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Avant-Propos

Dés la cinquieme semaine du développement embryonnaire, les cellules
mésenchymateuses se transforment pour établir le systeme squelettique qui comprend une
partie cartilagineuse et une partie osseuse a laquelle nous allons plus particulierement nous
intéresser dans cette thése. Le tissu osseux, structure dynamique en perpétuel
remaniement, constitue le tissu de support de I'ostéosarcome. Nous nous intéresserons
donc dans un premier temps a ses caractéristiques structurales de maniére a mieux
appréhender son architecture et porterons un intérét particulier aux différences entre os
cortical et trabéculaire pour mieux comprendre leurs atteintes dans le cadre de la
pathologie. Une attention particuliére sur le remodelage osseux, la formation de matrice

ostéoide et plus spécifiquement sur I'ostéolyse sera profitable pour la compréhension des

mécanismes pathologiques mis en jeux.

Nous présenterons dans un second temps les ostéosarcomes, tumeurs treés
hétérogenes dont nous parlerons par abus de langage au singulier pour plus de facilité,
décrivant ainsi la pathologie au sens large et dans ses formes les plus communes. La
description des ostéosarcomes dressée dans ce manuscrit s’articulera selon I’enchainement
des étapes diagnostiques suivies par les cliniciens. Nous garderons a I’esprit que ces tumeurs
sont rares, agressives et particulieres de par leur origine mésenchymateuse et que certains
procédés bien connus décrits en cancérologie générale ne leur sont pas ou que partiellement

applicables.

Nous exposerons dans un troisieme temps le TGF-B, facteur cible d’intérét dans
notre travail. Largement présent dans le tissu osseux, ses implications bivalentes et
controversées dans divers processus physiologiques et pathologiques seront résumées.
Nous préterons particulierement attention a sa voie de signalisation par les Smads, bien que
ses implications dans de multiples cascades ne doivent pas étre négligées mais semblent
difficiles a couvrir de maniére exhaustive. Nous garderons donc a I’esprit que les systémes
décrits sont en I’état actuel des connaissances et parfois simplifiés a des procédés restreints
mais s’inscrivent dans des schémas plus larges et souvent individus-dépendant. Nous nous
attarderons plus spécifiquement sur les réles du TGF-B en tant qu’acteur principal du cercle
vicieux établi dans les tumeurs osseuses. Nous verrons dans quelle mesure le processus
ostéolytique prend toute son importance dans I’emballement de la pathologie. Cet
environnement osseux aux caractéristiques si particulieres constitue en effet un

microenvironnement propice au développement tumoral. Enfin nous explorerons les effets

5



du TGF-B sur le développement et la dissémination métastatique. Nous accorderons une
importance particuliére a la théorie dite « de la graine et du sol » de Paget, vieille de plus de

100 ans et trouvant ici toute son illustration.

Les résultats seront présentés sous la forme d’articles publiés, en anglais. Un bref
complément d’introduction de chacun de ces articles sera effectué pour les resituer plus
spécifiquement dans le contexte actuel scientifique. Ces articles s’enchaineront suivant le
cheminement scientifique adopté durant cette thése. Nous terminerons ce manuscrit par
une discussion générale de ’ensemble des résultats et des perspectives dont ces derniers

peuvent faire I’objet.
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l. Le tissu osseux

Le tissu osseux est un tissu conjonctif caractérisé par la nature solide de sa matrice
extracellulaire (MEC) et exercant de nombreuses fonctions hautement spécialisées. Il est
richement vascularisé et innervé et est caractérisé par son apparente rigidité, n’étant pas
pour autant figé. C’est bien au contraire une structure dynamique en perpétuel
remaniement. Capable de supporter des contraintes mécaniques, il sert de support structural
pour le reste du corps, constituant ainsi une véritable « charpente » de I'organisme. Il en
protege les organes vitaux et les structures internes et permet la locomotion puisqu’il
représente le bras de levier de transmission des forces issues de la contraction musculaire au
cours du mouvement. Sur le plan métabolique, renfermant 99% du calcium et 90% du
phosphore de I'organisme, il est le principal réservoir des éléments minéraux, participe au
maintien de 'homéostasie phosphocalcique et contribue a la régulation de la composition
des fluides extracellulaires. Il sert également de réservoir de facteurs de croissance et
cytokines. Enfin, il posséde un réle hématopoiétique au niveau des espaces médullaires ol se

situe la moelle osseuse, siege de I’hématopoiese’.

On définit classiquement trois groupes anatomiques d’os : les os longs, les os courts
et les os plats. Les os longs (Figure 1) sont constitués d'une partie centrale cylindrique
appelée diaphyse et de deux extrémités élargies et arrondies appelées épiphyses, couvertes

de cartilage articulaire.
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Cartilage articulaire

Os spongieux

Cartilage de conjugaison
Cavité de la moellfe rouge

Epiphyse

Os compact
Canal médullaire

Endoste

Diaphyse
i Moelle jaune

{; Périoste

Epiphyse

Figure 1: Organisation structurale d’un os long

D’aprés le cours en ligne de Marie Claude RAOUX, Groupe hospitalier Pitié-Salpétriere, 2011
(http://slideplayer.fr/slide/507469/#)

Des régions coniques appelées métaphyses, connectent la diaphyse a chaque
épiphyse. Selon une coupe longitudinale, la diaphyse est constituée d’une paroi d’os
compact et d’une partie médullaire constituée d’os spongieux (ou os trabéculaire) remplie
de moelle osseuse. Au niveau des épiphyses, la partie médullaire est également occupée par
de I’os spongieux et la couche d’os compact est plus mince qu’au niveau de la diaphyse. Chez
un individu en croissance, I’épiphyse est séparée de la métaphyse par une couche
intermédiaire de cartilage hyalin ou les chondrocytes subissent d’intenses divisions. Il s’agit
de la plaque de croissance ou cartilage de conjugaison. Cette derniére constitue, avec I’os
spongieux adjacent a la métaphyse, une région de production d’os trabéculaire et
d’allongement de la diaphyse. Chez I’adulte, la plaque de croissance est donc remplacée par
de I'os spongieux, ce qui provoque la fusion de I’épiphyse et de la métaphyse. Cette
disparition du cartilage suite a la fusion de deux masses de tissu spongieux est appelée

soudure (ou fermeture) des plaques de croissance.

1. Structure macroscopique

La structure macroscopique de I’os permet de distinguer I’os cortical ou compact et

I’os trabéculaire ou spongieux (Figure 2), ’ensemble étant entouré d’une enveloppe externe,
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le périoste, a I’exception des cartilages articulaires et aux endroits d’insertion des tendons et

ligaments.

s Trabéculaire

s .
o]  Os cortical

Figure 2 : Jonction entre I'os trabéculaire et I'os cortical

D’aprés: http://www.visualsunlimited.com

Le squelette adulte humain est composé de 80% d’os cortical et de 20% d’os
trabéculaire, ce ratio variant selon le type anatomique d’os®. La classification en os cortical et

trabéculaire est basée sur le degré de porosité :

-5 a 30% pour I’os cortical qui constitue surtout la « paroi » compacte de la diaphyse

des os longs

- 30 a 90% pour I’os trabéculaire situé essentiellement au centre de la diaphyse et

dans les régions métaphysaires des os longs, ainsi que dans les os courts et plats.

1.1. Le périoste

Le périoste est une membrane fibreuse conjonctivo-élastique constituée d’une
couche externe fibreuse et d’une couche interne ostéogénique. Cette enveloppe externe
richement vascularisée et innervée joue un réle fondamental dans la croissance en longueur
et circonférentielle des os. L’activité de la surface périostée est importante pour la
croissance circonférentielle et la réparation de fracture. La formation osseuse y étant plus
importante que la résorption osseuse, elle entraine la croissance normale de I’os en diameétre

avec le temps.

1.2. L’os cortical

L’os cortical, situé sous le périoste, constitue la paroi compacte de la diaphyse des
os longs et celle des os plats et courts. Comme mentionné précédemment, il représente 80%
de la masse osseuse totale. Le vieillissement d’un adulte en bonne santé s’accompagne

d’une augmentation de la porosité de la corticale.
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L’os cortical est recouvert par I’endoste sur sa partie interne et par le périoste sur
sa partie externe. L’endoste est une couche conjonctive unicellulaire. Cette membrane
vasculaire et ostéogénique assure la croissance et la réparation de I'os fracturé.
Contrairement a la surface périostée, la résorption osseuse est plus importante que
I’ostéoformation au niveau de la surface endostéale, conduisant a une augmentation du

volume disponible pour la moelle osseuse avec I’age.

1.3. L’os trabéculaire

L’os trabéculaire, appelé également os spongieux, siége essentiellement dans les os
courts et plats ainsi que dans les épiphyses et métaphyses des os longs. Il constitue la partie
la plus interne de la paroi osseuse et ne représente que 20% du squelette adulte. Friable, il est
constitué d’un réseau de travées osseuses épaisses de 0,1 a 0,5 mm et de directions variées,
délimitant de petites cavités. Ces lamelles ne présentent pas de formes distinctes mais
I’orientation de chacune d’elles converge suivant des lignes de force dissipant une partie de
la contrainte mécanique qui s’applique sur la piéce osseuse. La perte osseuse liée a I’age
affecte surtout I'os trabéculaire qui voit couramment une diminution d’environ 50% de sa
densité. Cette perte osseuse se traduit par une diminution d’environ 70% de la résistance
mécanique de 'os et indique la part majeure que semble jouer I'os trabéculaire dans la
gestion de la contrainte mécanique3. L’os trabéculaire semble donc étre le premier affecté
par la perte osseuse. A titre d’exemple, en période post-ménopausique, on constate une
ostéopénie progressive, plus marquée pour I’'os spongieux. En effet, le renouvellement de
I’os trabéculaire étant environ sept fois plus rapide que celui de I'os compact, il est plus
exposé aux influences hormonales, tant privatives qu’additives. De la méme maniere, au
cours de Iimmobilisation totale (paraplégie), ou en apesanteur (astronautes), la perte
osseuse se fait initialement aux dépens de 'os spongieux. L’os compact n’est touché que

dans un deuxiéme temps.

Au sein des travées osseuses est retrouvé du tissu adipeux ou hématopoiétique
richement vascularisé. La moelle hématopoiétique représente 75% de I’os spongieux. De par
sa structure, I’os trabéculaire dispose d’une large surface d’échange avec la moelle osseuse,
lui permettant ainsi d’effectuer au mieux ses fonctions hématopoiétiques, en assurant la
production de progéniteurs des différentes lignées sanguines. A l'interface entre moelle
osseuse et tissu minéralisé se trouvent les cellules ostéoblastiques, jouant un réle essentiel

dans les échanges entre ces deux structures.
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L'os trabéculaire et l'os cortical ont donc des structures et des fonctions
différentes. Cette différence structurale résidant dans leurs degrés de porosité respectifs
fait de I’os trabéculaire un os beaucoup moins dense et donc beaucoup plus fragile que I’os
cortical. Ainsi, 85% du volume d’os cortical est calcifié contre seulement 20% du volume d’os

trabéculaire, le reste étant occupé par la moelle osseuse, les vaisseaux sanguins et I'endoste.

2. Structure microscopique

Qu'il soit trabéculaire ou cortical, le tissu osseux est constitué de cellules spécialisées
(ostéoblastes, ostéoclastes, ostéocytes et cellules bordantes) et d’'une MEC occupant

environ 95% du volume tissulaire, lui conférant ses propriétés de rigidité et d’élasticité.

2.1. Classifications « des tissus osseux »

Microscopiquement, on peut classer le tissu osseux de différentes manieres,
soulignant sa résistance mécanique, son origine ou la chronologie de son apparition. Ces

classifications et leurs caractéristiques sont reprises dans le Tableau 1 ci-dessous.

1
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classifications catégories caractéristiques

Fibres de collagéne allongées et dispersées sans
organisation particuliere dans la matrice

os fibreux réticulé (woven bone) ou os . L. ..
Faible résistance mécanique

immature
Trouvé par exemple chez le feetus ou lors de réparation
histologique basée sur des fractures
la disposition des Fibres de collagéne entremélées a celles des ligaments
fibres de collagéne os fibreux fasciculé (bundle bone) et tendons qui s'y attachent

Trouvé par exemple dans I'os de I'alvéole dentaire

Fibres de collagene déposées en lamelles concentriques
os lamellaire (lamellar bone) ou os mature Alternance de lamelles fibrillaires et cimentantes
Os mécaniquement résistant

Elaboration de tissu osseux commengant par une
ébauche cartilagineuse qui se calcifie et qui sera

os endochondral progressivement détruite et remplacée par du tissu

en fonction de osseux
I'origine Forme essentiellement I'os spongieux
embryologique Intervient dans la formation des os longs
L'élaboration de tissu osseux se fait directement a partir
0s membraneux des tissus mésenchymateux environnants

Mode de formation des os plats

Fibreux réticulé formé durant ’'embryogenése
tissu osseux primaire Mécaniquement moins résistant que les tissus osseux
secondaire et tertiaire

Apparait durant la vie embryonnaire

tissu osseux secondaire ou de Os primaire rongé par les ostéoclastes et en partie
renouvellement remanié de maniére a obtenir un tissu osseux ou les

fibres de collagéne sont d’avantage orientées

en fonction du
moment d'apparition
du tissu osseux

Apparait aprés la naissance
tissu osseux tertiaire Résulte du remodelage de I'os secondaire en os
haversien

Tableau 1: Classifications des tissus osseux

2.2. La matrice extracellulaire

La MEC du tissu osseux est constituée d’une fraction organique (22%), d’une
fraction minérale (69%) et d’eau (environ 9%), fractions tres variables selon son degré de
minéralisation et I'age. La présence de minéral rend cette MEC tout a fait particuliére au

regard des autres tissus conjonctifs.
a. Laphase organique

La phase organique de la MEC représente environ 22% de la masse osseuse et forme
’ostéoide ou substance pré-osseuse. Elle est composée de la substance fibrillaire (90%) qui
contient des protéines fibreuses structurales (collagene et élastine) ou adhérentes

(fibronectine) et de la substance inter-fibrillaire (10%) englobant les glycosaminoglycanes et
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les protéoglycanes, des petites protéines non collagéniques et des lipides en petites

quantités. Ces molécules sont capables d’induire ou d’inhiber la minéralisation.

La phase organique est principalement composée de fibres de collagene de type |,
un des principaux collagénes fibrillaires. Ces fibres de collagéne procurent a I’os sa rigidité et
sa résistance aux forces de tractions et de torsions. Les molécules de collagene | sont
synthétisées par les ostéoblastes et s’organisent en fibrilles de plusieurs micromeétres de
long. Les chaines polypeptidiques sont synthétisées au niveau des ribosomes du réticulum
endoplasmique rugueux puis subissent des hydroxylations et des glycosylations avant de
s’associer en hélices de 3 pro-chaines a (2 chaines a1 et une chaine a2). Ces fibrilles sont
exocytées et s’accumulent d’abord en amas grossiers dans I’'os embryonnaire fibreux. Par la
suite, elles seront hydrolysées par les ostéoclastes pour étre remplacées par des fibres plus
régulieres synthétisées par des ostéoblastes plus spécialisés. Ce processus conduit a la
formation d’os lamellaire. Cette matrice ou réseau fibreux nouvellement formée
caractéristique, appelée tissu ostéoide, favorise la minéralisation par la fixation, sur les fibres

de collagéne, de cristaux d’hydroxyapatite qui conférent sa dureté au tissu osseux.

Plus de deux cents autres protéines, dont I"ostéocalcine (OCN), I'ostéopontine
(OPN) et des facteurs de croissance, sont répertoriées au sein de la matrice organique du
tissu osseux et sont pour la plupart (75%) synthétisées par les cellules osseuses elles-mémes.
Ces protéines non collagéniques, associées aux fibres collagéniques, ne constituent que 10%
du tissu organique de I'os et 2% du poids total de I’os. Leurs réles dans la structuration et le
remaniement osseux ne sont pas a ce jour totalement résolus, mais leur présence au niveau
du front de minéralisation du tissu ostéoide semble les désigner comme régulateur de la
formation de la phase minérale au sein des fibrilles de collagene*. On peut schématiquement

les classer en différents groupes détaillés dans le tableau 2 ci-dessous.
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Catégories Caractéristiques générales Exemples Caractéristiques spécifiques
25% des protéines non Albumine
collagéniques de I’os,
Protéines synthétisées dans d’autres a2-HS-glycoprotéine (régule la Liaison a I'hydroxyapatite et régulation de la

plasmatiques

organes, s’accumulent dans'os a
partir du plasma et des liquides
interstitiels

prolifération des cellules
osseuses)

minéralisation de la matrice

Protéines y-
carboxylées

Ostéocalcine

synthétisée principalement par les ostéoblastes
la plus abondante des protéines non collagéniques (10 a
20%)
spécifique de la matrice extracellulaire du tissu osseux
inhibiteur de la minéralisation
attraction des ostéoclastes dans les foyers de résorption
et dans le processus de minéralisation
concentration dans le sang circulant utilisée comme
indice de formation osseuse
propriétés angiogéniques : intervention dans la
vascularisation au cours du remodelage ou de la
réparation du tissu osseux

Facteurs de
croissance et
cytokines

activation et différenciation des
cellules de la matrice osseuse
assurant I'équilibre entre
formation et dégradation osseuse

Transforming Growth Factor-f3

(TGF-B)

Insulin-like Growth Factor (IGF)

Tumor Necrosis Factor a (TNFa)

Interleukines (IL)

Bone Morphogenetic Proteins
(BMPs)

Fibroblast Growth Factors (FGFs)

Protéoglycanes et
Glycosaminoglycanes

organisation secondaire ou
tertiaire des molécules de
collagéne, constitution de la
substance ostéoide de I’os,
activité dans la différenciation
ostéoblastique

Acide hyaluronique

Glycosaminoglycanes

grand pouvoir osmotique : attirent et retiennent I'eau et
forment des gels fortement hydratés

phase aqueuse rapidement remplacée par les minéraux
qui durcissent la matrice

Protéoglycanes

certains peuvent étre associés a la membrane plasmique
ou ils jouent le réle de corécepteur a certains facteurs
hormonaux et locaux qui influencent directement ou

indirectement I'ostéogenése
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Protéines d'adhésion

régulation de I'attraction et
I'adhésion cellulaire (adhérence
cellule-matrice), régulation de
Pactivité fonctionnelle des
cellules osseuses, organisation
structurale de la matrice

Ostéonectine (ON)

synthétisée par les ostéoblastes
serait a ’origine de la liaison de ’hydroxyapatite avec le
collagene

Ostéopontine (OPN)

reconnue notamment par les intégrines aVf3
affinité pour I'hydroxyapatite
interagit avec I'ostéocalcine, le collagéne et la
fibronectine
régulation de I'adhérence des cellules osseuses et de
I'acivité de résorption ostéoclastique
inhibition de la formation osseuse
distribution et quantité variant en fonction de la maturité
de I'os, également exprimée dans d’autres tissus que le
tissu osseux, notamment dans les épithéliums et les
cellules cancéreuses a caractere invasif
exprimée dans I'os a la fois par les ostéoblastes et les
ostéoclastes
module la nucléation des cristaux d’hydroxyapatite

Fibronectine

adhérence cellule-matrice
différenciation et survie des ostéoblastes
particulierement exprimée au cours du développement
endochondral de I'os

Bone Sialoprotein Il (BSP 1)

induit la formation de I'hydroxyapatite in vitro
nucléateur de la minéralisation in vivo
synthése corrélée au début de la minéralisation

Thrombospondines 1 et 2

les plus abondamment synthétisées par les cellules
osseuses
fortement exprimées dans la matrice sécrétée par les
ostéoblastes lors de la formation osseuse, parfois
détectées dans la matrice minéralisée
favorisent la résorption ostéoclastique
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Les protéines non collagéniques participent donc non seulement a 'organisation
macromoléculaire du tissu osseux, mais elles interviennent aussi dans de nombreux
processus encore mal connus de la physiologie osseuse (mécanismes de la minéralisation,
chimiotactisme cellulaire, phénoménes de couplage entre résorption et formation osseuse,
etc.). Lexcrétion urinaire et les taux plasmatiques ou sériques de certaines de ces molécules
non collagéniques, localisées uniquement au niveau de I’os, ont un intérét clinique certain

pour évaluer le « turnover » osseux.
b. Laphase minérale

La phase minérale de la matrice osseuse (70 % du tissu osseux) confere a I'os sa
rigidité et sa résistance mécanique. Elle constitue une véritable réserve pour I'organisme
puisqu’elle contient environ 99% du calcium de celui-ci, 85% du phosphore et entre 40 et 60%
du sodium et du magnésium, incorporés dans les cristaux qui constituent la substance
minérale osseuse®. Les sels minéraux les plus abondants sont donc le calcium et le phosphore

dans un ratio égal a 1,66.

Les ions calcium et phosphate se combinent pour former un grand nombre de sels
relativement instables au cours de la minéralisation du tissu osseux. Celle-ci se déroule en
deux étapes indissociables. La premiére phase est une phase de sécrétion de la matrice
ostéoide sous forme de «bandes». La cellule produit 2 um3 de matrice par jour qui
s’accumule couche aprés couche pour former une bande définitive de 10 a 15 um. Les fibres
de collagene sont orientées en fonction des tractions de I’ostéoblaste sur la matrice et des
contraintes mécaniques. La deuxiéme phase constitue la minéralisation proprement dite. La
dureté et la rigidité du tissu osseux sont dues a la présence de sels minéraux dans la matrice
ostéoide et plus particulierement de calcium et d’hydroxyde de phosphate qui précipitent
pour former des cristaux d’hydroxyapatite thermodynamiquement stables, dont la formule
chimique est (Cao(PO,4)s(OH).). Ces cristaux se fixent entre et sur les fibres de collagéne,
assurant ainsi la minéralisation de I'ostéoide. L’OCN et les vésicules matricielles issues de
’ostéoblaste contenant de la phosphatase alcaline osseuse (PAL) sont les éléments de
controle du dépo6t minéral dans I'ostéoide. Les ions calcium et phosphate entrant dans la
composition des cristaux d’hydroxyapatite constituent une réserve rapidement mobilisable

par I'organisme et participent ainsi au maintien de 'homéostasie phosphocalcique.
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2.3. Les cellules osseuses
a. Les cellules souches mésenchymateuses

La moelle osseuse chez ’lhomme adulte est composée de tissu hématopoiétique
associé a un tissu de soutien, le stroma, formé de fibroblastes, de cellules épithéliales,
endothéliales, adipocytes, macrophages et d’un panel de cellules multipotentes regroupées
sous le nom de cellules souches mésenchymateuses (CSM). La moelle osseuse contient en
réalité une quantité limitée de cellules souches hématopoiétiques (1 a 2%) et de CSM (moins
de 0,5%) par rapport aux cellules totales®. D’origine mésodermique, les progéniteurs
ostéoblastiques sont des CSM7, essentiellement localisés dans le stroma médullaire mais
également au niveau du périoste et de I'endoste chez 'adulte. On trouve également des CSM
au niveau du tissu musculaire®, du tissu adipeux?, de la membrane synoviale, du sang de
cordon" et du sang périphérique®™. Leur nombre diminue avec I’age®. Sous le contréle de
différents facteurs de transcription spécifiques, ces cellules souches indifférenciées et
pluripotentes sont capables de se différencier en ostéoblastes, chondroblastes, myoblastes

et adipocytes™¢ (Figure 3).
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MyoD

— —
=l (@®
- T
@) T =S
Cellules souches sberix
Cellules A
mesenchymateuses L._J < Ostéocytes

ostéoprogeénitrices i
{M5Cs) (ped-nstiablastes. ) Ostéoblastes

Y

e
Apoptose

Chondrocytes m:lipoc\;'-tes

Figure 3 : Différenciation des cellules souches mésenchymateuses

Les cellules souches mésenchymateuses peuvent se différencier en chondrocytes,
adipocytes, myoblastes et ostéoblastes sous I'influence de différents facteurs de
transcription. Par la suite, les ostéoblastes donnent les cellules bordantes de I’os, les
ostéocytes ou meurent par apoptose. D’aprés Marie 2008".
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Le processus de différenciation des CSM en ostéoblastes matures (Figure 4) est
continu et implique une série complexe d’étapes de prolifération et de différenciation faisant
intervenir notamment les facteurs de transcription « Runt related gene 2 » (Runx2) et ostérix.
Progressivement la morphologie des cellules évolue d’une forme de type fibroblastique en
des cellules cuboides possédant un large noyau et organisées a la surface de I'os en un
épithélium d’ostéoblastes matures qui synthétisent le tissu ostéoide. Ces transitions
morphologiques s’accompagnent de I"laugmentation de I’expression de nombreux génes, de
maniére séquentielle, menant a la synthése de protéines essentielles a la différenciation des
CSM en pré-ostéoblastes puis en ostéoblastes matures, mais également essentielles a Ia
formation et la minéralisation de la MEC. La phase précoce de cette différenciation est
caractérisée par I'expression de Runx2. Puis la maturation des cellules est caractérisée par
I'expression de génes ostéoblastiques associés a la production de matrice tels que la PAL, le
collageéne de type | ou encore 'OPN. Les ostéoblastes matures quant a eux expriment des
marqueurs tardifs tels que la « bone sialoprotein » (BSP), ostérix, 'OPN et 'OCN. D’autres
facteurs de transcription interviennent dans ce processus de différenciation comme, par
exemple, les membres de la famille « activator protein-1» (AP-1), la B-caténine, « homeobox
mshlike-2 » (Msx2) ou «distal-less homeobox-5» (DIx5) (Figure 4). Ces facteurs de
transcription peuvent étre activés par de nombreux facteurs solubles locaux ou systémiques
qui participent a la régulation de I'ostéogenése comme le «transforming growth factor
beta » (TGF-B), certaines « bone morphogenetic proteins » (BMPs), les « fibroblast growth
factors » (FGF), la parathormone (PTH), la vitamine D ou encore certains stéroides. La voie
WNT-B-caténine (Figure 5) joue un réle essentiel dans la différenciation ostéoblastique et sur
les cellules osseuses en général (Figure 6). Elle stimule effectivement la prolifération des
précurseurs ostéoblastiques et leur différenciation et inhibe I’apoptose des ostéoblastes
matures. L’inhibition de cette voie de signalisation, notamment par les antagonistes
sclérostine (SOST) et «dickkopf WNT signaling pathway inhibitor 1» (DKK1), diminue la
formation osseuse et augmente I'ostéorésorption™. D’autre part, la nature de la MEC est
également connue pour influencer la différenciation ostéoblastique. Les protéines non
collagéniques telles la fibronectine, la vitronectine, la laminine, la BSP, I'ostéonectine et
I’OPN sont reconnues par les intégrines et influencent ainsi ce processus. A titre d’exemple,
I'interaction avec la fibronectine principalement grace a I'intégrine a5p31, est nécessaire a la
différenciation ostéoblastique et a la construction d'une matrice appropriée indispensable a

la minéralisation'-2°.
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Figure 4 : La différenciation ostéoblastique

ALP : Phosphatase Alcaline, BSP : Bone Sialoprotein, DMP-1: Dentin Matrix Protein 1, OC:
Ostéocalcine, SOST : Sclérostine. D’apres Robling et al., 2006; Marie, 2008
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D’aprés Roland Baron et Michaela Kneissel™
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Figure 6 : Effets de la voie WNT-B-caténine sur les cellules osseuses

D’aprés Roland Baron et Michaela Kneissel™.

b. Les ostéoblastes

Les ostéoblastes différenciés sont des cellules ostéoformatrices disposées en

monocouche cellulaire sur la surface osseuse (Figure 7).

Figure 7 : Ostéoblastes tapissant la trame osseuse au microscope électronique a balayage

D’aprés le site internet : www.grio.org/iconographie-os.php

L’ostéoblaste actif est une cellule cuboide, polyédrique ou vésiculeuse d’environ 20

pum de diamétre, polarisée, présentant un large noyau apical et dont le cytoplasme basophile
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est rempli d’organites impliqués dans la synthése et la sécrétion de macromolécules
matricielles. En tant que cellules spécialisées dans la sécrétion de la MEC, les ostéoblastes
présentent en ultrastructure un réticulum endoplasmique abondant et associé aux
ribosomes ainsi qu’un appareil de Golgi et un systeme vésiculaire bien développés®.
L’ostéoblaste est limité par une membrane plasmique classique possédant toutefois
quelques modifications structurelles associées a sa polarité cellulaire. En effet, la portion de
membrane plasmique adjacente a I’os en formation se trouve hérissée d’un nombre
important de prolongements cytoplasmiques qui peuvent s’étendre profondément entre les
fibrilles de collagene de I'ostéoide. Au contraire, la portion de membrane plasmique située
au poble opposé de la cellule, c’est-a-dire celui qui n’est pas en contact avec I’os en formation,
possede peu d’expansions. Ces nombreux prolongements cytoplasmiques permettent
également d’établir des contacts avec d’autres ostéoblastes et les ostéocytes environnants.
Les ostéoblastes ont pour fonction principale la synthése de la substance ostéoide. Par
ailleurs, les ostéoblastes participent également a la régulation du remodelage osseux via le
controle de I'activité des ostéoclastes. En effet, ils sont capables d’activer la résorption
osseuse via I'induction de la différenciation des cellules progénitrices hématopoiétiques en
ostéoclastes puisque l'ostéoblaste peut synthétiser et sécréter des facteurs tels que le
« Receptor Activator of Nuclear factor Kappa B Ligand » (RANKL) ou encore interagir
directement avec les cellules progénitrices pour induire leur différenciation en ostéoclastes.
A linverse, ils peuvent aussi produire I'ostéoprotégérine (OPG) qui inhibe Pactivité
ostéoclastique. Les ostéoblastes exercent donc un réle essentiel dans le contréle de la

balance entre ostéoformation et ostéorésorption.
c. Les cellules bordantes

Les cellules bordantes sont des ostéoblastes inactivés ou quiescents, qui forment
une monocouche de cellules aplaties présentes le long des surfaces osseuses non soumises
au remodelage, le reste étant recouvert par les ostéoblastes actifs. Ces cellules, pauvres en
cytoplasme et en organites, ont une activité métabolique trés réduite®. Elles peuvent
cependant se multiplier sous I'effet de stimuli et ont la capacité de se dédifférencier pour
retrouver un phénotype d’ostéoblaste actif**. Leur principale fonction est d’assurer la
communication entre la surface osseuse, I'environnement cellulaire et les ostéocytes
emmurés dans la matrice osseuse. Ces cellules ont également un réle dans les premieres

phases de la résorption osseuse. En effet, sous I'effet de certains signaux, elles se détachent
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de la surface osseuse, laissant place a une zone exposée accessible a I'ancrage des
ostéoclastes. Les cellules bordantes ont donc un réle important dans le cycle du remodelage

osseux®.
d. Les ostéocytes

Durant la synthése de la matrice, une large part des ostéoblastes meurent, d’autres
retournent a un état de repos, principalement sur les surfaces osseuses, d’autres encore sont
emprisonnés dans la matrice qu’ils ont synthétisée. Dans ce dernier cas, ils portent le nom

d’ostéocytes.

Les ostéocytes représentent le type cellulaire prépondérant au sein de I’'os mature
(environ 90% des cellules). La transformation de I'ostéoblaste en ostéocyte se fait sous
I'action notamment de la « Matrix Metalloproteinase » (MMP) de type 2 et de la « Dentin
Matrix Protein-1» (DMP-1)**?7 et se caractérise par la diminution progressive de certains
marqueurs ostéoblastiques tels que la PAL, le collagéne de type I, la BSP et 'OCN?. Cette
transformation s’accompagne également d'une augmentation de certains marqueurs
ostéocytaires, tels que SOST. Le volume cytoplasmique ainsi que les organites sont réduits,
traduisant une faible activité de synthese protéique de ces cellules. Les ostéocytes
possedent de nombreux et fins prolongements cytoplasmiques qui leur conférent une forme
étoilée® (Figure 8). Ces prolongements cytoplasmiques leur permettent d’établir des

contacts entre eux ainsi qu'avec les cellules bordantes qui recouvrent la surface osseuse.

Prolongement

cellulaire - ostéoplaste
-

ostéocyie

Figure 8 : Observation d’un ostéocyte en microscopie électronique a balayage

A gauche, les prolongements cytoplasmiques de I’ostéocyte au sein de la matrice osseuse,
d’apres Tanaka-Kamioka et al. 19983° et a droite vue d’un ostéocyte emprisonné dans I’os
compact au microscope électronique a balayage (x2000), d’apreés le site internet :
http://visualsunlimited.photoshelter.com/image/loooo7hafbAEKg.U
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Les substances nutritives qui proviennent du sang atteignent les ostéocytes,
immobilisés dans la matrice osseuse, en diffusant, soit dans les canalicules entourant les
prolongements cellulaires, soit dans les cellules elles-mémes, passant de I'une a I'autre par
les jonctions communicantes?. Puisque la diffusion est peu efficace, 'ostéocyte ne peut
survivre que s’il se trouve a moins de 0,2 mm d’un vaisseau sanguin. Cette limitation explique
la taille des travées de l'os trabéculaire et la structure de base de I'os compact. Les
ostéocytes sont essentiels pour le renouvellement continu de la matrice organique de la
zone périostéocytaire. lls sont capables, sous I’action de la parathormone et de la vitamine D,
de résorber cette matrice labile, au cours d’un processus appelé « ostéolyse ostéocytaire ».
Inversement, sous I'influence de la calcitonine, il y aura stockage de calcium au niveau de
cette méme matrice périlacunaire, ces différents mécanismes assurant ’homéostasie du

calcium dans le plasma.

Les ostéocytes forment un vaste réseau et interviennent essentiellement dans la
transmission de signaux mécanosensoriels au cours du processus de remodelage osseux. En
effet, ces cellules interagissent avec les fibres de collagene et fonctionnent comme des
mécanorécepteurs, percevant les modulations des contraintes mécaniques appliquées a l'os.
lIs transmettent ensuite les informations aux ostéoblastes et aux cellules bordantes par
l'intermédiaire des jonctions communicantes, assurant une adaptation fonctionnelle du tissu
osseux®. Par ailleurs, les ostéocytes régulent la formation osseuse par la sécrétion de SOST,
un antagoniste de la voie WNT, contrélant ainsi négativement I'activité et la différenciation
des ostéoblastes3*33. || semblerait également que la mort des ostéocytes par apoptose soit le
facteur déclenchant I'ancrage des ostéoclastes a la surface osseuse et par conséquent la

mise en place du processus de résorption34.
e. Lesostéoclastes

Les ostéoclastes, responsables de la résorption osseuse (Figure 9), dérivent de

précurseurs hématopoiétiques mononucléés de type monocytaire.
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Lacune de
résorption

Ostéoclaste

Figure 9 : Vue d’un ostéoclaste résorbant la matrice osseuse au microscope électronique a
balayage

D’aprés le site internet : http://www.atpbone.org/

Ces précurseurs circulants colonisent la moelle osseuse et se différencient au contact
des cellules stromales pré-ostéoblastiques. La différenciation de ces précurseurs en
ostéoclastes se fait sous I'influence de facteurs de transcription (PU-1, c-fos, « nuclear factor
kappa B» (NF-kB)) en réponse a certaines cytokines dont les principales sont le
« Macrophage Colony Stimulating Factor » (M-CSF) et RANKL. Le M-CSF, en se liant a son
récepteur M-CSF R, stimule la prolifération et la survie des précurseurs monocytaires.
RANKL, exprimé a la membrane des ostéoblastes ou des cellules stromales ou libéré sous
forme soluble dans le compartiment extracellulaire, se lie a son récepteur «Receptor
Activator of Nuclear factor Kappa B» (RANK) exprimé par les cellules de la lignée
ostéoclastique. Ceci a pour conséquence d’activer la survie et la différenciation des
précurseurs en pré-ostéoclastes mononucléés ainsi que leur fusion pour former des

ostéoclastes matures multinucléés (Figure 10) capables de résorber la matrice osseuse3®.

Cellule souche Progéniteur Ostéoclaste Ostéoclaste
hématopoiétique ostéoclastique multinucléé mature
= @ e ) =
M-CSF M-CSF RANKL
RANKL

Figure 10 : La différenciation ostéoclastique

ATinverse, I'OPG, synthétisée par les ostéoblastes, agit comme un récepteur leurre
de RANKL inhibant ainsi la liaison du facteur pro-résorptif a son récepteur RANK. Autrement
dit, 'OPG prévient la naissance et la maturation des ostéoclastes. Ainsi, la plupart des

hormones et des facteurs de croissance qui affectent la résorption osseuse agissent a la fois
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sur I'équilibre formation/différenciation des ostéoclastes et sur leur activité. En particulier, la
triade de molécules RANK/RANKL/OPG joue un r6le majeur dans ce processus. Ces cytokines
qui appartiennent a la super-famille des « Tumor Necrosis Factors» (TNF) et de leurs
récepteurs, représentent un pivot moléculaire vers lequel convergent la plupart des

systémes régulateurs de la résorption osseuse connus a ce jour?.

Les ostéoclastes sont des cellules géantes multinucléées (100 um de diameétre en
moyenne), pouvant renfermer de deux a trente noyaux. Ces cellules possédent un appareil
de Golgi trés développé, de nombreuses mitochondries péri-nucléaires et sont riches en
enzymes lysosomales telles que la « Tartrate Resistant Acide Phosphatase » (TRAP) ou la
cathepsine K ainsi qu’en métalloprotéases, nécessaires a leur activité de dégradation
osseuse®. Ces cellules sont polarisées puisque les noyaux se trouvent a I'opposé de la
surface osseuse tandis que le péle basal, au niveau de la zone en contact avec la matrice
osseuse, présente une membrane plissée appelée bordure en brosse au contact de laquelle
la matrice est résorbée (Figure 11), ce qui d’'une part augmente la surface de contact entre
’ostéoclaste et le tissu osseux et d’autre part confine les changements de pH a une zone
bien précise : les lacunes de Howship ou lacune de résorption. La résorption débute par
I'adhérence de I'ostéoclaste sur la travée osseuse (via les intégrines) avec constitution d'une
« poche » hermétique entre la bordure en brosse et I'os. L'ostéoclaste relargue dans la poche
hermétique des ions H* grace a des pompes a protons ATP-dépendantes, ce qui acidifie le
milieu. Il s'ensuit alors une dissolution de la phase minérale (les cristaux d’hydroxyapatite) du
tissu osseux, suivie d'une phase de digestion de la matrice collagénique sous l'effet
d'enzymes lysosomiales, dont 'activité est optimale a pH acide, telles que la cathepsine K et

certaines métalloprotéases matricielles (ou collagénases) libérées par exocytose.
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Figure 11 : Schéma d’un ostéoclaste actif

d’aprés Rousselle et Heymann, 200239
3. Croissance et remodelage osseux

3.1. La croissance osseuse

Quelque soit le mode d’ostéogenése, I'os se développe toujours grace au

remplacement du tissu conjonctif préexistant par du tissu osseux.
a. L’ossification endochondrale

L’ossification endochondrale survient au cours du développement et de la
croissance des os longs et aboutit essentiellement a la formation d’os spongieux. On
distingue I'ossification primaire et I’ossification secondaire. L’ossification primaire caractérise
la formation initiale du tissu osseux chez le foetus en débutant au centre de la future
diaphyse et permet de former I’os primaire endochondral (os immature, non lamellaire).
L’ossification secondaire permet la croissance et la maturation osseuse et s’achéve a la fin de
la puberté par remplacement complet de I’0os immature par un os mature dit lamellaire. Elle
permet également la croissance en longueur des os. L’ossification endochondrale s’étend le
long de la diaphyse et de proche en proche aux épiphyses par un processus global de

formation, dégénérescence, résorption du cartilage et remplacement par de [Ios.
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L’ossification endochondrale assure donc le remplacement d’une structure cartilagineuse
par de l'os. Cette ossification préserve une zone de cartilage articulaire en regard de la
cavité synoviale et une zone de cartilage immature (le cartilage de croissance) au niveau de

la métaphyse qui permet la croissance en longueur de I’os jusqu’a ’age adulte*°.
b. Autres types d’ossification
L’ossification membranaire se déroule lors du développement des os plats.

