARP-1 plus élevée que les
tumeurs de faibles grades qui sont principalement composées de cellules
différenciées (Shiobara et al., 2001). Cette étude a été réalisée chez des patients

ayant un carcinome hépatocellulaire.

Il est bien de noter que la réaction de poly(ADP-ribosyl)ation participe dans
I’induction de la transcription du proto-oncogéne c-fos (Cerutti et al., 1991). Ce
proto-oncogéne est d’ailleurs surexprimé dans différentes tumeurs malignes, dont
I’ostéosarcome (Ladanyi et al., 1993; Wu et al., 1990). Ainsi, la forte expression de
la PARP-1 mise en évidence dans notre étude de patients pédiatriques atteints d’un
ostéosarcome de haut grade peut expliquer la surexpression de c-fos dans
P’ostéosarcome. Par contre, ceci nécessite d’autres études pour confirmer cette
hypothése. Ces résultats indiquent donc que les différents inhibiteurs de la PARP-1
pourraient étre utiles chez les patients atteints par ce type de tumeur puisque souvent,
les patients ayant développé ce type de tumeur osseuse trés agressive, développent
une résistance face aux traitements de chimiothérapies conventionnels (Marina et al.,

2004).



93

5.2 Effet du BQ-123, sur une tumeur induite in vivo chez la

souris nude

5.2.1 Effet du BQ-123 sur le développement d’une tumeur
induite in vivo

Lors des études réalisées au niveau du géne du systéme de 1’endothéline, nous avons
constaté que le récepteur ET, était exprimé dans tous les échantillons
d’ostéosarcome et qu’il y avait une perte du récepteur ETg (figure 2). Ces résultats
nous menent a supposer que ’effet de I’ET-1 est controlé principalement via le
récepteur ETA. En effet, les résultats d’invasion cellulaire réalisée in vitro dans notre
laboratoife abondent dans le méme sens (Felx et al., 2006). De plus, le systéme de
I’endothéline est fortement impliqué dans le processus df:—: la carcinogenése (Bagnato
et al., 1999; Filippatos et al., 2001; Nelson et al., 1995), plus particuliérement au
niveau de I’invasion cellulaire (Chiao et al., 2000; Rosano et al., 2001; Salani ef al.,
2000a). Dans ce sens, nos résultats nous indiquent que I’utilisation d’un inhibiteur
du récepteur ETx serait une voie importante en tant que stratégie thérai)eutique dans
le contrdle de 1’invasion tumorale de I’ostéosarcome.  Selon de récentes études, une
nouvelle approche pour le traitement de certains cancers, plus spécifiquement le

cancer de la Iﬁrostate, se baserait sur ce constat (Morris et al., 2005; Petrylak, 2007;
Thakkar et al., 2006).

Asham et collaborateurs ont d’ailleurs démontré en 2001 qu’une tumeur colorectale
avait diminué de taille suite a I’injection d’un antagoniste du récepteur ET,, le BQ-
123 (Asham et al., 2001). Les résultats de notre étude in vivo vont dans le méme
sens, puisque les souris nude ayant regu des injections de BQ-123 ont développé une
tumeur de plus petite taille, comparativement aux souris contréle (tableau VIII).
Bien que préliminaires, puisque seulement deux souris par groupe ont fait parti de
cette étude, ces résultats supposent que le récepteur ET, de 1’endothéline jouerait un
role essentiel dans la croissance cellulaire et 1’invasion de 1’ostéosarcome tout
comme dans le cancer de la prostate (Asham et al., 2001).

Nous avons également vérifié si la progression des métastases pulmonaires pouvait
étre diminué, voir enrayé par les injections de BQ-123. Les résultats obtenus lors de

I’expérience in vivo ne nous permettent pas de conclure sur ce sujet. En effet, aucune
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cellule tumorale n’a pu étre détecté lors des colorations histologiques réalisées sur les
coupes de poumons prélevés lors des sacrifices des souris nude (figure 17, 18). De
plus, nous n’avons détecté aucune cellule tumorale chez les souris contrdle, ce qui
suggére que le protocole devrait étre modifié, principalement au niveau de la durée
des injections de I’antagoniste du récepteur ETa. En effet, les injections de BQ-123
ont été réalisé sur une période de quatre semaines, ce qui peut étre insuffisant pour
permettre aux cellules tumorales de métastaser jusqu’aux poumons. Une étude
indique d’ailleurs que suite 4 une injection de cellules MNNG/HOS chez la souris
nude, un minimum de huit semaines a di étre nécessaire pour détecter quelques rares

métastases pulmonaires (Luu et al., 2005).

5.2.2 Effet du BQ-123 sur DPexpression des potentiels
marqueurs de la progression tumorale

L’antagoniste du récepteur ET5 de I’ET-1, le BQ-123, semble avoir un effet sur
I’expression de I’ET-1 et de la PARP-1 dans les tumeurs induite /in vivo chez la
souris nude (tableau IX). Le récepteur ET contribue a la progression de la tumeur
en induisant la prolifération, la survie, I’invasion cellulaire ainsi que I’angiogenése
tumorale (Bagnato et al., 1999). Etant donné que le BQ-123 bloque le récepteur ET 5
de ’ET-1, son expression est par conséquent diminuée et la taille de la tumeur est
également réduite. L’expression de la PARP-1 est elle aussi diminuée dans les
tumeurs induites in vivo, suite aux injections de BQ-123 (tableau IX). En fait,
I’endothéline est impliquée dans plusieurs processus de la carcinogenése, processus
qui cause d’es dommages 4 I’ADN (Bagnato et al., 2004; Grant ¢¢ al., 2003; Rosano
et al., 2001; Salani et al., 2000b). Etant donné que la PARP-1 est activée lorsqu’il y
a des dommages a ’ADN (Dantzer et al., 1999), il est normal de constater une
diminution d’expression de la PARP-1 lorsque 1’expression de I’ET-1 est également

diminuée.

En ce qui concerne 1’expression de 1’ostéocrine, la protéine n’est nullement exprimée
dans les tumeurs induites in vivo chez la souris nude (figure 22). Cela peut étre
expliqué par le fait que le type de cellule injectée, soit les MNNG/HOS, est une
lignée cellulaire tumorigénique (Luu et al., 2005; Rhim et al, 1977). Ce type

cellulaire est donc trés agressif et il s’apparente a des ostéoblastes dérivés d’un
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ostéosarcome de haut grade (Rhim ef al, 1977). Selon deux études, ce sont
principalement les ostéoblastes normaux qui expriment 1’ostéocrine (Bord ef al,
200S; Thomas et al., 2003), ce qui peut expliquer le fait que cette protéine ne soit pas
détecté dans ces tissus (ﬁgufe 22). De plus, les résultats obtenus suite a I’expérience
in vivo concordent également avec ceux obtenus lors d’étude ex vivo, sur des tissus
d’ostéosarcome humains de haut grade ou 1’ostéocrine a été détecté, mais a un niveau
d’expression trés bas (figure 7). Selon ces évidences, il semble logique que
I’expression de I’ostéocrine soit nul dans les tumeurs induites in vivo, suite a
I’injection de cellules humaine MNNG/HOS, cellules ayant un potentiel
tumorigénique (Luu e/ al., 2005; Rhim et al., 1977). .

L’expression de I’ezrine est autant élevée dans les tumeurs de souris ayant regu ou
non des injections de BQ-123 (figure 24). Bien que cette protéine a déja été
proposée comme étant un marqueur de la progression des métastases (Khanna ef al.,
2004; Yu et al., 2004), les souris Ade notre étude n’ont pas développé de métastase.
Une forte expression a d’ailleurs été mise en évidence dans une cohorte de jeunes
patients atteints d’un ostéosarcome d;: haut grade histologique (Khanna et al., 2004).
Etant donné que la lignée cellulaire MNNG/HOS est tumorigénique, et que ce type
de cellule est agressif (Luu ef al., 2005; Rhim et al., 1977), il est normal de noter un
niveau élevé de I’ezrine dans les tumeurs de souris ayant regues des injections de
BQ-123, puisqu’a la base, ce sont des cellules dérivées d’un ostéosarcome de haut

grade.
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'CHAPITRE 6 : CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES
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En conclusion, nous avons mis en évidence le profil d’expression de quatre
molécules importantes dans la carcinogenése, soient I’ET-1, ’ostéocrine, la PARP-1

ainsi que ’ezrine dans I’ostéosarcome humain. Bien que |’étude ait été réalisée avec
un nombre limité d’échantillons, le profil d’expression de ces molécules pourrait étre
en relation avec le grade histologique de I’ostéosarcome, autant au niveau génique

qu’au niveau protéique.

Ainsi, notre étude a démontré pour la prémiére fois un lien entre I’expression de
I’ostéocrine et le grade de I’ostéosarcome humain. Selon les résultats obtenus dans
notre laboratoire, une expression élevée de 1’ostéocrine pourrait étre liée a un bon
pronostic pour le patient atteint d’un ostéosarcome. En fait, ’expression de cette
protéine fortement présente dans les os normaux (Bord et al., 2005; Thomas et al.,
2003) pourrait’ apporter un effet protecteur aux ostéoblastes composant la tumeur
osseuse. Dans le but de valider cette hypothése, nous pourrions surexprimé
I’ostéocrine dans une lignée cellulaire, comme les MNNG/HOS et les implanter chez
la souris nude. En comparant avec des souris contréle nous pourrions évaluer si la
surexpression de 1’ostécrine semble changer/ralentir le développement de la tumeur.
La présente étude a également permis de confirmer le lien entre I’expression de
I’ezrine et I’apparition des métastases dans les cas d’ostéosarcomes pédiatriques. En
effet, I’expression élevée de I’ezrine a été mise en évidence chez les patients ayant
développé un ostéosarcome de grade 4/4 et chez qui I’apparition des métastases est
positive. Ce lien avait déja été mis en évidence par le groupe de recherche de
Khanna et collaboréteurs (Khanna et al., 2004). De plus, la forte expression du géne
de la PTHrP dans les hauts grades d’ostéosarcome est également en lien avec les
diverses données de la littérature (Brandt er al., 1991; Southby et al., 1990). Cette
observation, soit une expression €levée reliée aux ostéosarcomes de haut grade a
également été remarquée pour la PARP-1. Les expériences réalisées sur des tissus
humains d’ostéosarcomes ont également permis d’établir un lien entre 1’expression
de I’ET-1 et le grade dés tumeurs osseuses. En fait, ’ET-1 (Bagnato et al., 2002,
Nelson et al., 1995) ainsi que son récepteur ET, sont davantage exprimés dans les
ostéosarcomes de haut grade. Ces résultats, ainsi que ceux obtenus précédemment
dans notre laboratoire (Felx et al., 2006), nous ont conduit a valider notre hypothése

a I’aide d’un modeéle in vivo.
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Par ailleurs, ’expérience in vivo a permis de mettre en évidence I’importance du
récepteur ET5 dans le développement d’une tumeur induite chez la souris nude.
Cependant, cette étude n’a pas permis de valider le role de ce récepteur dans
I’apparition des métastases, puisque aucune métastase n’a été détectée lors des
analyses histologiques réalisées sur les coupes de poumons. Dans ce sens,
Iexpérience in. vivo devrait é&tre réalisée avec une lignée cellulaire plus
tumorigenique que les MNNG/HOS. Luu et collaborateurs ont réalisé une étude in
vivo permettant d’établir le pouvoir tumorigenique et métastatique de trois lignées
cellulaires (Luu et al., 2005). Dans cette étude, on retrouve la lignée cellulaire
utilisée lors de notre étude in vivo, la lignée MNNG/HOS ainsi que la lignée TE8S et
la 143B (Hensler et al., 1994; Rhim et al., 1977). Parmi ces lignées cellulaires, la
lignée 143B a démontré le plus grand pouvoir de dissémination des cellules
tumorales, chez la souris nude. Ainsi, pour obtenir des résultats plus concluants,
I’étude in vivo devrait étre réalisée a 1’aide de cette lignée cellulaire, puisque
Vapparition des métastases a été constatée dés la 4° semaine, et de fagon plus
marquée a partir de la 6° semaine (Luu ef al., 2005). Cette méme étude pourrait étre
réalisée avec les cellules dérivées des ostéosarcomes humains de différents grades

histologiques, recueillies lors de ce projet de maitrise. De plus, durant ce projet
| d’étude, notre laboratoire a récupéré, en plus des biopsies d’ostéosarcomes, d’autres
tumeurs osseuses. En effet, nous avons collecté des ostéochondromes ainsi que des
chondrosarcomes. Etant donné que les cellules dérivées de ces tumeurs osseuses ont
un pouvoir d’invasion différent des cellules dérivées des ostéosarcomes, il serait
également intéressant d’étudier in vivo le role du récepteur ETA de ’ET-1 dans ces
cellules. Puisque I’angiogenése est un mécanisme crucial dans le développement
d’une tumeur, il serait également intéressant d’étudier cet aspect lors des expériences
in vivo (Grant et al., 2003). L’expérience in vivo contribuera aussi a valider le
modéle animal établi par Luu et collaborateur (Luu et al., 2005). Une fois validé, ce
modéle contribuera & mieux comprendre les aspects de la carcinogenése allant du

développement du cancer, de sa progression jusqu'a I’apparition des métastases.