L’ossification périostique ou périchondrale permet la croissance en épaisseur de
’os et assure une augmentation du diametre de la diaphyse osseuse ainsi que de la
formation des épiphyses. Il s’agit d’'une croissance endoconjonctive ol les CSM du périoste
se différencient en ostéoblastes et I'ossification se fait par apposition de couches successives

de lamelles osseuses.

L’ossification haversienne est une ossification tertiaire survenant suite au
remaniement d’un tissu osseux déja élaboré pour lui permettre de mieux résister aux
contraintes mécaniques. Elle survient principalement au niveau de la diaphyse des os longs et
provoque entre autre la libération de sels calciques jouant un réle dans le maintien de la

calcémie.

3.2. Le remodelage osseux

Le remodelage osseux est un processus physiologique qui permet le
renouvellement du tissu osseux grace a la résorption de I'os ancien et a son remplacement
par une matrice osseuse nouvellement synthétisée*. En effet, malgré une apparente
rigidité, I’os est en constant renouvellement, avec un remodelage continu de 5% des surfaces
intracorticales et de 20% des surfaces trabéculaires chez un individu sain d’age moyen sur une
durée de 4 a 6 mois. 10% du tissu osseux adulte est ainsi complétement renouvelé chaque
année. Avant d’atteindre I’age adulte, un remodelage osseux intensif permet la croissance
du squelette, notamment au niveau des os longs. Ce remodelage osseux nécessite un fin
couplage entre activités ostéoblastique et ostéoclastique grace aux contacts entre les
cellules spécialisées ainsi qu’a I'intervention de nombreux facteurs?. Le remodelage osseux
est également nécessaire au maintien de ’lhoméostasie phosphocalcique de I'organisme, a la

réparation de lésions (fractures etc.) et permet ’adaptation aux contraintes mécaniques.

27



Introduction Générale [I. Le Tissu Osseux]

da. Role des ostéocytes

Le remodelage osseux repose donc essentiellement sur deux types cellulaires : les
ostéoblastes et les ostéoclastes. Ces deux types cellulaires ne sont cependant pas
totalement indépendants puisque les ostéoblastes sont nécessaires a la différenciation des
ostéoclastes et sécretent des facteurs solubles régulateurs de I'ostéoclastogenése*>®. Les
ostéocytes participent également au remodelage osseux en servant de mécanorécepteurs et
en transmettant les signaux mécano-sensoriels aux cellules environnantes. Leurs interactions
avec les fibres de collagéne via des intégrines leur permettent de percevoir les contraintes
mécaniques appliquées sur I'os. Ces informations sont transmises aux cellules bordantes et
ostéoblastes activés grace aux jonctions communicantes présentes dans leurs extensions
cytoplasmiques, qui adaptent leur activité en conséquence®'. Les ostéocytes sont également
capables de réguler négativement la différenciation et I’activité ostéoblastique, et donc la
formation osseuse par la sécrétion de SOST, un antagoniste de la voie WNT/B-caténine3. De
plus, cette production de SOST par les ostéocytes induit directement la dissolution de Ia
matrice minérale en induisant I’expression de I’anhydrase carbonique de type II, de la
cathepsine K et de la TRAP par les ostéoclastes*t. Les ostéocytes agissent également sur les
ostéoclastes puisqu’ils sont une source majeure de RANKL dans I'os*. En plus de favoriser la
différenciation ostéoclastique, ils déclenchent I'ancrage des ostéoclastes sur la surface

osseuse pour induire la résorption.
b. Systéme RANK/RANKL/OPG

Le systeme RANK/RANKL/OPG est le médiateur de la communication intercellulaire
entre ostéoblastes et ostéoclastes (Figure 12). RANKL se lie avec une forte affinité a son
récepteur RANK exprimé a la surface des ostéoclastes, cette interaction RANK/RANKL étant
essentielle a la différenciation et a la survie des ostéoclastes*®. L’OPG, une glycoprotéine
soluble produite notamment par les ostéoblastes, agit comme un récepteur leurre de
RANKL. Le ratio entre le niveau d’expression de RANKL et d’OPG par les ostéoblastes permet
donc le contréle de la résorption osseuse?. Différents facteurs tels que Runx2, la PTH,
Pinterleukine (IL)-1, I'IL-6, le TNFa, la vitamine D, le TGF-B, les BMPs et les oestrogénes sont
capables de réguler I’homéostasie du tissu osseux en agissant sur la triade
RANK/RANKL/OPG. Cette triade moléculaire contribue au bon déroulement du remodelage

osseux. Tout déréglement de cet équilibre entre les phases d’apposition et de résorption
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osseuse est susceptible d’induire Iapparition de pathologies comme dans le cas des

pathologies tumorales associées a un fort remodelage osseux.

RANKL Ostéoclaste

multinucléé

Prée-
ostéoclaste

Ostéoclaste
. activé

I Résorption osseuse I

B

Formation osseuse
Inhibition de la résorption

Figure 12 : Triade RANK/RANKL/OPG

Adapté de ’article en ligne de Robert G. Josse http://www.healthplexus.net/article/bone-
biology-and-role-rankranklopg-pathway
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c. Etapes du remodelage osseux

Le remodelage osseux peut étre divisé en cinq phases**®: Iactivation, la

résorption, la réversion, la formation et la quiescence (Figure 13).
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Pré- @;@ Pré-osteoblaste
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Figure 13 : Les différentes étapes du remodelage osseux

D’aprés Lerner® et Servier Medical Art (http://www.servier.fr/smart/home_smart.asp).

La phase d’activation scelle le début du remodelage osseux qui commence par un
signal mécanique, hormonal ou nerveux et active le recrutement de précurseurs

ostéoclastiques et leur différenciation.

Au cours de la phase de résorption (30 jours environ), les ostéoclastes différenciés
vont résorber la matrice osseuse grace a I'action de pompes a protons et la libération

d’enzymes protéolytiques.

La phase d’inversion fait la transition entre la phase de résorption et d’apposition
osseuse et correspond au remplacement des ostéoclastes par des cellules de type
macrophagique permettant d’éliminer les débris matriciels restant au fond de la lacune de
résorption>°. Des facteurs pro-ostéoblastiques libérés de la matrice (BMPs, FGFs, TGF-B, etc.)
vont activer la formation ostéoblastique au niveau de cette lacune. D’autres molécules
directement sécrétées par les ostéoclastes (BMP-6, sphingosine-1-phosphate etc.)

participent au recrutement des pré-ostéoblastes et activent la formation osseuse*®.
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Au cours de la phase de formation (4 a 5 mois), des cellules ostéoprogénitrices
vont venir tapisser la lacune, proliférer et se différencier en ostéoblastes qui vont sécréter
une nouvelle matrice collagénique. Cette matrice commencera a étre minéralisée dans les

quinze jours suivants par I’apposition de cristaux d’hydroxyapatite.

Une fois la formation osseuse terminée, les ostéoblastes meurent par apoptose,
deviennent quiescents pour former la couche de cellules bordantes ou sont piégés au sein de
la matrice nouvellement formée ou ils se transforment en ostéocytes. C’est la phase de

quiescence. Chez I'adulte, la plupart des surfaces osseuses sont a I’état quiescent.
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. Ostéosarcomes

L’ostéosarcome est une tumeur osseuse primitive maligne. Les tumeurs osseuses
primitives produisent, par définition, des composants qui entrent dans la constitution
habituelle d’un os. Les tumeurs osseuses, bénignes ou malignes, peuvent donc produire du
tissu osseux, du tissu cartilagineux, du tissu conjonctif, de la moelle osseuse, des vaisseaux,

de la graisse, du muscle et du tissu nerveux (Tableau 3).

Les tumeurs osseuses peuvent étre primitives mais également secondaires a une
autre tumeur (prostate, poumon, rein, sein, thyroide), on parle alors de métastases. Les
métastases osseuses représentent 70% des tumeurs osseuses malignes et sont une source
importante de diagnostic différentiel des tumeurs osseuses primitives. Le contexte clinique,
la localisation, le nombre de [ésions et I’dge de survenue de la Iésion osseuse doit aider a
orienter le diagnostic. En effet, les tumeurs osseuses primitives surviennent essentiellement
chez ’enfant, I’adolescent et le jeune adulte alors que les métastases osseuses surviennent

principalement chez I’adulte de plus de 50 ans.
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Bénignes

Intermédiaires (localement agressives)

Intermédiaires (rarement métastatiques)

Malignes

Tumeurs chondrogéniques

Ostéochondrome
Chondrome
Ostéochondromyxome
Exostose subunguéale
Chondromatose synoviale

Fibrome chondromyxoide
Tumeur cartilagineuse atypique
Chondrosarcome de grade |

Chondroblastome

Chondrosarcome de grade Il
Chondrosarcome de grade Il
Chondrosarcome dédifférencié
Chondrosarcome mésenchymateux
Chondrosarcome a cellules claires

Tumeurs ostéogéniques

Ostéome
Ostéome ostéoide

Ostéoblastome

Ostéosarcome central de bas grade
Ostéosarcome conventionnel :
-Ostéosarcome chondroblastique
-Ostéosarcome fibroblastique
-Ostéosarcome ostéoblastique
Ostéosarcome télangiectasique
Ostéosarcome a petites cellules
Ostéosarcome secondaire
Ostéosarcome parostéal
Ostéosarcome périostéal
Ostéosarcome de surface de haut grade

Tumeurs fibrogéniques

Fibrome osseux desmoplastique

Fibrosarcome de I'os

Tumeurs fibrohistiocytaires

Histiocytofibrome bénin

Tumeurs hématopoiétiques

Myélome
Plasmocytome solitaire osseux
Lymphome osseux primaire non-Hodgkinien

Tumeurs riches en cellules
géantes ostéoclastiques

Tumeurs a cellules géantes des petits
0s

Tumeur osseuse a cellules géantes

Tumeur osseuse maligne a cellules géantes

Tumeurs notochordales

Tumeur notochordale bénigne

Chordome

Tumeurs vasculaires

Hémangiome

Hémangiome épithélioide

Hémangiothéliome épithélioide
Angiosarcome

Tumeurs myogéniques

Léiomyome osseux

Léiomyosarcome osseux

Tumeurs lipogéniques

Lipome osseux

Liposarcome osseux

Tumeurs de nature indéfinie

Kyste osseux simple
Dysplasie fibreuse
Dysplasie ostéofibreuse
Hamartome chondromésenchymateux
Malade de Rosai-Dorfman

Kyste osseux anévrismal

Histiocytose Langerhansienne
-monostotique
-polyostique
Maladie d'Erdheim-Chester

Tumeurs diverses

Sarcome d'Ewing
Adamantinome
Sarcome osseux indifférencié pléomorphe de
haut grade
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1. Origine

L’ostéosarcome est une tumeur d’origine mésenchymateuse puisqu’il dérive du
mésoderme et semble issu des CSM>. L’ostéosarcome, tout comme les ostéoblastes,
exprime Runx2°?, la PAL, ’OCN et la BSP. Il résulterait ainsi d’'une dérégulation du programme
de différenciation des CSM. Différents degrés de différenciation peuvent étre retrouvés dans
cette pathologie. De maniere générale, une corrélation inverse semble exister entre le degré

de différenciation et I’agressivité des tumeurs.

2. Définition

Selon la définition de I’Organisation Mondiale de la Santé, I'ostéosarcome serait
«une tumeur maligne caractérisée par I’élaboration d’os ou de substance ostéoide par les
cellules tumorales ». Selon cette définition, une production d’os, méme minime, suffit pour
parler d’ostéosarcome. L’ostéosarcome présente en réalité une grande variété de Iésions
distinctes par leur présentation clinique et radiographique, leur aspect microscopique et leur
évolution, conduisant a définir cette pathologie comme une tumeur trés hétérogene. Les
plages ostéoformatrices sont parfois minoritaires et peuvent étre accompagnées
d’importantes plages d’ostéolyse, soulignant cet aspect trés hétérogene. L’élaboration d’os
ou de substance ostéoide par les cellules tumorales pourra également étre précisée et
discutée ultérieurement, soulignant I'importance de I’environnement tumoral osseux dans
cette pathologie. L’ostéosarcome est plus communément défini comme une tumeur osseuse
primitive maligne a I’hétérogénéité intra- et inter-tumorale et caractérisé par des Iésions
ostéolytiques et ostéocondensantes. L’ostéosarcome peut toucher tous les os (Figure 14)
mais manifeste une prédilection pour la métaphyse des os longs, proche de la plaque de
croissance, avec moins de 10% touchant la diaphyse et une localisation épiphysaire rare. Il se
localise essentiellement au genou: 40% affectent I'extrémité distale du fémur et 15%
’extrémité proximale du tibia. 14% touchent I’extrémité supérieure du fémur et de I’lhumérus,
sites correspondant aux segments osseux dont la croissance est la plus importante de
I’organisme. Les os plats et les os courts sont plus rarement touchés. Le crane et la face sont
atteints dans moins de 10% des cas, préférentiellement a la vo(te et a la base du crane, ainsi
qu’a la mandibule, survenant généralement a un age plus avancé. La localisation au pelvis est

retrouvée dans 10% des cas®>* et 1 a 3% touchent le rachis. On retrouve un pourcentage plus
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élevé d’ostéosarcome du squelette axial chez les patients agés de plus de 60 ans (39,7%) que

chez les patients agés de moins de 25 ans (12,2%) ou de 25 a 59 ans (35,3%)°.
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Figure 14 : Localisations préférentielles de ’ostéosarcome

Adapté de http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Human_skeleton front - no_labels.svg

Trois groupes de [ésions sont identifiés selon leur localisation : les ostéosarcomes

de surface, ceux de siége intracortical et les ostéosarcomes intramédullaires ou centraux qui

sont les plus fréquents (Tableau 4).

Central Intracortical Surface

Conventionnel Péripsté

- ostéoblastique

- chondroblastigue

- fibroblastique
Télangiectasique
Cellules péantes
Petites cellules rondes
Bien différencié

Jrxtacortical {paraostal)
Conventionnel (haut grade)

Tableau 4 : Principales variétés d’ostéosarcomes définies selon leur localisation et leur forme
microscopique

D’aprés Guinebretiére JM et al.>®

- Les ostéosarcomes de surface sont généralement de bon pronostic, associant les

formes périostées (d’aspect cartilagineux), les formes paraostéales ou juxtacorticales (tres

ostéoformatrices) et ceux de forme commune (plus agressifs).
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- Les ostéosarcomes intracorticaux sont rares.

- Les ostéosarcomes centraux sont les plus fréquents et regroupent différentes

variantes histologiques qui, a [I’exception de la forme dite «bien différenciée

intramedullaire », sont toutes de haute malignité. Parmi ces variantes, on trouve (Tableau 4) :

e La forme commune (la plus fréquente) comprenant la variante
ostéoblastique qui représente 50% des cas, la variante chondroblastique
25% et la variante fibroblastique 25%

e |’ostéosarcome télangiectasique représentant 2 a 10% des ostéosarcomes,
est caractérisé par des lésions purement lytiques et expansives a I’origine
de fréquentes fractures pathologiques, et par un aspect multilobé a
contenu hémorragique®’

e |’ostéosarcome a cellules géantes

e |’ostéosarcome a petites cellules rondes d’aspect radiographique
hétérogéne et d’aspect histologique proche des sarcomes d’Ewing

e |’ostéosarcome bien différencié intramédullaire caractérisé par un
envahissement des parties molles absent ou limité et d’aspect histologique

bien différencié.

3. Epidémiologie, étiologie et facteurs de risque

L’ostéosarcome est une tumeur rare puisque le nombre de nouveaux cas
découverts chaque année en France est de 150 a 200. L’ostéosarcome est cependant la
tumeur osseuse primitive maligne la plus fréquente avec 4,8 nouveaux cas par an et par
million de jeunes de moins de 20 ans aux Etats-Unis>®%9. Il constitue la troisiéme forme la plus
commune de cancer chez les adolescents®® et la seconde cause de décés par cancer dans
cette tranche d’age®'. En effet, 'ostéosarcome survient entre 10 et 20 ans et touche entre
une fois et demi et deux fois plus fréquemment les garcons que les filles. Un second pic
d’incidence existe aprés 60 ans mais reste rare et généralement sur terrain prédisposé®. Au
moment du diagnostic, environ 20% des patients présentent des métastases, le plus
fréquemment (90%) au niveau des poumons, plus rarement au niveau osseux (8-10%) et dans
les ganglions lymphatiques®¢. On évalue cependant que 80 a 90% des patients ont des

micro-métastases indétectables au moment du diagnostic®.
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L’étiologie demeure a ce jour inconnue. Cependant, plusieurs constatations

semblent intéressantes a souligner et sont développées ci-aprés.

3.1. Croissance et ostéosarcome

L’age de survenue au moment de la poussée de croissance pubertaire, la
localisation souvent métaphysaire de ces tumeurs proche de la plaque de croissance,
I’incidence plus élevée chez les personnes de grandes tailles et particuliérement les garcons
pour qui la croissance pubertaire est importante a rapprocher d’observations
d’ostéosarcome plus fréquent chez les chiens de grande taille (saint-bernard, danois)
suggérent un lien entre le remodelage osseux associé a la croissance osseuse et la survenue

de ces tumeurs®.

3.2. Pathologies prédisposant a I’ostéosarcome

Les causes exactes de survenue de 'ostéosarcome restent inconnues, cependant
certaines prédispositions peuvent étre impliquées dans la pathogenése et les phénomeénes
de résistances observés®. Parmi ces prédispositions, on peut citer le syndréome de Li-
Fraumeni qui correspond a I'anomalie innée de I'un des allele du géne p53, I’enfant
développant de multiples tumeurs aussi bien sarcomateuses (os et tissus mous) que
carcinomateuses’®”". Le rétinoblastome bilatéral (tumeur maligne oculaire bilatérale), lié a
une mutation des deux alléles du gene Rb, est également prédisposant avec des
ostéosarcomes s’observant cent fois plus fréquemment que dans la population générale”.
Le syndrome de Rothmund-Thomson, lié a une mutation sur le chromosome 8, se caractérise
par un risque accru d’ostéosarcome’, des troubles cutanés et des anomalies osseuses
congénitales. La maladie de Paget, associant des anomalies de I’architecture osseuse et une
fibrose de la moelle, augmente également le risque de développer un ostéosarcome suite a

une modification pathologique du remodelage osseux’4.

3.3 Anomalies cytogénétiques fréquentes

De maniere générale, les ostéosarcomes se développent de facon sporadique et
sont caractérisés par de multiples réarrangements génomiques (translocations,
amplifications ou délétions) mais ces mutations ne sont pas récurrentes et semblent étre la
conséquence du processus oncogénique plutdt que la cause de la pathologie”. Il n’existe pas

de Iésion cytogénétique spécifique reconnue comme pour le sarcome d’Ewing mais des
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approches génomiques ont identifié un certain nombre d’altérations génétiques touchant
des molécules impliquées dans le contréle du cycle cellulaire liées a la pathogenése de
’ostéosarcome’. Une fréquente atteinte des locus des génes ps53 (environ 50% des
patients)”, Rb (70% des cas)’®, "amplification de « mouse double minute 2 homolog » (MDM2,
régulateur négatif de p53) et «cyclin dependent kinase » (CDK) 4, la surexpression de c-
MYC?, d’AP-1%° et de cKIT, la délétion de TWIST® ou Iinactivation de p16™¢+ 82 sont
retrouvées. Chez la souris, la délétion de ces deux génes dans les ostéoblastes induit le
développement d’ostéosarcome®. Le manque de données sur les mécanismes moléculaires
rend difficile le diagnostic et le développement d’approches thérapeutiques ciblées mais la
présence de ces altérations génétiques a pu étre corrélée a I’agressivité des tumeurs et a la

survie des patients’%79.

4. Clinique

La principale manifestation clinique est la douleur au site tumoral pouvant irradier
les articulations voisines. Une masse palpable peut apparaitre plus tardivement, sensible a la
palpation et pouvant géner la mobilité de I'articulation suivant sa taille. A un stade plus
tardif, des signes inflammatoires cutanés et une stase veineuse sont visibles. Certaines
[ésions de taille importante peuvent conduire a la fracture pathologique. L’augmentation du
taux sérique de PAL est fréquente et est la conséquence de I'activité ostéoblastique de la

tumeur.

5. Bilan para-clinique

5.1. Diagnostic positif

L’association de parameétres diagnostiques non radiologiques tels que I’age, la
localisation, la taille ou la partie de I'os atteinte, et de parameétres radiologiques permet

d’orienter le diagnostic et guider I’attitude pratique (Figure 15).
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Douleur osseuse
et/ou
masse palpable
et/ou

Inflammation cutanée +/- stase veineuse =
Aucun signe systémique évident @ CONSULTATION MEDICALE

@ RADIOGRAPHIE DE L'OS DOULOUREUX
Détection des micro-fracture et fractures de stress
Observations si présence de lésions ostéolytiques/ostéocondensantes/mixtes
et si présence de réaction périostée

@ EXAMENS D'IMAGERIE COMPLEMENTAIRE:
Recherche de métastases (pulmonaires/osseuses)
Approfondissement bilan d’extension local tumeur primaire
Recherche de métastases (pulmaonaires/osseuses)
Approfond ment analyses d'extension tumeur primaire
Radiographie des poumons
Scanner thoracique avec injection de produits de contraste
Scintigraphie osseuse au Technétium 99
IRM / TDM

@ PREMIERE CHIRURGIE
Biopsie

@ ANALYSES ET DIAGNOSTIC

Anatomopathologiques sur la biopsie
Donnees imagerie
s cliniques

@ CHIMIOTHERAPIE NEO-ADJUVANTE CONVENTIONNELLE
. Adaptee suivant analyses et age du patient
& Diminuertaille tumeur
= Limiter developpement métastatigue

@) DEUXIEME CHIRURGIE
Résection tumorale
Analyse de la piece chirugicale
Grade de Huvos suivant % de nécrose

(8 DEUXIEME CHIMIOTHERAPIE
Adaptee suivant grade de Huvos
Méme que la neo-adjuvante si bon repondeur
Autres agents chimiothérapeutiques si mauvais répondeur

Figure 15 : Les différentes étapes du diagnostic et de la prise en charge de I'ostéosarcome

D’aprés la theése d’Aude Ségaliny
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La premiére étape doit donc naturellement étre la radiologie conventionnelle. La
radiographie révéle le plus souvent des signes de tumeur trés agressive. Cette derniére peut
étre ostéolytique faisant disparaitre les travées osseuses ou ostéocondensante. Elle est le

plus souvent mixte (Figure 16).

Figure 16 : Aspects radiologiques des différentes Iésions osseuses associées a I’ostéosarcome

Clichés radiographiques des Iésions osseuses associées au développement de
I’ostéosarcome, obtenus par le Pr. Francois Gouin du service d’orthopédie du CHU Hbtel Dieu
de Nantes, INSERM UMR957. A) Lésion ostéolytique, B) ostéocondensante, C) mixte avec
ostéocondensations hétérogenes de la métaphyse et de I’épiphyse fémorale avec une
ostéolyse de I’os cortical et la formation d’os ectopique péri-osseuse dans les parties molles.

Les réactions du périoste a la progression tumorale sont tres fréquentes,
présentant un aspect en «feux d’herbe» des spicules périostées divergents, et les
appositions paralléles sont souvent rompues en leur centre par la rapide progression
tumorale correspondant a « I’éperon de Codman ». L’envahissement des parties molles n’est
évident que si la tumeur est calcifiée, sinon mieux précisé par le scanner ou I'imagerie par
résonnance magnétique (IRM). L’aspect de la Iésion souvent trés évocateur du diagnostic
doit conduire a compléter I’examen par d’autres techniques d’imagerie, de préférence avant
la biopsie. Le scanner est particulierement efficace dans I’étude des os courts et plats,
apportant une aide précieuse dans des localisations difficiles a étudier. Il peut également

améliorer I’analyse de la Iésion pour les os longs.

Le patient est ensuite biopsié et le diagnostic est entierement conditionné par le
site de cette biopsie chirurgicale et le volume des fragments, et nécessite impérativement la
transmission au laboratoire des informations cliniques et radiographiques et du compte
rendu opératoire. Le pathologiste doit d’abord affirmer la malignité de la tumeur,

reconnaitre I'ostéoformation puis préciser la forme histologique. La tumeur associe
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généralement une cellularité trés importante et des anomalies cytologiques, un
polymorphisme, une inversion du rapport nucléocytoplasmique, des mitoses abondantes et
fréquemment anormales caractéristiques. Lorsque la lésion est mieux différenciée, les
anomalies cytonucléaires peuvent étre minimes voire absentes et ce n’est que ’examen
attentif a la recherche de mitoses anormales et la corrélation aux données cliniques et
radiographiques qui permettent d’établir le diagnostic. L’ostéoformation est facilement
reconnaissable, sous forme d’os lamellaire constituant des travées de taille et d’épaisseur
variables, d’agencement anarchique et directement bordé par les ostéoblastes tumoraux
(Figure 17). Il est généralement demandé au pathologiste d’indiquer la forme
anatomopathologique de la [ésion mais également de la typer selon I'une des différentes
classifications pronostiques existantes. La plus répandue est le grading de Broders qui
comporte quatre degrés différents (I a IV) mais son intérét apparait restreint car la majorité
des ostéosarcomes sont a classer comme grade Ill ou IV et sa valeur pronostique n’est pas

significative®.
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Figure 17 : Aspect histologique d’'un ostéosarcome

Aspect typique d’un ostéosarcome, constitué d’ostéoblastes tumoraux aux anomalies
cytonucléaires marquées, aux mitoses nombreuses, élaborant une substance ostéoide
formant deux épaisses travées qu’elles entourent. Coloration hémalun-éosine-safran
(HES) grossissement x400. D’aprés Guinebretiére JM et al.>

Les analyses de sang ne sont pas nécessaires pour diagnostiquer I'ostéosarcome,
mais elles peuvent aider a le confirmer ou le préciser. Par exemple, des niveaux élevés de
PAL et de lactate déshydrogénase dans le sang laisseront supposer que I’ostéosarcome est

plus avancé qu'il n'y parait.
5.2. Diagnostic différentiel

a. Radiologique

Le diagnostic différentiel au stade radiographique se pose essentiellement avec

d’autres Iésions osseuses agressives et d’autres tumeurs malignes primitives telles que le
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sarcome d’Ewing, de localisation cependant plus volontiers centrale, le fibrosarcome, le
fibrohistiocytome malin ou le lymphome. Il peut également conduire a le confondre avec des
formes initiales d’ostéomyélite, soulignant l'intérét d’un prélévement bactériologique

systématique lors de la biopsie. La forme télangiectasique peut simuler un kyste osseux.
b. Anatomopathologique

La diversité des aspects histologiques de I'ostéosarcome complique le diagnostic et
peut conduire a un large éventail de diagnostics différentiels. La forme de haut grade
souleve cependant moins de difficultés diagnostiques que les formes bien différenciées. La
corrélation entre images radiographiques et informations cliniques est indispensable pour
que le pathologiste puisse porter son diagnostic avec le plus de certitude possible. A titre
d’exemple, la variante ostéoblastique peut étre confondue avec le cal fracturaire a un stade
précoce en raison de la disposition anarchique de la substance ostéoide néo-synthétisée.
Une fois de plus, I'importance de la mise a disposition des données cliniques, de la
radiographie et du compte rendu opératoire permet de limiter le risque de faux positifs. En
cas de doute diagnostique, un délai d’observation d’une dizaine de jours sans aucun
traitement permet d’apprécier [I’évolution spontanée de la [ésion. La variante
chondroblastique est principalement confondue avec le chondrosarcome. L’age, la
localisation et I’aspect radiographique en complément de I’histologie sont essentiels au
diagnostic. Le diagnostic difficile de cette pathologie est pour autant primordial, de maniére

a adopter la stratégie thérapeutique la plus adaptée.

5.3. Bilan d’extension
a. Local

Il repose sur 'IRM qui permet de bien délimiter la tumeur. La délimitation dans la
moelle osseuse diaphysaire permet de choisir le niveau de la résection et de repérer
d’éventuelles « skip-metastases » (séparées de la tumeur principale par du tissu normal)
atteignant le plus souvent le méme os mais parfois un autre proche. Le franchissement du
cartilage de croissance et I'atteinte des parties molles et de la peau sont évalués. Les
vaisseaux sont également analysés mais sont rarement envahis, d’ordinaire refoulés. La
principale limite de I’examen est I'impossibilité de préciser si la tumeur qui va jusqu’au

cartilage articulaire envahit I'articulation®.
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b. A distance

Il repose sur le cliché de thorax et le scanner qui reste I’examen de référence pour
les métastases pulmonaires, en attendant une méthode plus performante, la chirurgie étant

la meilleure chance de guérison des patients métastatiques au poumon.

6. Prise en charge

6.1. Traitement actuel

Le traitement actuel de 'ostéosarcome est multidisciplinaire et impose une prise en
charge par une équipe spécialisée et habituée au traitement de ce type de tumeur. Le
traitement actuel est généralement réalisé en trois phases : trois mois de chimiothérapie
néoadjuvante, résection chirurgicale de la tumeur puis six mois de thérapie adjuvante dont la
nature dépend du pourcentage moyen de cellules viables sur la piéce opératoire.
L’appréciation de I’efficacité de la chimiothérapie néoadjuvante avant la chirurgie peut se
faire sur les clichés standards et le scanner ol une diminution de la masse tumorale, une
meilleure limitation et plus d’ossification indiquent une bonne efficacité du traitement.
L’étude de la piéce de résection permet d’apprécier la taille et I’extension de la tumeur, de
juger de la qualité de I’exérése chirurgicale et d’évaluer la réponse a la chimiothérapie. Elle
nécessite que le pathologiste dispose de la biopsie initiale pour pouvoir comparer les aspects
histologiques avant et aprés traitement. La tumeur hétérogéne associe des zones
blanchatres, charnues ou dures lorsqu’elles sont ossifiées ou calcifiées, des plages bleutées
cartilagineuses et des secteurs encéphaloides. Les remaniements sont nombreux et étendus,
hémorragiques, kystiques et nécrotiques, qu’ils soient spontanés ou induits par le
traitement. La tumeur occupe généralement toute la cavité médullaire, déforme la piece
osseuse, rompt trés rapidement la corticale et envahit les tissus mous adjacents.
Microscopiquement, la tumeur aprés chimiothérapie d’induction est parfois strictement
inchangée, mais comporte le plus souvent d’importantes altérations a la fois cellulaires et
architecturales. Les cellules tumorales viables sont volumineuses, aux noyaux irréguliers
parfois multiples et aux cytoplasmes vacuolisés. Elles peuvent étre isolées dans un tissu
hyalin dense ou disposées en plage. L’ostéoformation est beaucoup plus importante aprés
chimiothérapie. Le pathologiste apprécie la viabilité aprés chimiothérapie selon la méthode

établie par Huvos®®. Le pourcentage de cellules résiduelles qui en découle sert a établir le
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grade de Rosen (Tableau 5), classification histo-pronostique universellement reconnue qui

permet de définir si un patient est bon ou mauvais répondeur.

Grade Pourcentage de cellules tumorales viables
1 =595 %
Ila 50 494 %
b 6a49 %
m l1a5%
v 1]

Cartalnes equipes ont Hxe la sauil separantle grade 1b du grade T2 10 %
Tableau 5 : Classification pronostique de Rosen et Huvos selon le degré de réponse a la
chimiothérapie

D’aprés Guinebretiére JM et al.>®

La conservation du membre est possible chez la grande majorité des patients (plus
de 90%) mais "amputation reste la seule solution en cas de tumeur trop volumineuse
envahissant les tissus mous avoisinants. La radiothérapie n’est que rarement utilisée du fait
de la radiorésistance de ce type de tumeur. En ce qui concerne les agents de chimiothérapie,
cing antimitotiques sont actifs dans cette pathologie: le méthotrexate a hautes doses
(MTX), la doxorubicine/adriamycine, le cisplatine, I’étoposide et Iifosfamide®. Les
protocoles de chimiothérapie les plus utilisés depuis les années 1970 comportent tous du
MTX a hautes doses associé a de ’acide folinique. La chimiothérapie associant plusieurs des
molécules précitées est privilégiée. La combinaison des molécules de chimiothérapie, les
doses et la fréquence des injections dépendent de I’dge du patient et des données
histologiques de la biopsie qui déterminent la nature et le grade de I'ostéosarcome. La
chimiothérapie postopératoire des patients présentant une mauvaise réponse histologique
doit étre différente de celle utilisée lors de la chimiothérapie d’induction. Dans les cas
d’ostéosarcome métastatique pulmonaire, le traitement est identique a celui des formes
localisées. Aprés la chirurgie de la tumeur primitive, I’exérése chirurgicale des lésions

pulmonaires est proposée dans la mesure ou elle est techniquement réalisable.

6.2. Traitements en développement

Face aux taux de survie parfois médiocres (voir 7.2. ci-aprés) et aux nombreuses
résistances aux chimiothérapies, le développement de nouvelles thérapies dans
I’ostéosarcome est nécessaire. Les approches moléculaires visent a mieux comprendre le
développement de cette pathologie ainsi que sa progression dans le but d’identifier de
nouveaux marqueurs et de nouvelles cibles thérapeutiques. Parmi celles-ci, des approches de
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« screening » a grande échelle ont permis de mettre en évidence des altérations génomiques
et donc des cibles thérapeutiques potentielles dans 'ostéosarcome. A titre d’exemple,
certaines études démontrent le réarrangement fréquent des génes APC, TWIST et MET.
Contrairement a d’autres types de cancers, ces génes sont fréquemment délétés dans
I’ostéosarcome et les altérations de ces trois génes sont souvent combinées et corrélées a

de mauvais pronostics et a une absence de réponse a la chimiothérapie®"®7.

Parmi les traitements en développement, différentes stratégies sont développées
telles que le ciblage du microenvironnement tumoral, I'induction de I'apoptose ou encore
Pinhibition de certaines voies de signalisation (Figure 18). Cette partie fait état de quelques-
unes d’entre elles ainsi que de quelques essais cliniques les illustrant, résumés dans le

tableau 6 en fin de section 6.2.

et b ® Cixutumumab 051-006 * Imatinib = Sorafenib Crizotinib = Sorafenib
lw] « 0S1-906 = Sorafenib * Pazopanib \ﬂl

l l J_ J_ « Pazopanib

l J- - 051-030
A
ERBB2 IGF1R IRm PDGFR VEGFR METﬁﬂ RTK
-/ ] = VX-680
|+ ZM447430|

= Saracatinib
= Dasatinib _I

l = Ridaforolimus

_I = Everolimus —|

= Rapamycin
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sécrétase ‘I
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v |
Bt @ Vol [ o G- G

Figure 18 : Ciblage de certaines voies de signalisation dans I'ostéosarcome

Cibles moléculaires et drogues associées (en orange) a I’essai dans I’ostéosarcome. D’apreés
Maya Kansara et al.5®

a. Ciblage du microenvironnement

L’ostéosarcome, se caractérisant par un déséquilibre de la balance entre
ostéoformation et ostéorésorption, est capable de sécréter des cytokines stimulant les

ostéoclastes et donc la résorption osseuse, soutenant alors la croissance tumorale grace aux
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facteurs libérés depuis la matrice osseuse dégradée. Certaines études démontrent qu’une
forte expression de RANKL par les cellules tumorales est associée a une mauvaise réponse a
la chimiothérapie néo-adjuvante et une survie plus faible des patients®. Le ciblage de
I’ostéolyse associée a la tumeur semble donc étre une cible thérapeutique intéressante. Les
bisphosphonates, en tant que molécules prévenant la perte osseuse en inhibant le
développement et la fonction ostéoclastique ont d’ailleurs démontré des effets intéressants
sur I’inhibition de la croissance de certaines tumeurs, I'induction de I"apoptose, I'inhibition de
la prolifération cellulaire et I'inhibition des expressions de «vascular endothelial growth
factor » (VEGF) A et du récepteur au VEGF (VEGFR) 1. L’acide zolédronique testé chez la
souris inhibe la croissance tumorale, le développement métastatique, prolonge la survie®® et
est capable d’induire la régression tumorale en association avec la chimiothérapie®'. Les
bisphosphonates ont également montré leur efficacité sur 'inhibition de Iangiogenese
induite par la tumeur dans un modele d’ostéosarcome murin et inhibent I'expression de
VEGFR2 par les cellules endothéliales®>. Un essai clinique de phase Il (ClinicalTrials.gov :
NCT00586846) a permis de constater que le bisphosphonate pamidronate pouvait étre
associé en toute sécurité a la chimiothérapie et pouvait améliorer la durabilité de la
reconstruction des membres aprés résection chirurgicale de I'ostéosarcome®. Le réle des
bisphosphonates dans le traitement adjuvant de I'ostéosarcome fait actuellement I'objet
d'une étude portant sur l'acide zolédronique en combinaison avec la chimiothérapie en

France (ClinicalTrials.gov : NCT00691236).
b. Ciblage de la voie de signalisation Hedgehog, Notch et WNT

Les voies de signalisation physiologiquement impliquées dans le développement
osseux telles que Hedgehog, Notch et WNT sont également impliquées dans le
développement de I'ostéosarcome. Hedgehog est capable de signaler via le récepteur
Patched ce qui permet de lever Iinhibition du récepteur smoothened entrainant donc

P’activation des régulateurs transcriptionnels de la famille Gli (Figure 19).
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Voie de signalisation HH inactive Voie de signalisation HH active
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Figure 19 : Voie de signalisation Hedgehog/Gli

Lorsque la voie Hedgehog (HH) est inactive, le récepteur Patched (PTCH) inhibe la protéine
membranaire Smoothened (SMO). Les facteurs de transcription activateurs CiA (drosophile)
et GLIA (mammiféres) sont localisés dans le cytoplasme. lls y sont clivés pour former CiR et
GLIR qui, une fois dans le noyau, vont réprimer I’expression des genes cibles. Lorsque le
ligand HH se fixe a PTCH, 'inhibition de SMO est levée. SMO va alors permettre a CiA et GLIA
d’activer I’expression des génes cibles de la voie.

Indian hedgehog, Patched1 et CGli1 sont hautement exprimés dans de nombreux
ostéosarcomes?®. L’expression de Gli2, une cible de la voie de signalisation Hedgehog, est
corrélée a un mauvais pronostic et son extinction par siRNA augmente la sensibilité des
lignées cellulaires d’ostéosarcome a la chimiothérapie®. L’expression des génes Notch
(Notch1, Notch2 et Notch3) est associée a un phénotype métastatique plus agressif dans
I’ostéosarcome?. Un essai clinique de phase | et Il (ClinicalTrials.gov : NCT01154452) en cours
permet d’observer les effets de l'inhibition a la fois de Notch avec R04929097 et de
Hedgehog avec le vismodegib, un antagoniste compétitif de Smoothened. Dickkopf 3 ou
WIF1 (« WNT inhibitory factor 1»), deux antagonistes de la voie WNT dont I’expression est
diminuée dans I’ostéosarcome, semblent également étre des cibles intéressantes®~%°.
Toutefois, le ciblage des voies de signalisation Hedgehog, Notch et WNT peut étre
problématique chez les enfants, étant donné le réle primordial de ces voies dans le

développement du squelette.
c. Ciblage des récepteurs a activité tyrosine kinase

Différents récepteurs a activité tyrosine kinase ou leurs ligands tels que VEGF,

«insulin like growth factor 1» (IGF1), « platelet-derived growth factor » (PDGF), HER2 (ou
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ERBB2) et MET sont surexprimés dans I"ostéosarcome. Des niveaux élevés de VEGF sont
effectivement corrélés a une plus grande progression de I'ostéosarcome et des taux de
survie plus faibles'®. Une récente étude de phase Il (ClinicalTrials.gov: NCT00889057)
utilisant le sorafenib, un inhibiteur des récepteurs a activité tyrosine kinase capable de cibler
VEGFR2 et VEGFR3 dans les ostéosarcomes de haut grade non résécables induit des réponses
durables™'. PDGF et les récepteurs au PDGF (PDGFR) sont surexprimés dans 70 a 80% des
ostéosarcomes’. Le pazopanib, un inhibiteur capable de cibler KIT, les récepteurs au VEGF,
le récepteur au FGF (FGFR) et PDGFR est actuellement en essai clinique de phase II
(ClinicalTrials.gov : NCT01759303). Enfin des thérapies ciblant 'IGF1R semblent intéressantes
dans de nombreux cancers ainsi que dans 'ostéosarcome dans des études précliniques mais
donnent des résultats limités dans Pessai clinique de phase II (ClinicalTrials.gov :

NCT00831844)"3.
d. Ciblage des molécules de signalisation intracellulaire

Une activation aberrante de la kinase SRC est impliquée dans de nombreux cancers,
notamment I’ostéosarcome. Des inhibiteurs de SRC ont démontré leur efficacité in vitro et in
vivo notamment sur I’'apoptose et la croissance tumorale. L’inhibiteur AZD0530 (saracatinib)
est actuellement testé chez des patients atteints d’ostéosarcome métastatique
(ClinicalTrials.gov : NCT00752206). mTOR semble également étre une cible intéressante et
fait "objet d’un essai clinique international de phase 11l (SUCCEED : Sarcome Multi-Center
Clinical Evaluation of the Efficacy of ridaforolimus, ClinicalTrials.gov : NCT00538239) ayant
pour but de déterminer si la thérapie d'entretien avec cette molécule pendant une période
prolongée chez les patients atteints de sarcomes des tissus mous ou osseux métastatiques
répondant a la chimiothérapie, se traduira par une amélioration cliniquement significative de

la survie sans progression.
e. Immunothérapies

Le role de 'inflammation dans le cancer apparait complexe et bivalent et dépend du
stade et du type de tumeur. Certaines cytokines inflammatoires peuvent étre pro-tumorales
et d’autres anti-tumorales. Les stratégies utilisées en immunothérapie regroupent diverses
approches : utilisation de cytokines recombinantes, anticorps ciblant les cytokines ou leur
récepteur, récepteurs solubles aux cytokines, molécules inhibitrices des voies de
signalisation, etc. Les thérapies utilisant des anticorps monoclonaux sont de plus en plus

envisagées dans le traitement des pathologies tumorales. Ces anticorps ciblant des
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antigenes exprimés par les cellules tumorales peuvent étre utilisés pour bloquer Ia
signalisation de facteurs de croissance ou les interactions avec la MEC. De nombreuses
cytokines impliquées dans la voie de signalisation RANK-RANKL, ou telles que I'IL-1, IL-6, IL-17
et le TGF-B jouent un réle primordial a la fois dans la biologie osseuse et le systeme
immunitaire et semblent donc étre des cibles intéressantes. L'immunothérapie a récemment
ouvert de belles perspectives thérapeutiques dans de nombreux types de cancer et parait

donc d’un grand intérét dans I'ostéosarcome.

L’utilisation de mifamurtide en immunothérapie néoadjuvante est une des avancées
principales dans I’ostéosarcome. Le mifamurtide est un analogue synthétique lipophile du
muramyl dipeptide, le motif minimal de peptidoglycane commun aux bactéries Gram
positives et négatives, capable d’activer le systéme immunitaire™*. Les monocytes et
macrophages activés par le mifamurtide sont associés a une augmentation de TNF-a, IL-1q,
IL-1B, IL-6 et IL-8 dans le sérum ainsi qu’a ’engagement d’autres cellules immunitaires'®>™°®.
L’utilisation du mifamurtide en complément de la chimiothérapie a démontré des effets
positifs notamment en terme de survie des patients atteints d’ostéosarcome’”’. Cependant,
des avis mitigés de la communauté scientifique et clinique ont conduit a une approbation du

mifamurtide uniquement par I’Union Européenne.

Linterféron (IFN) a a démontré son activité anti-tumorale in vitro et in vivo™®™.
Une étude récente de phase Il (The European American Osteosarcoma Study Euramos
ClinicalTrials.gov: NCT00134030) a permis d’étudier I’efficacité de I'IFNa pégylé en
complément des agents de chimiothérapie standards dans le traitement des patients atteints
d’ostéosarcome ayant montré une bonne réponse a la chimiothérapie pré-opératoire. Cet
essai est le premier essai collaboratif transatlantique dans I'ostéosarcome et souligne
I'importance de ce type de collaboration pour une progression plus rapide du traitement des

maladies rares.

Des antigenes spécifiques de I’ostéosarcome sont difficiles a identifier. En effet, de
nombreux antigénes exprimés dans I'ostéosarcome sont également retrouvés dans les tissus

normaux'>~">. Plusieurs essais cliniques ciblent cependant certains d’entre eux.

Enfin, une part importante de 'immunothérapie semble résider dans la restauration
de la sensibilité des cellules tumorales au systéme immunitaire. Des inhibiteurs tels que
Pipilimumab, un anticorps monoclonal dirigé contre CTLA4 (« cytotoxic T lymphocyte antigen

4 »), et des anticorps monoclonaux dirigés contre PD1 et PDL1 semblent prometteurs"®'7.
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Une association de ces thérapies de maniére a restaurer la réponse des cellules tumorales au

systeme immunitaire et a stimuler ce dernier pourrait conduire vers des résultats

intéressants.
Cible | Traitement | Etude | Phase | Tumeur | Statut ou résultats
Ciblage du microenvironnement

Ostéoclastes Pamidronate NCT00586846 1 i meta,stathu.es BES(Cans) b5

29 non métastatiques EFS (5 ans)72%
Acide Zolédronique
Ostéoclastes .q NCT00691236 et Haut grade En cours
(agent seul ou adjuvant)
Acide zolédronique et
Ostéoclastes q NCT00470223 1 Ostéosarcome de haut-grade En cours

polychimiothérapie
Samarium (153Sm-

PFS (60 jours) 45% aucune

Os NCT00245011 1l 22 rechutes métastatiques
EDTMP) " 4 amélioration démontrée
Os Radium-223 Chloride NCT01833520 letll Récurrent ou métastatique En cours
R04929097 et
Voies Notch et Hedgehog ,49 9 97, NCT01154452 letll Ostéosarcome récurrent En cours
vismodegib
Ciblage des récepteurs a activité tyrosine-kinase
Taux de réponse 14%
VEGFR Sorafenib NCT00889057 1] 35 rechutes non résécables | Taux de contréle de la maladie
49%
ostéosarcome primaire et
KIT, VEGFR, FGFRet PDGFR Pazopanib NCT01759303 11 . p En cours
métastatique
6 ostéosarcomes aucune amélioration
HER2 Trastuzumab NCT00023998 1l 9 ) i ) ,
métastatiques démontrée
11 ostéosarcomes réfractaires
IGF1R Cixutumumab NCT00831844 Il A activitée de I'agent seul limitée

Ciblage des molécules de signalisation intracellulaire

Ostéosarcome récurrent
SRC Saracatinib (AZD0530) [ NCT00752206 1l localisations pulmonaires En cours
toutes réséquées

1l ostéosarcome récurrent 2 réponses partielles
PFS du groupe traité 17,7
mTOR Ridaforolimus NCT00538239 m tissus mous métastatiques ou| comparé a 14,6 semaines et
ostéosarcome survie globale indifférente a 15
mois
, ’ Ostéosarcome en rechute et
RAF, VEGFR, KIT, mTOR Sorafenib et everolimus | NCT01804374 Il ., En cours
non résécable
Aurora kinase A MLN8237 NCT01154816 1l Ostéosarcome récurrent En cours
Tumeurs pédiatriques
Inhibiteur d'histone deacetylase Vorinostat NCT01422499 et . ursp , u En cours
incluant les ostéosarcomes
Immunothérapie
662 non métastatiques EFS (6 ans) 70 a78%
Systéme immunitaire Mifamurtide NCT00631631 1 EL me’tastathues Sl peleele (e i st
SIS Survie globale (2 ans) 45,9%
métastatiques g 2"
T : Interferon’ i Pilote 1 19 non metaftathues DFS (5 ans) (634
interferon 23 pégylé NCTo0134030 1] 1400 patients En attente de résultats
Sagramostim inhalé (GM- récurrences EFS (2 ans) 12,9% aucune
Systeme immunitaire S ( NCT00066365 1 . 43 . N . ,(. .) ’9, Hed a
CSF) métastatiques pulmonaires amélioration démontrée
Systéme immunitaire Proleukin (IL-2) aerosol [ NCT01590069 letll métastases pulmonaires En cours
Ipilimumab (anticorps anti
Systeme immunitaire piimu CT(LA4) P NCT01445379 | Ostéosarcome <20 ans En cours

Sy o . . Ostéosarcome en rechute ou
Systéme immunitaire Anticorps anti-GD2 NCT00743496 | réfractaire En cours

Tableau 6 : Essais cliniques actuels et récemment terminés dans I’ostéosarcome

DFS (disease free survival) : survie sans maladie, EFS (event free survival) : survie sans événement,
GD2 : disialyl ganglioside, GM-CSF : granulocyte macrophage colony stimulating factor, OS (overall
survival) : survie globale, PFS (progression free survival) : survie sans progression. D’aprés Maya
Kansara et al.5®

50



Introduction Générale [1l. Ostéosarcomes]

7. Suivi et pronostic

7.1. Surveillance et tolérance

Le suivi du patient est primordial et permet de vérifier 'efficacité du traitement, sa
tolérance et de détecter d’éventuelles récidives locales ou métastatiques. La surveillance
comprend donc I’examen physique du site tumoral ainsi que I’évaluation des fonctions et des
possibles complications successives a la reconstruction. L’imagerie locale et thoracique est
essentielle et un suivi apres la fin de la chimiothérapie est recommandé tel que suit : tous les
2-3 mois durant les deux premiéres années post-chimiothérapie, tous les 2-4 mois durant les
troisiéme et quatrieme années, tous les six mois durant les 5 a 10 ans post-chimiothérapie
puis tous les 6 a 12 mois par la suite, a adapter aux pratiques locales et aux patients. Dans le

cas des ostéosarcomes de bas grade, les intervalles peuvent étre plus espacés™.

La chimiothérapie est associée a d’importants effets secondaires a court et long
terme™. Les effets toxiques communs peuvent étre asthénie, alopécie, modification des
ongles, cytopénie, mucite, nausées, vomissements, diarrhées et infertilité, complications
communes retrouvées pour la plupart des agents de chimiothérapie™. Une attention

particuliére aux toxicités spécifiques de chaque agent de chimiothérapie doit étre portée.

Le MTX est un agent chimiothérapeutique antifolique membre de la famille des anti-
métabolites (analogue inhibiteur compétitif de la synthése des nucléotides ou acides-
aminés). Ses toxicités spécifiques sont une tératogénicité nécessitant une contraception
efficace pendant la durée du traitement, une toxicité hépatique, une toxicité pulmonaire,
une toxicité rénale et une hémato-toxicité (cytopénie). A titre d’exemple, le MTX induit un
dysfonctionnement rénal chez 1,8% des patients et le taux de mortalité parmi ces patients est

de 4 40/121,122
ya/o .

Le cisplatine est une chimiothérapie de la famille des sels de platine (agents
alkylants de I’'acide désoxyribonucléique (ADN)). Ses toxicités spécifiques sont I'insuffisance
rénale, la polyneuropathie et la surdité par atteinte du nerf cranien VIII (vestibulo-cochléaire)

rapportée chez 11% des patients™'.

L’ifosfamide est un agent alkylant (créé des Ilésions de ’ADN et empéche la
réplication). Il induit une toxicité vésicale (cystite hémorragique) et des cardiopathies

dilatées.
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La doxorubicine et "étoposide appartiennent a la famille des inhibiteurs de la topo-
isomérase Il (blocage d’une enzyme de conformation de ’ADN). Ils induisent des leucémies

aiglies secondaires. La doxorubicine induit des cardiopathies dilatées.

Etant donné les nombreux effets secondaires induits par la chimiothérapie, celle-ci
doit étre adaptée aux patients aprés avoir évalué leurs fonctions physiologiques notamment
rénales et cardiaques, et éventuellement aprés audiogramme dans le cas d’un traitement
incluant des sels de platine. Des consultations avec des médecins spécialistes de la fertilité
sont parfois mises en ceuvre de maniére a discuter des options disponibles (stockage de

sperme par exemple).

7.2. Pronostic

Les taux de survie a 5 et 10 ans pour les patients ayant un ostéosarcome localisé
sont respectivement d’environ 70 et 65%%3324 et restent inchangés depuis les deux
derniéres décennies®. Les taux de survie a 10 ans pour les patients métastatiques chutent a

seulement 25%°°.

Les taux de survie a 5 ans des ostéosarcomes du pelvis vont de 27 a 47%% et le

temps médian de survie de I’ostéosarcome de la colonne est de 10 a 38 mois®>™.

30 a 40% des patients ayant un ostéosarcome localisé développent une récurrence
locale ou distante™®. Environ 90% de ces récidives sont des métastases pulmonaires
détectées généralement dans les deux a trois ans™™° La rechute cinq ans apres le
traitement initial est plus rare et touche 1 a 2% des patients™'. La récidive de I'ostéosarcome
est de mauvais pronostic puisque les taux de survie a 5 ans sont de 23 a 29% (28 a 33% dans le

cas des métastases pulmonaires)65233,

La résistance aux agents de chimiothérapie apparait chez 35 a 45% des patients"?"4,

8. Importance de la niche osseuse dans I’ostéosarcome

8.1. Théorie du « seed and soil » de Paget (1889)

II'y a plus de cent ans, Paget a remarqué que si les tumeurs différent par leur
potentiel a métastaser, les organes different par leur potentiel a développer des métastases.
Ces localisations métastatiques préférentielles suggerent que certains organes produisent

A

un environnement plus fertile a la croissance tumorale que d’autres. Paget a établi une
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distinction claire entre les propriétés intrinséques de la cellule tumorale et les propriétés de
I’individu en faisant une analogie entre les tumeurs et les plantes. En effet, quand une plante
produit des graines, celles-ci sont transportées dans de multiples directions mais ne peuvent
germer que si elles tombent sur une terre convenable. L’étude de la « terre » est donc aussi

importante que I’étude de la « graine ».

La théorie de Paget a ainsi permis de définir le concept de niche en tant que
microenvironnement spécialisé favorisant I’émergence de cellules souches tumorales et
fournissant tous les facteurs nécessaires a leur développement. Cette théorie est aussi bien
applicable a la tumeur primitive qu’aux métastases. Elle souligne I'importance de la prise en
considération de I’environnement tumoral au méme titre que la tumeur pour développer de

nouvelles thérapies.

8.2. Concept de niche

La niche se définirait comme une structure anatomique et fonctionnelle assurant la
maintenance et la régulation des fonctions des cellules souches. Elle a également pour réle
de réguler la mobilisation des cellules souches en dehors de la niche. La niche a une
architecture complexe et peut étre composée de différents types cellulaires tels que les
cellules mésenchymateuses et immunitaires, d’un réseau vasculaire, de facteurs solubles et
des composants de la MEC. Ce concept a initialement été décrit dans le cadre du soutien de

I’lhématopoiése normale par la niche ostéoblastique locale™.

8.3. Application a 'ostéosarcome
a. Un environnement propice a la croissance tumorale

Le microenvironnement osseux est propice a la croissance tumorale puisqu’il
dispose d’un important réseau vasculaire disponible pour alimenter la tumeur en nutriments.
De plus, I'os dispose d’une architecture intéressante pour la cellule tumorale, mettant a sa
disposition des cellules souches hématopoiétiques, un important réseau de cellules
stromales, de nombreux facteurs de croissance, cytokines, chimiokines et composants de la

MEC, ainsi que des CSM a différents stades de leur différenciation.

La tumeur est également capable de recruter et moduler les fonctions des
plaquettes, des cellules myéloides, des cellules mésenchymateuses, des cellules immunitaires

et des cellules nerveuses au sein de ce microenvironnement et induit la formation de
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nouveaux vaisseaux. La moelle osseuse sert alors de réservoir idéal et est un sol fertile pour
de nombreux cancers. Avec un microenvironnement hypoxique (1-7% d’02), la moelle
osseuse constitue un microenvironnement idéal pour la croissance des cellules tumorales.
L’hypoxie permet en effet a la tumeur de mieux résister a la chimiothérapie et de stimuler la
néo-angiogenése nécessaire a I'apport accru de nutriments et au processus métastatique

(Figure 20).
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Figure 20 : Réle de ’hypoxie dans le développement tumoral

D’aprés Wen Zeng et al."®

Les CSM sont également une cible des cellules tumorales, capables de réguler la
différenciation ostéoblastique. Elles sont recrutées par la tumeur et deviennent des
fibroblastes associés a la tumeur qui stimulent la transition épithélio-mésenchymateuse

(EMT) et le développement métastatique mais également la croissance tumorale®7-'4°,

Les cellules myéloides dérivées de la moelle osseuse (incluant les macrophages, les
monocyetes, les cellules suppressives dérivées myéloides (MDSCs), les cellules dendritiques et
les ostéoclastes) et les lymphocytes sont recrutés par la tumeur et peuvent promouvoir la
croissance tumorale, particulierement dans cet environnement hypoxique'''4, Les MDSCs
sont fréquemment recrutées par les cellules cancéreuses afin de supprimer la surveillance du

systeme immunitaire™4. Il a été démontré récemment que ces MDSCs peuvent répondre a
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RANKL et former des ostéoclastes matures de maniere a promouvoir 'ostéolyse dans un
modéle murin de cancer du sein et myélome'>"%. De plus, les progéniteurs myéloides sont
également mobilisés par différents cancers de maniére a initier des niches métastatiques
dans d’autres organes comme les poumons. La différenciation et I'activité ostéoclastique
peuvent étre induites par les cellules tumorales via le relargage de différents facteurs dans le
microenvironnement. Les lymphocytes B et T sont capables de réguler la balance
OPG/RANKL et peuvent donc participer a ’emballement de la pathologie notamment via leur
impact sur le remodelage osseux s’ils entrent sous le controle des cellules tumorales. Il est
certain qu’avec leur potentiel régulateur du remodelage osseux, les lymphocytes sont une
cible de choix pour les cellules cancéreuses de maniere a créer des conditions permissives, en
particulier sur les sites de lésions ostéolytiques. De maniére intéressante, les cellules pro-
inflammatoires TH17 CD4+ sécrétent RANKL, le TNFa et le TGF-B, tous capables d’activer les
ostéoclastes et de promouvoir la résorption osseuse™®9, permettant ainsi la croissance

tumorale et I’alimentation du cercle vicieux.

Les cellules souches hématopoiétiques sont également capables d’affecter le
potentiel de différenciation des cellules mésenchymateuses en libérant des facteurs pro-
ostéoblastiques tels BMP-2 et -6™° et constituent ainsi une autre cible intéressante pour les

cellules tumorales.

Les plaquettes constituent une source importante de VEGF (pro-angiogénique) et

sont donc détournées par les cellules tumorales pour induire la néo-angiogenése.

Enfin, la MEC elle-méme est source de nombreux facteurs ostéolytiques et pro-
tumoraux que les cellules tumorales peuvent libérer de maniére a stimuler cette niche pro-
tumorale. Les membres de la famille des MMP, hautement impliqués dans les phénomeénes
de migration et d’invasion, ainsi que les facteurs de croissance tels que le TGF-B sont des
cibles clés des cellules tumorales et leur libération anarchique au sein du

microenvironnement tumoral conduit a ’emballement de la pathologie™'.

Outre le réle clé de la niche dans la croissance tumorale, le microenvironnement
osseux favorise la résistance des tumeurs aux thérapies™. La résistance des cellules
tumorales a I'apoptose induite par la chimiothérapie et leur protection face aux inducteurs
physiologiques de mort sont notamment médiées par des facteurs solubles et des

mécanismes d’adhésion cellulaire™. Dans ce cadre, la moelle osseuse produit SDF1
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(« Stromal Cell-Derived Factor 1») et I'IL-6 qui favorisent le «homing», la survie et la

prolifération des cellules tumorales.

Le microenvironnement osseux constitue donc un environnement propice a la
croissance tumorale. La tumeur, disposant de nombreuses cellules souches, des cellules
osseuses et immunitaires ainsi que des nombreux facteurs contenus dans la MEC, peut
organiser une niche propice a son développement et rend ainsi la «terre» plus fertile.
Beaucoup de ces observations ont été rapportées au sujet des métastases osseuses
successives aux carcinomes. Ces propriétés du microenvironnement osseux sont tout autant
détournées par les ostéosarcomes, avec la particularité que ces tumeurs d’origine
mésenchymateuse s’apparentent a des ostéoblastes, renforcant ainsi les interactions avec le
microenvironnement osseux. De plus, en tant que tumeur d’origine mésenchymateuse,

I’ostéosarcome est déja a un stade avancé dans le processus métastatique, n’ayant pas a

subir ’EMT.
b. Cas particulier des cellules souches cancéreuses (CSC)

Il devient de plus en plus évident que les tumeurs sont composées de populations
hétérogénes organisées hiérarchiquement dont les CSC représentent le haut de la pyramide.
Cette fraction de cellules tumorales partage de nombreuses similitudes avec les cellules
souches standards telles que la capacité d’autorenouvellement et les propriétés de
différenciation vers de multiples lignées™*. Les CSC sont peu nombreuses au sein d’une
tumeur mais présentent un fort potentiel tumorigéne. Le plus grand probléme posé par ces
cellules est leur résistance aux traitements conventionnels qui pourrait étre la cause de
récurrences tumorales™>'¢. Les CSC semblent dépendre d’un environnement permissif, la
niche, capable de maintenir leur propriété d’autorenouvellement et leur statut
indifférencié’”. Ce microenvironnement est également capable de générer de nouvelles CSC
en induisant la dédifférenciation de cellules tumorales non souches™®. La niche osseuse
pourrait donc maintenir des cellules tumorales a un stade quiescent. En protégeant les CSC
des diverses agressions génotoxiques, la niche contribue a leurs résistances aux
thérapies™'°. Certaines études suggerent I’existence de CSC dans I"ostéosarcome'™®®, Il a
récemment été observé que I’hypoxie, phénoméne important dans cette pathologie, régule
la sous-population de CSC et maintient les tissus dans un état de «souchitude »"®9, || a
également été démontré que les zones d’hypoxie au sein de la tumeur peuvent servir de

niches aux CSC et que les conditions hypoxiques aident a la reprogrammation cellulaire
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notamment la génération de cellules souches pluripotentes induites”. La pression en
oxygéne et le microenvironnement semblent cruciaux dans le développement des cancers.
Cibler ce microenvironnement hypoxique pourrait conduire vers de nouvelles stratégies

thérapeutiques pour notamment éliminer les CSC7*-"74,
c. Cercle vicieux entre prolifération tumorale et ostéolyse

La croissance des cellules tumorales entraine une dérégulation de I’équilibre qui
s’instaure entre ostéoformation et ostéorésorption et donc le dialogue existant entre les
cellules osseuses (ostéoblastes et ostéoclastes). Les cellules tumorales modifient également
la vascularisation et altérent I'immunité locale, ce qui favorise leur survie, leur croissance et
leur dissémination. Un cercle vicieux s’établit alors entre le microenvironnement osseux et la

progression tumorale via le relargage de différents facteurs (Figure 21).
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Figure 21: Cercle vicieux entre prolifération tumorale et ostéolyse

Les cellules cancéreuses sécrétent des facteurs pro-ostéoclastiques”® dont des
cytokines (IL-1, IL-6, TNFa etc.), des hormones (« Parathyroid Hormone-related Protein »
(PTHrP) capable de promouvoir la différenciation, I’activation et la survie des ostéoclastes en
induisant la production de RANKL par les ostéoblastes), des facteurs de croissance (TGF-B),
mais aussi des facteurs pro-ostéoblastiques tels les BMP, IGF et WNT. Ces facteurs induisent
une dérégulation de la balance formation/résorption osseuse et modifient de ce fait le
remodelage osseux. Le développement de 'ostéosarcome induit ainsi la formation d’os ou

de substance ostéoide mais également une ostéolyse maligne qui résulte d’une hyperactivité
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ostéoclastique. L’action de ces différents facteurs sur les ostéoclastes peut étre directe ou
indirecte via les ostéoblastes produisant la cytokine RANKL qui permet d’activer les
ostéoclastes grace au récepteur RANK. Les ostéoclastes, a leur tour, en résorbant la matrice
osseuse, liberent des facteurs de croissance piégés dans la MEC (TGF-B, IGF-1) capables

ensuite d’activer la prolifération ou d’autres fonctions pro-tumorales.

Ce cercle vicieux qui s’opére entre les cellules tumorales et les cellules osseuses au
sein du microenvironnement osseux participe a ’emballement du systeme et a I’alimentation
des fonctions pro-tumorales de I"ostéosarcome et semble donc étre une cible thérapeutique

intéressante dans cette pathologie.
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. TGF-B

1. Présentation

La grande famille du TGF- regroupe des cytokines structurellement conservées et
présentes chez les vertébrés et invertébrés. Cette superfamille comprend les TGF-Bs, les

BMPs, les activines, les inhibines et les hormones anti-mdilleriennes (Figure 22).
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Figure 22 : Représentation schématique de la superfamille du TGF-B

D’aprés Juan F. Santibafiez et al.””

Ces membres jouent des réles importants dans la régulation de la prolifération
cellulaire, la différenciation et 'embryogenése. Chez les mammiféres, la famille du TGF-B
regroupe les TGF-f1, -B2 et -B3, ayant de nombreuses homologies mais des fonctions
différentes. Le TGF-B1 est le plus abondant des isoformes, majoritairement contenu dans les
plaquettes (20 mg/kg) et I'os (200 pg/kg). Ce facteur de croissance ubiquitaire est hautement
régulé dans sa synthése, son activation et sa voie de signalisation. Le TGF-B est initialement
synthétisé en tant que précurseur de 390 acides aminés puis clivé et dimérisé formant un
peptide mature de 112 acides aminés. Il est sécrété sous forme de TGF-f latent et stocké dans
la MEC depuis laquelle il sera activé par différents processus et libéré sous sa forme mature

de maniére a agir via ses récepteurs.
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2. Activation

Le TGF-B est contenu dans les tissus sous forme de TGF- latent et c’est I’activation
de ce dernier, par conversion en TGF-B actif, qui constitue le tout premier niveau de

régulation de sa voie de signalisation (Figure 23).
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Figure 23 : Premiéres étapes de I'activation du TGF-$

D’apreés Katrien Janssens et al.””®

Les TGF-B1, -B2 et -B3 sont synthétisés en tant que pro-protéines homodimériques
(proTGF-B) d’'une masse de 75kDa. Le TGF-B mature, dimére de 24 kDa, est en général associé
au propeptide dimérique «latency associated protein » (LAP), duquel il sera clivé dans le
trans-Golgi. L’association non covalente successive du TGF- mature au LAP forme le « small
latent complex » (SLC) capable de lier la « latent-TGF-B binding protein » (LTBP) par des ponts

disulfure établis entre des résidus cystéine spécifiques de ces deux derniers. L’association
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SLC-LTBP forme ainsi un « large latent complex » (LLC). Sous sa forme LLC, le TGF-f ne peut
pas interagir avec ses récepteurs. La premiére étape de I’activation du TGF-B consiste donc
en la libération du TGF-B du LLC généralement lié de maniére covalente aux protéines de la

MEC via le LTBP (Figure 24)"7°.
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Figure 24 : Le TGF-§ latent
D’aprés Justin P. Anne, John S. Munger et Daniel B. Rifkin'7®

Différents activateurs du TGF-B latent sont connus tels les protéases, TSP-1,
Pintégrine aVp6, les especes réactives de 'oxygéne (ROS) ou le pH acide. Un des points
communs de ces activateurs est leur capacité a répondre aux perturbations de la MEC,

permettant ainsi au TGF- de jouer son réle dans ’homéostasie de cette matrice.

Différents facteurs sont capables d’activer le TGF-f. Les protéases dont la plasmine,
MMP-2 et MMP-9, sont des enzymes impliquées dans la dégradation de la MEC™®° et
permettent par ce biais I’activation du TGF-B, conduisant au maintien de 'intégrité et de la
stabilité de cette matrice’""®2. La protéine matricellulaire TSP-1 active également le TGF-B
latent par interaction directe avec LAP'®3'84, | e TGF-f peut également étre activé en réponse
a la blessure ou I'inflammation et stimuler ainsi la cicatrisation grace a 'augmentation de
’expression de lintégrine aVp6™>®%%7, e TGF-B peut également étre activé au cours de

I’'inflammation et de I'apoptose liée a la production de ROS. Enfin, le pH acide généré par les
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ostéoclastes durant la résorption osseuse permet d’activer le TGF-f latent contenu en

grande quantité dans la matrice osseuse'™®9°,

3. Voies de signalisation

3.1. Voie de signalisation par les Smads

La liaison du TGF-P a ses récepteurs présents a la surface cellulaire induit la cascade

de signalisation par les Smads, voie spécifique du TGF-B, également appelée voie canonique

(Figure 25).
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Figure 25 : Voie de signalisation canonique du TGF-§ par les Smads

D’aprés Peter ten Dijke et Caroline S. Hill*"
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L’arrangement dimérique du TGF-{ actif, stabilisé par des interactions hydrophobes
et souvent renforcé par des ponts disulfure, suggeére la formation d’un complexe avec deux
récepteurs de type | et deux récepteurs de type Il (TBRI et TBRII pour « TGF- receptor » | et
I1) au moment de la liaison ligand-récepteurs. L’accés du ligand a ses récepteurs est régulé

par une large famille de protéines (figure 26).
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Figure 26 : Relations schématiques entre les ligands de la famille du TGF-p et les acteurs
régulant I'accés a leurs récepteurs chez les vertébrés

D’aprés Yigong Shi et Joan Massagué's?

Ce processus est hautement régulé par deux classes de molécules aux fonctions
opposées. Une classe comprenant un groupe de protéines solubles capables de séquestrer le
ligand et ainsi d’empécher son accés aux récepteurs membranaires. L’autre classe comprend
des protéines agissant comme des adaptateurs ou corécepteurs pour l'interaction ligand-
récepteur. Parmi elles, le récepteur de type Il au TGF-$ (TBRIIl), ancré a la membrane,

permet la liaison du TGF-f a TRRI1'9394,

Les récepteurs auxquels se fixe le TGF-f sont des récepteurs a activité
sérinefthréonine kinase. Chez ’lhomme, il existe sept récepteurs de type | et cinqg récepteurs
de type Il, tous dédiés aux voies de signalisation de la famille du TGF-B'%>. Ces deux types de

récepteurs ont des séquences de 500 acides aminés organisées comme suit :
- un domaine N-terminal extracellulaire permettant la liaison au ligand
- une région transmembranaire

- un domaine C-terminal a activité sérine/thréonine kinase.
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Le TGF-B a une haute affinité pour son récepteur de type Il et ne peut pas agir avec
le récepteur de type | a I’état isolé"4. Le TGF- se lie donc tout d’abord au récepteur de type
I, cette liaison permettant le recrutement et incorporation du récepteur de type | au sein
du complexe ligand-récepteur. Ce complexe ligand-récepteur comprend le ligand dimérique
et les deux récepteurs a I’état d’hétérotétrameére (deux homodimeéres). La liaison du ligand a
ses récepteurs induit la proximité des deux récepteurs et des changements
conformationnels de leurs domaines intracellulaires facilitant ainsi la phosphorylation du
récepteur de type | sur sa séquence caractéristique « SGSGSG », appelée domaine GS. En
effet, TBRIl est constitutivement actif et phosphoryle ces multiples résidus sérine et

thréonine au niveau du domaine GS de TBRI, entrainant son activation'4.

Les médiateurs impliqués dans cette voie de signalisation en aval de I’activation des
récepteurs sont les protéines Smads. Il existe huit protéines Smads divisées en trois classes

fonctionnelles:

- les R-Smads (Smad 1, 2, 3, 5 et 8) ou «receptor-regulated Smad », directement

phosphorylées et activées par le récepteur de type |
-le Co-Smad (Smad 4) ou « co-mediator Smad »

- les I-Smad (Smad 6 et 7) ou « inhibitory Smad » régulant négativement la voie de

signalisation.

Les R-Smads et Co-Smad comprennent 500 acides aminés et contiennent deux
domaines structurellement conservés, le domaine N-terminal « MAD homology » (MH) 1 et le
domaine C-terminal MH2 (Figure 27). Le domaine MH1 contient une séquence de liaison
spécifique a I’ADN. La séquence N-terminale des I-Smads contient des homologies au
domaine MH1 des R-Smads mais n’est pas capable de lier ’ADN. Le domaine MH2 est quant a
lui tres conservé entre toutes les protéines Smad et est responsable de I'interaction avec les
récepteurs, de la formation de complexes Smads et du contact avec le pore nucléaire pour la
navette nucléocytoplasmique. Les domaines MH1 et MH2 interagissent avec un grand
nombre de protéines du noyau de maniére a réguler la transcription. Les R-Smad contiennent
un motif de deux résidus sérine SXS caractéristique dans leur domaine MH2 C-terminal sur

lequel a lieu la phosphorylation responsable de leur activation.

64



Introduction Générale [111. TGF-B]
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Figure 27 : Structure des Smads

Schématisation des domaines MH1 (rose) et MH2 (bleu) conservés et des domaines non
conservés (jaune) des protéines Smads. « -hairpin » : liaison a ’ADN, NES (nuclear export
signal) : signal d’export nucléaire, NLS (nuclear localization signal) : signal de localisation
nucléaire, pSXpS : phosphorylation du motif SXS C-terminal des R-Smads. D’aprés Peter ten
Dijke et Caroline S. Hill'"

La reconnaissance des R-Smads par les récepteurs est facilitée ou inhibée par des
protéines auxiliaires. A titre d’exemple, Smad2 et Smad3 peuvent étre spécifiquement
immobilisées a proximité de la surface cellulaire par le «Smad anchor for receptor
activation » (SARA) permettant un recrutement plus efficace de Smad2 ou Smad3 aux

récepteurs pour phosphorylation™®.