Pour terminer, la mise en évidence du profil d’expression de ces quatre molécules,
soit I’ET-1, ’ostéocrine, la PARP-1 ainsi que I’ezrine, pourrait contribuer a fournir
des informations plus précises en ce qui concerne I’évolution de la tumeur chez les

patients atteint d’un ostéosarcome. Etant donné le faible échantillonnage de cette
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étude, il serait également important de valider les résultats obtenus lors de cette étude

chez un plus grand nombre de patients.

Cette étude ouvre également la porte a plusieurs autres questionnements sur le
développement de 1’ostéosarcome humain. Etant donné que ces quatre molécules
sont impliquées dans le développement de 1’ostéosarcome humain, il reste a
déterminer & quelles étapes et selon quels mécanismes ces molécules participent a la
carcinogenése de l’dstéosarcome humain (Tentori et al., 2002; Yu et al., 2004). En
effet, étant donné le réle important joué par la PARP-1 dans I’apoptose, des études in
vivo testant ’effet d’un inhibiteur de cette molécule, comme le nicotinamide
(Nguewa et al., 2005), permettrait de combiner cet inhibiteur aux traitements de
chimiothérapie actuels dans le but d’augmenter leurs effets (Ha er al., 2000). Il serait
également intéressant d’étudier le mécanisme de désactivation de 1’ezrine, puisque la
localisation de cette protéine joue sirement un rdle clé dans la propagation des
cellules tumorales vers un autre site (Bretscher, 1999). De plus, la calpaine, connue
pour dégrader donc inactiver I’ezrine pourrait étre considérée dans le cas ou
’inactivation de I’ezrine dans les cellules cancéreuses s’avére une cible potentielle
dans les traitements de 1’ostéosarcome (Shuster et al., 1995; Yao et al., 1993). Quant
a l’ostéocrine, il serait également intéressant de surexprimer cette protéine et

d’étudier son role dans ’invasion cellulaire.

Il serait également intéressant d’étudier les relations possibles entre différents
paramétres cliniques et I’expression des quatre molécules, soit I’ET-1, ’ostéocrine,
la PARP-1 ainsi que I’ezrine. En effet, des études sur la relation entre 1’expression
de I’ezrine et 1’apparition des métastases, entre ’expression de 1’ostéocrine et la
survie globale du patient ainsi qu’entre I’expression de la PARP-1 et de I’ET-1 et la
réponse a la chimiothérapie pourraient étre réalisées. Ces possibles relations
permettraient encore une fois de mieux comprendre la carcinogenése de

I’ostéosarcome.

Tous ces éléments réunis permettront d’avoir une meilleure compréhension du
mécanisme tumoral contrdlant 1’apparition et le développement de 1’ostéosarcome.

Ainsi, il sera plus facile d’élaborer de nouveaux traitements ainsi que de nouveaux
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médicaments dans le but d’augmenter le taux de survie des patients atteints d’une

tumeur osseuse.
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Endothelin-1 (ET-1) promotes MMP-2 and
MMP-9 induction involving the transcription
factor NF-«B in human osteosarcoma

Mélanie FELX*, Marie-Claude GUYOT*, Marc ISLERT, Robert E. TURCOTTE],
Josée DOYONT, Abdel-Majid KHATIB§, Séverine LECLERC*, Alain MOREAU* ||

and Florina MOLDOVAN*||

*Research Centre of the CHU Sainte-Justine Hospital, Montreal, QC, Canada, }Maisonneuve-Rosemont Hospital, University of
Montréal, Montreal, QC, Canada, $McGill University Health Centre, Montreal, QC, Canada, §Laboratoire de Pharmacologie
Expérimentale et Clinique, INSERM U 716, Institut de Génétique Moléculaire, Paris, France, and ||Faculty of Dentistry,
University of Montréal, Montreal, QC, (anada

A B S, T R_A-C T

In the present study, we have investigated the effect of (i) ET-1 (endothelin-1) and its precursor,
big ET-1, on MMP (matrix metalloproteinase)-2 and MMP-9 synthesis and activity in osteosarcoma
tissue, and (ii) ET-1 receptor antagonists on cell invasion. Using Western blotting, zymography,
RT-PCR (reverse transcription-PCR}, immunohistochemistry, immunofluorescence and Northern
blotting, we have shown that ET-1 and ET-1 receptors (ETA and ETg) were expressed in these
cells. Additionally, we have demonstrated that ET-1 markedly induced the synthesis and activity of
MMP-2, which was significantly increased when compared with MMP-9. Furthermore, inhibition
of NF-kB (nuclear factor kB) activation blocked MMP-2 production and activity, indicating the
involvement of NF-«B, a ubiquitous transcription factor playing a central role in the differentiation,
proliferation and malignant transformation. Since ET-1 acts as an autocrine mediator through
gelatinase induction and because inhibition of ET o receptor is beneficial for reducing both basal and
ET-1-induced osteosarcoma cell invasion, targeting this receptor could be an attractive therapeutic
alternative for the successful treatment of osteosarcoma.

pulmonary metastases. Osteosarcoma treatment consists
Osteosarcoma is the most frequent primary bone malig-  of acombination of multidrug chemotherapy and surgery.

nancy and the third most common type of cancer among  There has been little progress over the last 20 years

with frequent findings such as skip metastases and early -

youngsters [1]; it develops mainly during adolescence,
especially in boys, and is characterized by the production
of osteoid by cancer cells. It shows a predilection for the
metaphysis of the long bones, most commonly at the dis-
tal femur, proximal tibia, proximal humerus and distal
radius in decreasing order of frequency. Classic ostco-
sarcoma demonstrates an aggressive and rapid growth

in survival rates for ostcosarcoma. The cure rate is
approx. 65 % for patients with localized discases. When

presenting with metastases at the time of diagnosis, -

survival is 25 % [1,2].

Osteosarcoma invasion involves the infiltration of
neighbouring tissues surrounding the tumour as a con-
sequence of abnormal cellular proliferation and, for the

Key words: cndothelin-1 (ET-1), ET4, gelatinase, nuclear factor « B (NF-«B), matrix metalloproteinase (MMP), ostcosarcoma.
Abbreviations: DMEM, Dulbecco’s modified Eagle’s medium; ECM, extracellular matrix; ET-1, endothelin-1; FCS, fetal calf
serum; GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dchydrogenase; MMP, matrix metalloproteinase; NF-«B, nuclear factor «B; PDTC,

pyrrolidine carbodithioic acid; RT-PCR, reverse transcription—-PCR; TIMP, tissuc inhibitor of metalloproteinases.

Correspondence: Dr Florina Moldovan, at Rescarch Center Sainte-Justine Hospital, Montreal, Quebec, Canada [
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Table | Clinical characteristics of the primary cell cultures derived from human osteosarcoma tissues obtained intra-

operatively

NE, not evaluated Grade 4/4 corresponds to the undifferentiated osteasarcoma chasification determined using the Staging System of the American Joint Committee on

Cancer; grade 1/3 corresponds to the chrondrosarcoma histological type designation of the KC| (National Cancer Institure) System.

Number Age [yeans) S Primary site Histological subtype Grade Diagnosis

05#1 6 Hale Left tibia Osteosarcoma 44 Osteosarcoma

05#1 1 Female Right proximal tibia Osteogenic osteosarcama 474 Osteogenic osteasarcoma

05#3 15 Female Femur NE 41 Osteosarcoma

05#14 4b Male Right pelvis Chondrosarcoma 113 Chondrosarcoma on osteochondroma
05#3 I Female Left prowimal tibia Osteosarcoma NE Osteochondromatose with tibial exostose
0S#6 14 Female Right praximal tibia Osteosarcoma 474 Osteosarcoma

05#7 &0 Male Lelt proximal fibula Chondrosarcoma NE Chondrosarcoma

05#8 48 Male Lefi vertebra LI Chondrasarcoma 41 Chondrosarcoma

development of metastases, cancerous cells must degrade
the components of the ECM (extracellular matrix). This
crucial step in tumour progression involves MMP (matrix
metalloproteinase) activity. Reich and Liotta, pioneers
in this field of research, have described the concept by
stating that the proteolytic degradation of the matrix
barrier is critical for tumour cell invasion and metastasis
to distant sites [3,4]. A significant role in cancerous pro-
gression was quickly allotted to the MMPs, because of
their capacity to degrade ECM thus supporting tumour
invasion. ,

This provided the rationale for clinical trials using
MMP inhibitors, unfortunately with inconclusive results
in the outcomes for ostcosarcoma and other neoplasia [5].
This is probably due to the fact that the inhibitors were
not employed in the ecarly stages of cancer to prevent
its progression [5]. Also, the MMP inhibitors used only
had effects on MMP activity, but did not inhibit MMP
synthesis.

Among all of the MMPs, gelatinases (MMP-2 and
MMP-9) are recognized to be particularly involved in
the degradation of ECM components, such as collagen
type IV and V of cell basal membrane. In osteo-
sarcoma tissue, both MMP-2 and MMP-9 are over-
expressed in comparison with their expression in
non-affected stromal ussue [5]. In the tumour micro-
environment, the regulation of MMPs is crucial, and
factors controlling this regulation appear to be even more
important. According to previous studies[6], ET-1 (endo-
thelin-1) is such a regulating factor.

ET-1 is a potent vasoconstrictor peptide, initially dis-
covered in endothelial cells [6], that also plays a role in
cell differentiation and migration. ET-1 promotes both
mitogenesis and angiogenesis, and its overexpression by

several cancer tissues and cells, including osteosarcoma .

cells, has been demonstrated previously [7-9]. Increasing
evidence points to ET-1 as a relevant mediator in tumour
progression in a variety of malignancies. High plasma
levels of ET-1 were found among patients with various
solid tumours [7-9], where ET-1 levels were higher

© 1006 The Biochemical Society

among paticnts with metastasis. In addition, ¢ wétro syn-
thesis of ET-1 has been observed in many cancer cell
lines [10,11]. This phenomenon was also reflected in vive
where an increase in immunoreactivity for ET-1 was
demonstrated in several types of cancer [6,12,13]. These
findings suggest that the modulation of ET-1 is involved
in the tumour process. It has also been shown that
ET-1 acts as an MMP inducer [14], which may facilitate
the invasion of various tumours. Among the MMPs,
gelatinases were suggested to be predictive markers
for the clinical outcome of affected patients. Indeed,
gelatinase B (MMP-9) was suggested as a prognostic
factor for the development of metastasis in high-grade
osteosarcoma [6]. )

MMPs in the tumour micro-environment appear cru-
cial and factors controlling their regulation are even
more important. Therefore, in the present study, the role
of ET-1 and its receptors and expression of gelatinases
were explored in ostcosarcoma cells as well as in human
osteosarcoma tissucs.

MATERIALS AND METHODS

Cell culture

MG-63, Saos-2, MNNG/HOS and SJSA-1 (osteosar-
coma cell lines) and SK-ES-1 (Ewing sarcoma cell line),
purchased from the American Type Culture Collection,
as well as cight primary cell culwres derived from
human osteosarcoma tissues obtained intra-operatively
(Table 1), were investigated in the present study. Tissues
were collected with the consent of patients following
approval by the Institutional Ethics Committee Board
of Sainte-Justine Hospital, Montreal, Canada. Tissues
were incubated in culture medium [DMEM (Dulbecco’s
modified Eagle’s medium; Gibco BRL) supplemented
with 10% (v/v) heat-inactivated FCS$ (fetal call serum;
Hyclone), 100 units/ml penicillin (Gibco BRL) and
100 ug/ml streptomycin {Gibco BRL)] at 37°C in a
humidified atmosphere of 5 % CO,/95 % air and primary
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cells were derived. Cells were then plated in tissue-
culture flasks (25 cm?) and cultured until confluence
was rcached. At 24 h before cell stimulation, cells
were incubated in serum-free culture medium and then
incubated with ET-1 (10 nmol/l), big ET-1 (10 nmol/l),
IL-18 (interleukin-18; 200 pg/ml; all from Sigma-
Aldrich) and PDTC (pyrrolidine carbodithioic acid;
Calbiochem EDM Biosciences) from 0-10 umol/l in
DMEM containing 2.5 % (v/v) FCS for various lengths
of time [24h for RT-PCR (reverse transcription—
PCR), Northern blotting and Western blotting, and
5 min, 30 min and 4h for NF-«B (nuclear factor «B)
determination].