La phosphorylation du R-Smad sur le motif SXS déstabilise I'interaction avec SARA,
permettant la dissociation du R-Smad des récepteurs et I’exposition de son domaine MH2
responsable de I'import nucléaire'’. Une portion du domaine MH2 agirait en effet comme un
signal de localisation nucléaire™99, cette activité étant dépendante de Ia
phosphorylation®°®*°'. Un mécanisme alternatif a I'import et I"’export nucléaire de Smad2 et 3
réside dans la capacité du domaine MH2 a lier directement des composants du pore nucléaire
tels les nucleosporines CAN/Nup214 et Nup153°°%. De plus, la phosphorylation de R-Smad
augmente son affinité pour Smad4. Le complexe R-Smad-Smad4 s’accumule alors dans le

noyau?%3-2°,

Smad 4 et toutes les R-Smad a I’exception de Smad2 lient I’ADN sur une séquence
spécifique appelée «Smad binding element» (SBE). Cette séquence contient le motif

minimal de quatre paires de bases « CAGA »*°%2%, La stimulation des cellules au TGF-B
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entraine la régulation, positive ou négative, de I’expression de centaines de génes*'° dont de
nombreux génes de la matrice extracellulaire™. L’activation ou la répression de I’'expression
génique utilise cependant le méme ensemble de protéines Smads activées suggérant le
recrutement de coactivateurs et corépresseurs transcriptionnels dépendant de chaque type
cellulaire et des conditions affectant la cellule au moment de la stimulation®". Les protéines
Smads doivent coopérer avec d’autres protéines capables de lier TADN de maniére a
augmenter leur spécificité dans cette liaison. Ces facteurs peuvent étre ubiquitaires et
médier la méme réponse dans tous les types cellulaires ou peuvent étre spécifiques d’un
type cellulaire permettant ainsi des réponses transcriptionnelles spécifiques. De nombreux
membres de différentes familles de protéines capables de lier ’ADN tels que Fast1, Mixer,
Jun/Fos, Runx, CREBP, E2F,CBP, p300, ARC105 ou Smif sont des partenaires transcriptionnels
des Smads***". Parmi les régulateurs négatifs de la fonction transcriptionnelle des Smads,
citons les exemples de c-Ski et SnoN, deux membres trés conservés de la famille Ski. c-Ski et
SnoN sont capables d’antagoniser la voie de signalisation du TGF-B via des interactions
directes avec Smad4 et les R-Smads®®'9, empéchant par exemple la formation du complexe

R-Smad-Smad4*°—2,

De nombreux autres facteurs et processus peuvent également réguler la voie de
signalisation du TGF-B, en jouant notamment sur la présence et la disponibilité des
récepteurs a la membrane. Ceci est notamment le cas pour la métalloprotéinase ADAM17
capable de diminuer le niveau de TPRI a la membrane et ainsi d’atténuer I’activation de
Smad3 ou encore de la métalloprotéinase ADAM12 capable de faciliter ’activation de la voie

de signalisation du TGF-B par son interaction avec TBRII?*3>*4,

La déphosphorylation et I'ubiquitination responsable de la dégradation des R-
Smads par le protéasome sont deux mécanismes permettant I’arrét de la signalisation par les
Smads. Le « Smad ubiquitination regulatory factor » (Smurf) 2 est le principal médiateur de
’'ubiquitination de Smad2**. L’ubiquitination de Smad3 est quant a elle médiée par le
complexe SCF/Roc1?®. Smurf1 et 2 sont également capables d’entrainer I'ubiquitination des
récepteurs au TGF-f activés, entrainant leur dégradation par le protéasome®72%, Cependant,
I’ubiquitination est un processus réversible notamment grace aux déubiquitinases et
certaines de ces enzymes participent a la régulation de la voie du TGF- en empéchant la
dégradation des récepteurs. Ceci est notamment le cas de I’ « ubiquitin specific peptidase 15»

(USP15) qui stabilise TBRI a la membrane®*.
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L’inhibition de la voie de signalisation du TGF-3 est médiée par le Smad inhibiteur
Smady. Smady est capable d’inhiber la phosphorylation de R-Smad en entrant en
compétition avec cette derniére pour la liaison a TBRI activé. Il est également capable de
recruter le complexe GADD34 au niveau de TPRI activé, favorisant ainsi sa déphosphorylation
et donc son inactivation®°. Enfin, Smad7 est capable de recruter les E3-ubiquitine-ligases
Smurf1 et 2. Le complexe Smady7-Smurf est alors capable de se lier a TBRI et donc d’empécher
la phosphorylation de R-Smad®"?3* ou de stimuler directement I'ubiquitination, donc la
dégradation du récepteur®”??®, De maniére intéressante, le TGF-B lui-méme est capable

d’activer la transcription de Smady, responsable d’un rétrocontrdle négatif de la voie.

3.2. Voies de signalisation non canoniques

Bien que la voie de signalisation du TGF-B est principalement médiée par les Smads,
le TGF-B peut également activer d’autres voies de signalisation appelées voies non

canoniques (Figure 28).
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Figure 28 : Voies de signalisation canonique et non canoniques du TGF-$

D’aprés Yabing Mu et al.?33
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a. Signalisation par le récepteur de type I

La transduction du signal peut se faire directement depuis le récepteur de type Il
(sans recrutement du récepteur de type I). Dans les cellules subissant ’'EMT, TBRII activé par
son ligand est capable de phosphoryler directement le régulateur de polarité cellulaire PAR6
(« partitionning defective 6 ») qui recrute alors Smurf1 et cible la GTPase RhoA au niveau des
jonctions serrées entre cellules, conduisant a leur dissolution et favorisant ainsi la migration

polarisée*%235,
b. Voie de signalisation Erk-MAPK

Exceptée la phosphorylation des résidus sérine et thréonine, les récepteurs au TGF-
B peuvent également étre phosphorylés sur leurs résidus tyrosine. Ainsi, le domaine
cytoplasmique de TBRII est autophosphorylé sur trois résidus tyrosine*® et peut ainsi agir
comme un récepteur a activité tyrosine-kinase en recrutant Grb2 et Shc et en activant la voie
p38-« mitogen-activated protein kinase » (MAPK)?’. TBRI activé utilise également son activité
intrinséque tyrosine-kinase pour phosphoryler Shc et recruter Grb2 et SOS de maniére a
activer la voie «extra-cellular regulated kinase » (Erk)-MAPK>#? (Figure 29). De maniére
intéressante, Erk peut phosphoryler les R-Smads Smadj, 2 et 3 pour réguler leur activité?924,

En culture cellulaire, la phosphorylation des R-Smads par Erk inhibe leur activité*+°.
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Figure 29 : Voie de signalisation non canonique Erk

Le TGF-B peut induire la phosphorylation de TBRI et TBRII sur leurs résidus tyrosine,
permettant ainsi I'activation de la voie Ras-Erk MAPK. D’aprés Zhang YE*%.

c. Voie JNK/p38-MAPK

Le TGF-B est capable d’activer « Jun amino-terminal kinase » (JNK) via MKK4 et p38
via MKK3/6 dans différentes lignées cellulaires grace notamment a I’activation de « TGF-3
activated kinase 1» (TAK1 impliquée dans la régulation de la survie cellulaire, la
différenciation et la réponse inflammatoire) par TRAF6 (Figure 28). Bien que I'activation de la
voie JNK/p38 soit indépendante de I’activation des Smads, la cascade de signalisation TRAF6-

TAK1-JNK/p38 agit en collaboration avec la voie canonique pour réguler la réponse cellulaire.
d. Voie PI3K/Akt

Le TGF-B est capable d’induire I’activation de la voie de signalisation PI3K/Akt*#*
(Figure 30) pour laquelle TBRI et TBRII sont tous deux requis. En effet, le TGF-B active la
cascade PI3K-Akt-mTOR-S6K indépendamment de I'activation de Smad2/3%#. Cette voie de
signalisation participe entre autre a la régulation de la survie cellulaire, du métabolisme, de la
migration, de I'invasion et de 'EMT?4247, Elle est également capable de protéger les cellules
de lapoptose induite par le TGF-f et de Iinhibition de la prolifération*®2%° grace a

I'interaction d’Akt et Smad3 empéchant la phosphorylation de ce dernier>">>>,
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Voie de signalisation non canonique PI3K/Akt

D’aprés Zhang YE*#.

e. Petites GTPases et TGF-6

Les petites GTPases telles RhoA, Rac et Cdc42 jouent un réle important dans

I’organisation du cytosquelette et la motilité cellulaire*3. Le TGF- est capable d’activer RhoA

de maniére dépendante de Smad 2 et/ou 3*%** et peut également I'inhiber, notamment au

niveau des jonctions serrées (voir sous-section a. du 3.2. ci-dessus). Le TGF-B induit

également l’activation de la GTPase Cdc42 (Figure 31), participant également a PEMT?¥*. Ces

données soulignent la capacité du TGF-B a réguler ’adhésion cellulaire et "TEMT.
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Figure 31: Voie non canonique des petites GTPases

D’aprés Zhang YE*®,

f. Voie des intégrines

Les intégrines sont composées d’une sous-unité a et d’une sous-unité B et sont des
récepteurs transmembranaires capables de lier la MEC sur leur versant extracellulaire et le
cytosquelette sur leur versant intracellulaire. Les intégrines sont des senseurs des
changements environnementaux de la cellule. Elles régulent la différenciation cellulaire, la
migration, la prolifération et les changements de la MEC. Le TGF-B est capable de réguler
I’expression des intégrines. De plus, les intégrines sont capables d’activer le TGF-B1 et

d’induire sa signalisation notamment durant "EMT>%.
g. Protéines Smad et microARN

Les protéines Smads peuvent étre impliquées dans la biogenése de micro acides
ribonucléiques (microARN) en agissant directement avec le complexe Drosha d’une maniéere

indépendante de Smad425%259,
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4. Roles physiologiques du TGF-p et pathologies associées

Le TGF-B (et les membres de la superfamille du TGF-B) régule de nombreuses
fonctions physiologiques telles le développement embryonnaire et I’homéostasie cellulaire
incluant la régulation de la prolifération, la différenciation, ’apoptose et le remodelage de la
MEC de maniére dépendante du contexte cellulaire>%°2%, Les altérations, incluant les
mutations somatiques ou germinales, affectant le TGF-B ou les acteurs impliqués dans sa

régulation ou ses voies de signalisation, entrainent différentes pathologies?6+2.

Les membres de la superfamille du TGF-B exercent des r6les importants dans le
systéme cardiovasculaire en régulant notamment le développement cardiaque et
’angiogenése en jouant sur la prolifération et la migration des cellules vasculaires62¢7,
L'importance du TGF-B pour le systéme cardiovasculaire est notamment mis en évidence par
des phénotypes létaux observés chez des souris «knockout» pour TGF-p1268, -3220 et

TBRIN7O7,

Le TGF-B, en tant que régulateur essentiel du remodelage et de I’assemblage de la
MEC*7, est un puissant stimulateur de la cicatrisation®3. Cependant, une activation excessive
de la voie de signalisation du TGF-3 a été démontrée comme étant impliquée dans la fibrose
tissulaire. La fibrose est une pathologie complexe résultant d’'une formation excessive de
MEC*7>?74, Cette accumulation anormale de MEC peut s’opérer dans différents organes et

interférer avec leur fonctionnement.

4.1. Cas particulier du TGF- et de I'os

Les ostéoblastes, fibroblastes et ostéoclastes présents au niveau osseux expriment
les récepteurs au TGF-B et produisent les TGF-f1, §2 et -B3°7. Les trois isoformes du TGF-f
sont donc présents dans I’os mais le TGF-B1 y est le plus abondant (200pg/kg)>®27". Il est
sécrété sous forme latente par les cellules osseuses et est stocké dans la matrice constituant
une réserve mobilisable, notamment lors de la résorption osseuse et de son activation par les
ostéoclastes. Les TGF-Bs sont impliqués dans le développement osseux embryonnaire mais
également dans le remodelage osseux apres la naissance. Le TGF-B1 est particulierement
impliqué dans le remodelage osseux en affectant a la fois la formation et la résorption
osseuse mais également leur couplage durant le remodelage®®*7. Le réle du TGF-B1 dans la
biologie osseuse est cependant complexe et controversé. En effet, les effets du TGF-B1 in

vitro semblent dépendre du stade de différenciation cellulaire, de la densité cellulaire, de sa
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concentration et des conditions de culture. Son action in vivo est influencée par les autres

facteurs environnementaux.
a. Effets du TGF-8 sur I'ostéoblastogenése et I’ostéoformation

Le TGF-B joue un role dans tous les stades de la différenciation et de la formation
osseuse. Malgré des résultats controversés, dépendant de nombreux facteurs, le modele
actuellement admis supporte le fait que le TGF-B1 favorise la formation osseuse. En effet, le
TGF-B stimule le recrutement des progéniteurs ostéoblastiques en induisant leur
chimiotactisme®°2%2 et stimule leur prolifération. Il promeut les stades précoces de la
différenciation ostéoblastique en favorisant la formation de matrice osseuse mais bloque les
phases tardives de la différenciation et la minéralisation®®32%4. ’apoptose des ostéoblastes
est inhibée par le TGF-f1 qui maintient leur survie durant leur transdifférenciation en
ostéocytes?®>2%7. Contrairement aux BMPs, le TGF-§ semble incapable d’induire
ostéogenese des cellules mésenchymateuses pluripotentes bien qu’il inhibe leur
différenciation en cellules myogéniques?®. De plus, la voie de signalisation du TGF-§ peut
réguler 'expression de marqueurs de différenciation ostéoblastique tels que le collagéne de
type |, la fibronectine, le « Plasminogen Activator Inhibitor-1» (PAI-1), PTOPN, ’ostéonectine,
la PAL et 'ostéocalcine en se fixant sur les sites SBE identifiés dans leurs promoteurs?®929°, En
plus de son action directe sur 'ostéoformation, le TGF-B affecte cette derniére de maniere
indirecte en ciblant Runx2. Le TGF-31 stimule Runx2 en association avec les BMPs durant les
phases précoces de la différenciation mais s’oppose a cette méme action des BMPs durant
les phases tardives®'. Les effets inhibiteurs du TGF-B1 dans les phases tardives de
’ostéogenese in vitro sont confirmés par I'utilisation d’un inhibiteur de TBRI d’ou découle la

stimulation de la différenciation ostéoblastique et la minéralisation de la matrice?34.

Il semble donc que le TGF-B stimule la différenciation ostéoblastique au cours des
stades précoces et participe a I'ostéoformation en stimulant la production de matrice mais
inhibe sa minéralisation durant les phases plus tardives. Cette réponse au TGF-f des cellules
osseuses semble s’expliquer entre autre par la diminution de ’expression de TBRI et TBRII au

cours de la différenciation des ostéoprogéniteurs en ostéoblastes matures®?>.
b. Effets du TGF-8 sur I'ostéoclastogenése et I'ostéorésorption

Le TGF-B joue un role fondamental dans la résorption osseuse bien que ses effets

sur la différenciation ostéoclastique in vitro demeurent controversés et semblent dépendre
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de la concentration a laquelle il est utilisé ainsi que des conditions de culture (cellules isolées
ou avec d’autres types cellulaires). Il est actuellement admis que le TGF- participe a la
différenciation ostéoclastique et a la résorption osseuse. En effet, le TGF-B produit par les
ostéoblastes ou les cellules stromales est capable d’engager les monocytes dans la
différenciation ostéoclastique. Des études montrent d’ailleurs que RANKL est incapable
d’induire la formation ostéoclastique en culture en absence de TGF-3*93294, Le TGF-f est
capable d’augmenter la différenciation ostéoclastique induite par RANKL?*37297 et maintient
les monocytes, précurseurs ostéoclastiques, au niveau de la surface osseuse ou ils seront
plus sensibles aux stimuli de l'ostéoclastogenése. Le TGF-§ est également capable
d’augmenter la formation d’ostéoclastes par sa capacité a induire ’expression de RANK a la
surface des précurseurs ostéoclastiques®9+29%. Enfin, le TGF-B peut exercer un réle indirect sur
la différenciation ostéoclastique via son action sur les ostéoblastes qui sécrétent RANKL. Le

TGF-B est capable d’augmenter la résorption osseuse en présence d’ostéoclastes matures??9-

303,

5. TGF-B et cancer

5.1. Généralités

Compte tenu des nombreux rdles physiologiques exercés par le TGF-B, un
dysfonctionnement de ces voies de signalisation conduit a de nombreuses pathologies dont
le développement et la progression tumorale. De nombreuses mutations, entrainant des
pertes de fonction des composants de la voie de signalisation du TGF-B sont impliquées dans
de nombreux cancers d’origine épithéliale3°4. Ces observations supportent I'idée d’un réle
suppresseur de tumeur du TGF-B dont le contournement promeut la tumorigenése.
Cependant, I’analyse d’échantillons de tumeurs suggere un role primordial du TGF-B dans la
progression tumorale, allant a I’encontre de son rdéle protecteur de tumeur. Des
immunomarquages du TGF-f semblent corréler avec le potentiel métastatique des cancers
du sein, du colon et de la prostate3>3°7. De plus, des niveaux élevés de TGF-B dans les
sérums de patients atteints de cancer du cblon ou de carcinome hépatocellulaire semblent
corrélés a I'invasion tumorale, I’angiogenése ou encore le développement métastatique. Le
TGF-B semblerait donc avoir un réle bivalent dans la carcinogenése. Ce réle bivalent, trés
étudié dans les tumeurs d’origine épithéliale, dépendrait du contexte dans lequel se trouve

les cellules. Le TGF-B aurait un rdle suppresseur de tumeur dans les phases précoces du
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développement tumoral et un réle protumoral durant les phases tardives’®®. Les cellules
tumorales perdraient leur sensibilité au TGF-B en ce qui concerne ’arrét du cycle cellulaire et
I’induction de I'apoptose mais deviendraient sensibles a ses propriétés pro-migratoires et
invasives. En plus de ses effets directs sur les cellules tumorales, le TGF- serait capable d’agir
de maniére indirecte sur ces derniéres via son action sur I’environnement tumoral dans

lequel il est omniprésent.

5.2. R6le tumeur-suppresseur du TGF-f

Des mutations soulignent les effets tumeur-suppresseurs de la voie de signalisation
du TGF-B. Des mutations affectants TBRII ont été décrites dans les tumeurs gastriques, les
gliomes et le cancer colorectal?®®3". Les mutations de TBRI, moins fréquentes, ont été

observées dans les cancers du sein, des ovaires et du pancréas3"33,

Le réle tumeur-suppresseur du TGF-f passe par sa capacité a inhiber la prolifération
cellulaire via I'arrét du cycle cellulaire et I'induction de I’apoptose. Le TGF-B inhibe Ila
prolifération des cellules épithéliales, neuronales et hématopoiétiques en régulant des
effecteurs du cycle cellulaire (Figure 32). En effet, il est capable d’induire des inhibiteurs de
CDK tels p15 (INK4B) et p21 (WAF1) via le complexe Smad3/43'43"®. p15 est alors capable de
bloquer le cycle cellulaire en phase G1 via son interaction avec CDK4/6, empéchant ainsi la
liaison de ce dernier a la cycline D**'. p21 est capable d’inhiber I’activité du complexe cycline
E-CDK226"3%4, | ’activité de ce complexe empéche la phosphorylation de Rb, effecteur du

passage de la phase G1a S dans la progression du cycle cellulaire.

Régulation du cycle cellulaire CDKs actives CDKs inactives
Figure 32 : Rle tumeur suppresseur du TGF-B par le contréle de la progression du cycle
cellulaire

D’apres Erik Meulmeester et Peter ten Dijke3"

Outre I'induction d’inhibiteurs de la progression du cycle cellulaire, le contréle de ce

dernier par le TGF-f se fait également par la répression de I'oncogéne c-Myc qui promeut
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normalement la prolifération cellulaire. De plus, le TGF-B est capable de réprimer les

expressions d’ld1, 1d2 et 1d3, facteurs nucléaires impliqués dans la transition G1-S3*°.

Le TGF-B est également capable d’induire I'apoptose et limite ainsi la progression
tumorale. Les mécanismes moléculaires par lesquels il régule I’activité pro-apoptotique sont
encore peu connus et il semble important de mieux les comprendre de maniére a identifier
les points clés que les cellules tumorales sont capables de contourner, favorisant ainsi la
progression tumorale. Le TGF-f est également capable d’inhiber la progression tumorale des
tumeurs d’origine épithéliale de maniére indirecte en agissant sur le microenvironnement

tumoral par blocage de la production de facteurs paracrines par le stroma tumoral.

5.3. Réle pro-tumoral du TGF-$

De maniere paradoxale, certaines tumeurs capables de contourner les effets
suppresseurs de tumeur du TGF-B sont en mesure d’exploiter ses propriétés pro-tumorales.
En effet, ces tumeurs acquiérent une résistance aux effets anti-tumoraux du TGF-B et
exploitent les fonctions du TGF-f en tant que promoteur de ’EMT, de ’invasion tumorale, de

la dissémination métastatique et de I’échappement au systéme immunitaire (Figure 33).
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Figure 33 : R6les bivalents du TGF-B selon le stade du développement tumoral

D’apres Rosemary J. Akhurst et Akiko Hata”
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a. Role du TGF-8 dans la transition épithélio-mésenchymateuse

L’EMT est un processus clé souvent observé au cours du développement
embryonnaire et la cicatrisation mais aussi dans certaines pathologies comme la fibrose ou
les cancers. Le réle du TGF-B en tant qu’inducteur de ’EMT a été démontré pour la premiére

foisil y a 20 ans3*%.

L’EMT se caractérise par la perte de Padhésion cellule-cellule et de la polarité

cellulaire (Figure 34).
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Figure 34 : Régulation transcriptionnelle de 'EMT par le TGF-B

D’apres Jian Xu et al.3>3

La perte d’adhésion cellule-cellule est caractérisée par la suppression de différents
composants des complexes jonctionnels tels la E-cadhérine, « zonula occludens 1» (ZO-1),
’occludine et les claudines3*4. Les cellules deviennent alors capables de se détacher les unes
des autres et passent d’un état de tissu épithélial organisé a un état plus individuel leur
permettant de bouger. Les changements observés durant cette réorganisation
architecturale des microfilaments, microtubules et filaments intermédiaires promeuvent la

motilité cellulaire. Parallélement, les cellules acquiérent Pexpression de marqueurs
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mésenchymateux tels la vimentine, I'a-SMA («a smooth muscle actin») et la
fibronectine33%32 et deviennent capables de produire des protéines matricielles
(fibronectine et collagene) et des métalloprotéases facilitant leur migration. Au cours de
’EMT, les cellules acquierent des capacités de migration et d’invasion leur permettant de
survivre dans un environnement sans ancrage ce qui leur confére des propriétés proches des
cellules souches. Enfin, de nombreuses cytokines et facteurs de croissance tels le TGF-B,
WNT, Notch, « hepatocyte growth factor » (HGF), « epidermal growth factor » (EGF) et PDGF
sont induits durant ’EMT et amplifient ce phénomene. L’induction de ’EMT par le TGF-B se
fait par induction d’autres facteurs de transcription tels Twist, Snail, Slug, ZEB1 et ZEB2. Ces
facteurs sont capables de réprimer la E-cadhérine ainsi que d’autres marqueurs épithéliaux et
induisent ’expression de genes mésenchymateux. La voie de signalisation du TGF-B par les
Smads joue un réle crucial dans Pinduction de PEMT3**33* mais les autres voies de
signalisation du TGF-B sont également impliquées dans la régulation de ces facteurs de
transcription. L’inhibition de Smad3/4 ou la surexpression de Smad7 abolissent I'induction de

PEMT329:330,333,
b. TGF-8 et processus métastatique

Le processus métastatique est un processus complexe se déroulant en plusieurs
étapes participant a la dissémination des cellules tumorales issues de la tumeur primitive vers
un site secondaire. Il consiste en I'acquisition de caractéristiques migratoires des cellules
issues de la tumeur primaire, de leur capacité a envahir le réseau vasculaire et
d’intravasation, de circulation puis d’extravasation depuis les vaisseaux sanguins jusqu’a
I’invasion d’un organe secondaire ol elles devront s’ancrer, survivre et proliférer4. Ce
processus est traditionnellement considéré comme un événement survenant a un stade
tardif de la progression tumorale. Cependant, de nombreuses évidences démontrent que
P’initiation du processus métastatique se détermine trés t6t durant la tumorigenése3®. En
effet, ce processus réside également dans les modifications précoces de I'organe cible
permettant la création d’un microenvironnement réceptif requis pour I’ancrage des cellules
malignes a distance. On parle alors de création de niches pré-métastatiques puis
métastatiques (Figure 35) dans certains organes plus réceptifs que d’autres, répondant a la
théorie du « seed and soil » développée par Paget3*. Le TGF-B, largement sécrété par de
nombreuses cellules tumorales et libéré de la MEC constituant le microenvironnement

tumoral, exerce un réle primordial dans toutes les étapes du processus métastatique, de la
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création de niches pré-métastatiques a la croissance au site secondaire en passant par la

dissémination.

La niche, aussi bien de la tumeur primaire que métastatique, est donc considérée
comme un microenvironnement spécialisé capable de réguler les fonctions biologiques et
physiques de certaines cellules cibles337338, Le stade de niche pré-métastatique favorise la
création d’un environnement propice a I’ancrage successif des cellules tumorales au niveau
de la niche métastatique dans laquelle elles pourront proliférer et passer du stade de

micrométastases a macrométastases (Figure 35).
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Figure 35 : Modéle de I’évolution de la niche métastatique

D’aprés Bethan Psaila et David Lyden3®. HPC : Progéniteurs hématopoiétiques, EPC:
Progéniteurs endothéliaux, MTC : Cellules tumorales métastatiques, MSC : Cellules souches
mésenchymateuses

La niche pré-métastatique résulte d’une adaptation de I’environnement cible avant
I’arrivée des cellules tumorales grace a la sécrétion de facteurs par la tumeur primitive339734,
En réponse aux facteurs sécrétés par la tumeur primitive tels VEGFA, PIGF et le TGF-B, des

progéniteurs hématopoiétiques dérivés de la moelle osseuse, des plaquettes et des CSM
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sont recrutés au niveau de la niche pré-métastatique de maniére a créer un environnement
propice a I"adhésion et I'invasion des cellules tumorales33934°, Ces cellules souches dérivées
de la moelle osseuse exprimant VEGFR1 se localisent au site pré-métastatique avant les
cellules tumorales et sécretent fortement la fibronectine, essentielle pour P'attraction et
I’adhésion de ces cellules tumorales. La mobilisation des cellules myéloides VEGFR1+ depuis
la moelle osseuse et leur recrutement au niveau de la niche pré-métastatique résulte de la
sécrétion de VEGFA et PIGF par les cellules tumorales au site primaire33°. Des chimiokines
inflammatoires permettent également le recrutement des cellules hématopoiétiques et
tumorales au niveau de la niche3%°. Dans certains modeéles de poumons pré-métastatiques, le
TGF-B, le TNFa et VEGFA libérés de la tumeur primaire induisent ’expression de protéines
inflammatoires S100A8 et S100A9 spécifiquement dans le parenchyme pulmonaire. Le
traitement avec des anticorps dirigés contre S100A8 et S100A9 inhibe I'infiltration de cellules
myéloides et réduit de 8o a 90% la colonisation des poumons par les cellules tumorales3*.
Dans le cas particulier de I'os, les ostéoclastes sont capables de promouvoir la mobilisation et
la prolifération des cellules souches dérivées de la moelle osseuse, constituant un site
métastatique intéressant notamment grace aux facteurs libérés par le remodelage34. Au
niveau de la niche pré-métastatique, les cellules myéloides recrutées collaborent avec
d’autres types cellulaires comme les cellules stromales et endothéliales résidentes,
permettant ainsi d’aider a I’'ancrage et la croissance de la [ésion métastatique grace aux
chimiokines, facteurs de croissance, enzymes de dégradation de la matrice et molécules
d’adhésion qu’elles induisent au sein de la niche. Le remodelage au sein de la niche est
primordial. Ainsi, pour permettre I'invasion et la croissance métastatique, de nombreux
facteurs tels les cytokines inflammatoires RANKL3%7345 et les MMPs33934 voient leur
expression augmenter. Notons I'importance du TGF-B dans le processus de remodelage de Ia
matrice notamment en tant qu’inducteur de MMPs. Le TGF-f produit par les cellules
myéloides peut également interférer directement avec le systéme immunitaire de maniére a
protéger les cellules tumorales présentes au sein des niches et empécher leur détection par
les cellules immunitaires?’. Le réle des plaquettes au sein des niches est également
primordial en tant que réserve de TGF-f3, chimiokines et facteurs angiogéniques. De plus, les
fibroblastes présents localement, sources de MMPs et sensibles aux différents facteurs
comme le TGF-B, proliferent rapidement, déposent des composants de la MEC de maniére
accrue et participent ainsi a la progression métastatique3#®. Enfin, ’hypoxie favorise les

niches et donc le développement métastatique33. Le TGF-f3 exerce donc des effets durant les
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stades précoces du développement métastatique a savoir durant la genese des niches pré-
métastatiques et dans le maintien des caractéristiques de la niche mais également dans
I'intravasation, la dissémination, I’extravasation et la colonisation du site secondaire. De
nombreuses études soulignent les effets pro-métastatiques du TGF- comme I'observation
d’un immunomarquage plus fort dans les cellules de métastases de cancer du sein que dans
les cellules de la tumeur primaire ; ou encore une augmentation du niveau de TGF-B1 dans les
cellules tumorales circulantes. Ces métastases peuvent étre inhibées par certaines stratégies
thérapeutiques inhibant la voie de signalisation du TGF-§ telles Iutilisation d’anticorps
neutralisant, de récepteur soluble ou encore d’inhibiteur du récepteur de type I. Enfin le TGF-
B est capable d’induire I’expression de différents génes cibles hautement impliqués dans le
processus métastatique (invasion, intravasation, dissémination, extravasation, adressage,
angiogenése) tels « chemokine (C-X-C motif) receptor 4 » (CXCR4)*%, « angiopoietin-like 4 »
(ANGPTL4)*%°, PTHrP3%, « Connective Tissue Growth Factor » (CTGF) et 11-113%2,

¢. TGF-8 et angiogenése

L’angiogenése tumorale est cruciale pour la croissance et I'invasion tumorale,
permettant d’amener les nutriments et I’oxygéne nécessaires au développement tumoral via
les vaisseaux sanguins. Elle permet également I'intravasation des cellules tumorales dans le
systéme sanguin, entrainant ainsi la dissémination métastatique. Le TGF-B1 exerce un réle
important dans le développement vasculaire physiologique et est capable d’induire
’angiogenese3>33%, || est capable d’induire un environnement pro-angiogénique via
I'induction de cibles directes connues pour étre des médiateurs clés dans ce phénomene,
que sont VEGF et CTGF**3%8, Les conditions hypoxiques dans lesquelles se trouve la tumeur
peuvent induire en association avec le TGF-B une augmentation du niveau d’acides
ribonucléiques messagers (ARNm) de VEGF grace a lactivation de I’ « hypoxia inducible
factor 1» (HIF1). Différents modeles démontrent le réle primordial du TGF-B1 sécrété par les
cellules tumorales dans I'angiogenése tumorale3>°. Des niveaux élevés d’ARNm de TGF-B1
dans les cancers du sein sont associés a une augmentation de la densité des vaisseaux
sanguins, ces deux paramétres étant corrélés a un mauvais pronostic pour les patients3®.
D’autres études diagnostiques suggerent que le niveau de TGF-f1 circulant dans le plasma est
associé a l'induction de I’angiogenése tumorale et est de mauvais pronostic pour les
patients3°73%3%, Les niveaux de TGF-B1 semblent également corrélés a Iexpression du

facteur angiogénique VEGF3®4. Le TGF-B1 est capable d’induire I'angiogenése de maniére
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directe ou indirecte. En effet, il est capable d’induire I’expression de VEGF qui agit
directement sur les cellules endothéliales pour stimuler leur prolifération et leur migration et
ainsi créer de nouveaux vaisseaux3®. De plus, il stimule indirectement I’angiogenése grace a
son activité chimioattractive des monocytes, eux-mémes capables de libérer des cytokines
angiogéniques3533553¢6:367 | e TGF-B1 induit des changements du microenvironnement
entrainant des conditions favorables pour la migration des cellules endothéliales et la
formation de capillaires. Capable d’induire I’expression des métalloprotéases MMP-2 et -9 et
d’inhiber Ilinhibiteur de protéase TIMP dans les cellules tumorales et les cellules
endothéliales3*®37, il est responsable des phénoménes de migration et d’invasion requis

dans I’'angiogenése374375,
d. TGF-6 et échappement au systéme immunitaire

Lors du développement tumoral, 'organisme est capable de reconnaitre les cellules
cancéreuses et d’utiliser les cellules immunitaires telles les lymphocytes T et cellules NK pour
les éliminer spécifiquement. Cependant, une des caractéristiques majeures des cellules
tumorales est leur capacité a contourner ce systéme de surveillance en diminuant localement
la réponse immune par différents mécanismes. Entre autre, la sécrétion et 'activation de
TGF-B1 par les cellules tumorales stimule le développement et la progression tumorale en
échappant a la surveillance du systéme immunitaire37®. Les cellules cancéreuses sont alors
capables de tirer profit des propriétés immunosuppressives du TGF-f. Le TGF-$ est en effet
capable d’inhiber la prolifération et la différenciation fonctionnelle des lymphocytes T, des
cellules NK, des neutrophiles, des macrophages et des lymphocytes B3¢7377378 En plus de
promouvoir la tumorigénicité en réprimant localement les fonctions immunes, le TGF-B
inhibe I’expression des antigénes de classe Il du complexe majeur d’histocompatibilité,
rendant la surface des cellules tumorales moins immunogéne3793%", || est également capable
d’inhiber la fonction des «cellules présentatrices d’antigénes comme les cellules
dendritiques®® empéchant ainsi I’activation des lymphocytes T. De plus, le TGF-B est capable
de réprimer localement la production de facteurs cytolytiques tels que la perforine, les
facteurs sécrétés activateurs de caspase granzyme A et B et les cytokines pro-apoptotiques

Fas-ligand et IFNy3%.
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5.4. TGF-B et ostéosarcomes

Le réle du TGF-P est trés étudié dans les cancers d’origine épithéliale. Ses effets sur
les tumeurs mésenchymateuses semblent moins bien connus malgré I'importance de cette
cytokine dans les différents processus physiologiques et pathologiques affectant cet
ensemble cellulaire et tissulaire. Les travaux réalisés sur les réles du TGF-§ dans les
ostéosarcomes soulignent ses effets pro-tumoraux et pro-métastatiques. En effet, le TGF-B
augmente dans les sérums de patients atteints d’ostéosarcome par rapport a des sérums
d’individus sains. De méme, l'augmentation de TGF-B dans les sérums de patients
métastatiques est plus importante que chez les patients non métastatiques3®*. L’expression
des isoformes TGF-B1 et -3 est associée au développement de métastases pulmonaires3®. La
forte expression de TGF-B est corrélée aux ostéosarcomes de haut grade et s’accompagne

d’une moins bonne réponse a la chimiothérapie3®¢3%7 soulignant ses effets pro-tumoraux.

Plusieurs expériences ont démontré le rble pro-migratoire du TGF-B dans des
lignées cellulaires d’ostéosarcome, par des mécanismes d’action directs ou indirects3®3%. La
cascade de signalisation du TGF-B associée a d’autres facteurs semble étre associée a la
promotion de la motilité cellulaire et a I'invasion des cellules d’ostéosarcome lors du
processus dit « EMT-like » qu’elle induit3®'. Le TGF-B est également connu en tant que facteur
pro-angiogénique dans I’'ostéosarcome39>3%3, |’utilisation d’anticorps anti-TGF-B combinée a
I’action des cellules dendritiques entrainent des effets anti-tumoraux concluants en partie
dus a la restauration de la réponse immune3%*. Le TGF-$ semble également important au sein
de I’environnement tumoral en participant au cercle vicieux qui s’établit entre les cellules
tumorales et les cellules osseuses mais également par ses effets sur les cellules souches
présentes. Le TGF- est capable de maintenir la « souchitude » des CSM dans ce contexte
pathologique et promeut la production de cytokines pro-tumorales par ces cellules3®. En
plus de I'induction de la chimiorésistance, la tumorigénicité, la néovasculogenése et le
potentiel métastatique des cellules d’ostéosarcome, le TGF-B1 associé a I’hypoxie induit
également leur dédifférenciation, source de cellules souches cancéreuses hautement
résistantes. L’inhibition du TGF-p réverse ce phénoméne et inhibe "autorenouvellement de
ces cellules souches cancéreuses3%®. Enfin, certains travaux ont démontré des effets
bénéfiques a inhiber la voie de signalisation du TGF-B dans les ostéosarcomes notamment

grace a l'utilisation de I'inhibiteur chimique SB-4315423%".
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5.5. Approches thérapeutiques anticancéreuses inhibant le TGF-$

En tant que promoteur de tumeurs durant les stades tardifs du développement
tumoral et facteur pro-métastatique, le TGF-f constitue une cible thérapeutique
intéressante. L’inhibition de la voie de signalisation du TGF-f est donc étudiée en
cancérologie et regroupe trois stratégies majeures. La premiére repose sur le ciblage du
ligand, la seconde le ciblage de I'interaction ligand-récepteur et la troisieme le ciblage de la

transduction du signal et font I'objet d’essais précliniques et cliniques (Figure 36).
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Figure 36 : Approches thérapeutiques anticancéreuses a I’essai inhibant le TGF-3

D’aprés Rosemary J. Akhurst et Akiko Hata3”'

a. Ciblage du ligand

Le ciblage du ligand se fait généralement grace a I'utilisation de molécules antisens
composées de 13 a 25 nucléotides et responsables de la dégradation d’ARNm auquel elles

peuvent s’apparier. L’utilisation d’anticorps monoclonaux est intéressante au vu de

84



Introduction Générale [l TGF-B]

'importante production de TGF-( par les cellules tumorales et le microenvironnement durant
la progression tumorale. AP-12009 (Trabedersen, Antisense, Pharma) est une molécule
oligonucléotidique antisens responsable de I’extinction du géne codant le TGF-B23% dont
I’expression est de mauvais pronostic dans le glioblastome et le cancer du pancréas. Des
études in vitro sur des cellules de gliome ou dans un modéle murin de cancer du pancreas
ont montré 'efficacité de cette drogue sur la diminution de la prolifération, la migration, la
croissance tumorale et metastatique3994°°. Des résultats prometteurs ont été obtenus chez
des patients atteints de gliome de haut grade récurrent ou résistant et permettent un essai
clinique de phase 1114°'. Des phases I/ll dans les néoplasmes pancréatiques, le mélanome et
les néoplasmes du colon montrent également des résultats encourageants**®. Le
Belagenpumatucel-L ou Lucanix™, qui propose un mode d’action similaire neutralisant la
production d’ARNm du TGF-B2 produit par les cellules tumorales, permet de restaurer la
reconnaissance immune des cellules tumorales*®>. AP11014 et AP15012 sont deux autres

molécules antisens testées en essais pré-cliniques dans d’autres cancers.
b. Ciblage de I'interaction ligand-récepteur

Le ciblage de I'interaction ligand-récepteur se base sur des thérapies utilisant des
anticorps monoclonaux dirigés contre le ligand ou ses récepteurs, des inhibiteurs chimiques

ou des récepteurs solubles.

L’anticorps monoclonal 1D11 (Genzyme Corp., Sanofi) liant les TGF-B1, -2 et B3 a
permis de supprimer les métastases pulmonaires issues du cancer du sein dans un modéle
murin en restaurant la réponse immune anti-tumorale*®3. Il diminue également la perte
osseuse par réduction de I’expression de PTHrP et son régulateur Gli24°4. Un autre anticorps
monoclonal 2G7 a démontré son efficacité dans I'inhibition des métastases du cancer du sein
en augmentant I'activité des cellules NK*°. Trois autres anticorps, GC-1008 (Fresolimumab),
CAT-152 (Lerdelimimab) and CAT-192 (Metelimumab), sont actuellement testés en clinique et
pré-clinique. GC-1008 est testé dans des phases I/ll d’essais cliniques chez des patients
atteints de carcinome rénal et myélome multiple et montre une bonne tolérance*°®. Deux

essais cliniques sur GC-1008 sont en cours sur les cancers du sein métastatique et le gliome.

Une autre solution permettant de bloquer I’interaction TGF-B-récepteurs est
I’utilisation de récepteurs solubles. Des récepteurs solubles TRRII et TBRIII ont été testés

dans des études pré-cliniques®. L’expression du récepteur soluble TBRIlI diminue les
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métastases des cancers du sein et du pancreas*7-4%, et celle de TRRIII inhibe les métastases

pulmonaires en administration intrapéritonéale chez la souris nude*®°.

Enfin, I"anticorps monoclonal PF-03446962 dirigé contre TBRI empéche la fixation
du TGF-B a son récepteur. Cet anticorps semble actif en tant qu’agent anti-angiogénique. Un
essai clinique de phase Il de cette méme molécule chez des patients atteints de

mésothéliome pleural malin est en cours.
c. Ciblage de la transduction du signal

Deux stratégies existent pour bloquer la transduction du signal aprés liaison du
ligand a ses récepteurs. La premiére consiste en I’utilisation d’inhibiteurs de I'activité kinase
des récepteurs et la seconde cible les molécules intracellulaires impliquées dans la voie de

signalisation du TGF-( telles les Smads*°4.

Le ciblage de I’activité kinase des récepteurs a été trés étudié dans le traitement
des cancers, en particulier pour la facilité de production de ces drogues et la capacité
d’administration par voie orale*®4. Le blocage de la voie de signalisation par ces inhibiteurs
semble plus efficace que par les molécules antisens ou le ciblage de I'interaction ligand-
récepteur mais sont cependant moins spécifiques. La plupart de ces molécules inhibitrices de
I’activité kinase des récepteurs agit par inhibition de I’activité catalytique du site de liaison a

I’ATP de TPRI.

SB-431542 (GlaxoSmithKline) inhibe TBRI en empéchant la phosphorylation de
Smad-2 et Smad-3. Cette molécule est capable d’inhiber la prolifération des cellules
d’ostéosarcome et la motilité et I'angiogenése des cellules de gliome3%”4". Ce composé induit
également la maturation des cellules dendritiques et I'activité des cellules T CD8*#". Il est
également capable de restaurer la différenciation terminale des ostéoblastes permettant de
supprimer la croissance du myélome multiple*3. Ki26894, LY364937 et le SD-208 sont
d’autres inhibiteurs de TBRI et ont montré des résultats encourageants in vitro et in vivo sur
des lignées cellulaires de cancer du sein et gastrique*44, dans des modéles de gliome** et

dans des modéles de mélanome métastatique*”.

LY2109761 est une molécule inhibant I’activité kinase de TBRI et TBRII. Ce composé
inhibe la formation de métastases dans des modeéles de cancer du sein, du pancréas et

colorectal4®-4°,
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LY2157299 (Eli-Lilly & Co) est un inhibiteur de Pactivité kinase de TRRI kinase testé
en essais cliniques sur des patients atteints de gliome, glioblastome, cancer pancréatique et

carcinome hépatocellulaire.

Une autre approche de blocage de I’activité kinase du récepteur est le blocage du
site de liaison au substrat par un peptide mimant Smad-2 ou -3 comme démontré dans les

cellules MviLu#*'.

L’utilisation de petites molécules peptidiques capables de lier les protéines Smads
comme Trx-SARA réduit la formation de complexe entre Smad-2/-3 et Smad-44°* et inhibe

’EMT dans des cellules épithéliales de cancer du sein®>.
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IV.  Objectifs de la These

Le rble pro-tumoral et pro-métastatique du TGF-B, trés étudié dans les tumeurs
d’origine épithéliale, semble cependant moins connu dans les tumeurs d’origine
mésenchymateuse telles I'ostéosarcome. Pourtant, avec sa présence en grande quantité
dans la matrice osseuse, il semble étre un facteur de choix pour le développement tumoral et
métastatique. Cette cytokine hautement impliquée dans les modifications de la matrice
extracellulaire et le remodelage osseux constitue un élément indispensable du
microenvironnement tumoral. En effet, le TGF-f en tant qu’acteur du cercle vicieux
s’établissant entre les cellules tumorales et les cellules osseuses, participe au processus
tumoral et métastatique. L’ostéosarcome, tumeur osseuse primitive maligne la plus
fréquente, voit ses taux de survie faibles et inchangés depuis plus de 20 ans. Il existe donc
une nécessité de trouver de nouvelles thérapies innovantes dans cette pathologie, ciblant a

la fois la tumeur et son microenvironnement osseux.

Les objectifs de cette thése s’inscrivent donc dans ce contexte de maniére a mieux
comprendre les effets du TGF-B, en particulier par la voie des Smads, dans 'ostéosarcome.
Pour cela, nous avons développé différentes stratégies inhibitrices agissant a différents
endroits de la cascade de signalisation. La premiere consiste en la surexpression du Smad-
inhibiteur naturel Smad7 dans les cellules d’ostéosarcome. La seconde réside dans
I’inhibition du récepteur TRRI, par I'utilisation d’un inhibiteur chimique spécifique, le SD-208.
La troisiéme utilise I’halofuginone, un alcaloide connu entre autre pour ses effets inhibiteurs
de la voie de signalisation du TGF-B. Pour chacune de ces stratégies, nous nous sommes
intéressés a leurs effets sur la croissance tumorale et le développement métastatique, apres
avoir vérifié leurs effets en tant qu’inhibiteurs de la voie de signalisation du TGF-B. Ces
travaux se sont en particulier intéressés aux effets de ces trois stratégies sur la prolifération
cellulaire et 'apoptose ainsi que sur le microenvironnement tumoral osseux. En effet, nous
avons porté un intérét au remodelage osseux et plus particulierement a I'ostéolyse,
processus hautement impliqué dans la pathologie et dans le cercle vicieux établi. Enfin, les
objectifs de cette thése sont de mieux comprendre les effets du TGF-f dans le processus
métastatique en s’intéressant en particulier aux processus de migration et d’invasion

cellulaire et a ’'angiogenése. Ainsi, cette thése a pour objectif d’évaluer le potentiel anti-
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tumoral et anti-métastatique des inhibiteurs de la voie de signalisation du TGF-f pour un

éventuel transfert clinique dans I’ostéosarcome.
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[I. Complément d’introduction et rationnel de 'étude]

I Complément d’introduction et rationnel de I’étude

L’article présenté dans cette premiere partie évalue les effets du TGF-f dans
I’ostéosarcome et le potentiel anti-tumoral de I'inhibition de sa signalisation en développant
deux stratégies. La premiére consiste en une approche moléculaire par surexpression du
Smad-inhibiteur Smad7 dans nos lignées d’ostéosarcome. La seconde est une approche

pharmacologique utilisant le SD-208, un inhibiteur chimique de TBRI.

1. Smady7 : Smad-inhibiteur

1.1. Régulation de la voie de signalisation du TGF-B par Smady

Le Smad-inhibiteur Smad7 est considéré comme [linhibiteur de la voie de
signalisation du TGF-B contrairement a Smad6é qui semble spécifique des BMPs, mais est
également capable d’inhiber les voies des BMPs et des Activines. Ses domaines N-terminal et

MH2 sont essentiels a ses activités inhibitrices**424,

Smady est capable d’inhiber la voie de signalisation du TGF-f par différents
mécanismes. Sa capacité a former un complexe avec les récepteurs de type | lui permet
d’inhiber la phosphorylation de R-Smad et la formation du complexe R-Smad-Co-Smad#*>.
Smady peut également recruter les E3 ubiquitines ligases Smurf1 et Smurf2. Par liaison aux
Smurfs dans le noyau et translocation dans le cytoplasme, il entraine ainsi la dégradation du
récepteur de type | en induisant son ubiquitination et ’adressage au protéasome. De plus, la
phosphatase GADD34-PP1c peut étre recrutée au niveau de TBRI par Smady, responsable de
la déphosphorylation et donc 'inactivation du récepteur®°. Il a également été démontré que
dans certaines lignées cellulaires, Smad7 est retenu dans le noyau malgré la stimulation au
TGF-B et y exerce ses effets inhibiteurs®®. Les effets inhibiteurs de Smady peuvent étre
également indépendants de TPRI. Enfin, Smady est capable de lier ’ADN grace a son
domaine MH2 et empéche ainsi la formation du complexe Smad-ADN*%47, En effet, il est
capable de lier PADN au niveau des répétitions « CAGA » du SBE mais également au niveau
des éléments de réponse a I’activine. La dégradation de Smady est régulée par la balance
existant entre son acétylation, sa déacétylation et son ubiquitination par différentes

enzymes.
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Smady est un régulateur important de la voie de signalisation du TGF-B, des
activines, de Nodal et des BMPs. De maniére intéressante, sa transcription est induite par le
TGF-B et les BMPs, responsable ainsi d’un rétrocontrble négatif, et régulée par d’autres
facteurs d’autres voies de signalisation (Figure 37)*%. La transcription de Smady peut
également étre induite par des cytokines inflammatoires telles que 'IL-1, I'IFN-y ou le TNF-
a*?. Smady est également capable d’activer différentes voies de signalisation telles Erk, JNK
et p38 et ne se comporte donc pas seulement comme un inhibiteur mais également comme
un acteur agissant au carrefour de différentes voies de signalisation de maniére dépendante

du contexte cellulaire3°-432,

TGF- f /BMPs

RII <(0>> RI TNF-a, oy,
W N IL INF-Y EGF  TPA

<o “Jabl/CSN5 d
= 1-Smads - Axin, Arkadia

degradation

Figure 37 : Les Smad-inhibiteurs au carrefour des voies de signalisation

D’aprés Xiaohua Yan*3

1.2. Intérét du ciblage de Smad7 en cancérologie

A

Le bénéfice a inhiber le TGF-B en cancérologie commence a étre admis et
différentes approches ont déja montré leurs avantages. En tant que régulateur négatif de la
voie de signalisation du TGF-B, la surexpression de Smad7 semble étre une stratégie
moléculaire de choix pour démontrer I'importance de l'inhibition de cette cascade. De
maniéere intéressante, la surexpression de Smad7 dans les cellules de mélanome diminue leur

production de MMP-2 et -9 et s’accompagne d’une inhibition de la capacité d’invasion des
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cellules in vitro et d’une diminution de la tumorigénicité in vivo. De plus, la surexpression de
Smady7 retarde I’établissement et la croissance de métastases osseuses issues du mélanome
in vivoB4%35, ’inhibition de la voie des Smads inhibe I’expression de différents génes cibles
du TGF-B impliqués dans I'adressage de métastases a I’0os#443° et Smady semble donc avoir
un réle clé dans I'inhibition de la formation de métastases ostéolytiques. Les mécanismes par
lesquels Smady inhibe les capacités d’invasion des cellules tumorales semblent étre liés a sa
capacité a stabiliser les liaisons entre cellules notamment via I'induction de la N-cadhérine et
ses effets sur la B-caténine*’. Des travaux récents démontrent également le réle protecteur
de Smady. Le facteur de transcription NR4A1 (également appelé Nur77, TR3 ou NGF-IB)
promeut l'invasion tumorale et le développement métastatique du cancer du sein en
stimulant la voie de signalisation du TGF-8 par les Smads par induction de la dégradation de
Smady. Il est établi dans cette étude une corrélation significative entre la phosphorylation de
Smad2 et ’expression de NR4A1 ainsi qu’une inhibition significative de la survie sans rechute
quand NR4A1 est exprimé (n = 175 patients)#®. Une autre étude a démontré le réle du
miRNA-520g dans l'induction de 'EMT et la promotion de métastases du carcinome
hépatocellulaire en inhibant Smad7%°. Ce miRNA-520g est en effet associé au
développement métastatique et a la récurrence chez les patients atteints de carcinome
hépatocellulaire et semble &tre un bon marqueur pronostic de cette pathologie. Il a été
démontré que ’expression et le niveau protéique de Smady, en tant que cible de ce miRNA,
sont significativement diminués chez ces patients par rapport aux tissus sains. Enfin,
I’expression du cluster de géne miRNA424-503 contribue a I’hyperactivation du TGF-f et
induit le développement de métastases du cancer du sein in vivo en ciblant différents
régulateurs négatifs du TGF-B dont Smad744°. Cette étude suggére que la surexpression
observée du cluster miRNA424-503 dans les lésions de cancer du sein est associée a

Iinhibition de Smad7 et Smurf2 et a I’activation du TGF-p.

L’ensemble de ces travaux soulignent I'importance de Smad7 en tant qu’inhibiteur
de la voie de signalisation du TGF-B. Son inhibition semble corrélée au processus
métastatique et souligne donc I'intérét de stimuler ce facteur en cancérologie. Facilement
surexprimable in vitro, il constitue une preuve de concept originale et intéressante pour
mieux comprendre les effets du TGF-B en cancérologie. Les travaux précédemment cités
soulignent également les perspectives thérapeutiques intéressantes que pourrait ouvrir un

inducteur pharmacologique de Smady.
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2. Le SD-208, inhibiteur chimique de TBRI

2.1. Notions chimiques et mécanisme d’action du SD-208

Le SD-208 ou 2-(5-Chloro-2-fluorophényl)-4-[(4-pyridyle)amino]pteridine est un
composé chimique de formule brute C;;H:,CIFNs et de poids moléculaire 352.752903 g/mol. Il
appartient a la famille des ptéridines tout comme I’acide folique ou encore le méthotrexate.
Le SD-208 est un inhibiteur spécifique de I’activité kinase du récepteur TBRI (1Cso =49 nM). Il
inhibe en effet de maniére compétitive la liaison de TRRI a ’ATP, empéchant ainsi son activité

kinase.

Figure 38 : Structures 2D et 3D du SD-208

Structure 2D (gauche) et 3D (droite) du SD-208, d’apres le site
http://[pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

2.2.SD-208 et cancérologie

Le ciblage de la transduction du signal en inhibant I'activité kinase des récepteurs a
été tres étudié dans le traitement des cancers, en particulier pour la facilité de production de
ces drogues et la possibilité d’administration par voie orale. Parmi ces molécules, le SD-208
semble étre un candidat intéressant. En effet, en tant qu’inhibiteur spécifique de la voie de
signalisation du TGF-B, le SD-208 a démontré sa capacité a inhiber I'invasion et la migration in
vitro des cellules de mélanome*7, de gliome*¢, d’adénocarcinome pancréatique*' et de
carcinome mammaire*#*>. De maniére intéressante, cet inhibiteur chimique a démontré des
effets bénéfiques sur I'inhibition de la croissance de tumeurs primaires comme le gliome*®,
I’adénocarcinome pancréatique**"443 et le carcinome mammaire** mais également sur
I’inhibition de métastases osseuses issues du mélanome*”’, de cancer du pancréas*' et de
cancer du sein*?. Le SD-208 semble avoir des effets particulierement importants sur

I’environnement tumoral. En effet, il inhibe I’expression de génes cibles du TGF-B impliqués
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dans I'ostéolyse, I’angiogenése et le remodelage de la MEC#744"443444, Enfin, il augmente
Pimmunogénicité des cellules de gliome** ainsi que I'infiltrat de lymphocytes B dans le cadre
de tumeurs pancréatiques*®. De maniere intéressante, il semble diminuer I’hyperalgésie TGF-

B dépendante induite dans les cancers osseux*#.

Au vu de leurs effets anti-cancéreux et anti-métastatiques, le SD-208 et la
surexpression de Smady, en tant qu’inhibiteurs de la voie de signalisation du TGF-3, nous
apparaissent comme des approches intéressantes pour notre étude. De maniére
intéressante, ces deux stratégies employées inhibent la voie du TGF-f a différents niveaux de
la cascade de signalisation, permettant ainsi de comparer leurs effets et de mieux

comprendre le réle du TGF-B dans I’ostéosarcome.
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Abstract

Purpose: Osteosarcoma is the main malignant primary bone tumor in children and adolescents for whom
the prognosis remains poor, especially when metastasis is present at diagnosis. Because transforming growth
factor- (TGFpB) has been shown to promote metastasis in many solid tumors, we investigated the effect of the
natural TGFB/Smad signaling inhibitor Smad7 and the TBRI inhibitor SD-208 on osteosarcoma behavior.

Experimental Design: By using a mouse model of osteosarcoma induced by paratibial injection of cells,
we assessed the impact of Smad7 overexpression or SD-208 on tumor growth, tumor microenvironment,
bone remodeling, and metastasis development.

Results: First, we demonstrated that TGFP levels are higher in serum samples from patients with
osteosarcoma compared with healthy volunteers and that TGF3/Smad3 signaling pathway is activated in
clinical samples. Second, we showed that Smad7 slows the growth of the primary tumor and increases mice
survival. We furthermore demonstrated that Smad7 expression does not affect in vitro osteosarcoma cell
proliferation but affects the microarchitectural parameters of bone. In addition, Smad7-osteosarcoma bone
tumors expressed lower levels of osteolytic factors such as RANKL, suggesting that Smad7 overexpression
affects the "vicious cycle" established between tumor cells and bone cells by its ability to decrease osteoclast
activity. Finally, we showed that Smad7 overexpression in osteosarcoma cells and the treatment of mice with
SD208 inhibit the development of lung metastasis.

Conclusion: Taken together, these results demonstrate that the inhibition of the TGFf/Smad signaling
pathway may be a promising therapeutic strategy against tumor progression of osteosarcoma, specifically

against the development of lung metastasis. Clin Cancer Res; 20(19); 5097-112. ©2014 AACR.

Introduction

Osteosarcoma is the most common primary malignant
bone tumor in children and adolescents with a second peak
of incidence in adults over the age of 65 (1). Although
several predisposing environmental (e.g., ionizing radia-
tion) and genetic (e.g., TP53) factors have been identified
(2), the exact etiology of this disease remains unknown (3).
These rare tumors, believed to originate from mesenchymal
cells forming the primitive bone, preferentially grow in the
metaphysis of long bone (4). Approximately 20% of
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patients have lung metastasis at initial diagnosis and an
additional 40% will develop metastasis during the later
stages of disease. The presence of metastasis at diagnosis
is the most important predictor of disease-free survival with
a 5-year survival rate of only 20% for osteosarcoma patients
with metastasis compared with 65% for patients with local-
ized disease (5). The standard treatment of osteosarcoma
consists of complete surgical resection associated with
neoadjuvant and adjuvant chemotherapy composed of 4
agents: doxorubicin, cisplatin, methotrexate or ifosfamide
(6). These combined treatment protocols have significantly
improved survival of the nonmetastatic patients over the
past several decades (7, 8). Unfortunately, such therapeutic
strategies have a limited efficacy in the treatment of meta-
static disease, and the metastatic relapse or recurrent con-
ditions have remained unchanged over the last 3 decades
(8). Treating metastatic osteosarcoma thus remains a chal-
lenge in bone cancer (9).

Transforming growth factor-f (TGFP) family members
are a class of cytokines that control a variety of biologic
processes, including proliferation, differentiation, extra-
cellular matrix production, and apoptosis. Three isoforms
of TGFB exist in mammals: TGFB1, TGFB2, and TGFB3.
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Translational Relevance

We have demonstrated that the TGFf/Smad signal-
ing pathway plays a crucial role in osteosarcoma met-
astatic progression. We have first shown that TGFB
levels are higher in serum samples from patients with
osteosarcoma compared with healthy volunteers and
that the TGF/Smad3 signaling pathway is activated in
clinical samples of patients. Second, using a murine
model of osteosarcoma, we demonstrated that blocking
the TGFB/Smad signaling pathway via overexpression of
inhibitory Smad slows the growth of the primary bone
tumor mainly by affecting the tumor microenvironment
by controlling the "vicious cycle" established between
tumor cells and bone cells. Third, blocking TGFp signal-
ing inhibits the development of lung metastasis at least
by inhibition of cell migration and invasion. Here, we
show for the first time that blocking TGFp signaling
represents a novel therapeutic approach for the treat-
ment of lung metastasis in patients with osteosarcoma,
which has a poor prognosis.

Dimers of TGFp initiate the canonical signaling cascade
via the serine/threonine kinase receptor cell surface
complexes (TPRI and TRRII), which phosphorylate the
ligand-specific receptor-activated Smads (R-Smad: Smad2
or Smad3). Upon phosphorylation by type I receptors,
R-Smads form a heteromeric complex with the Common-
Smad, Smad4. The R-Smad/Smad4 complex then trans-
locates to the nucleus to regulate gene transcription
(10-13). A third group of Smad proteins, the inhibitory
Smads (Smad?7), inhibits the canonical Smad signaling
(14, 15) by different means; Smad7 (i) binds TBRI and
prevents R-Smad phosphorylation, (ii) recruits E3-type
ubiquitin ligases to the receptor complexes ultimately
leading to their degradation, and (iii) interacts with
GADD34, the regulatory subunit of the protein phospha-
tase PP1 to inactive TBRI (10-16).

The role of TGFp in cancer is complex. During the first
stages of the development of primitive tumors from
epithelial origin, the TGFf/Smad cascade acts as a tumor
suppressor mainly through inhibition of cell proliferation
and/or promotion of cell apoptosis (11, 12, 17). Con-
trarily, during the later stages, the TGFf cascade promotes
tumor progression mainly by its ability to stimulate
epithelial-to-mesenchymal transition, tumor invasion,
metastatic dissemination, and/or evasion of the immune
system (12, 13, 17). With regard to bone cancers, most
studies have focused on the role of TGFp in the develop-
ment of bone metastasis. The contributions of TGFf to
breast cancer and melanoma bone metastasis have been
well described (18-21). TGF promotes bone metastasis
by its ability to promote the metastatic process by stim-
ulating MMP2 production and thus promoting cellular
invasion of melanoma (19, 20). It has been reported that
TGFp contributes to the establishment of a vicious cycle

between epithelial tumor cells and bone cells. Briefly, the
tumor cells secrete osteoclast-activating factors that pro-
mote bone degradation, thus stimulating the release of
factors which in turn will promote bone metastasis devel-
opment (22, 23). In this context, it has been shown that
overexpression of the TGF inhibitor Smad7 in melano-
ma cells reduces the development of melanoma bone
metastasis, and that the use of chemical inhibitors target-
ing TPRI reduces the development and progression of
both melanoma and breast cancer bone metastasis (21).
With regard to primary bone sarcomas, few studies have
described the role of TGFB on tumor development. It has
been shown that the production of TGFB1 is associated
with high-grade osteosarcoma (24, 25) and that TGFP
stimulates the growth of several osteosarcoma cell lines in
culture (26), suggesting that TGFp could favor osteosar-
coma development.

In this study, we particularly demonstrate that the over-
expression of the inhibitory Smad, Smad?7, in osteosarcoma
cells and treatment of mice with a specific inhibitor of TBRI
(SD-208) block the development of osteosarcoma lung
metastasis.

Materials and Methods

Measurement of circulating TGFg levels in serum

The levels of circulating TGFps were measured in serum
from healthy controls (n = 20) from the Etablissement
Frangais du Sang (EFS) and patients with osteosarcoma (n =
40) from the OS 2006 protocol (PAC SARCOME, Sarcome
09/0603, EudraCT No. 2006-00337727) with the Bio-Plex
Pro Assay TGFf Standard 3-Plex system (Bio-Rad). Serum
samples were obtained with written informed consent.

Cell cultures and reagents

HOS and SaOS2 osteosarcoma cells were purchased from
ATCC (CRL-1544 and HTB-85, respectively) and cultured in
Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM; Lonza) sup-
plemented with 10% fetal bovine serum (Hyclone Perbio).
All cell lines were authenticated by short tandem repeat
(STR) profiling. TGFB1 and BMP-6, and G418 were, respec-
tively, from R&D System Inc. and Sigma. SD-208 has been
synthetized by the laboratory CEISAM UMR6230, Nantes
University (France).

Western blot analysis

Western blot analysis were performed as previously
described (27). Membranes were immunoblotted with
anti-phospho-Smad3 (Millipore), anti-Smad3 (Millipore),
anti-Smad7 (Santa Cruz Biotechnology), anti-phospho-
Erk (Cell Signaling Technology), anti-Erk (Cell Signaling),
or anti-B-actin (Sigma) antibodies.

Proliferation assay

Cell growth and viability were determined by usinga 2,3-
bis(2 methoxy-4 nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-
carboxanilide (XTT) Reagent Assay Kit (Roche Molecular
Biomedicals).
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Table 1. Primer sequence for quantitative RT-PCR

Sens Antisens
ANGPTL4 gAC CCg gCT CAC AAT gTC CCC TgA ggC Tgg ATT TCA
Col1A1 CTg gAC CTA Aag gTg cTg cT gCT CCAgCC TCT CCATCTTT
CTGF CTC CTg Cag gCT AgA gAA gC gAT gCA CTT TTT gCC CTT CTT
CXCR4 CCg Agg AAA Tgg gCT CAg ggg A TgA Tgg AgT AgA Tgg Tgg gCA ggA
GAPDH Tgg gTg TgA ACC Atg AgA AgT Atg 99T gCA ggA ggC ATT gCT
ID1 AAT CAT gAA AgT CgC Cag Tg ATg TCg Tag AgC AgC ACg TTT
L1 gCA gCg gAC Agg gAA ggg TTA A ACA ggC TCA gCA CgA CCA gg
MMP2 AgA Agg CTg TgT TCT TTg CAg Agg CTg gTC AgT ggC TTg
OPN gAg ggC TTg gTT gTC AgC CAA TTC TCA Tgg Tag TQAGTT TTC C
PAI-1 Cag ACC Aag AgC CTC TCC AC ATC ACT Tgg CCC Atg AAA Ag
RANKL TCg TTg gAT CAC AgC ACA TCA TCg TTg gAT CAC AgC ACA TCA
VEGF CTT gCC TTg CTg CTC TAC CTC C CAT CCA TgA ACT TCA CCA CTT CgT

Real-time polymerase chain reaction

Total RNA from cell lines was extracted using NucleoS-
pinRNAII (Macherey Nagel). Total RNA from tumors was
extracted using the TRizol reagent (Invitrogen Life Technol-
ogies) after mechanical grinding with Turrax (IKA). qRT-
PCR were performed as previously described (27). Primer
sequences are provided in Table 1.

Transient cell transfections, reporter assays, and
plasmid constructs

Transient cell transfections were performed with jetPEI
(polyplus-transfection). The phRLMLP-Renilla luciferase
expression vector was cotransfected in all experiments to
monitor transfection efficiencies. Luciferase activity was
determined with the dual-luciferase reporter assay system
(Promega). The (CAGA)o-Luc construct was used as a
reporter construct specific for Smad3/4-driven signaling
(28). The pcDNA-Smad?7 vector is a kind gift from Dr. Alain
Mauviel (19).

Osteosarcoma mouse model

Four-week-old female Rj:NMRI-nude mice (Elevages Jan-
vier) were maintained under pathogen-free conditions at
the Experimental Therapy Unit (Faculty of Medicine,
Nantes, France) in accordance with the institutional guide-
lines of the French Ethical Committee (CEEA Pays de la
Loire No. 06; projectauthorization No. CEEA-2010-23) and
under the supervision of authorized investigators. The mice
were anesthetized by inhalation of an isoflurane/air mixture
(1.5%, 1 L/min) before receiving an intramuscular injection
of 1 x 10° HOS or SaOS2 osteosarcoma cells in close
proximity to the tibia, leading to a rapidly growing tumor
in soft tissue with secondary contiguous bone invasion. One
day after HOS cells injection, some mice received different
doses (20 or 60 mg/kg) of SD-208 or control vehicle by daily
gavage. The tumor volume (V) was calculated from the
measurement of 2 perpendicular diameters using a caliper,
according to the following formula: V = 0.5 x L x (S)?, as
previously described (29). Mice were sacrificed when the
tumor volume reached 2,500 mm? for ethical reasons.

Under these conditions, pulmonary metastasis developed
when tumor volumes were >2,000 mm?.

Micro-CT analysis

Analysis of bone microarchitecture was performed as
previously described (27) at different tumor volumes
(250, 1,000, and 2,500 mm3). All tibiae/fibulae were
scanned using the same parameters (pixel size 18 um, 50
kv, 0.5-mm Al filter, and 0.8 degrees per rotation step).
Three-dimensional reconstructions and analysis of bone
parameters were performed using the CTvol and CTan
software (Skyscan).

Histologic analysis

After sacrifice, the tibiae were conserved and fixed in 10%
buffered formaldehyde, decalcified (4% EDTA, 0.2% para-
formaldehyde, pH 7.4), and embedded in paraffin. Three-
micrometer sections of tumor-bearing tibiae were cut and
stained for tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) to
analyze osteoclast activity. Lungs were fixed in 10% buffered
formaldehyde and embedded in paraffin. Lung sections (3-
um-thick) were mounted on glass slides and stained with
hematoxylin-eosin (HE).

Immunohistochemistry of human and mice tumor
samples

Three-micrometer sections of human tumor tissues
(embedded in paraffin) were cut and stained for phospho-
Smad3 using rabbit polyclonal anti-phospho-Smad3 anti-
body (Abcam). Patient tumor clinical samples collected at
Nantes University Hospital (Nantes, France) were obtained
following patient informed consent and after ethical approv-
al by the Nantes University Hospital Ethics Committee.

Sections (3 um) of mice tumor tissues (embedded in
paraffin) were cut and stained for osterix, RANKL, osteo-
calcin, caspase-3, Ki67, and CD146 using, respectively,
rabbit polyclonal anti-osterix (Abcam), anti-RANKL (Santa
Cruz Biotechnology), anti-osteocalcin (Abcam), anti-cas-
pase-3 (Cell Signaling), anti-Ki67 (Dako), anti CD146
(Abcam) antibodies. Immunodetection was performed
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using DAB Substrate-Chromogen (Dako) and counter-
stained with hematoxylin.

Collagen degradation

The degradation of collagen was evaluated by the mea-
sure of pyridinoline excretion in mice serum using the
MicroVue Serum PYD EIA Kit.

Transwell motility and invasion

Osteosarcoma cells (30,000 cells/well) were pretreated
with 5 ng/mL TGFp in the presence or absence of SD-208
(10umol/L) for 24 hours and seeded onto the upper surface
of transwell inserts (Falcon) coated with 0.1 mg/mL of
growth factor-reduced Matrigel (Biocoat; BD Biosciences)
for the invasion assay, or on uncoated transwells (migration
assay) and incubated at 37°C for 48 hours. At the end of the
incubation period, cells on the upper surface of the inserts
were wiped off, and the cells on the underside of the
membrane were fixed, stained with "cristal violet" and
counted by bright-field microscopy in 5 random fields.

Gelatin zymography

Cells were cultured for 48 hours without serum and their
conditioned media were analyzed by gelatin zymography
in 10% polyacrylamide gels containing 1 mg/mL gelatin
(Sigma-Aldrich) as described previously (19).

Statistical analysis

All analyses were performed using GraphPad Prism 4.0
software (GraphPad Software). Results of in vitro experi-
ments were analyzed with the unpaired t-test and are given
as means =+ SD. For in vivo experiments, results from groups
overexpressing Smad7 were compared with control groups
(parental and mock) and results from mice treated with SD-
208 were compared with untreated mice using the unpaired
t-test and are given as means + SEM. Results of animal
survival were analyzed using the log-rank test. Results with
P < 0.05 were considered significant.

Results

High levels of TGF31 and TGF2 are measured in serum
samples from patients with osteosarcoma

TGFB1, TGFB2, and TGFB3 levels were measured in the
serum samples of 40 patients with osteosarcoma and com-

pared with 20 age-matched healthy volunteers. As shown
in Fig. 1A (top), TGFB1 (left) and TGFB2 (right) concentra-
tions measured in the serum were significantly higher in the
serum samples of patients with osteosarcoma compared
with healthy volunteers (P < 0.01 and P< 0.0001 for TGF31
and TGFp2, respectively). Note that the TGF3 serum levels
were very low, under the limit of detection in our experi-
mental conditions (not shown). Second, immunohisto-
chemical experiments were performed to analyze the levels
of phospho-Smad3 in 6 clinical samples of patients with
osteosarcoma. As shown in Fig. 1A (bottom), a high level of
phospho-Smad3 was detected in the nucleus of osteosar-
coma cells, demonstrating the activation of the TGF/
Smad3 cascade. Interestingly, this level of phospho-Smad3
was higher in clinical samples from patients with pulmo-
nary metastasis than without pulmonary metastasis at diag-
nosis (Fig. 1A, right vs. left).

Overexpression of Smad7 and a chemical inhibitor of
TBRI (SD-208) block the TGFB/Smad3 signaling
pathway in osteosarcoma cells

To evaluate the effect of Smad7 overexpression on
osteosarcoma growth and progression, 2 human osteo-
sarcoma cell lines (HOS and SaOS2) were stably trans-
fected with either empty pcDNA or pcDNA-Smad7 encod-
ing Smad7. First, endogenous Smad7 was not detectable
in either parental or mock-transfected HOS and SaOS2
cells, whereas Smad7-transfected osteosarcoma cells
expressed high levels of the protein (Fig. 1B, left and
Supplementary Fig. S1A). Second, Smad7 expression
inhibits the ability of TGFP to induce the phosphoryla-
tion of Smad3 (Fig. 1B, middle), to transactivate the
Smad3/4-specific reporter construct (CAGA)o-luc (Fig.
1C, left), and to stimulate the expression of CTGF, PAI-
1, and COLIA1 (Fig. 1D, top). Similar results were
obtained with the SaOS2 cell line (Supplementary Fig.
S1). Note that the overexpression of Smad7 partially
inhibits a BMP-specific target gene such as ID1 (Supple-
mentary Fig. S1C) but not the ability of TGFp to induce
the activation of MAPKinases such as ERK;;,, (Supple-
mentary Fig. S1D). To specifically target the TGFp cascade,
we secondly studied the effect of a TBRI inhibitor, the
chemical compound SD-208. As expected, SD-208 (10
umol/L) effectively blocks the ability of TGFf to induce

Figure 1. Evaluation of TGFp levels in serum of patients with osteosarcoma. Overexpression of Smad7 and SD-208 in HOS cells block the TGF/Smad3
cascade. A, top, comparison of TGFB1 (left) and TGFB2 (right) levels in serum from healthy age-matched controls (n = 20) or patients with osteosarcoma
(n = 40; median; ***, P < 0.005; **, P < 0.01); bottom, clinical tumor samples of patients with osteosarcoma with (n = 3, right) or without (n = 3, left)
pulmonary metastasis at diagnosis were immunostained with phospho-Smad3 antibody. One representative photomicrograph per group is shown. Arrows
indicate the localization of P-Smad3 in the nucleus of osteosarcoma cells. B, left: Smad7 production was detected by Western blot analysis in HOS
cells [parental (P), mock- (M), and Smad7-transfected cells (S7)]; middle: phospho-Smad3 and Smad3 were detected by Western blot analysis in parental (P),
mock- (M), and Smad7-transfected (S7) HOS cells treated or not with TGFB1 (5 ng/mL) for 15 minutes; right: parental HOS cells were treated with

TGFB (56 ng/mL, 15 minutes) in the presence or absence of SD-208 (10 pmol/L). After incubation, phospho-Smad3 and Smad3 levels were detected by Western
Blot analysis of whole cell lysates. C, cells were transfected with the Smad3/4-specific construct (CAGA)e-luc. Twenty-four hours after transfection,
TGFB (5 ng/mL) was added and incubation was continued for another 48 hours in the presence or absence of SD-208 (10 umol/L) as indicated. Bars, means +
SD of at least three independent experiments, each performed in duplicate (***, P < 0.005; **, P < 0.01). D, cells were treated with TGFB1 (5 ng/mL) for
6 or 24 hours in the presence or absence of SD-208 (10 umol/L as indicated). After incubation, mRNA steady-state levels of the specific TGF{ target genes
CTGF (6 hours), PAI-1 (24 hours), and COL1A1 (24 hours) were determined by quantitative RT-PCR. Bars, means + SD of at least three independent

experiments, each performed in duplicate (***, P < 0.005; *, P < 0.05).
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Figure 2. Overexpression of Smad7 inhibits
tumor growth in the HOS and Sa0S2
osteosarcoma models and improves animal
survival. A, mice were injected either with 1 x
10° parental (P), mock- (M), and Smad7-
transfected (S7) HOS cells (n = 10 for parental,
n = 4 formock, and n = 7 for Smad?7 cells, left)
or with 1 x 10° parental (P), mock- (M), and
Smad7-transfected (S7) SaOS2 cells (n = 22
for parental, n = 8 for mock, and n = 22

for Smad7 cells, right). The results are
representative of 2 independent experiments
(mean + SEM; ***, P < 0.005). Top, the mean
tumor volumes were calculated from day 1 to
day 40 for HOS group (left) or from day 1 to day
30 for SaOS2 group (right). Bottom, overall
survival rates for each groups. The survival
rates were calculated from day 1 to day 90,
when the last mouse was euthanized (in the
Smad7 group). B, tumor samples (tumor sizes
at 250 mma) of the mock and Smad7 HOS
group were fixed, embedded in paraffin,
sectioned, and stained with KI67 (top) or
caspase-3 (bottom). Representative
photomicrographs per group for HOS
osteosarcoma mice are shown. C, parental (P),
mock- (M), and Smad7-transfected (S7) HOS
cells were treated with TGFB1 (5 ng/mL) for 6
days. After incubation, cell viability was
evaluated by XTT test. Bars, means + SD of
two independent experiments, each
performed in 6 replicate. D, intramuscular
paratibial injections of 1 x 1 0°HOS tumor cells
were performed in 3 groups of nude mice
(vehicle, SD-208 20 mg/kg/day and SD-208 60
mg/kg/day, n = 6 mice for each group). The
mean tumor volumes were calculated from
day 1 to day 28.
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Figure 3. Overexpression of Smad7 in tumor cells inhibits tumor-associated bone resorption. Mice were either injected with 1 x 10° parental (P), mock- (M),
and Smad7-transfected (S7) HOS cells (n = 10 for parental, n = 4 for mock and n = 7 for Smad7 cells) or with 1 x 10° parental (P), mock- (M), and
Smad7-transfected (S7) SaOS2 cells (n = 7 for parental, n = 7 for mock, and n = 7 for Smad7). The results are representative of 2 independent experiments.
A, 3D reconstructions of one representative tibia/fibula of each group (parental, mock, and Smad7 HOS cells) were performed when tumor sizes

were approximately 2,500 mm?® and compared with a healthy group bearing no tumors (control). B, left: graphs represent the total bone volume of each
individual animalin a given group injected with either HOS cells (top) or with SaOS2 cells (bottom; ***, P < 0.005); right: graph represents the mean ectopic bone
volume of each individual animal in a given group injected with either HOS cells (top) or with SaOS2 cells (bottom; ***, P < 0.005). C, histograms represent the
mean trabecular (Tb.) thickness (top) and the number of bone trabecular (bottom) in mock and Smad7 HOS groups compared with control group
corresponding to mice bearing no tumors (***, P < 0.005; *, P < 0.05). D, intramuscular paratibial injections of 1 x 10° HOS tumor cells were performed in 3
groups of nude mice (vehicle, SD-208 20 mg/kg/day and SD-208 60 mg/kg/day). The bone volumes of tibia were measured both at the leg having undergone
the injection of tumor cells (right) and at the counterpart legs (left) when tumor volume reached 1,000 mm®. Graphs represent the bone volume of each
individual animal in a given group (**, P < 0.01).
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the phosphorylation of Smad3 (Fig. 1B, right), to trans-
activate the Smad3/4-specific reporter construct
(CAGA)y-luc (Fig. 1C, right), and to stimulate the expres-
sion of CTGF, PAI-1, and COL1A1 (Fig. 1D, bottom) in
HOS cells and in SaOS2 cells (Supplementary Fig. S1).
Note that in contrast to Smad7 overexpression, the SD-
208 inhibitor is able to block the ability of TGFJ to
activate the phosphorylation of ERK,,, (Supplementary
Fig. S1D, bottom).