RNA extraction

Total RNA was extracted from cells using TRIzol
reagent (Gibco BRL), as described previously [15], and
processed according to the manufacturer’s instructions.
The extracted RNA was quantified by the.RiboGreen
method [16].

RT-PCR

For RT-PCR, 1 ug of total RNA was used and reverse
transcription and PCR were carried out as described by
Lange et al. [17]. The ET-1 primers used were: forward
primer, 5-GTCAACACTCCCGACCACGTT-¥; and
reverse primer, 5-CTGGTTTGTCTTAGGTGTTCC-
TC-3 (yielding amplified products of 304 bp). The
GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)
primers used were: forward primer, 5-CAGAACAT-
CATCCCTGCCTCT-¥; reverse primer, 5-GCTTGA-
CAAAGTGGTCGTTGAG-3¥ (yielding amplified pro-
ducts of 315 bp). PCR was carried out as for the ET-1
PCR. The ET, primers used were: forward primer, 5'-
ACCACAGTCCATGCCATCAC-3%; and reverse pri-
mer 5-TCAACATCTCACAAGTCATGAG-Y (yield-
ing amplified products of 383 bp). The ETp re-
ceptor primers used were forward primer, 5-TTGG-
AGCTGAGATGTGTAAGC-¥; and reverse primer,
5-CAGTGAAGCCATGTTGATACC-3 (yielding am-
plified products of 450 bp).

Western blotting

MG-63 cells were lysed in 0.2 ml of boiling 0.5 % SDS.
The protein concentration of the lysate was determined
with the Bradford dye assay (Bio-Rad Laboratories).
For Western blotting, the supernatant or 10 g of lysate
protein was electrophoresed on an SDS discontinuous
gradient polyacrylamide gel (10 %, w/v) and transferred
clectrophoretically on to a nitrocellulose membrane
(Hybond C extra; Amersham Biosciences). The mem-
branes were immersed overnight in the Super Block
Blocking buffer (Pierce) and were then rinsed and
incubated for 24 h at 4°C with antibodies specifically
recognizing: (i) MMP-2; (ii) TIMP (tissue inhibitor of
metalloproteinases)-1; (iii) TIMP-2 (all at a dilution

of 0.1 ug/ml; all from Oncogene Research Products)
and (iv) p65 subunit of NF-«B (0.2 ug/ml; Santa
Cruz Biotechnology). Following incubation with the
primary antibody, membranes were carefully washed
and re-incubated for 1h at room temperature with
a secondary antibody. Anti-(mouse IgG)-horseradish
peroxidase conjugate (1:40000 dilution) was used for
the detection of the MMP-2, TIMP-1 and TIMP-2,
and anti-(rabbit IgG)-horseradish peroxidase conjugate
(1:40000 dilution) was used for the detection of the p65
subunit of NF-«B. After careful washing, detection was
performed using the Super Signal Ultra Western blotting
chemiluminescence system (Pierce).

Northern blotting

After RNA extraction, 5 ug of total RNA was resolved
on 1.2 % (w/v) formaldehyde/agarose gel and transferred
clectrophoretically on to a nylon membrane (Hybond-
N; Amersham Biosciences) in 10 mmol/l sodium acetate
buffer (pH 7.8) containing 20 mmol/l Tris/HCI and
0.5 mM EDTA overnight at 4°C. RNA was cross-linked

to the membrane by exposure to UV light. After pre-

hybridization for 24 h, hybridization was carried out at
68 °C with MMP-2 and MMP-9 RNA probes. The RNA
probes were transcribed and labelled with digoxigenin-
11-2'-deoxyUTP (DIG-11 UTP; Roche Diagnostic)
according to the manufacturer’s specifications. Detection
was carried out by chemiluminescence with CDP sub-
strate (Roche Diagnostic) and revealed by exposure
to Kodak X-ARS5 film (Eastman Kodak). After the
first hybridization, the membrane was stripped and re-
hybridized with a digoxigenin-labelled probe specific to
GAPDH RNA, which served as a housekeeping gene.
The autoradiographs were scanned with the Chemi-
Imager 4000 imaging system (Alpha Innotech).

Gelatin zymography

Gelatinase activity was assayed by zymography analysis
as described by Xu etal. [18]. Briefly, culture medium was
separated by SDS/PAGE on a 10 % (w/v) gel containing
1 mg/ml gelatin. The gel was washed twice in 2.5%
(w/v) Triton X-100 solution and was incubated overnight
at 37°C in developing buffer [50 mmol/l Tris/HCI
(pH 7.4), 10 mmol/l CaCl,, 5 mmol/l ZnCl, and 0.05%
Brij-35], stained with 0.5% Coomassie Blue and then
destained in a 40 % (v/v) methanol/10 % (v/v) acetic acid
solution.

Immunohistochemistry

Briefly, specimens were fixed in 4% (v/v) paraformal-
dehyde and embedded in paraffin. Sections (5 um) of
paraffin-embedded specimens were de-paraffinized in
toluene and hydrated in a degraded series of ethanol. The
tissue sections were incubated with primary antibody
[monoclonal anti-(ET-1) antibody (5 ug/ml; Research
Diagnostic), anti-ET, and -ETp antibodies (8 ug/ml;

© 2006 The Biochemical Society
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Figure 2 ET, and ETg expression in bone cancer tissue and osteosarcoma cells

Immunohestochemical detection of (3) ETa and (b} ETg m cstecsarcoma tissue. (¢) Negative control. Representative samples of ostensarcoma speamens (n = 4) stained

with specrfic anti-(ET,) and {ETg) antibodies (8 weg/ml dilunon) are shown. The DAB swbstrate used for the staining is represented by the brown calour. Shdes were
counterstained with eosin. The percentage of positive cells was 49 £ 10.57 % for £14 and 1.5+ 7.3% for Elg, indicating a significant {P -= 0.00%) predominance

of ETa immuncderection compared with 15, Oniginal magnification, x 200. RT-PCR lor (d) £l and (¢) ETg gene expression in bane tumaur celks. The cells were
culwred for 34 hoat 37 "Cin OMEM/LS % (v/v) FOS. PCR products for ET4 (383 bp). ETg (450 bp) and GAPDH (31§ bp) were visualized by ethidium bromide.

ET, antagomst (1 umel/l BQ123), and invasive cclls
were guantified. Tnvasive eclls (migrating through the
polycarbonate membrane) werc incubated with Cell Stain
solution, and rhen subsequently extracted and detected on
asrandard microplate reader (at 560 nm).

Statistical analysis
Statistical significance wes assessed by Mann=Whitney {J
test, and £ < Q.05 was coasidered significant.

RESULTS

Expression and synthesis of ET-1 and ET-1
receptors (ETa and ETg) in human

osteosarcoma

The presence of ET-1 was demonsteated in both
osteosarcoma cells and ostcosarcoma tissues. In ostco-
sarcoma tissues, ET-1 protein was localized by immuno-
histochemusiry (I'igure 1a). All of the tssues mvestigated
(1 =4) had specific immunorcactivity. Positive staining
was obscrved prelerennially in matrix-localized cells with
an osteoblastic phenotype. [n osteosarcoma cells, using

RT-PCR, specific mRNA coding [or ET-1 was found in
all cell lines invesugared. except MNNG/HOS and SK-
ES-1 (Figure Ib, lanes 1-5), as well as ineells derived from
biopsy tissuc (Fignre Ib, lanes 6-13). Tmmunolocalization
ol FT-1 receptonry (FT, and ET) s shown in vpure 2(a-
¢). In ostcosarcoma tissues, 49 =10,57 % of the cells
were positive for ET,, whereas only 11.5 = 7.3% of the
cells were positive for ETy {2 < 0.005). Positive staining
for I'Ty receptors was principally observed in vascular
eclls. Using RT-PCR, specific mRNA coding {or ET,
(Figure 2d) was found in all of the cells investgared
(except for OS#8). However, as shown in Figure 2{¢)
(lanes 3-5), specific mBRNA coding for ETy was detected
onlv in MG-63, SK-ES-1 and SJSn-1 cells,

MMP-2 and MMP-9 expression is increased
in human osteosarcoma tissues by ET-1

To assess the importance of ET-1 and gelatinases in
osteosarvoma, we analvsed basal expression of MMP-
2 and MMDP-9 as well as the eifect of ET-1 an
MMP-2 and MMDP-9 synthesis The effects of ET-1
were explored ar the level of mRNA and enzymatic
activity. Basal cxpression of MMP-2 and MMP-% in
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Figure 3 Gelatinase expression and activity in bone cancer tissue

Immunohistochemical detection of (a) MMP-2 and (b) MMP-9 in osteosarcoma tissue. Representative samples of osteosarcoma specimens (n = 4) stained with specific
anti-(MMP-2] and -(MMP-9} antibodies (2 reg/ml dilution) are shown. The DAB substrate used for the staining is represented by the brown colour. The slides were
counterstained with haemataxylin. MMP-2 (81 £ 18.7 % of cells were positive) was highly expressed compared with MMP-9, which was detected in only 3.67 + 1.53%
of cells (P < 0.05). Original magnification, x 200. (c and d) Effect of ET-1 on MMP-2 and MMP-9 mRNA expression and activation in the osteosarcoma cell line.
Representative Northern blots of MMP-2, MMP-9 and GAPDH mRNA in osteosarcoma (MG-63) cells are shown. Cells were cultured for 24 h at 37 °Cin DMEM/2.5 % (v/v) FCS
in the absence or presence of ET-1 (10 nmol/l). Total RNA (5 zcg/lane) extracted from untreated cells (c) o treated cells was analysed with specific MMP-2 and MMP-9
probes by Northem blotting. The membrane was also hybridized with a GAPDH probe as a control for RNA loading. (d) Gelatinolytic activity of MMP-2 and
MMP-§ was detected in medium from osteosarcoma cells (MG-63) cultured for 24 h at 37°C in DMEM/2.5% (v/v) FCS in the absence (control) or presence of ET-1

(10 nmol/l) by SDS/PAGE gelatin zymography.

ostcosarcoma tissuc is shown in Figures 3(a) and 3(b).
By immunohistochemistry, 81 £18.7% of cells were
positive for MMP-2, whereas only 3.67 - 1.53 % of cells
were positive for MMP-9 (P < 0.05). mRNA transcripts
for MMP-2 and MMP-9 (Figure 3c), as well as for
gelatinase activity (Figure 3d), were detected in both
stimulated and non-stimulated osteosarcoma cells. In
Figure 3(c), ET-1-induced expression levels of MMP-2
and MMP-9 were similar, as determined by Northern
blotting. By zymography, ET-1 acted as an inducer of
both MMP-2 and MMP-9 (Figure 3d). Induction of the
enzymatic activity of MMP-2 and MMP-9 by ET-1 was
observed for both latent and active forms of MMP-2 and
MMP-9. In addition, enzymatic activity corresponding
to MMP-2 was increased when compared with MMP-9.
This could be explained by the fact that MMP-2 is
physiologically expressed by the stroma cells of many
tissues and, conversely, MMP-9 cxpression is weak or

© 2006 The Biochemical Society

absent in normal tissuc and induced and secrcted in the

case of tissue turnover, such as tumour invasion [19].