These results confirmed that both Smad7 overexpression
and SD-208 block the TGFf/Smad3 cascade in osteosarco-
ma cells.

Overexpression of Smad?7 in osteosarcoma cell lines
dramatically inhibits in vivo tumor growth

A preclinical experimental model of osteosarcoma
induced by paratibial injection of osteosarcoma cells
was developed. Smad7 overexpression in HOS or SaOS2
cells inhibited tumor growth in both models (Fig. 2A,
top). The mean tumor size at day 40 in mice injected
with parental or mock-transfected HOS cells was 1,531.8
+ 73.4 mm® and 1,663.9 + 297.0 mm’ respectively,
compared with only 341.5 & 43.4 mm?® in mice injected
with HOS-S7 cells (means + SEM, P < 0.005; Fig. 2A, top
HOS panel). Similar results were obtained in the SaOS2
model (Fig 2A, top SaOS2 panel). Consequently, Smad7
overexpression resulted in an increased animal survival
in both models (Fig. 2A, bottom). In this context, immu-
nohistochemical staining for the proliferative marker
Ki67 in tumor samples from mice showed that Smad7
overexpression decreased cell proliferation as compared
with the mock-transfected group (Fig. 2B, top) when the
tumor sizes reached 250 mm?>. By contrast, caspase-3
immunostaining of the same samples showed no signif-
icant difference between mice injected with Smad7-trans-
fected cells and animals receiving mock-transfected cells
(Fig. 2B, bottom). To better understand the mechanisms
underlying the effect of Smad7 on osteosarcoma tumor
growth, we next carried out in vitro experiments. Inter-
estingly, treatment of osteosarcoma cells with TGFB (5
ng/mL) did not affect osteosarcoma cell proliferation
even after 6 days of TGFP treatment, whether the cells
expressed Smad7 or not (Fig. 2C). In contrast to the effect
of Smad7 overexpression, the treatment of mice with SD-

208 (20 or 60 mg/kg/day) does not affect the in vivo
tumor growth of osteosarcoma (Fig. 2D).

These results demonstrate that overexpression of Smad7
reduced in vivo tumor growth and suggest that this effect is
not because of a direct effect of Smad7 on osteosarcoma cell
proliferation.

Smad7 overexpression in HOS and Sa0S2
osteosarcoma cells inhibits tumor-associated bone
resorption

Because osteosarcoma-associated alteration of bone
remodeling plays a central role in the development and
progression of osteosarcoma bone tumors, we evaluated the
ability of Smad7 and SD-208 to alter tumor-associated bone
remodeling. The microarchitecture of bone in mice bearing
osteosarcoma tumors was first examined when the tumor
sizes reached 2,500 mm® using a high-resolution X-ray
micro-CT system.

Visual inspection of the 3D reconstructions of the tibia
suggests that Smad7 overexpression enhanced the tumor-
associated bone formation in HOS osteosarcoma models
(Fig. 3A). Indeed, the total bone volume in mice injected
with parental or mock-transfected HOS cells was 9.34 +
0.08 and 8.77 + 0.15 mm? respectively, compared with
11.44 + 0.28 mm? in mice bearing HOS-S7 tumors (P <
0.005; Fig. 3B, HOS left panel). Similarly, Smad7 over-
expression enhanced total bone volume in mice injected
with SaOS2 cells (Fig. 3B, SaOS2 left panel).

We next determined whether this increase in total bone
volume was due either to direct new bone formation
(ectopic bone) and/or to an inhibition of bone resorption.
As shown in Fig. 3B (HOS right panel), the ectopic bone
volume in mice injected with parental or mock-transfected
HOS cells was significantly lower than in mice bearing
HOS-S7 tumors (1.91 £ 0.11 mm? and 1.43 + 0.26 mm’
vs. 3.77 4+ 0.18 mm? respectively, P < 0.005). Similarly,
Smad7 enhanced ectopic bone volume in the SaOS2
model (P < 0.005; Fig. 3B, SaOS2 right panel). We then
analyzed the ability of Smad7 to alter bone osteolysis by
evaluating the trabecular number (Tb.N) and trabecular
thickness (Tb.Th) when tumor sizes were around 250 mm?>
, because at higher volumes (1,000 mm? or 2,500 mm?)
trabecular bone is completely destroyed by the tumor cells
(data not shown). As shown in Fig. 3C (top), mice injected

Figure 4. Overexpression of Smad7 in osteosarcoma reduces osteoclast activity. A, tumor samples (tumor sizes at 1,000 mms) of the mock and Smad7
group were fixed, embedded in paraffin, sectioned, and stained for TRAP (red stained cells, top), osteocalcin (middle), and RANKL (bottom).
Representative photomicrographs per group for HOS osteosarcoma mice are shown. B, RANKL mRNA steady-state levels were determined by
quantitative RT-PCR in the presence or absence of TGFp as indicated. Bars, mean + SD of at least three independent experiments carried out in
duplicate (top). Parental (P), mock- (M), and Smad7-transfected (S7) HOS cells were treated with TGFB1 (5 ng/mL) for 24 hours. After incubation,
RANKL mRNA steady-state levels were determined by quantitative RT-PCR (middle). RNA was extracted from tumor biopsies of mice injected with
mock- (black) or Smad7 (gray) transfected HOS cells. RANKL mRNA steady-state levels were determined by quantitative RT-PCR (bottom). Bars,
means + SD of at least 3 independent experiments, performed in duplicate (*, P < 0.05; **, P < 0.01). C, concentrations of pyridinoline in mice serum
of the mock and Smad7 groups were measured using the MicroVue Serum PYD EIA Kit. Bars, means + SEM of two independent experiments,
performed in duplicate (*, P < 0.05). D, left: treatment of mock- (black) and Smad7-transfected (gray) HOS cells with TGFB1 (5 ng/mL) for 24 hours. After
incubation, /L7117 and OPN mRNA steady-state levels were determined by quantitative RT-PCR. Bars, mean + SD of at least 3 independent experiments
carried out in duplicate (***, P < 0.005); right: RNA was extracted from tumor biopsies of mice injected with mock- (black) and Smad7 (gray) transfected
HOS cells. IL11 and OPN mRNA steady-state levels were determined by quantitative RT-PCR. Bars, mean + SD of 2 independent experiments carried

out in duplicate (***, P < 0.005).
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Figure 5. Overexpression of Smad7
in osteosarcoma and treatment of
mice with SD-208 block lung
metastasis development. Mice
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transfected (S7) osteosarcoma
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with CD146. Representative
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mRNA steady-state levels were
determined by quantitative RT-
PCR. Bars, mean + SD of 2
independent experiments carried
out in duplicate.
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with mock-transfected HOS cells had a lower Tb.Th than
mice bearing HOS-S7 tumors (0.15 + 0.01 mm vs. 0.22 £
0.01 mm, P <0.005). Moreover, the Tb.N was also lower in
the mock group than in the HOS-S7 tumor-bearing group
(2.92 £ 0.03 mm vs. 4.18 £ 0.02 mm; P < 0.005; Fig. 3C,
bottom). Note that Tb.Th and Tb.N in mice bearing HOS-
§7 tumors are similar to those observed in healthy control
mice. Interestingly, although the treatment of mice with
SD-208 affects bone remodeling with a significant increase
of tibia bone volume in the absence of tumor (Fig. 3D, left)
as previously described (30), the SD-208 does not affect
significantly the tumor-associated bone remodeling (Fig.
3D, right).

These results demonstrate that in contrast with SD-208
mice treatment, overexpression of Smad7 in osteosarco-
ma cells both decreased tumor-associated bone osteolysis
and promoted tumor-associated bone formation.

Overexpression of Smad7 in HOS and Sa0S2
osteosarcoma cells reduces osteoclast activity

The activity of osteoclasts and osteoblasts, 2 cell lineages
implicated in bone remodeling, was then assessed during
the early stages of tumor growth (tumor size <250 mm? or
<1,000 mm?). TRAP staining in sections of tumor-bearing
tibia showed that HOS-S7 tumor cells reduced the number
of TRAP* multinucleated cells at the interface between
tumor and cortical bone (Fig. 4A, top) and in the growth
plate (not shown), relative to the control conditions at the
same tumor size (1,000 mm?). Similar results were
obtained when tumors had reached 250 mm’ (data not
shown). By contrast, osteocalcin (Fig. 4A, middle) and
osterix (data not shown) immunostaining of the same
samples showed no significant difference between mice
injected with Smad7-transfected cells and animals receiving
mock-transfected cells.

To understand the effect of Smad7 on osteoclast activ-
ity, we analyzed RANKL gene expression in HOS osteo-
sarcoma cell lines. qRT-PCR analysis indicated that
the mRNA steady-state level of RANKL was increased in
response to TGFp and that Smad7 overexpression pre-
vented such induction (Fig 4B, top and middle, respec-
tively). Moreover, Smad7 overexpression decreased
RANKL production by HOS tumor cells (Fig. 4A, bottom)
evaluated by immunohistochemical experiments. In
accordance with this observation, HOS-S7 bone tumors
expressed significantly lower mRNA levels of RANKL (Fig.
4B, bottom). Finally, the degradation of collagen evalu-
ated by the measure of pyridinoline excretion in mice
serum is decreased when Smad?7 is overexpressed in oste-
osarcoma cells (Fig. 4C).

In addition to RANKL, the expression of other TGFf
target genes implicated in bone remodeling (18, 20, 21)
such as interleukin-11 (IL11) and osteopontin (OPN) is
decreased when Smad7 is overexpressed. As shown
in Fig. 4D, q-PCR analysis indicated that the IL11 and
OPN expressions were increased in response to TGFp and
that Smad7 overexpression prevented such induction
(Fig 4D, left). HOS-S7 bone tumors expressed signifi-

cantly lower levels of IL11 and OPN mRNA (Fig. 4D,
right).

These results demonstrate that Smad7 overexpression
decreases osteoclast activity and thus bone osteolysis at
least in part via the modulation of osteolytic genes such as
RANKL.

Overexpression of Smad7 in HOS and Sa0S2
osteosarcoma cells or treatment of mice with SD-208
inhibits dissemination of pulmonary metastasis

To evaluate the effect of Smad7 on pulmonary metas-
tasis development (Fig. 5A), the lungs of mice were
removed when primary tumor volumes reached 2,500
mm?>. As shown in Fig. 5B, a high incidence of pulmo-
nary metastasis was observed in mice inoculated with
parental or mock-transfected HOS cells, respectively 9 of
10 (90%) and 4 of 4 (100%) mice. By contrast, only 1 of
7 (14%) mice bearing HOS-S7 cells developed lung
metastasis (Fig. 5B, left). As shown in Fig. 5B (middle),
similar results were obtained in the SaOS2 model.
Remarkably, the treatment of mice with SD-208 inhibits
the development of lung metastasis. As shown in Fig. 5B
(right), 5 of 6 (83.3%) mice treated with vehicle (control
group) developed lung metastasis. By contrast, only 1 of
6 (16.7%) mice treated with 20 mg/kg/day developed
lung metastasis, and no mice treated with 60 mg/kg/day
developed lung metastasis. Interestingly, immunohisto-
chemical staining for the endothelial marker CD146 in
mice tumor samples showed that Smad7 overexpression
or SD-208 treatment dramatically decreased the angio-
genic process as compared respectively with the parental
and mock-transfected groups or with the untreated
group (Fig. 5C). In addition, qPCR analysis from mice
biopsies indicated that the expression by tumor cells of
VEGF (implicated in the angiogenic process), and
CXCR4 and ANGPTL4 (respectively identified as key
players to prime breast cancer cells for metastasis toward
the lungs and/or the bones) were both reduced when
Smad7 was overexpressed or when mice were treated
with SD-208 (Fig. 5D).

The influence of Smad7 overexpression in osteosarcoma
cells or the treatment of tumor cells with SD-208 was then
examined on several aspects of tumor cell behavior in vitro.
As shown in Fig. 6 and in Supplementary Fig. S2, Smad7
overexpression in HOS and SaOS2 cells or treatment of
HOS cells with SD-208 lead to a strongly reduced capacity
of TGFP to stimulate cell migration (Fig. 6A and Supple-
mentary Fig. S2A) and invasion (Fig. 6B and Supplemen-
tary Fig. S2B). In addition, exogenous TGFpB-induced
secretion of the active form of matrix metalloproteinase
MMP2 was strongly diminished both in Smad7-trans-
fected cells and in cells treated with SD-208 (Fig. 6C and
supplementary Fig. S2C). qRT-PCR analysis indicated a
reduction of TGFB-induced MMP2 mRNA levels in
Smad7-transfected- or SD-208-treated cells (Fig. 6D,
top). MMP2 mRNA steady-state levels were increased by
approximately 5-fold in parental and mock-transfected
HOS cells, but only by 2-fold in HOS-S7 cells after
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treatment of osteosarcoma cells with TGFp (5 ng/mL) for
24 hours. Similar results were obtained when Smad7 was
overexpressed in SaOS2 cells (Supplementary Fig. S2D) or
when osteosarcoma cells were treated with SD-208 (Fig.
6D, right and Supplementary Fig. S2D, right). In addi-
tion, both HOS-S7 bone tumors and HOS cells from mice
treated with SD-208 expressed significantly lower levels of
MMP2 (Fig. 6D, bottom).

These results demonstrated that overexpression of Smad7
in osteosarcoma cells or treatment of mice with SD-208
blocks the formation of lung metastasis.

Discussion

Increased TGFB1 mRNA and/or protein expression has
been correlated with a wide range of cancers such as
colorectal cancer, gastric carcinoma, or prostate cancer
(31-34). This increase in serum TGFf1 production and/
or TGFB1 staining in tumor cells has been associated with
disease progression to metastasis in these carcinomas
(31). Here, we demonstrated that high concentrations of
TGFB1 and TGFB2 measured in serum of patients is
associated with osteosarcoma disease. In addition, using
clinical samples, we demonstrated that the Smad3 cas-
cade is activated in osteosarcoma cells particularly in
high-risk patients when lung metastasis are detected at
diagnosis. Previous studies have reported that high levels
of TGFB1 mRNA in tumor cells are associated with high-
grade osteosarcoma, which shows an aggressive behavior
and frequently metastasizes to lung or other sites (24).
These observations together with our results suggest that
high levels of TGFB1 in serum could be associated with a
poor prognosis in osteosarcoma.

Following these observations, we first inhibited the
Smad signaling cascade in osteosarcoma cells via the
overexpression of the inhibitory Smad, Smad7, and then
we used the chemical inhibitor of TPRRI, SD-208, to
specifically inhibit the signaling cascade downstream the

receptor TBRI. By using various in vitro approaches, we
demonstrated that Smad7 overexpression and SD-208
efficiently inhibit the TGFP transcriptional response
mediated by Smad3/4 in 2 human osteosarcoma cell
lines, HOS and SaOS2.

Using a murine model of osteosarcoma induced by
paratibial injection of osteosarcoma cells overexpressing
Smad7, we then demonstrated that Smad7 overexpres-
sion slows primary tumor growth, a process associated
with a reduction of the immunohistochemical staining
for the proliferative marker Ki67. Because TGFP is a
cytokine widely implicated in the control of cell prolif-
eration (17), the effect of TGFP and overexpression of
Smad?7 was studied on osteosarcoma cell proliferation in
vitro. In contrast to previous observations that demon-
strated an effect of TGFp on cell proliferation (35, 36), no
effect of TGFB and/or Smad7 overexpression was
observed on the in vitro proliferation rate of osteosarcoma
cells under our experimental conditions, suggesting that
Smad7 does not directly affect the proliferation of oste-
osarcoma cells but rather affects the tumor microenvi-
ronment indirectly involved in the control of tumor cell
proliferation.

In this context, because osteosarcoma-associated
alterations of bone remodeling play a central role in
the development and progression of osteosarcoma, we
studied the effect of Smad7 on bone remodeling. We
clearly demonstrated that Smad7 overexpression in oste-
osarcoma cells slows bone destruction associated with
the tumor growth. In this context, we demonstrated that
this process was mainly associated with a reduction of
trabecular bone destruction during the early stages of
tumor growth (when tumor volumes were below 250
mm?>) and with an increase of ectopic bone formation
during the late stages of tumor growth (when tumor
volumes were greater than 1000 mm?). The presence of a
"vicious cycle" established between tumor proliferation
and paratumor osteolysis plays a crucial role in the

Figure 6. Overexpression of Smad7 in osteosarcoma cells or treatment of cells with SD-208 inhibit the ability of TGFp to induce osteosarcoma cell
migration and invasion. A and B, left: 30,000 parental, mock-, or Smad7-transfected HOS cells pretreated during 24 hours with 5 ng/mL TGFB were
seeded onto the upper surface of uncoated (A) or transwell coated with 2 ug Matrigel (B) inserts. Forty-eight hours after incubation in the presence
or absence of TGFB (5 ng/mL), the cells on the underside of the membrane were fixed, stained with "cristal violet," and counted by bright-field
microscopy in 5 random fields (magnification: x200). Bars, mean + SD of at least 3 independent experiments carried out in duplicate (***, P < 0.005);
middle: 30,000 parental HOS cells pretreated during 24 hours with 5 ng/mL TGFp in the presence or absence of SD-208 (as indicated) were
seeded onto the upper surface of uncoated (A) or transwell coated with 2 ug Matrigel (B) inserts. Forty-eight hours after incubation in the presence or
absence of TGFB (5 ng/mL) and SD-208 (as indicated), the cells on the underside of the membrane were fixed, stained with "cristal violet," and
counted by bright-field microscopy in 5 random fields (magnification: x200). Bars, mean + SD of at least 3 independent experiments carried out in
duplicate (***, P < 0.005); right: photographs of representative random fields (magnification: x200) of each group. C, top: zymography analysis of
conditioned media from 48 hours serum-free cultures of HOS-P, -M, and -S7 cells treated with 5 ng/mL TGFp or untreated. A Coomassie blue
stained gel representative of 3 independent experiments is shown; bottom: zymography analysis of conditioned media from 48 hours serum-free
cultures of HOS cells treated with 5 ng/mL TGFp in the presence or absence of SD-208 (10 umol/L). A Coomassie blue stained gel representative
of 3 independent experiments is shown. D, top: HOS-P, -M, and -S7 cells were incubated with TGFB1 (5 ng/mL) for 24 hours (left). HOS cells
were incubated with TGFB1 (5 ng/mL) in the presence or absence of SD-208 (10 pmol/L) for 24 hours (right). After incubation, MMP2 mRNA steady-state
levels were determined by quantitative RT-PCR. Bars, mean + SD of at least 3 independent experiments carried out in duplicate (*, P < 0.05;

*** P < 0.005). Bottom, RNA was extracted from tumor biopsies of mice injected with parental (black), mock- (gray), and Smad7- (white) transfected
HOS cells (left). RNA was extracted from tumor biopsies of mice injected with HOS cells and treated with SD-208 at 20 mg/kg/day (gray),

SD-208 at 60 mg/kg/day (white), or with vehicle (black; right). MMP2 mRNA steady-state levels were determined by quantitative RT-PCR. Bars, mean +
SD of 2 independent experiments carried out in duplicate (*, P < 0.05).
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development of primary bone tumors (37). Cancer cells
produce soluble factors that activate directly or indirectly
via osteoblasts, the osteoclast differentiation, and mat-
uration (38, 39). In turn, during bone degradation,
osteoclasts allow the release of growth factors stored in
the mineralized bone matrix that are able to stimulate
tumor growth. In this context, we demonstrated that the
resulting increase in bone volume observed after Smad7
overexpression in osteosarcoma cells is due in large part
to the inhibition of osteoclast activity. The decrease of
TRAP activity at the growth plate level, which is not in
direct contact with the tumor, suggests that Smad7 over-
expression affects the ability of the tumor cells to pro-
duce a soluble factor able to regulate osteoclast activity.
Here, we clearly demonstrated that Smad7 overexpres-
sion in osteosarcoma cells inhibits their ability to pro-
duce RANKL or IL11, 2 cytokines that play a central role
in bone osteolysis process (40). Together, these results
suggest that Smad7 slows the tumor growth by acting at
least at the tumor environment level, by inhibiting the
tumor associated bone osteolysis.

Surprisingly, we did not observe a significant effect of
SD-208 on tumor growth. Several hypotheses can be
proposed to explain this difference between Smad7
and SD-208 effects on tumor growth. First, we cannot
rule out that Smad7 may also exert some of its action
independently from its role as a TGFp signaling inhib-
itor. Indeed, Smad7 is able to inhibit other signaling
pathways such as the cascade of bone morphogenetic
protein family members (BMP), highly involved in bone
formation (41). This hypothesis seems unlikely because
the BMPs are known to promote bone formation. Thus,
we can hypothesize that BMP inhibitors should promote
bone degradation by inhibiting the bone formation in
contrast to the results observed by overexpression of
Smad?7. Second, Smad7 might have several distinct func-
tions in cellular signaling (12). For example it has been
shown that Smad7 overexpression is able to potentiate
apoptosis in prostate carcinoma and in PC-3U cells (12).
In addition, Smad?7 is also able to activate some signaling
pathways such as the JNK cascade (42). Although we
have not observed an effect of Smad7 on the prolifera-
tion and apoptosis of osteosarcoma cells, or on the
ability of TGFB to stimulate the MAPK pathway, we
cannot rule out this hypothesis. Third, the inefficiency
of SD-208 on tumor growth can be explained by its
inability to reduce the tumor-associated bone osteolysis.
Indeed, although a systemic treatment of mice with SD-
208 promotes bone formation in absence of tumor as
previously described (30), this systemic treatment does
not seem to reduce the tumor associated bone osteolysis
in contrast with the overexpression of Smad7 effect in
osteosarcoma cells. In addition, the HOS mice model
used in these experiments is a high aggressive model with
a fast bone degradation associated with tumor growth.
The effectiveness of a local mice treatment with SD-208
directly into the tumor cells using a less aggressive model
should be tested.

Finally, we showed that both Smad7 overexpression
and SD-208 strongly affect the ability of the primary bone
tumor to develop lung metastasis, demonstrating the
crucial role of TGFB/Smad signaling pathway in the
metastatic process of osteosarcoma. During the last dec-
ades, the role of TGFP in the metastatic process of carci-
nomas has been widely described. A major step in this
process is the ability of TGFB to stimulate epithelial-to-
mesenchymal transition and thus the ability of tumor
cells to invade adjacent tissues (17). In the context of
osteosarcoma cells that are from mesenchymal origin, we
specifically demonstrated that Smad7 overexpression and
SD-208 block the ability of TGFP to stimulate osteosar-
coma migration and invasion. In this context, we clearly
demonstrated that Smad7 and SD-208 are able to block
TGFB-induced MMP2 activity, mainly involved in the
invasion process such as described in the context of
melanoma bone metastasis (19, 20). Another major step
in the metastatic process is the ability of TGFp to stim-
ulate tumor-associated angiogenesis and thus the dissem-
ination of tumor cells into the bloodstream (17). In this
context, we clearly demonstrated that both Smad7 and
SD-208 reduce the angiogenic process as shown by
immunohistochemical staining for the endothelial mark-
er CD146. In addition, both Smad7 and SD-208 inhibit
TGFB-induced VEGF expression, mainly involved in the
angiogenic process. Moreover, both Smad7 and SD-208
are able to inhibit the ability of TGFf to stimulate the
expression of ANGPLT4 and CXCR4 identified as key
players to prime breast cancer cells for metastasis respec-
tively toward the lungs (43) and toward the bones or the
lungs (44).

In conclusion, this report provides evidence that blocking
TGEFp signaling may represent a novel therapeutic approach
to treat lung metastasis in patients with osteosarcoma,
which have a poor prognosis.
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lll.  Conclusion partielle et perspective

Dans cet article, nous démontrons une augmentation significative des
concentrations en TGF-B1 et -B2 dans les sérums de patients atteints d’ostéosarcome par
rapport a des individus sains. De plus, nous avons démontré I'activation de la voie TGF-
B/Smad dans des échantillons biologiques. De maniére intéressante, cette activation de la
voie de signalisation par les Smads est augmentée dans les tumeurs des patients
métastatiques. Ces résultats constituent le rationnel de notre étude en faveur d’un réle pro-

tumoral du TGF-B dans I’ostéosarcome.

Nos deux approches développées dans cet article ont permis de démontrer I'intérét
du ciblage de la voie de signalisation du TGF-§ dans les ostéosarcomes. En effet, la
surexpression de Smad7y dans les cellules tumorales a permis d’inhiber significativement la
croissance tumorale in vivo en affectant notamment le remodelage osseux associé a la
tumeur. La surexpression de Smady augmente la formation d’os ectopique et inhibe
’ostéolyse. Cette inhibition de I'ostéolyse s’accompagne d’une inhibition de la sécrétion de
RANKL par les cellules tumorales et d’une inhibition de I’expression de différents génes

impliqués dans "ostéolyse et le cercle vicieux qui s’établit dans cette pathologie.

Bien que le SD-208 ne semble pas avoir d’effets sur la croissance de la tumeur
primitive ni sur le remodelage osseux associé, les deux stratégies utilisées ont permis
d’inhiber significativement le développement des métastases pulmonaires. Cette inhibition
s’accompagne d’une diminution de la capacité des cellules a migrer et envahir notamment
via la réduction de "expression et de I’activité de MMP-2. De plus, la surexpression de Smady
et le SD-208 inhibe I’expression de différents geénes impliqués dans le processus

métastatique mais également dans I’angiogenése.

En conclusion, les résultats présentés dans cet article démontrent I'intérét d’inhiber
la voie de signalisation du TGF-f par les Smads dans 'ostéosarcome. Cette inhibition pourrait
conduire vers des perspectives thérapeutiques intéressantes pour les patients et
particulierement chez les patients métastatiques. Les perspectives de ce travail ont donc été
de trouver un agent chimique permettant d’inhiber la voie de signalisation du TGF- en étant
capable de sur-exprimer Smady. Aprés des recherches bibliographiques, nous avons porté

notre intérét sur ’halofuginone, un candidat répondant a ces critéres.
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I Complément d’introduction et rationnel de I’étude

1. Découverte de I’halofuginone

L’halofuginone est un alcaloide dérivé de la plante Dichroa febrifuga. Le premier
dérivé actif de type quinazoline isolé des racines de cette plante chinoise, la fébrifugine, a été
utilisé durant des siécles contre le paludisme. Cet extrait figurait comme le plus efficace des
antipaludéens testé parmi les extraits de 600 plantes. De formule brute CisH»OsNs, ce
composé actif posséde des propriétés antipaludéennes contre Plasmodicium falciparum
sensible ou résistant a la chloroquine. La fébrifugine est efficace contre Plasmodium vivax et
plus active que la quinine contre Plasmodium lophurae, Plasmodium gallinaceum et
Plasmodium cynomolgi. A cause de ses effets toxiques gastro-intestinaux et hépatiques, la
structure chimique de la fébrifugine a été utilisée comme modéle pour la synthése de dérivés
analogues inhibant le parasite in vitro*’ et in vivo*® et présentant des toxicités moindres.
Parmi ces analogues de la fébrifugine, I’halofuginone {7-bromo-6-chloro-3-[3-(3-hydroxy-2-
piperidinyl)-2-oxopropyl]-4(3H)-quinazolinone} (Figure 39) a été utilisé pour la prévention de
coccidioses chez les volailles*4=%" ou contre certains protozoaires chez le bétail*>. Le motif
pipéridine est essentiel pour lactivité de I’halofuginone. De par son grand intérét
antipaludéen, de nombreux rapports sur sa synthése ont été publiés et décrivent sa

complexité chimique et les problémes pouvant étre rencontrés durant sa synthése4537458,
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Figure 39 : Structures chimiques de la fébrifugine et ’halofuginone

D’apres Mark Pines et Itai Spector+>®
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C’est au cours de son utilisation chez les volailles que les propriétés anti-fibrotiques
de I’halofuginone ont été mises en évidence. Grace a ces observations, il a été démontré que
I’halofuginone inhibe I’expression de la sous-unité a1 du collagéne de type 146°4¢". L a capacité
de I'halofuginone a inhiber le processus fibrotique semble résider dans cette capacité a
réduire la synthése de collagéne et simultanément d’induire I'activité de collagénases#>463
en augmentant notamment la synthése de TIMPs** qui régulent I'activité des MMPs. De
plus, la voie de signalisation du TGF-B par les Smads, hautement impliquée dans la fibrose par
I’induction de la production de protéines matricielles est inhibée par I’halofuginone. En effet,
I’halofuginone inhibe la phosphorylation de Smad3%° et augmente I’expression du Smad-
inhibiteur Smad7 dans de nombreux types cellulaires*%5-4¢9. L’inhibition de la phosphorylation
de Smads3 est retrouvée in vivo dans des modeéles de dystrophie musculaire#>4" ou de

nombreuses tumeurs#°9472,

2. Halofuginone et cancers

De manieére intéressante, I’halofuginone inhibe de nombreux acteurs de
I’angiogeneése. In vitro, cette molécule inhibe I’expression de MMP-2 ou la formation de tubes
capillaires. In vivo, I’halofuginone inhibe I’angiogenése dans le gliome*?, le carcinome de la
vessie¥4, les tumeurs de Wilms#5, le mélanome*’® et les cancers du pancréas*’ et de la
prostate#’8. De plus, ’halofuginone inhibe le diamétre et la longueur de vaisseaux sanguins
au sein de tumeurs pancréatiques chez la souris*°. Dans de nombreux cas, cette inhibition de
’angiogenése s’accompagne de [linhibition de la transition de fibroblastes en
myofibroblaste, de la réduction du dép6t de MEC et de 'inhibition de la croissance tumorale.
L’halofuginone inhibe également les métastases pulmonaires de carcinome
hépatocellulaire?’® et les métastases osseuses de mélanome*¥°. L’intérét de cette molécule
en cancérologie semble d’autant plus important qu’elle synergise avec les effets d’agents
chimiothérapeutiques tels que le docetaxel dans les cancers de la prostate, la vincristine et la
dactinomycine dans les tumeurs de Wilm’s et la gemcitabine dans les cancers du pancréas.
Cet effet synergique de I’halofuginone associé a de faibles doses d’agents de chimiothérapie
permet de réduire le volume et le poids tumoral avec une efficacité comparable a de fortes
doses de chimiothérapie, ce qui permettrait peut-étre de réduire les effets secondaires liés a

ces agents#©9481,
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3. Halofuginone et apoptose

L’halofuginone est connu pour étre un inducteur de I’apoptose de nombreux types
cellulaires. Cette molécule inhibe la prolifération cellulaire de tumeurs bénignes en inhibant
la synthése d’ADN et en induisant ainsi leur mort programmée*®. Dans les lignées cellulaires
de leucémie aigue promyélocytaire, I’'apoptose induite par I’halofuginone est associée a la
régulation de génes impliqués dans le contréle du cycle cellulaire®. L’induction de
I’apoptose dans le myélome multiple par I’halofuginone s’accompagne notamment du
clivage de PARP et des caspases-3, -8 et -9 ainsi que de I'inhibition des protéines anti-
apoptotiques Mcl-1 et X-IAP*¥4. L’induction de I'apoptose par I’halofuginone dans des
modéles de cancers du pancréas, de mélanome ou du sein s’accompagne également souvent
de l'inhibition de la phosphorylation de Smads, de la migration cellulaire et de la dégradation

de la matrice*>.

4. Halofuginone et essais cliniques

L’halofuginone est actuellement testé dans des essais cliniques portant sur le
sarcome de Kaposi successif au VIH, la sclérodermie et la dystrophie musculaire de
Duchenne. Son administration orale a été favorablement évaluée dans un essai clinique de
phase | chez des patients atteints de tumeurs solides avancées*®. La dose maximale tolérée
est de 3,5 mg/jour et s’accompagne de vomissements, nausées et fatigue. Aucune toxicité
n’est observée a une dose de 1 mgfjour et la dose recommandée dans le cadre d’une
administration chronique est de 0,5 mg/jour accompagnée d’antiémétiques. La sécurité, la
tolérance et la pharmacocinétique de cette molécule sont actuellement évaluées chez des
patients atteints de myopathie de Duchenne pour laquelle la fibrose est la complication

principale*>°.

L’halofuginone souléve encore de nombreuses questions quant a ses mécanismes
d’action. En effet, cette molécule inhibe la fibrose principalement en inhibant Ia
phosphorylation de Smad3 par le TGF-$*%%4%7 et inhibe la différenciation des cellules Th17
conduisant en une inhibition de I'inflammation®-49°, Ces deux effets majeurs observés
peuvent étre le résultat de deux mécanismes d’action différents ou d’un seul et méme

mécanisme d’action. L’hypotheése la plus évoquée qui pourrait servir de lien entre ces deux
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effets apparemment indépendants serait ’action de I’halofuginone en tant qu’inhibiteur de
la voie de signalisation du TGF-B, facteur a la fois impliqué dans la fibrose et la réponse
inflammatoire. Bien que les effets de I’halofuginone et ses mécanismes d’action soient
encore mal compris, le traitement par cet agent permet de préserver I’architecture tissulaire
et ainsi d’empécher la progression des pathologies. En effet, le processus tumoral et
métastatique dépend étroitement du microenvironnement et les cellules cancéreuses se
développent plus facilement dans des tissus fibrotiques*®947. ’halofuginone, en réduisant la
fibrose et Pinflammation et en préservant Parchitecture des tissus, empéchant ainsi la

formation de niches, permet ainsi de réduire I'implantation des cellules cancéreuses.

Au vu i) de Iintérét de linhibition de la voie de signalisation du TGF-$ dans
ostéosarcome, ii) des effets anti-cancéreux de I’halofuginone en jouant a la fois sur les
cellules tumorales et sur le microenvironnement, iii) de ses effets inhibiteurs de la voie de
signalisation du TGF-B en augmentant notamment Iexpression de Smad7 et iv) des
perspectives intéressantes soulevées par les essais cliniques dont cette molécule fait I'objet,
nous nous sommes intéressés au potentiel anti-tumoral de [I’halofuginone dans

’ostéosarcome.
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Abstract

Osteosarcoma is the main malignant primary bone tumor in children and adolescents for whom the
prognosis remains poor, especially when metastases are present at diagnosis. Because we recently
demonstrated that TGF-B/Smad cascade plays a crucial role in osteosarcoma metastatic progression, we
investigated the effect of halofuginone, identified as an inhibitor of the TGF-3/Smad3 cascade, on osteosarcoma
progression. A preclinical model of osteosarcoma was used to evaluate the impact of halofuginone on tumor
growth, tumor microenvironment and metastasis development. In vivo experiments showed that halofuginone
reduces primary tumor growth and lung metastases development. In vitro experiments demonstrated that
halofuginone decreases cell viability mainly by its ability to induce caspase-3 dependent cell apoptosis. Moreover,
halofuginone inhibits the TGF-B/Smad3 cascade and the response of TGF-$ key targets involved in the
metastases dissemination process such as MMP-2. In addition, halofuginone treatment affects the "vicious cycle"
established between tumor and bone cells, and therefore the tumor-associated bone osteolysis. Together, these
results demonstrate that halofuginone decreased primary osteosarcoma development and associated lung
metastases by targeting both the tumor cells and the tumor microenvironment. Using halofuginone may be a
promising therapeutic strategy against tumor progression of osteosarcoma specifically against lung metastases

dissemination.

Introduction

Osteosarcoma, the most common primary
malignant bone tumor in children and adolescents
(median age of diagnosis: 18 years) [1], represents
the third highest cause of cancer-related death in
this age group [2]. The survival rate that reaches
approximately 50-70% at 5 years depending on the
series have unfortunately remained unchanged
during the last few decades [3]. The standard

treatment of osteosarcoma consists of complete

surgical resection associated with neoadjuvant and
adjuvant chemotherapy composed of several agents
such as doxorubicin, cisplatin, methotrexate or
ifosfamide [4]. Radiotherapy is rarely used due to
the radiation resistance of this type of tumor. Many
patients die from metastatic diseases, lungs being
the most common metastatic site for osteosarcoma
[5]. The lack of response to conventional treatment

in osteosarcoma patients and the poor prognosis for
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the metastatic forms of the pathology underscore

the urgency to develop novel therapeutic strategies.

Alterations of bone remodeling associated
with osteosarcoma development play a central role
in the progression of this disease. Osteosarcoma is
thus characterized by abnormal osteoid bone
formation and tumor-associated bone osteolysis
which correlates with poor prognosis [6] and plays a
crucial role in the establishment of a vicious cycle
between the bone and cancer cells [7]. Briefly, the
tumor cells secrete several factors able to induce,
directly or indirectly the differentiation and
maturation of osteoclasts leading to bone osteolysis
[8,9]. In turn, this osteoclastic bone destruction
allows the release of growth factors stored in
mineralized bone matrix which stimulate cancer

cells and thus the tumor growth [7-9].

One of these factors stored in the bone
matrix and released during the tumor-associated
bone osteolysis is TGF-B1, a member of the TGF-$
family. Although the role of TGF-B in cancer is
complex, it is commonly accepted that during the
later stages of disease, the TGF-B cascade
promotes tumor progression mainly by its ability to
stimulate epithelial to mesenchymal transition (in the
context of carcinoma), tumor invasion, metastatic
dissemination and/or escape from the immune
system [10]. Concerning osteosarcoma, we recently
demonstrated that TGF-B1 levels are higher in the
serum of patients compared to healthy donors and
that TGF-B/Smad3 signaling pathway is activated in
human biopsies. Second, we showed that blocking
the TGF-B/Smad signaling pathway by
overexpressing Smad7, a specific Smad inhibitor,
slows down the growth of the primary tumor. This is
mainly because Smad7 overexpression in tumor

cells affects the "vicious cycle" established between

tumor cells and bone cells by its ability to decrease
osteoclast activity. Importantly, we showed that
Smad7 overexpression in osteosarcoma cells or the
treatment of mice with the TBRI inhibitor SD-208
inhibits the development of Ilung metastases
demonstrating that the inhibition of TGF-B/Smad
signaling pathway may represent a promising
therapeutic strategy against tumor progression of
osteosarcoma specifically against the development

of lung metastases [11].