NF-«B inhibition down-regulates ET-1-
induced MMP-2, TIMP-1 and TIMP-2 in
osteosarcoma cells

NF-«B is a ubiquitous transcription factor that regulates
MMP gene activation [20]. Therefore the effect of NF-
«B inhibition by PDTC on the expression of MMP-2
was investigated. Figure 4(a) shows that ET-1-induced
MMP2 cxpression was inhibited in a dose-dependent
manner by trecatment of cells with PDTC. Furthermore,
the expression of TIMP-1 (Figure 4b) and TIMP-2
(Figure 4c), which was also induced by ET-1, was
inhibited by PDTC in a similar manner to that observed
for MMP-2. PDTC also diminished the enzymatic ac-
tivity of ET-1-induced MMP-2 and MMP-9, as deter-
mined by gelatin zymography (Figure 4d).
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Figure 4 Effect of PDTC on MMP-2 (a}, TIMP-1 (b} and
TIMP-2 (<} expression and gelatinase activation (d} in an
osteosarcoma cell line ’

HG-43 cells were treated with doses of PDTC (from 0—10 smol/l) for 30 min
and then ET-I (10 nmol/l] was added. Cells were cultured for 24 h at 37°C
in DHEM/25 % (w/¥) FCS and the conditioned medium was assayed by Westem
immunoblotting using specific antibodies [anti-(MMP-1), -(TIMP-1) and -(TIHP-1)
anubodies; all at 0.1 pog/ml dilution]. Induction of MMP-2, TINP-1 and TINP-1 by
ET-1 was observed, which was inbibited with increasing doses of PDTC (a—).
{d) Entymatic activity of MMP-1 and MHP-9 was identified by gelatin zymography
using conditioned medivm (rom MG-63 cells. A similar pauern of inhibition
of HHP-2, TIMP-1 and TIMP-1 protein expression was observed with gelatinase
enzymalic activity.

ET-1 up-regulates NF-xB (p65 subunit)
and causes NF-xB translocation to the
nucleus in osteosarcoma cells

To asscss the cffect of ET-1 on the cxpression of
the p65 subunit of NF-«B, ostcosarcoma cclls (MG-
63) were treated with ET-1. Using a specific antibody
against the p65 subunit of NF-«B, protcin expression
was dectermined by Western blotting. As shown in
Figure 5, cxposing MG-63 cclls to ET-1 (10 nmol/l)
and its precursor ‘big ET-1 (10 nmol/l) induced protcin
cxpréssion of the p65 subunit of NF-«B. In other
cxperiments, osteosarcoma cells (MG-63) were treated
with ET-1 (10 nmol/l), big ET-1 (10 nmol/l) or IL-18
(200 pg/ml) for 24 h in basal medium. Figurc 6 shows
that ET-1, big ET-1 and IL-18 (used as a positive control)
induced the translocation of the p65 subunit of NF-«B
into the nucleus. In control cells, the majority of p65
staining resided in the cytoplasm (Figure 6a). Nuclear
accumulation of p65 was observed in the treated cclls
(Figures 6b, éc and 6f), suggesting a role of ET-1 and its
precursor in pé5 activation.
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Figure 5 Effect of ET-1 and big ET-1 on the expression of
the p65 subunit of NF-«B in an osteosarcoma cell line
Osteosarcoma cells (HG-63] were weated with (a) ET-1 (10 nmol/lj or (b) big ET-1
{10 nmal/l) for 0, § min, 30 min or 4 h and cwhured at 37°C in DHEM/25 %
{v/v) FCS. Cell lysates were extracted using boiling 0.5 % $DS and were analysed
by Western immunoblotting using a specific antibody against the pé5 of subunit
NF-«B (0.2 z2g/ml dilution).

ETa and NF-«B inhibition reduces

osteosarcoma cell invasion
To assess the direct cffect of endogenous ET-1 on cellular

‘invasion, sclective antagonists of two ET-1 receptors

(ETp and ETy) and of NF-kB were used. Seclective
antagonist of ET» receptor alone significantly reduced
(P < 0.05) ccllular invasion (Figure 7a). In contrast, the
ETp antagonist did not significantly modulate cellular
invasion. In combination, ETs and ETp antagonists
did not demonstrate additional or synergistic effects on
ostcosarcoma cell invasion (Figure 7a). As shown in
Figure 7(b), exposure of ostcosarcoma cells to exogenous
ET-1 (10 nmol/l) increcased the level of invasive cells
which was significantly decreased in the presence of
1 umol/l ET, antagonist BQ123. Similar results were
obtained for cells expressing both ETp and ETy receptors
(MGé63 cells) and thosc cxpressing only ET, recep-
tors (MNNG/HOS).

DISCUSSION

The present study shows that ET-1 has a stimulatory
cffect on two MMPs, MMP-2 and MMP-9, which are
among the most important MMPs involved in ECM
degradation, a process which lcads to tumour invasion.
As ECM remodeclling is a major event in ostcosarcoma
invasion, thesc results provide evidence of the importance
of ET-1 in ostcosarcoma malignancy. Qur present study
also demonstrates that targeting the ET, recepror is
bencehcial in abolishing osteosarcoma cell invasion.

ET-1 may have various roles in the tumour pro-
cess such as: (1) facilitating growth of cancerous cells

© 2006 The Biochemical Society
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Figure & Efect of ET-1, big ET-1 and IL-18 on cellular localization of the p65 subunit of NF-xB in osteasarcoma cells
#6-43 lls were plated in covered glasy chamber sfides and weated wah 118, LTI or big LI-1 for 24 h. After timulation. immunoreacivty of the pdS
subuni( of Nf-icB in cells was determined by mmmunofluorescence. Posive immunoraaciivity was revealed by Alexa Muor probe 488 igreen seining). The blue

Nuorescencs reprasents DAPI nuclear staming of double-stranded DNA. (a—) Herged wmages of the immunofluarescence of the pbS whenit of Nf-xB and DAPI nudear

couaterstaming in (2] control cells (celly cultured in medwm wathour ET-I or big EF-1), (b) W-18 {10 nmolN)-treated cells 2ad {¢) ET-1 (10 nmol/l)-ireated cells.
(d—0) Big £1-1 (10 nmol/l)-treaied celk with immunofuarescent staming of the péS subunit of BF-« B alone (d). with DAPI nwdear saining alone [e) and with both