Halofuginone hydrobromide, 7-bromo-6-
chloro-3-[3-(3-hydroxy-2-piperidinyl)-2-oxopropyl]-
4(3H)-quinazolinone, is a derivative alkaloid from
febrifugine isolated from a Chinese plant Dichroa
febrifuga. Halofuginone was first identified as an
inhibitor of type | collagen synthesis and is used as
an anti-fibrotic drug [12]. In the context of cancer,
halofuginone has recently showed its ability to
reduce Kaposi sarcoma lesions in a completed
phase Il clinical trial in patients with AIDS-related
Kaposi sarcoma [13]. In addition, by using different
experimental models, halofuginone was shown to
be effective against cancer progression for example,
in the case of breast cancer [14], melanoma bone
metastasis [15], myeloma [16], pancreas [17], Wilms
tumor [18], hepatocellular carcinoma [19], bladder
carcinoma [20], glioma [21] and prostate cancer
[22].

Because the effects of halofuginone
against cancer and fibrosis diseases are mainly
associated with its ability to inhibit the TGF-f
signaling pathway and because we demonstrated
that blocking TGF-B is a promising therapeutic
strategy against tumor progression of
osteosarcoma, the aim of this work was to evaluate
the effect of halofuginone on osteosarcoma
metastatic

progression and development.
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Results

Halofuginone inhibits in vivo tumor growth

To investigate the effect of halofuginone on
osteosarcoma progression, we firstly used a mice
preclinical experimental model of osteosarcoma
induced by paratibial injection of HOS cells that
mimics the human disease. As shown in Figure 1A,
the treatment of mice with halofuginone significantly
inhibited the tumor growth in dose dependent
manner. The mean tumor size at day 30 was 2524.3
+ 12,5 mm?, 2891.1 + 54.5 mm3, 1949.8 + 154.5
mm?3, 1336.6 + 50.8 mm3 and 1329.1 + 70.1 mm?3
when the mice were ftreated respectively with
vehicle (control group) or with 0.2 pg/day, 0.5
pg/day, 1 ug/day or 5 ug/day of halofuginone. In this
context, immunohistochemical staining for the
proliferative marker Ki67 in mice tumor samples
showed that halofuginone treatment decreases
tumor cell proliferation (Fig. 1B) during the first
stage of tumor development (tumor sizes around
500 mm?d). In addition, immunohistochemical
staining for the apoptotic marker caspase-3 in the
same samples showed that the treatment of mice
with halofuginone increases tumor cell apoptosis
(Fig. 1C).

Together, these results demonstrate that
the treatment of mice with halofuginone reduces in
vivo tumor growth and suggest that this effect is
mainly due to a decrease of tumor cell proliferation

associated with an increase of cell death.

Halofuginone induces in vitro cell death

To better understand the mechanisms
involved in halofuginone-induced inhibition of
osteosarcoma tumor growth, we next performed in
vitro experiments. We firstly demonstrated that
halofuginone significantly inhibits the viability of four
osteosarcoma cell lines in a dose dependent
manner after 24h incubation (Fig. 2A). We secondly
studied whether the reduced survival of

osteosarcoma cells by halofuginone was associated

with apoptosis induction. Flow cytometric annexin
V/Pl assay showed that halofuginone induces an
early and late apoptotic cell populations in a dose-
and time-dependent manner (Fig. 2B). The
percentage of cells in early apoptosis
(AnnexinV+/Pl-) reached 0.62% in the absence of
halofuginone and reached 3.05% and 5.37% after
respectively 12h and 24h of cell treatment with 100
nM halofuginone. Similarly, the percentage of cells
in late apoptosis (AnnexinV+/Pl+) reached 0.69% in
the absence of halofuginone and reached 1.08%
and 3.82% after respectively 12h and 24h of
treatment with 100 nM halofuginone. Thirdly,
caspases-3/7 activity was measured in HOS and
U20S cells after 24h incubation with halofuginone.
As shown in Figure 2C, halofuginone stimulated
caspase-3/7 activity in a dose dependent manner.
Finally, western immunoblotting analysis
demonstrated the cleavage of caspase-3 and PARP
in a dose dependent manner in HOS and U20S cell
lines (Fig. 2D).

Together, these results show that
halofuginone inhibits cell viability in vitro and
suggest that this effect is mainly due to a decrease
of tumor cell proliferation possibly associated with

an increase in cell death.

Halofuginone inhibits tumor associated bone

osteolysis

Because osteosarcoma-associated
alteration of bone remodeling plays a central role in
the development and progression of primary bone
tumors, we evaluated the ability of halofuginone to
alter tumor-associated bone remodeling. To this
aim, the bone microarchitecture was examined in
mice bearing HOS tumors using a high-resolution X-
ray micro-CT system. First, to evaluate the ability of
halofuginone to affect the production of bone, we

specifically quantified ectopic bone formation.
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Figure 1: Halofuginone inhibits osteosarcoma primary tumor growth

A) Mice were injected with 2.108 HOS cells. One day after cell injection, mice were daily intraperitoneal injected
with 0.2 pg/mouse, 0.5 yg/mouse, 1 pg/mouse or 5 pg/mouse halofuginone or with vehicle (control group). The
results are representative of 2 independent experiments. The mean tumor volumes were calculated from day 1 to
day 30. (Mean + SEM; ***p<0.005). B) Tumor samples (tumor sizes around 500 mm3) were fixed, embedded in
paraffin, sectioned and stained with Ki-67. Representative photomicrographs per group are shown. C) Tumor
samples (tumor sizes around 500 mm?3) were fixed, embedded in paraffin, sectioned and stained with Caspase-3.

Representative photomicrographs per group are shown.

As shown in Figure 3A, the ectopic bone volume in injected with vehicle (1.99 + 0.06 mm? and 1.99 +
mice treated with 1 pg/day and 5 upg/day 0.08 mm® vs. 0.81 = 0.02 mm?3 respectively,
halofuginone was significantly higher than in mice p<0.005). We then analyzed the ability of
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halofuginone to alter bone osteolysis by evaluating
the specific trabecular bone volume (BV/TV),
trabecular number (Tb.N) and trabecular thickness
(Tb.Th) when the tumor sizes reached 1000 mm3.
As shown in Figure 3B, control mice had lower
trabecular bone volume than mice treated with 1
pg/day and 5 pg/day (6.72 £ 0.43 % vs. 16.45 +
0.68 % and 12.37 + 0.83 %, p<0.005 and p<0.05
respectively). Moreover, control mice had a
significant lower Tb.Th than mice treated with for
example 1 pg/day halofuginone (0.095 £ 0.004 mm
vs. 0.120 * 0.002 mm, p<0.05). Similarly, the Tb.N
was also lower in the control group compared to the
1 pg/day halofuginone treated group (0.75 + 0.06
/mm vs. 1.35 £ 0.04 /mm; p<0.005). Similar results
are observed when tumor volumes reached around
500 mm3 (data not shown). Interestingly, systemic
treatment of mice with halofuginone does not
significantly affect bone volume in the absence of
tumor (Fig. 3C). To understand the effect of
halofuginone on bone osteolysis, we next analyzed
the expression of two osteolytic genes, RANKL and
IL-11, in tumor biopsies from mice. gRT-PCR
analysis indicated that bone tumors from mice
treated with 1 pg/day and 5 pg/day halofuginone
expressed significantly lower mRNA levels of
RANKL and IL-11 than control groups (Fig. 3D,
upper panel). Finally, halofuginone treatment
inhibits the degradation of collagen evaluated by the
measure of pyridinoline excretion in mice serum
(Fig. 3D, lower panel) both when tumor volumes
reached 1000 mm?3 (left panel) and 2500 mm3 (right

panel).

Together these results demonstrate that
halofuginone both decreased tumor-induced bone
osteolysis and promoted tumor-induced bone
formation, and suggest that these effects are partly
due to the ability of halofuginone to reduce the

expression of RANKL and IL-11 by tumors cells.

Treatment of mice with halofuginone inhibits the

dissemination of pulmonary metastases

To evaluate the effect of halofuginone on
pulmonary metastases development, the lungs mice
were removed when primary bone tumor volumes
reached 2500 mm3. As shown in Figure 4,
halofuginone reduced the incidence of lung
metastases. In the absence of halofuginone
treatment, 10 mice out of 10 (100%) developed lung
metastases. By contrast, only 3 of 4 (75%) mice
treated with 0.2 pg/day halofuginone, 2 of 4 (50%)
mice treated with 0.5 pg/day halofuginone and 4 out
of 10 (40%) mice treated with 1 pg/day or 5 pg/day
halofuginone developed lung metastases (Fig. 4A).
As shown in Figure 4B, the treatment of mice with
respectively 0.2 ug/day, 0.5 yg/day, 1 ug/day and 5
ug/day halofuginone also diminished the number of
lung metastases when lungs are infected. No mice
in the 5 pg/day and 1 pg/day halofuginone treated
groups developed more than 5 lung metastases. By
contrast, 8 mice in the control group developed

more than 5 lung metastases.

Together, these results prove that
halofuginone reduces both the incidence and the

number of lung metastases.

Halofuginone blocks the TGF-f/Smad3 signaling

pathway in osteosarcoma cells

Because halofuginone is known to reduce TGF-$
signaling pathway in normal cells such as fibroblast
[23] and in cancer cells such as melanoma [15] and
promyelocytic leukemia [24], and because we
recently demonstrated that TGF-$ signaling plays a
crucial role in the development of lung metastases
in osteosarcoma, we then evaluated the effect of
halofuginone on TGF-B signaling pathway in
osteosarcoma cells. Firstly, we demonstrated that
the incubation of HOS and/or U20S cells with

halofuginone during 10h do not affect cell viability
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Figure 2: Halofuginone induces osteosarcoma cell death in vitro

A) Four osteosarcoma cell lines were treated for 24 hours with halofuginone as indicated. After incubation, cell
viability was evaluated by WST-1 test. For each cell line, graph indicates the percentage of cell viability compared
to untreated cells. Mean £ S.D. of two independent experiments, each performed in sixplicate is presented.

B) Representative dot plots of untreated HOS cells and HOS cells treated with 100 nM halofuginone for 12 and 24
hours are shown (Representative graphs of two experiments).

C) HOS and U20S cells were treated with halofuginone as indicated for 24 hours. Relative caspase-3/7 activity
was evaluated. Bars indicate the caspase-3/7 activity for each halofuginone concentration tested (mean + S.D.) of
at least two independent experiments, each performed in triplicate (***p<0.005, **p<0.01).

D) HOS cells (left panels) and U20S cells (right panels) were treated with halofuginone as indicated for 24 hours.
After incubation, Caspase-3 and PARP levels were detected by Western Blot analysis of whole cell lysates. Actin

antibody was used as internal control. Representative blots of three experiments were shown.
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(Fig. 5A). In this context, to specifically evaluate the
effect of halofuginone on TGF-f signaling, we chose
to treat the cells only during 10h, ie under
experimental conditions which do not affect
osteosarcoma cell viability. Halofuginone inhibits the
ability of TGF-B to induce the phosphorylation of
Smad3 (Fig. 5B), to transactivate the Smad3/4-
specific reporter construct (CAGA)9-luc (Fig. 5C, left
panel), and to stimulate the expression of CTGF
(Fig. 5C, right panel), a specific TGF-B signaling
pathway target gene, in HOS cells. Similar results
were obtained with the U20S cell line
(Supplementary Fig. S1). To better understand by
which mechanism halofuginone inhibits TGF-3
signaling pathway, we investigated the effect of
halofuginone on Smad7, TBRRI and TRRII
expressions. As indicated in Figure 5D,
halofuginone both induces Smad7 expression, and
inhibits TBRI and TPRRIl expressions even at very

low doses (5 nM).

Together, these results demonstrate that
halofuginone inhibits TGF-B signaling pathway
probably by its ability to increase Smad7 expression
and to reduce the expression of the TGF-B
receptors, TBRI and TRRII.

Halofuginone inhibits TGF-B key targets

involved in the metastatic process

Since halofuginone is able to inhibit the
TGF-B cascade in osteosarcoma cells, we
evaluated the ability of halofuginone to inhibit TGF-3
key targets involved in the metastatic process. As
shown in Figure 6A, zymography assay
demonstrated that halofuginone strongly reduces
the activation of MMP-2 in osteosarcoma cells, a
metalloproteinase that plays a crucial role in the cell
invasion process. Moreover, as shown in Figure 6B,
RT-gPCR analysis indicated that halofuginone
inhibits the ability of TGF-f to induce MMP-2
expression. In addition, RT-gPCR analysis from
mice biopsies indicated that the expression by
tumor cells of CXCR4 and ANGPTL4, two TGF-8
target genes identified as key players to prime
cancer cells towards the lungs, were both reduced
when mice were treated with halofuginone (Fig. 6C).
Finally, immunohistochemical staining for the
endothelial marker CD146 in mice tumor samples
showed that halofuginone treatment significantly
decreased the angiogenic process compared to the
untreated group by decreasing the number of

vessels and their average size (Fig. 6D).

Together, these results prove that
halofuginone inhibits TGF-B key targets involved in

the metastatic process of osteosarcoma.
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Figure 3: Halofuginone affects tumor associated bone remodeling

Paratibial injections of 2.108 HOS tumor cells were performed in 3 groups of nude mice (vehicle, halofuginone 1
pg/mouse/day and 5 pg/mouse/day). Bone remodeling parameters were analysed on the tibia bearing tumor (A-
B). A) Histogram represents the ectopic bone volume (mean + S.E.M.) when the tumor volume reached 2500
mm?3 in each group of 10 mice (treated with 1 ug/day/mouse or 5 pg/day/mouse halofuginone or vehicle)
(***p<0.005). B) Left panel : histogram represents the specific trabecular bone volume (mean + S.E.M.) when the

tumor volume reached 1000 mm3 in each group of 6 mice (treated with 1 pg/day/mouse or 5 ug/day/mouse

+

halofuginone or vehicle) (***p<0.005, *p<0.05). Middle panel : Bars indicate the trabecular thickness (mean
S.E.M.) in each group (*p<0.05). Right panel : Bars indicate the trabecular number (mean = S.E.M.) in each group
(***p<0.005, *p<0.05). C) Left panel : Bone volumes of healthy controlateral legs were measured when the tumor

volume reached 2500 mm? (left panel). Histograms represent the mean + S.E.M. in each group. Right panel :
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Bone volumes of healthy contralateral legs were measured 35 days after HOS cell injection. Histograms represent
the mean = S.E.M. in each group. D) Upper panels : RNA was extracted from tumor biopsies of mice treated with
1 pg/mouse/day, or 5 pg/mouse/day halofuginone or vehicle. RANKL (left panel) and /L-11 (right panel) mRNA
steady-state levels were determined by quantitative RT-PCR. Bars indicate means + S.D. Lower panels :
Concentrations of pyridinoline in mice serum of control, 1ug/mouse/day and 5ug/mouse/day halofuginone groups
were measured using the MicroVue Serum PYD EIA kit both when tumor volume reached 1000 mm? (left panel)

and 2500 mm3(right panel). Bars indicate means + S.E.M performed in duplicate (*p<0.05).
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Figure 4: Treatment of mice with halofuginone inhibits lung metastases development

Mice were injected with HOS cells and treated with vehicle or halofuginone as indicated. Mice were sacrificed
when tumor sizes reached 2500 mm?® and lungs were removed. A) Histogram indicates lung metastases incidence
in each group. B) Graph indicates individual (dots) and mean (lines) numbers of lung metastases counted in mice

lungs from each group (**p<0.01).

Discussion

Currently a variety of agents appear to be drugs that target osteoclasts allowing a better
of potential clinical interest for osteosarcoma, with response to ftreatment. Future directions and
an emphasis on molecular targeted approaches of challenges could be the discovery of drugs able to
signaling pathways [25-28]. Basic research thus target several key points of the 'vicious circle'
identified specific targets and developed adapted established between tumor cells and bone cells in
strategies for osteosarcoma tumor inhibition. order to limit treatment escape.

However, many of these therapeutic strategies )
) In this study, we demonstrated that
focus on a single aspect of osteosarcoma tumor ] S ]
) halofuginone inhibits tumor growth in human
development and target only one point of the . )
o ) osteosarcoma xenograft model in vivo. To
'vicious circle' between the tumor cells and bone o
) understand whether the tumor growth inhibition
cells, either the tumor cells or the tumor o o
) ) observed in vivo was due to the inhibition of
environment. These strategies have thus attempted ] ) ) )
. ) ) osteosarcoma cell proliferation, to the induction of
to either induce apoptosis and/or cell cycle arrest of )
. ) tumor cell apoptosis and/or to the drug effect on cell
tumor cells or to target the tumor microenvironment ) ] ) )
o ) microenvironment, we have first tested the direct
by the inhibition of osteoclast-mediated bone . )
) ) potential effect of halofuginone on osteosarcoma
destruction for example. During the last decade, o ) )
) ) cell viability using WST-1 assay. As previously
new strategies have associated the use of ) ] ) ]
. described in other tumor cell lines such as multiple
chemotherapeutic drugs that target tumor cells and
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myeloma or melanoma cell lines [15,16], we
demonstrated that all the four osteosarcoma cell
lines tested are sensitive to halofuginone. In
addition, annexin V/PI double staining showed that
halofuginone induced apoptosis in a dose- and time-
dependent manner. How halofuginone modulates
intracellular signaling cascade leading to apoptosis
is not fully understood. Signaling pathways that are
able to induce apoptosis have been schematically
classified into i) extrinsic pathways initiated by death
receptors and ii) intrinsic pathways initiated by
mitochondrial events [29]. Here, we demonstrated
that halofuginone induced the cleavage and
activation of caspase-3 a common mediator of both
apoptotic pathways. In addition, we demonstrated
that halofuginone induced the cleavage of PARP, a
substrate of caspase-3 known as an indicator of
DNA damage and apoptosis. Whatever the exact
involvement of the intrinsic and/or extrinsic
pathways, we clearly demonstrated that
halofuginone induces in vitro and in vivo
osteosarcoma cell death and thus inhibits the in vivo
tumor growth. We next focused our attention on the
effects of halofuginone on tumor cell
microenvironment, specifically on bone remodeling.
In this study, using microCT analysis, we
demonstrated that halofuginone inhibits the tumor-
associated bone destruction by both promoting
ectopic bone formation and preventing trabecular
bone osteolysis. As first hypothesis, our results
suggest that halofuginone effects on bone
remodeling could be explained indirectly by the
death of tumor cells induced by halofuginone. Since

some studies showed that tumor cells produce
osteoclast-activating factors which induce osteoclast
precursor differentiation and activation [30,31], the
consequence of the decrease of the tumor cell
number may be a diminution of the production and
the release of osteolytic factors produced by tumor
cells thus contributing to decreased osteoclast
activity. As second hypothesis, our results suggest
that halofuginone may act on bone remodeling by its
ability to block the TGF-f signaling pathway. As
previously described in many cancer cells such as
melanoma [15], we here demonstrated that
halofuginone inhibits TGF-B/Smad3 signaling
pathway by increasing Smad7 expression and/or
reducing TBRI and TBRIl expressions. In this
context, we demonstrated in tumor biopsies that
halofuginone inhibits the expression of RANKL and
IL-11 mRNA, two TGF-p target-cytokines that play a
central role in bone osteolysis [30-32]. In addition,
we recently demonstrated that blocking TGF-B
signaling by overexpression of Smad7 in
osteosarcoma cells inhibits the expression and
release of osteolytic factors such as RANKL and IL-
11 by tumor cells [11]. Finally, although the systemic
treatment of mice with halofuginone did not show
significant results on bone remodeling in the
absence of tumor, we cannot rule out that
halofuginone acts directly on osteoblast and or
osteoclast activity. Here, we clearly demonstrated
that halofuginone inhibits bone osteolysis
associated to the tumor growth, which represents
the first step of tumor development.

127



Partie 11 [11. Article 2]

A
1,800 - 1,200 -
1,600
= = 1,000
S 1,400 e
S 1,200 & 0,800
o [+]
% 1,000 s 0,600
£ 0,800 i
£ 0,600 £ 0,400
S 0,400 8
> = 0,200
0,200
0,000 0,000 -
Hfg(nM) 0 5 10 25 50 100 200 400 Hfg(nM) 0 & 10 25 50 100 200 400
B
50kDa| L R * |Phospho-5mad3
58kDa |— T ——— —.-| Smad3
TGF-ﬁ - =+ - + - =+ - + - =+

Hfg (nM) o0 10 25 50 100

16 3 -
= | —
g1 T 25 |
= o
S 12 - n.s =
b * = 2
2 10 A %

Eﬂ - L 15 -
3 8 *% E
J (8]
Q6 *hk o 1
o =
"E 4 kkk  kkk 5
E 2 ek & 0,5
0

Hfg (nM) © 5 10 25 50 100 200 400 Hfg (nM) 0 5 10 25 50 100

D
6 - 1,2 - 1,2 -
= K]
< 5 3 1 3
74 <L
o
s 4 Z 08 &
T _ E E
[T —_
Ez3 Z 06 T
w = =) =)
@ + =
= 2 o 0,4 ©
g = =
— k- il-ul
e 1 é 0,2 s
0 0 - -

Hfg(nM) 0 5 10 25 50 100 Hig(nM) 0 5 10 25 50 100 Hfg(nM) 0 &5 10 25 50 100

Figure 5: Halofuginone blocks the TGF-f£/Smad3 cascade in osteosarcoma cells

A) HOS (left panel) and U20S (right panel) cells were treated with halofuginone as indicated for 10 hours. After
incubation, cell viability was evaluated by WST-1 test. For each cell line, histogram indicates the percentage of
cell viability compared to untreated cells (Mean + S.D. of two independent experiments, each performed in
sixplicate; *p<0.05). B) HOS cells were treated for 4 hours with halofuginone and then for 30 min in the presence
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or absence of TGF-B (5 ng/ml). Phospho-Smad3 levels were detected by Western Blot analysis of HOS whole cell
lysates (upper panel). The specificity of the modulation was confirmed with an anti-Smad3 antibody (lower panel).
C) Left panel : HOS cells were transfected with the Smad3/4-specific construct (CAGA)4-luc. 24h after

transfection, cells were treated with halofuginone for 4 hours and then for 6 hours in the presence or absence of
TGF-B (5 ng/ml). Bars indicate mean + S.D. of at least two independent experiments carried out in friplicate
(***p<0.005, **p<0.01, *p<0.05). Right panel : HOS cells were treated with halofuginone for 4 hours and then for 6
hours in the presence or absence of TGF-B (5 ng/ml). After incubations, mRNA steady-state levels of the specific
TGF-B target genes CTGF was determined by quantitative RT-PCR. Bars indicate means = S.D. of at least two
independent experiments, each performed in triplicate. D) HOS cells were treated or not with halofuginone during
10 hours as indicated. After incubations, mMRNA steady-state levels of Smad7 (left panel), TBRI (middle panel)
and TBRII (right panel) were determined by quantitative RT-PCR. Bars indicate means + S.D. of at least two

independent experiments, each performed in triplicate.

Finally, we have demonstrated that towards the lungs [35] and towards the bones or the

halofuginone inhibits the development of lung lungs [36]. Another major step in the metastatic
metastases. We recently showed that TGF-B process is the ability of TGF-B to stimulate tumor
signaling pathway plays a key role in the associated angiogenesis and thus the dissemination

establishment and progression of osteosarcoma of tumor cells into the bloodstream [10]. In this

lung metastases. Indeed, overexpression of the
Smad inhibitor Smad7, or the systemic injection of
SD208, an inhibitor of TBRI kinase, inhibits the TGF-
B signaling cascade and thus reduces the
expression of TGF-B-regulated metastatic genes
and the ability of TGF-f to stimulate migration and
invasion of osteosarcoma cells [11]. Here, we
demonstrated that the ability of halofuginone to
inhibit the TGF-B/Smad3 cascade in osteosarcoma
reduces the expression and activity of MMP-2, a
protein highly implicated in the migration and
invasion processes [11,33,34]. Interestingly,
halofuginone was also able to inhibit the ability of
TGF-B to stimulate ANGPTL4 and CXCR4
expression, two factors identified as key players to

prime cancer cells for metastasis respectively

context, we clearly demonstrated that halofuginone
reduces the angiogenic process as shown by
decreased immunohistochemical staining for the
endothelial marker CD146, as previously reported
with the inhibitor SD-208 [11].

To sum up, our data demonstrated that
halofuginone decreased primary osteosarcoma
development and associated lung metastases by
targeting both the tumor cells and the bone
remodeling. In this context, halofuginone represents
a promising therapeutic drug that can act at different
key points of osteosarcoma progression: on tumor
cells by inducing their apoptosis, on tumor
microenvironment by inhibiting tumor associated
osteolysis and on the metastatic process mainly by
inhibiting the  TGF-B  signaling pathway.
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Figure 6: Halofuginone inhibits metastatic process
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A) Zymography analysis of conditioned media from 10 h serum-free cultures of HOS (upper panel) and U20S

(lower panel) cells treated with halofuginone for 4 hours and then for 6h in the presence or absence of 5 ng/mL

TGF-B. A Coomassie blue stained gel representative of three independent experiments is shown. B) HOS (left
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panel) and U20S (right panel) cells were treated with halofuginone for 4 hours and then for 6 hours in the
presence or absence of TGF-B1 (5 ng/ml). After incubation, MMP-2 mRNA steady-state levels were determined
by quantitative RT-PCR. Bars indicate mean + S.D. of at least two independent experiments carried out in
triplicate (*p<0.05;***p<0.005). C) RNA was extracted from tumor biopsies of mice treated with 1 pg/mouse/day, 5
pg/mouse/day halofuginone or vehicle. CXCR4 (left panel) and ANGPTL4 (right panel) mRNA steady-state levels
were determined by quantitative RT-PCR. Bars indicate means + S.D. D) Tumor samples (tumor sizes at 500
mm?3) from mice treated or not with halofuginone as indicated were fixed, embedded in paraffin, sectioned and
stained with CD146. Representative photomicrographs per group for HOS osteosarcoma mice are shown.
Histograms represent the percentage of positive area for CD146 (left panel), the number of vessels per total area

(in pixel) (middle panel) and the average size of vessels (right panel) in each group of mice (Mean + SEM,;

*p<0.05).

Materials and Methods

Cell culture and reagents

The human osteosarcoma cell lines
MNNG/HOS (HOS, young female high-grade
osteosarcoma from femur origin transformed in vitro
by N-methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidine treatment),
KHOS (derived from HOS by transformation using
Kirsten murine sarcoma virus Ki-MSV), U20S
(young female osteosarcoma from tibia origin) and
G292 (young female osteosarcoma) were
purchased from the American Type Culture
Collection (respectively CRL-1547™  CRL-1544™,
HTB-96™, CRL-1423™) and cultured in DMEM
(Dulbecco’'s Modified Eagle’s Medium, Lonza,
Basel, Switzerland) supplemented with 10% fetal
bovine serum (HyclonePerbio, Bezons, France) in a
humidified 5% CO2/air atmosphere at 37°C. All cell
lines were passaged for less than 3 months and
were authenticated by short tandem repeat (STR)
profiing. TGF-B1 and halofuginone (halofuginone
hydrobromide, vetranal™) were respectively from
R&D System, Inc (Minneapolis, MN) and Sigma (St
Quentin-Fallavier, France). Halofuginone has been
diluted in PBS (Dubelcco’s Phosphate Buffer Saline,
Biownhittaker). Halofuginone has been diluted in
DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline,
Biownhittaker).

Osteosarcoma mouse model

Four-week-old female Rj:NMRI-nude mice
(Elevages Janvier, Le Genest Saint Isle, France)
were maintained under pathogen-free conditions at
the Experimental Therapy Unit (Faculty of Medicine,
Nantes, France) in accordance with the institutional
guidelines of the French Ethical Committee (CEEA
Pays de la Loire n°06; project authorization
n°1281.01) and under the supervision of authorized
investigators. The mice were anesthetized by
inhalation of a combination of isoflurane/air (1.5%, 1
L/min) before receiving an intramuscular injection of
2.10% HOS osteosarcoma cells in close proximity to
the tibia, leading to a rapidly growing tumor in soft
tissue with secondary contiguous bone invasion.
One day after HOS cells injection, some mice
received different doses either 0.2 pg/mouse/day
(10 pg/kg/day), 0.5 pg/mouse/day (25 pg/kg/day), 1
ug/mouse/day (50 ug/kg/day), 5 pg/mouse/day (250
ug/kg/day) of halofuginone or control vehicle
(DPBS) by daily intraperitoneal injection. Note that
the weight of each mouse was similar for each
group at the beginning of the experiment and no
weight loss was observed following treatment with
halofuginone. The tumor volume (V) was calculated
from the measurement of two perpendicular
diameters using a caliper, according to the following

formula: V = 0.5xLx(S)? as previously described
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[37]. Mice were sacrificed when the tumor volume
reached 2500 mm? for ethical considerations. Under
these conditions, pulmonary metastases developed
when primary tumor volumes were at least 2000

mms.

Histologic analysis and immunohistochemistry

of mice tumor samples

Tumor tissues were embedded in paraffin
and 3-um sections were cut and stained for
caspase-3, Ki-67 and CD146 using respectively
rabbit polyclonal anti-caspase-3 (Cell Signaling),
anti-Ki67 (Dako), anti-CD146 (Abcam) antibodies.
Immunodetection was performed using DAB
Substrate-Chromogen (Dako) and counterstained
with  hematoxylin. Quantification of relative
caspase-3 positive surface, Ki-67 positive cells and
CD146 immunostaining in tumor tissue were
evaluated by Imaged (NIH, Bethesda, MD)

softwares.

Proliferation Assay

Osteosarcoma cell lines were plated in
DMEM with 10% FBS and treated with halofuginone
as indicated. Cell growth and viability were
determined by using a WST-1 cell proliferation
assay kit (Takara bio inc.). Absorbance of the
samples was measured at 440nm wave length with
Victor?™ (Perkin Elmer, life sciences) ELISA reader

after 2 hours incubation.

Cell cycle analysis

Osteosarcoma cell lines were incubated in
the absence or the presence of halofuginone for
24h, trypsinized, washed twice and incubated in
PBS containing 0.12% Triton X-100, 0.12mM EDTA
and 100 pg/mL ribonuclease A; 50 ug/mL propidium
iodide was then added to each sample for 20 min at
4°C. Cell cycle distribution was analysed by flow
cytometry (Cytomics FC500; Beckman Coulter,
Roissy, France) based on 2N and 4N DNA content.

Annexine-V assay

Osteosarcoma cells were cultured and
treated with or without halofuginone for 12h or 24h.
Cells were washed and resuspended in 1X binding
buffer (BD pharmingen™, BD Biosciences). Cells
undergoing apoptosis were identified by flow
cytometry (Cytomics FC500; Beckman Coulter,
Roissy, France) after 20 min incubation with

annexin V-FITC and propidium iodide.

Caspase 3/7 activity

Caspase 3/7 activity was measured using a
Caspase-Glo assay kit (Promega). Briefly, cells
were lysed in RIPA buffer (10 mM Tris pH8, 1 mM
EDTA, 150 mM NaCl, 1% NP40, 0.1% SDS)
containing a cocktail of protease and phosphatase
inhibitors (1 mM sodium orthovanadate (Naz2VOa), 1
mM phenylmethylsulforyl fluoride (PMSF), 10 mM
sodium fluoride (NaF), 10 mM N-ethylmaleimide
(NEM), 2 pg/ml leupeptin and 1 ug/ml pepstatine) at
4 °C and protein concentration was determined by
BCA kit (Sigma, St Quentin-Fallavier, France). An
equal volume of reagents was added to a white-
walled 96-well plate containing equal amounts of
total protein extracts and incubated at room
temperature for 1h. The luminescence of each
sample was measured in a plate-reading

luminometer Tristar LB941 (Berthold technologies).

Western blot analysis

Cells were lysed in RIPA buffer and protein
concentration was determined as described above.
Samples containing equal amounts of total protein
extracts (depending on the antibody, 30-50 pg) in
Laemmli buffer (62.5 mM Tris—HCI, pH 6.8, 2%
SDS, 10% glycerol, 5% 2-mercaptoethanol, 0.001%
bromophenol blue) were separated by SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis, and transferred
to PVDF Transfer membrane (Thermo scientific).
The membranes were blocked in 3% BSA-PBS-
0.1% Tween at room temperature for 1 h and blots

were probed overnight at 4°C with primary
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antibodies
Temecula, CA, USA), anti-Smad3 (Millipore), anti-
PARP (Cell signaling technology, Beverly, USA),

anti-phospho-Smad3 (Millipore,

anti-Caspase 3 (Cell Signaling Technology) or anti-
B-actin (Sigma) antibodies. After incubation, the
membranes were washed three times with washing
buffer (PBS containing 0.1% Tween) for 5 min.
Membranes were then incubated for 1 h with
1:10,000 diluted secondary antibodies (Santa Cruz
Biotechnologies, Santa Cruz, CA) at room
temperature. Specific proteins were detected using
G-Box (Syngene, Cambridge, UK) after washing.
Antibody binding was visualized with the enhanced
chemiluminescence system (SuperSignal West Pico
Chemiluminescent  Substrate, = ThermoSientific,

lllkirch, France).

Micro-CT analysis

Analysis of bone microarchitecture was
performed using the high-resolution X-ray micro-CT
system for small-animal imaging SkyScan-1072
(SkyScan, Kartuizersweg, Belgium) at different
tumor volumes (500, 1000 and 2500 mm?3). All
tibiaffibula were scanned using the same
parameters (pixel size 18 pm, 50kV, 0.5-mm
aluminium filter and 0.6 degrees per rotation step).
Analysis of bone parameters were performed using
the CTan software (Skyscan). The bone volume
(BV) of ectopic bone was quantified over the total
length of tibia bearing 2500 mm3 tumor. Trabecular
structures positioned 0.2 mm below the growth plate
were quantified over a length of 1 mm at 1000 mm?3
tumor volume since at higher tumor volume
trabecular bone is completely destroyed by the
tumor cells. Bone volume/trabecular volume
(BV/TV), trabecular thickness (Tb.Th) and trabecular

number (Tb.N) were determined.

Real-time polymerase chain reaction

Total RNA from cell lines was extracted using
NucleoSpin®RNAIl  (Macherey Nagel, Duren,
Germany). Total RNA from tumors was extracted

using the TRIzol reagent (Invitrogen Life
Technologies) after mechanical grinding with Turrax
(IKA, Staufen, Switzerland). Total RNA was
reversed transcribed using the Maxima H minus first
stand cDNA synthesis kit (Thermoscientific). Real-
time monitoring of PCR amplification of
complementary DNA was performed using DNA
primers (primers sequences are available in Table
1) on CFX96 real-time PCR detector system (Bio-
Rad, Marnes la Coquette, France) with SYBR PCR
Master Mix buffer (Bio-Rad). Target gene
expression was normalized to glyceraldehyde 3-
phosphatedehydrogenase (GAPDH) levels in

respective samples as an internal standard.

Collagen degradation.

The degradation of collagen was
evaluated by the measure of pyridinoline excretion
in mice serum using the MicroVue Serum PYD EIA
kit (Quidel, CA).

Transient cell transfection, reporter assay and

plasmid construct

Transient cell transfections were performed
with jetPEI™ (Polyplus-transfection, llikirch, France).
The phRLMLP-Renilla luciferase expression vector
was cotransfected in all experiments to monitor
transfection efficiencies. Luciferase activity was
determined with the Dual-Luciferase reporter assay
system (Promega, Charbonnieres, France). The
(CAGA)o-Luc construct was used as a reporter

construct specific for Smad3/4-driven signaling.

Gelatin zymography.

Cells were cultured without serum for 10h
and their conditioned media were analyzed by
gelatin zymography in 10% polyacrylamide gels
containing 1 mg/ml gelatin (Sigma-Aldrich) as

described previously [33].

Statistical analysis
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All analyses were performed using GraphPad Prism
4.0 software (GraphPad Software, La Jolla, CA,
USA) or Excel. Results of in vitro experiments were
analyzed with the unpaired t-test and are given as
means + SD. For in vivo experiments, results from
groups treated with 1 pg/mouse/day or 5
pMg/mouse/day were compared with no treated
control groups using the unpaired t-test and are
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Sense Antisense
ANGPTL4 gAC CCg gCT CAC AAT gTC CCC TgA ggC Tgg ATT TCA
CTGF CTC CTg Cag gCT AgA gAA gC gATgCACTTTTTgCC CTT CTT
CXCR4 CCg Agg AAA Tgg gCT Cag ggg A TgA Tgg AgT AgA Tgg Tgg gCA ggA
GAPDH Tgg gTg TgA ACC Atg AgA AgT Atg ggT gCA ggA ggC ATT gCT
IL-11 gCA gCg gAC Agg gAA ggg TTAA ACA ggC TCA gCA CgA CCA gg
MMP2 AgA Agg CTg TgT TCT TTg CAg Agg CTg gTC AgT ggC TTg
RANKL TCg TTg gAT CAC AgC ACA TCA TCg TTg gAT CAC AgC ACA TCA
sl TTT gCC TCg gAC AgC TCA AT TTT TTg CTC Cgc ACC TTC Tg
TBRI gCA gAC TTA ggA CTg gCA gTA Ag AgA ACT TCAggggCCATg T
TBRII CCA CCA CCA ggg CAT CCA TCg Tgg TCC CAg CAC TCA

Table 1. Primer sequence for quantitative RT-PCR.
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Supplementary Figure S1: Halofuginone blocks the TGF-f/Smad3 cascade in U20S cells

A) U20S cells were treated for 4 hours with halofuginone as indicated and then for 30 min in the presence or
absence of TGF-B (5 ng/ml). Phospho-Smad3 levels were detected by Western Blot analysis of U20S whole cell
lysates (upper panel). Anti-Smad3 antibody was used as internal control (lower panel). B) U20S cells were

transfected with the Smad3/4-specific construct (CAGA)y-luc. 24h after transfection, cells were treated for 4 hours

with halofuginone as indicated and then for 6 hours in presence or absence of TGF-B (5 ng/ml). Bars indicate

mean * S.D. of at least two independent experiments carried out in triplicate (*p<0.05).
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lll.  Conclusion partielle

Dans cet article, nous avons évalué le potentiel anti-tumoral de I’halofuginone dans
I’ostéosarcome. Nous démontrons que I’halofuginone inhibe significativement la croissance
tumorale in vivo. Cette inhibition de la croissance de la tumeur primitive s’explique en partie
par I'induction de I'apoptose. L’halofuginone induit effectivement I'apoptose caspase-3
dépendante dans les cellules d’ostéosarcome de maniéere dose et temps-dépendant. De plus,
nous démontrons que I’halofuginone affecte le remodelage osseux associé a la tumeur
notamment en inhibant I'ostéolyse tumorale. Cette inhibition de I'ostéolyse s’accompagne
d’une inhibition de I’expression de RANKL par les cellules tumorales, facteur hautement
impliqué dans le cercle vicieux qui s’établit entre prolifération tumorale et résorption

osseuse dans I'ostéosarcome.