the immunofiuaescance of the péS subunii of RF-x B and DAPI nuclear aaining (1),

(mitogenesis cffecry (i) protecting  cancerous  eells
from apopuosis; (ili) pruomoting anglogenesis, and
(iv) supporting wmour progression and merastasis [6].
Rosano et al. [14]) have shown that 711 induces the
sceretion and acuvation of vanous MM Ps, such as MMDP-
2, -3, -9, -7, -13 and MTI-MMP, in ovarian carainoma
cells. These results correlate with our Hindings in which
wc demonstrate that ET-1 induces MMP-2 and MMP-9
in osteasarcoma cells Bagnato cral [6] kava also shoon
that ET-1 inhibits the seerction of TIMP-1 and TIMP-2,
thus modilving the MMP/TIMD rativ prevailing under
physiological conditioas, The regulation of MMDs by
TIMP is o signmificant Jactor controlling ECAM catabolism,
and modifications of thix regulation are responsible
for several patholegical states, parricularly cancer [19).
However, Rasano cral. {141 dvd not obscrve an induction
of TIMP by ET-(, whereas, 1 the present swudy, it
was found that in osteosarcoma cells FT-1 acted as
an inducer of barth TTMP-U and TIMP-2. This can be
explained by the Laer thae TINP may play 1 dual role:
they nat only bind to the active form ot MM P« to inhibit
thetr proteolyuc activity, bur they can also bind 10 (he
profuorm of same MMPDs to facilitare cazyme activation
(21). [adeed, TIMP-1 (orms a preferential complex with
proMMP-9, 3nd TIMD-2 forms 2 prefereaual complex
with praMMP-2 {21-23], Thus a vicious circle is ereared:
ET- " induces MMPs, shich in turn induce the formation

< 2006 The Biochemical Sociery

o ET-1,1acludinyg the alternative fornis, suchas ET 1, o,
This allows ux to proposce a dual inhibaion i order 10
dimimsh the invasiveness of oeosarcomas of FT 1 on
one hand and of the MM Ps on the other.

Originally, MMPy were considered to be imporaant
almost exclusively in twmour invasion and metastasis;
howcver, recent studics have shown {241 that MM Ps plav
acrucial role in generating grow th-promoting molecules
and signalling factors. Among licse, the transeripsion
factor NE-xB could play a critical mle. The action of
ET 1. which leads w a sigaificant increase sn MMDs,
cauld be cannceted ta the acuvaunn of the NF-xB.
NF-xB is a ubiquitvus transcriptional factor, the basal
signalling of which 15 enhanced in cancer cells. NF-
xB plvs a central rale in the process of dilleremiation
and ccllular proliferation and could nlso bave a role
in the translormarion of cancer cells to 2 mabygnant
stite. NF-sB is activated by many stimuli and could
consrituee a point uf convagence batween the various
mechanisims leading Lo tumaour progressing. The present
study demonstrates that ET-1and big FT- ( are amang the
sumuli activating NI« B (Figures 53 and 6). [t has been
shown previously [25) thac NF-xB up-regulates MMIP-9
and down-cegulates FIMP-1. NF-«B iy also important
in the regulation of many geacs involved in matrix
desradation. Among these, MMPs play a central role in
nutrix degradation. In addition, the prosent study shows
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Figure 7 Effect of ET, and ETg receptor antagenists and
inhibition of NF-xB on osteosarcama cell invasion

(a) Cell invasion was measured in untreated cells (C} or cells treased with seleqive
antagonists of the EVa receptor (I comol/l BQI23), EVg receptor (I remolll
BQ788), a combination of the two antagenists (I zemol/l BQID3 4
I zomol/l BQ788B) and with the specific inhibitor of NF-«B (1 zomol/l PDIC).
{b) Effect ol the ETo receptor antagonist BQIZ3 (I remol/l) was determined
in cells expased to exogenous ET-1 (10 amot/l). Invasion was quantified by in witra
cell transmigration using the Cell Invasion Assay Kit {Chemicon) after 18 h of cell
culture. Data are means % S.D. of resuits from three experiments. *P < 0.05
compared with conteok; #P < 0.05 compared with ET-1-treated cells.

that the blockade of NF-«B by PDTC inhibits MMP-2
expression. These results correlate with the observations
of Meyer et al. [26], who showed a down-regulation of
MMP RNA expression when using PDTC. This leads
one to believe that PDTC is an efficient inhibitor of MMP
induction by NF-«B, which is also induced by ET-1 and
its immediate precursor.

Finally, our prescnt study provides new evidence
for the ET-1 receptor as a potential therapeutic target
in the treatment of osteosarcoma. In osteosarcoma cells,
the ET, receptor is the principal receptor involved in
their invasive activity. The results obtained by measur-
ing in vitro cell invasion using selective antagonists
for cach receptor subtype (ETs and ETg) alone
clearly demonstrate that ETy does not influence the
invasive behaviour of osteosarcoma cells. Interestingly,
we-observed that inhibition of both ET, and ETg does
not have a synergistic or additive effect on osteosarcoma
cell invasion. An explanation for this observation could
be due to ET4 and ETjy receptor dimerization, which 1s
a phenomenon well known in the family of G-protein-

coupled receptors to which ET, and ETg belong. This
interpretation is supported by an interesting study by
Harada et al. [27] on the functional binding capability of
ET-1t0ET s and ETg receptor subtypes. Harada etal. [27]
concluded that the ETy receptor does not independently
recognize ET-1 without the aid of the ET s receptor,
thus drawing attention to the crucial role of the ET,
receptor in the biological activity of ET-1. In light of this,
our present results demonstrate that exposure of osteo-
sarcoma cells to exogenous ET-1 results in increased in-
vasive capacity of these cells, which is diminished when
the ET  receptor is blocked.
In conclusion, the present study has demonstrated
“MMP-2 and MMP-9 induction by ET-1 in ostcosarcoma
cells and human osteosarcoma tissues and has shown
a critical role for NF-«B transcription factor in this
activity. We also established that ET-1, as well as the
two ET-1-specific receptors, is expressed ex vive in
human osteosarcoma tissues and that the ET, receptor
is involved in the invasive ability in osteosarcoma cells.
ET-1 receptors and MMPs have been detected previously
in rat and canine osteosarcoma tissues [28,29], but our
present study is the first one to demonstrate their
presence in human osteosarcoma. Additionally, MMPs,
including, MMP-2 and MMP-9, were also found in these
tumours. These molecules (ET-1 and MMP) are also
present in normal cells (including normal osteoblasts).
In accordance with these findings, it appears reasonable
to attribute a predominant role to the presence or absence
of the ET-1 receptors, rather than ET-1 itself. As the
ET4 receptor controls invasion and the ETy receptor
has a recycling role, the ETA receptor would be a
significant target. Indeed, there is evidence demonstrating
the antitumoral activity of ET-1 receptor antagomists in
combination with other tumour inhibitors [30]. As inter-
actions between ET-1, MMPs and the TIMPs play a
major role in tumour invasion, the ET-1 axis could be
an attractive target in the development of new therapies
against bone tumours such as osteosarcoma.
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