Dans cet article, nous démontrons également que [I’halofuginone inhibe
significativement le développement métastatique en diminuant I'incidence des métastases
ainsi que leur nombre in vivo. L’halofuginone s’avere inhiber la voie de signalisation du TGF-3
dans I'ostéosarcome en inhibant la phosphorylation de Smads, la réponse transcriptionnelle
médiée par Smad3 et en induisant ’expression de Smady. Cette molécule semble également
inhiber I’expression des récepteurs au TGF-B. De plus, cette étude démontre que
I’halofuginone inhibe la capacité du TGF-B a induire I'expression et I'activité de MMP2,
hautement impliquée dans le développement métastatique. Enfin, nos travaux démontrent
que I’halofuginone inhibe significativement I’angiogenése en réduisant le nombre et la taille

des vaisseaux sanguins au sein de la tumeur.

En conclusion, cet article démontre I’effet anti-tumoral et anti-métastatique de
I’halofuginone dans I'ostéosarcome, en ciblant a la fois les cellules tumorales et leur
environnement, bloquant ainsi le cercle vicieux établi. L’utilisation de cette molécule pourrait
conduire vers des perspectives thérapeutiques intéressantes pour les patients atteints de

cette pathologie.
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. Le TGF-$, facteur pronostic dans I'ostéosarcome?

Les cellules tumorales sont capables de sécréter de grandes quantités de TGF-B5°%.
En effet, des concentrations élevées en TGF-31 ont été détectées dans les sérums de patients
atteints de cancer du poumon, cancer du sein, glioblastome multiforme, cancer colorectal,
carcinome hépatocellulaire, carcinome de la vessie, carcinome rénal ou encore cancer de
’estomac et sont associées au grade et au stade de la tumeur ainsi qu’au pronostic du
patient>®®. Dans certains cas, cette augmentation est corrélée a la présence de métastases.
De la méme maniére, une augmentation du TGF-B1 au niveau protéique ou transcriptionnel
semble corrélée a la progression, au grade et au développement métastatique de nombreux
cancers3°43°751951 - Avec des niveaux d’expression de TGF-B1 plus élevés dans les
ostéosarcomes de haut grade que de bas grade, le TGF-B semble également étre un
marqueur de mauvais pronostic dans cette pathologie3*®. Dans ces travaux de thése, nous
avons démontré une augmentation significative des TGF-B1 et -2 dans les sérums de
patients atteints d’ostéosarcome par rapport a ceux de personnes saines. Un tel marqueur
sérique semble d’un grand intérét en tant que facteur pronostic dans cette pathologie.
Malheureusement dans nos travaux, aucune corrélation n’a pu étre établie entre I'état
métastatique des patients et les niveaux de TGF-Bs mesurés dans les sérums. Au vu des
données existantes en cancérologie quant a 'augmentation sérique de TGF- corrélée au
caractere métastatique de la tumeur, ce travail demande a étre approfondi sur un plus grand
nombre d’échantillons. Un tel biomarqueur semblerait utile de maniére a adapter le
traitement, évaluer le pronostic et dépister plus précocement les récidives. Si de telles
études étaient entreprises, le TGF-B étant impliqué dans de nombreuses autres pathologies,

un intérét particulier devrait étre porté sur la spécificité de ce marqueur.

Dans ce travail de thése, nous démontrons également I’activation de la voie du TGF-
B par les Smads dans des biopsies de patients, ainsi qu’une augmentation de la
phosphorylation de Smad3 dans les biopsies de patients métastatiques par rapport aux
patients non métastatiques. Ces expériences demandent a étre confirmées sur un nombre
plus important d’échantillons mais suggerent d’ores et déja un rdle pro-métastatique
potentiel de la voie de signalisation du TGF-B par les Smads dans I'ostéosarcome. Ces
résultats soulignent également I'intérét éventuel de I'utilisation du marquage de la forme

phosphorylée de Smad3 en tant que biomarqueur pronostic dans I’ostéosarcome.
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D’autre part, ces résultats soulévent une question importante, a savoir si
’augmentation de TGF-f dans les sérums de patients atteints d’ostéosarcome est une cause
ou une conséquence de la pathologie. En effet, 'augmentation sérique de TGF-Bs observée
peut étre une conséquence du développement de 'ostéosarcome puisqu’elle peut étre due
a une augmentation de la libération de TGF-B par différents acteurs impliqués dans cette
pathologie (Figure 40). Comme nous Pavons mentionné, on connait effectivement
aujourd’hui la capacité des cellules tumorales a sécréter du TGF-f. Les cellules de mélanome
par exemple, sécrétant du TGF-B de maniére accrue, activent la voie des Smads de maniéere
autocrine®” et cette sécrétion semble corrélée a leur agressivité. L’augmentation des
concentrations en TGF-Bs dans les sérums de patients atteints d’ostéosarcome par rapport
aux individus sains pourrait alors s’expliquer par la capacité des cellules tumorales a sécréter
ce facteur de croissance. De plus, cette augmentation pourrait également étre liée aux effets
directs et/ou indirects des cellules d’ostéosarcome sur les cellules présentes dans le
microenvironnement tumoral osseux. En effet, dans le cadre du cercle vicieux qui s’établit
dans I'ostéosarcome, les cellules tumorales peuvent sécréter différents facteurs capables de
stimuler la libération de TGF-B par les cellules osseuses. Enfin, I'ostéolyse associée a la
tumeur contribue également a la libération de TGF-B contenu dans la matrice osseuse. Ces
phénomeénes peuvent peut-étre expliquer I'augmentation de TGF-f dans les sérums de

patients et seraient donc en faveur d’une conséquence de la pathologie.

D’autre part, étant donnés les effets importants du TGF-B en cancérologie ainsi que
sur la différenciation et la prolifération des cellules osseuses, 'augmentation du TGF-f chez
les patients pourrait peut-étre étre envisagée comme une des causes de la pathologie en
participant par exemple a I’initiation et au développement tumoral. Cause ou conséquence,
le TGF-B semble exercer un réle pro-tumoral dans 'ostéosarcome et nous nous sommes donc
intéressés aux effets de l'inhibition de cette voie de signalisation en développant trois
stratégies: la surexpression du Smad-inhibiteur Smady, lutilisation du SD-208 ou de
I’halofuginone (Figure 41). Les effets principaux observés dans ces travaux de thése sont

résumés dans le tableau 7.
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B TGFP

Figure 40 : Hypothéses expliquant 'augmentation de TGF-B dans les sérums de patients atteints
d’ostéosarcome

Les cellules tumorales peuvent activer les ostéoclastes de maniere directe @ ou indirecte via
les ostéoblastes @, stimulant ainsi 'ostéolyse. L’augmentation de TGF-B dans les sérums de
patients atteints d’ostéosarcome pourrait provenir de la libération de ce facteur par les
cellules tumorales @, les ostéoblastes @, les ostéoclastes ® ou de I'ostéolyse associée ala
croissance tumorale qui libere le TGF-B contenu dans la matrice osseuse ®. Le TGF-B ainsi
libéré de maniere accrue rejoindrait la circulation sanguine @.
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Figure 41: Action de Smad7, du SD-208 et de I’halofuginone sur les voies de signalisation du TGF-

B

Smady inhibe la voie de signalisation du TGF- par les Smads @ et certaines de ses voies non
canoniques @ ainsi que la voie de signalisation des BMPs ®. Le SD-208 inhibe
spécifiquement la voie de signalisation du TGF-B par les Smads en agissant sur TBRI @.
L’halofuginone inhibe la voie de signalisation du TGF-B en induisant Smad7 ® et par des
mécanismes d’action encore inconnus ®.
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Cellules d'ostéosarcome
surexprimant Smad7

Traitement au SD-208

Traitement a I'halofuginone

Croissance de la tumeur primitive Inhibition Pas d'effet Inhibition
Prolifération in vitro Pas d'effet Pas d'effet Inhibition P
Prolifération in vivo Inhibition Pas d'effet Inhibition ) <§\° Q\°‘°
Apoptose in vitro Pas d'effet Pas d'effet Induction é{@ \QQO
______ Apoptoseinvivo __ [~~~ Pasdeffet ____ |~ pasdeffer ____ | """ “indudion_____ | T ¢ ____|
Ostéolyse associée alatumeur Inhibition Pas d'effet Inhibition
Ostéoformation associée a la tumeur Induction Pas d'effet Induction &
Expression des génes de |'ostéolyse Inhibition Inhibition Inhibition Q,é’ ee‘&
Libération de facteurs ostéolytiques Inhibition Inhibition Inhibition «\(\e@o}o‘)
Volume osseux de I'os sain Augmentation Pas d'effet ;\\'\o bq}'b
Différenciation ostéoclastique in vitro Inhibition ‘oé\ e@o
Différenciation ostéoblastique in vitro Induction Q\g A
Minéralisation in vitro Induction
Incidence des métastases Inhibition Inhibition Inhibition
Nombre de métastases Inhibition Inhibition Inhibition &
Migration / invasion Inhibition Inhibition _\65“\ @'&’
Expression et activité de MMP2 Inhibition Inhibition Inhibition _‘;je,@ .e.,@”
Angiogenése Inhibition Inhibition Inhibition P&
Expression des génes de |'angiogenése Inhibition Inhibition Inhibition

Tableau 7 : Récapitulatif des effets des 3 stratégies inhibant la voie de signalisation du TGF-f
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1. Effets directs et/ou indirects de I’inhibition de la voie de
signalisation du TGF-f sur la croissance tumorale des

ostéosarcomes

1. Prolifération et apoptose

Au cours de ces travaux de thése, nous avons démontré que la surexpression de
Smady dans les cellules d’ostéosarcome et le traitement par I’halofuginone inhibent
significativement la croissance de la tumeur primitive dans nos modéles in vivo. De maniere
intéressante, des résultats similaires ont été rapportés dans différents modeles précliniques
de cancer. En effet, la surexpression de Smad7 dans des cellules de mélanome inhibe la
croissance tumorale®® et I’halofuginone inhibe la croissance de tumeurs du pancréas et de
myélome multiple en traitement intrapéritonéal*®®4% ainsi que la croissance de carcinome
hépatocellulaire et de cancer de la prostate par voie orale*®5. Malgré ces données de la
littérature, les résultats obtenus in vivo dans nos modeéles d’ostéosarcome semblent
surprenants au vu de I’'absence d’effet du TGF-( sur la prolifération de ces cellules in vitro.
Effectivement, nous avons démontré que le TGF-f n’affecte ni la prolifération, ni le cycle
cellulaire, ni la viabilité des cellules d’ostéosarcome in vitro contrairement aux effets
inhibiteurs observés notamment dans le cas de cellules tumorales d’origine épithéliale. Nous
avons également montré que la surexpression de Smad7 ainsi que I'utilisation du SD-208
n’ont pas d’effets sur ces parameétres sur des cellules en culture, en absence ou en présence
de TGF-B. En tant que stratégie inhibitrice de la voie de signalisation du TGF-f n’affectant pas
la prolifération cellulaire, nous pouvions donc nous attendre a une absence d’effet de la
surexpression de Smady sur la croissance de la tumeur primitive in vivo. Nos résultats
prouvent cependant que la surexpression de Smady inhibe significativement la croissance de
’ostéosarcome dans des expérimentations précliniques et nous pouvons formuler

différentes hypothéses pour I’expliquer.

Tout d’abord, nous ne pouvons pas exclure un effet propre de Smady sur la
prolifération et la viabilité cellulaire (Figure 42). La stratégie utilisant I’halofuginone, connu
entre autre comme un inducteur de Smady, a d’ailleurs permis d’observer des effets
comparables a la surexpression de Smady sur la croissance de la tumeur primitive in vivo

mais en affectant quant a elle la prolifération cellulaire.
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De maniére intéressante, une diminution de la prolifération des cellules tumorales
chez les souris injectées avec des cellules surexprimant Smad7y a été mise en évidence par
rapport a des souris injectées avec des cellules contrbles. Ces effets anti-prolifératifs
observés in vivo et I'absence d’effets de cette stratégie observée in vitro peuvent suggérer
des effets indirects de Smady7 sur la prolifération via le microenvironnement tumoral. Nous
pouvons formuler ’hypothése que la surexpression de Smady7 dans les cellules tumorales, en
inhibant l'ostéolyse associée a la tumeur, diminuerait la libération de facteurs pro-
prolifératifs contenus dans le tissu osseux. La surexpression de Smad7 pourrait également
permettre de diminuer la libération de facteurs pro-prolifératifs ou au contraire de stimuler la
libération de facteurs anti-prolifératifs par les ostéoblastes (Figure 42). Smad7 pourrait
également étre capable de réguler I'expression de génes cibles conférant aux cellules

tumorales une résistance aux stimuli pro-prolifératifs émanant de I’environnement tumoral.
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Figure 42 : Effets hypothétiques de la surexpression de Smady sur la prolifération des cellules
d’ostéosarcome

Des effets directs de la surexpression de Smad7 sur la prolifération des cellules
d’ostéosarcome ne peuvent pas étre exclus. La surexpression de Smad7 aurait pour effet
d’augmenter la sécrétion de facteurs anti-prolifératifs ® et de diminuer la sécrétion de
facteurs pro-prolifératifs @ agissant de maniere autocrine. Au vu de I’'absence d’effet de la
surexpression de Smad7 sur la prolifération in vitro et de ses effets anti-prolifératifs in vivo,
des effets indirects via le microenvironnement tumoral osseux semblent plus probables. Les
cellules surexprimant Smad7 pourraient stimuler la libération de facteurs anti-prolifératifs @
et réduire la libération de facteur pro-prolifératifs @ par les ostéoblastes. Les cellules
surexprimant Smad7 inhibent I'activité ostéoclastique ® et permettent ainsi de réduire la
libération de facteurs pro-prolifératifs par les ostéoclastes ® ou contenus dans la matrice
osseuse @.

De maniere intéressante, d’autres travaux rapportent des résultats similaires aux
ndtres, a savoir que la surexpression de Smady dans des cellules de mélanome n’affecte pas
leur prolifération in vitro mais inhibe la croissance tumorale in vivo®*. Une des hypothéses
soulevées pour justifier ces observations semble résider dans les effets des facteurs libérés
par les cellules tumorales sur le microenvironnement. Un des arguments majeurs avancé
serait la capacité des cellules tumorales a sécréter des protéines matricielles, des facteurs de
croissance ou des molécules d’adhésion responsables d’un environnement optimal pour la
croissance et la progression tumorale®®. Smad7 serait alors potentiellement capable
d’affecter cet environnement favorable. Cette étude démontre que les effets autocrines du
TGF-B1 sécrété par les cellules tumorales ne sont pas directement impliqués dans la
croissance tumorale mais que ses effets paracrines sur le microenvironnement tumoral le

sont. Cet environnement tumoral apparait comme une niche nécessaire au développement
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de la tumeur. La stimulation paracrine des cellules du microenvironnement induirait a son
tour la libération d'autres facteurs régulant positivement la survie et la croissance
tumorale>4. Dans le contexte de notre étude, la surexpression de Smad7 pourrait affecter la
capacité des cellules tumorales a maintenir ce microenvironnement propice a la croissance
tumorale et cet argument serait en faveur de notre hypothése sur une action indirecte de
Smady sur la prolifération cellulaire (Figure 42). En ce qui concerne Iapoptose,
Pimmunomarquage de la caspase-3 semble confirmer les résultats vitro indiquant que la

surexpression de Smad7 n’affecte pas la mort cellulaire.

Dans ces travaux, nous démontrons que [Iutilisation du SD-208, en tant
qu’inhibiteur spécifique de la voie de signalisation du TGF-(, n’affecte pas la croissance de la
tumeur primitive. Ces résultats semblent également en faveur d’effets indirects de la
surexpression de Smady et indépendants du TGF-( sur la prolifération. Cependant, d’autres
travaux démontrent de maniere intéressante que I'utilisation du SD-208 inhibe la croissance
de la tumeur primitive dans certains modeéles de cancers induits chez la souris
immunocompétente sans affecter la croissance tumorale de ce méme cancer induit chez la
souris nude*?. Ces résultats soulignent donc également le rbéle majeur du
microenvironnement tumoral, en particulier dans son contexte immunologique, sur la
croissance tumorale. Il serait intéressant de vérifier ces observations en comparant nos
résultats obtenus chez la souris nude a d’autres modéles d’ostéosarcomes murins induits

chez la souris immunocompétente disponibles au laboratoire.

Les différences observées sur la croissance de la tumeur primitive entre la stratégie
surexprimant Smady et celle utilisant le SD-208 (Tableau 7) peuvent s’expliquer par
différentes hypothéses. Il est en effet admis que Smady exerce des effets sur d’autres voies
de signalisation, indépendamment de son réle inhibiteur de la voie du TGF-B par les Smads
(Figure 41). A la différence du SD-208 qui inhibe spécifiquement la voie de signalisation du
TGF-B au niveau de TBRI, Smad7 est capable d’inhiber d’autres voies telle celle des BMPs. Il
serait donc possible que I'inhibition d’une de ces voies de signalisation soit responsable de
I’inhibition de la prolifération. D’autre part, Smad7 est également connu pour ses fonctions
propres en matiére de signalisation cellulaire. Il est par exemple capable de potentialiser des
effets pro-apoptotiques sur le cancer de la prostate ou encore d’activer différentes voies de
signalisation telle JNK#9%°, Bien que nous n’ayons observé aucun effet du TGF-f sur la

prolifération et I'apoptose des cellules d’ostéosarcome et de Smad7 sur sa capacité a
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stimuler la voie des MAPK, nous ne pouvons exclure cette hypothése. Enfin, les différences
observées sur la croissance tumorale suite a I'utilisation de ces deux stratégies peuvent
s’expliquer par leurs effets différents sur le microenvironnement tumoral et plus

particuliérement sur le remodelage osseux et seront traitées ultérieurement.

Les effets anti-tumoraux induits par la surexpression de Smad7 nous ont conduits a
évaluer le potentiel anti-tumoral de I’halofuginone, un alcaloide connu comme inhibiteur de
la voie de signalisation du TGF-f notamment par sa capacité a induire I’expression de Smady7.
Dans ces travaux de thése, nous démontrons que I’halofuginone inhibe la croissance
tumorale des ostéosarcomes in vivo. Contrairement a la stratégie surexprimant Smad7, nous
démontrons que I’halofuginone exerce des effets anti-prolifératifs et pro-apoptotiques sur
les cellules d’ostéosarcome en culture. En effet, ’lhalofuginone induit I’apoptose des cellules
d’ostéosarcome de maniére dose-dépendante en induisant notamment le clivage et
I’activation de la caspase-3 impliquée a la fois dans les voies extrinséque et intrinséque de
I’apoptose. Ces effets pro-apoptotiques de I’halofuginone sont confirmés sur les échantillons
biologiques de souris grace a des analyses histologiques. Bien que I’halofuginone soit connu
comme un inhibiteur de la voie de signalisation du TGF-B capable entre autre d’induire
’expression de Smady, les effets majeurs de cette molécule semblent différents de ceux
obtenus par la simple surexpression de Smady, soulignant donc une part de son activité anti-

tumorale indépendante de la voie de signalisation du TGF-(3 par les Smads.

L’halofuginone est connu pour ses effets pro-apoptotiques dans de nombreux
types de cancers comme le mélanome, le cancer du sein ou encore le myélome
multiple®©484499_ | es mécanismes d’action de cette molécule demeurent encore mal compris
mais les études menées suggerent I'implication a la fois des voies extrinseque et intrinseque
de I’'apoptose, initiées respectivement par les récepteurs de mort et la mitochondrie>®4.
Certaines études suggerent que I’halofuginone induit la phosphorylation de c-Jun par JNK. La
phosphorylation de c-Jun dans les fibroblastes a d’ailleurs été décrite comme étant le
mécanisme impliqué dans [linhibition de la synthése de collagene de type | par
I’halofuginone’® et une association directe entre cette inhibition et la croissance tumorale a
été observée dans le cancer de la vessie, le gliome et le cancer de la prostate#7347851:5"7_ De
plus, certaines études rapportent que c-Jun inhibe 'expression des genes du collagene
contrélés par Smads ainsi que 'activité de liaison a ’ADN de ce derniers® I'impliquant ainsi

via la voie des Smads dans les activités anti-tumorales et pro-apoptotiques de I’halofuginone.
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Des travaux démontrent également que [I’halofuginone est capable d’induire Ia
phosphorylation de p38 et JNKs impliquant ainsi les voies des MAPK dans la régulation de
"apoptose*®+59. | ’halofuginone semble donc capable d’induire I'apoptose aussi bien par la
voie extrinséque qu’intrinséque et implique de nombreuses voies de signalisation en

induisant par exemple c-Jun, JNK, p38-MAPK et p53 ou en inactivant ERK1/2 et MEK1484,

De maniére intéressante, I’article de Leiba et al. montre que ’halofuginone affecte
la viabilité des cellules de myélome multiple sans avoir d’effet sur les cellules saines*®. Ces
résultats vont dans le méme sens que certains de nos résultats préliminaires non publiés
soulignant le fait que I’halofuginone n’affecte pas la viabilité des CSM humaines et des
monocytes CD14 positifs en culture a des doses similaires a celles utilisées sur les cellules
d’ostéosarcome. Ces données semblent importantes dans le contexte d’une éventuelle
utilisation de I’halofuginone en oncologie en permettant par exemple de limiter les effets

secondaires liés a ce traitement.

2. Microenvironnement tumoral et remodelage osseux

Comme énoncé ci-dessus, aprés avoir observé les effets de nos trois stratégies sur
la croissance tumorale, nous nous sommes ensuite intéressés a leurs effets sur la
prolifération cellulaire et "apoptose in vitro pour tenter d’expliquer nos résultats in vivo.
Dans le cadre de 'importance du cercle vicieux dans I’ostéosarcome mais aussi pour tenter
d’expliquer les effets indirects de certaines de nos stratégies sur la progression tumorale in
vivo, nous nous sommes intéressés dans un second temps a leurs effets sur le
microenvironnement tumoral et plus spécifiquement sur le remodelage osseux lié a la
progression tumorale. Dans ces travaux, nous démontrons que la surexpression de Smady et
’halofuginone exercent des effets comparables sur le remodelage osseux (Tableau 7). En
effet, ces deux stratégies induisent I'inhibition de I'ostéolyse associée a la tumeur et
augmentent le volume d’os ectopique, venant ainsi bloquer le cercle vicieux qui s’établit
entre les cellules tumorales et les cellules osseuses. De plus, si I’on considére les parameétres
« physiques et mécaniques » de I'os, on peut imaginer que cette diminution de I’ostéolyse
associée a une augmentation de 'ostéoformation permet d’accorder moins de place a la

tumeur pour croitre, participant ainsi a I'inhibition de la progression tumorale.

148



Discussion générale [11. Effets sur la croissance tumorale]

2.1. Effets sur I'ostéolyse

Dans ces travaux de thése, nous observons que les cellules surexprimant Smady
inhibent "expression et la libération de différents facteurs pro-ostéolytiques par les cellules
tumorales (Figure 43). Dans notre premier article, nous démontrons d’ailleurs que certains
de ces facteurs impliqués dans I'ostéolyse sont induits en présence de TGF-B. La
surexpression de Smad7 permet en effet d’inhiber la capacité du TGF-f a stimuler
I’expression de RANKL. Ce résultat vitro s’accompagne d’une inhibition de I’expression de
RANKL dans les biopsies de tumeurs de nos souris surexprimant Smady.
L’immunohistochimie nous a également permis de mettre en évidence une inhibition de la
libération de RANKL par les cellules tumorales surexprimant Smad7. De maniére
intéressante, nous avons également montré que la surexpression de Smady inhibe Ia
capacité du TGF-B a induire 'expression de I'IL-11 et de ’OPN et diminue I’expression de ces
facteurs ostéolytiques dans les biopsies de tumeurs de nos souris. Ces résultats
s’accompagnent d’une réduction du nombre de cellules positives pour la coloration TRAP a
I’interface tumeur-os et au niveau de la plaque de croissance. La modification de la capacité
des cellules tumorales a libérer ces facteurs stimulant I’activité ostéoclastique permet donc
de diminuer la dégradation osseuse et ainsi de maintenir des volumes osseux proches de
ceux d’un os sain. En effet, nous démontrons que la surexpression de Smady diminue
I’ostéolyse de I’os trabéculaire dont le volume osseux reste proche de celui d’une patte saine
contrairement a celui des souris injectées avec des cellules contrbles. L’inhibition de
I'ostéolyse et plus particulierement de RANKL semble primordiale dans le contexte de
I’ostéosarcome pour lequel certaines stratégies thérapeutiques actuelles s’attachent a

bloquer I’activité ostéoclastique, comme les bisphosphonates par exemple>°.
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Figure 43 : Inhibition de I’expression et de la libération de facteurs ostéolytiques par les cellules
d’ostéosarcome surexprimant Smadyz

Les cellules surexprimant Smady inhibent la capacité du TGF-$ a induire I’expression des
genes de I'ostéolyse @. Elles liberent également moins de facteurs stimulant la
différenciation @ et I’activité ostéoclastique .

L’halofuginone (et le SD-208 malgré son absence d’effet sur le volume osseux de la
patte portant la tumeur) permet également d’inhiber I’expression de RANKL dans les
biopsies de tumeurs, renforcant I'idée d’une implication du TGF- via les Smads dans ce
processus. L’action de nos stratégies sur le cercle vicieux permet d’inhiber I’ostéolyse et ainsi
’augmentation de la libération de facteurs pro-prolifératifs contenus dans la MEC qui
participent a la croissance tumorale. Ces résultats semblent trés encourageants et ouvrent
des perspectives thérapeutiques intéressantes quant a I'inhibition de la croissance tumorale
via une action sur le microenvironnement osseux. De nombreux travaux soulignent
également les effets du TGF-3 dans le cercle vicieux qui s’établit entre les cellules tumorales
et les cellules osseuses, plus connus dans le contexte des métastases osseuses®®. Ces
données soulignent le réle important joué par 'ostéolyse dans la croissance tumorale et
présentent le TGF-B comme une cible de choix pour interrompre ce cercle vicieux en grande

partie responsable de la progression de la pathologie.
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En dehors des effets TGF-B-dépendant sur I'ostéolyse, nous pouvons émettre
I’lhypothése que I’halofuginone, de par ses effets pro-apoptotiques, diminue le nombre de

cellules viables et donc proportionnellement la quantité de facteurs ostéolytiques libérés.

Dans notre étude, I’halofuginone ne semble pas affecter le remodelage osseux en
absence de tumeur. Ces résultats sont en faveur d’effets indirects de I’halofuginone via la
tumeur sur son environnement tumoral osseux méme si des effets directs ne peuvent pas
étre totalement exclus. Etant donnée I'implication de la voie TGF-B/Smads dans I'ostéolyse
médiée par RANKL>*', nous pouvons penser que I'utilisation systémique de I’halofuginone en
tant qu’inhibiteur de cette voie de signalisation pourrait affecter directement les cellules
osseuses et I'ostéolyse malgré I’'absence d’effets directs sur un os sain. Une étude utilisant
des souris ayant une perte de fonction partielle pour Smady a d’ailleurs montré une
diminution des parameétres de volume osseux spécifique ainsi qu’une augmentation du
nombre et de la taille des ostéoclastes in vitro et in vivo>*’. Cependant, des travaux
s’intéressant aux effets de I’halofuginone sur le tissu osseux démontrent que cette molécule
n’affecte pas le volume osseux aprés administration pendant 4 semaines a des souris saines
mais protége le tissu osseux de I’ostéoporose dans un modele de souris ovariectomisées en
inhibant I'ostéolyse. Cette équipe prouve plus précisément que I’halofuginone inhibe la
résorption médiée par I'lL-17 en affectant sa libération par les lymphocytes TH17.
L’halofuginone n’affectant pas la morphologie ni le nombre d’ostéoclastes en culture, ces
travaux suggerent un mécanisme d’action indirect lié a I’'action de I'lL-17 elle-méme capable
d’induire la libération de RANKL par les ostéoblastes>*3. Ces résultats semblent aller dans le
méme sens que ceux de ces travaux de theése a savoir que i) ’lhalofuginone n’affecterait pas
le remodelage osseux physiologiques, mais ii) affecterait le remodelage osseux pathologique
et plus particulierement I'ostéolyse via des mécanismes d’action indirects sur les cellules
osseuses. Cependant dans cette étude menée chez la souris immunocompétente, les effets
observés sont en partie liés aux effets de I'IL-17 libérée par les lymphocytes TH17; or dans
nos modeéles de souris nudes et donc athymiques, ces effets ne peuvent étre observés. I
serait donc intéressant de tester les effets de I’halofuginone sur le remodelage osseux dans

des modéles murins d’ostéosarcome induit chez la souris immunocompétente.

A linverse, le SD-208 affecte le remodelage osseux en absence de tumeur en
augmentant le volume osseux global mais ses effets semblent inefficaces face a I'ostéolyse

tumorale trés agressive observée dans nos modeéles. Cette absence d’effets sur I'ostéolyse
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associée a la tumeur s’accompagne d’une absence d’effets sur la croissance tumorale,
soulignant I'implication importante du microenvironnement tumoral dans ce contexte.
L’absence d’effets du SD-208 sur le volume osseux global peut s’expliquer par I’agressivité
trop importante de nos modeles. Une administration intra-tumorale pourrait étre envisagée
de maniére a augmenter la portée du traitement. L’absence d’effet du SD-208 sur la
croissance de la tumeur primitive semble indiquer que les effets observés suite a I'utilisation
des stratégies surexprimant Smad7 ou utilisant I’halofuginone ne sont pas uniquement le

résultat de I'inhibition de la voie de signalisation du TGF-.

2.2. Effets sur ’ostéoformation

En plus des effets sur I'inhibition de I'ostéolyse associée a la croissance tumorale,
nous nous sommes intéressés aux effets de nos stratégies sur la formation osseuse.
L’augmentation du volume d’os ectopique observée dans le cas de la surexpression de

Smady7 dans les cellules tumorales semble pouvoir s’expliquer de différentes manieres.

Tout d’abord, la surexpression de Smad7 peut étre impliquée dans la régulation de
la libération de facteurs impliqués dans la différenciation ostéoblastique et/ou dans
’ostéoformation. A [linverse, comme nous I'avons démontré précédemment, Ia
surexpression de Smad7 permet de diminuer la libération de facteurs ostéolytiques
entrainant une diminution de la différenciation et de I’activité ostéoclastique. Il en résulte
donc une protection face a I'ostéolyse, observée largement au niveau de I'os trabéculaire
comme mentionnée précédemment, qui peut également se manifester au niveau de I'os
ectopique. La formation d’os ectopique caractéristique de I’ostéosarcome serait donc moins
dégradée quand on surexprime Smady dans les cellules tumorales que dans la condition
contréle, cause du volume d’os ectopique plus important chez les souris surexprimant

Smad7 (Figure 44).
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Figure 44 : Effets hypothétiques de la surexpression de Smad7 sur 'augmentation de
'ostéoformation

En condition controéle, les cellules d’ostéosarcome activent la formation d’os ectopique par
les ostéoblastes ®, mais aussi la différenciation @ et I’activité ostéoclastique @. Il en résulte
une formation d’os ectopique accompagnée d’ostéolyse @ participant a I’entretien du cercle
vicieux ®. Les cellules surexprimant Smad7 augmenteraient la formation d’os ectopique en

sur-activant les ostéoblastes ® mais également en inhibant I'ostéolyse de ce tissu osseux
néoformé @. Il en résulterait une diminution de la libération de facteurs contenus dans le
microenvironnement tumoral osseux et donc de ’emballement du cercle vicieux ®. Les
cellules surexprimant Smad7 inhibent également la différenciation @ et I'ostéolyse associée
alatumeur ®©.

D’autre part, les cellules d’ostéosarcome possédant des caractéristiques proches de
celles des ostéoblastes et étant capables de synthétiser une matrice ostéoide, on peut
suggérer que la surexpression de Smady serait responsable de cette synthése accrue de
matrice par les cellules tumorales elles-mémes (Figure 45). En effet, certains résultats
préliminaires obtenus au cours de cette thése indiquent que la surexpression de Smad7 dans
les cellules d’ostéosarcome serait responsable d’une augmentation de leur degré de
différenciation comme le montre la diminution de I’expression des marqueurs de
« souchitude » Sox2, Oct4 et NANOG. Cette augmentation du degré de différenciation des
tumeurs est souvent corrélée a une agressivité moindre de ces derniéres et un meilleur
pronostic pour les patients en cancérologie. Nos cellules d’ostéosarcome surexprimant

Smady se rapprochant alors plus des ostéoblastes que les cellules contréles, nous avons
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testé leur capacité a minéraliser in vitro. Grace a ces expériences préliminaires par coloration
au rouge alizarin, nous avons pu observer que les cellules surexprimant Smad7 minéralisent
plus que les cellules parentales ou transfectées avec un vecteur vide. Ces résultats
demandent bien entendu a étre confirmés et il serait intéressant de déterminer grace a
I’histologie si I'os ectopique néoformé in vivo résulte de I'activité des ostéoblastes de
I’environnement tumoral ou des cellules tumorales elles- mémes. Ces informations quant a la
différenciation des cellules cancéreuses semblent primordiales au regard du pronostic des
patients puisqu’en étant moins agressives elles s’avérent également moins aptes a

disséminer vers des sites secondaires.

Il semble également important de rapprocher les effets de Smady sur la
différenciation des ostéosarcomes a ses effets en tant qu’inhibiteur de la voie du TGF-B. En
effets, les effets observés peuvent étre dus a des effets propres de Smady mais également a
ses effets sur la voie des Smads. Le TGF-B est connu pour ses capacités a inhiber les stades
tardifs de la différenciation ostéoblastique et la minéralisation. Etant donnée I'origine
commune entre les ostéosarcomes et les ostéoblastes, nous pourrions formuler ’hypothése
que l'inhibition de la voie de signalisation du TGF-B dans les ostéosarcomes permettrait la
levée d’inhibition sur leur entrée dans des stades de différenciation tardifs. Les cellules
d’ostéosarcomes surexprimant Smady seraient alors dans un état de différenciation plus

avancé et capables de minéraliser.
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Figure 45 : Effets hypothétiques de la surexpression de Smadyz sur I’état de différenciation des
cellules d’ostéosarcome et leur capacité a synthétiser une matrice ostéoide

La surexpression de Smady7 diminuerait I’expression de marqueurs de « souchitude » @©. Les
cellules d’ostéosarcome seraient alors plus différenciées (facteur de bon pronostic) et
synthétiseraient elles-mémes encore plus de matrice ostéoide @ (s’approchant alors encore
plus des ostéoblastes que les cellules contréles). Ces effets pourraient étre des effets
propres de Smad7 ou liés a sa capacité a inhiber la voie de signalisation du TGF-B (qui bloque
les stades tardifs de la différenciation ostéoblastique et la minéralisation).

De maniére intéressante, une augmentation du volume d’os ectopique est
également observée dans le cas d’un traitement a I’halofuginone. Il serait intéressant de
savoir si ces effets observés sont dus a 'induction de I’expression de Smady7 dans les cellules
tumorales, a I'inhibition de la voie du TGF-B et/ou a des effets propres de la molécule. Outre
les effets observés sur les cellules tumorales et dans leurs interactions avec leur
microenvironnement, il est primordial de garder a I'esprit que cette stratégie agit
potentiellement sur I’ensemble des cellules et composants de I'organisme de par son
administration systémique. Les effets observés sont donc non seulement liés aux effets sur
la tumeur mais également sur les cellules osseuses. Malgré le fait que I’halofuginone ne

semble pas affecter le volume osseux global du tibia sain dans nos conditions, nous ne

pouvons exclure des effets directs de cette molécule sur le remodelage osseux.

En tant que stratégie inhibitrice spécifique de la voie de signalisation du TGF-B,
’augmentation du volume osseux observée aprés traitement systémique au SD-208 est

certainement due a son action sur les cellules osseuses. Une fois de plus, il serait intéressant
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d’établir si ces effets sont des effets propres de la molécule ou dus a I’inhibition de la voie du
TGF-B. En effet comme nous I'avons mentionné, le TGF- est connu pour inhiber les phases
terminales de la différenciation ostéoblastique et la minéralisation. Nous pouvons donc
penser que l'inhibition de la voie de signalisation du TGF-B au niveau des ostéoblastes
permettrait la différenciation en ostéoblastes matures et la minéralisation de la matrice et
expliquerait ainsi en partie 'augmentation du volume osseux. Des résultats préliminaires
obtenus au cours de cette thése nous ont permis d’observer que le SD-208 stimule Ia
différenciation ostéoblastique et la minéralisation in vitro en présence ou absence de TGF-p.
Ces résultats vont dans le sens des hypothéses précitées et demandent a étre confirmés.
Une seconde explication a 'augmentation du volume osseux suite a I'inhibition de la voie du
TGF-B serait liée a une action de la molécule au niveau des ostéoclastes. Certaines études
démontrent en effet que le SB431542, un analogue appartenant a la méme famille que le SD-
208, est capable d’inhiber la capacité du TGF-B a induire I’ostéoclastogenése>'. D’autres
travaux s’intéressent également aux effets de I'inhibition de la voie de signalisation du TGF-3
sur I’architecture osseuse grace a I'utilisation du SD-208%*4. Cette étude démontre que le SD-
208 en traitement systémique stimule la formation osseuse en augmentant la qualité
osseuse et les parametres de volume osseux et inhibe 'ostéolyse. En effet, cette inhibition
spécifique de TBRI au niveau des cellules osseuses par le SD-208 inhibe a la fois le nombre et
la différenciation des ostéoclastes tout en augmentant le nombre et la différenciation des
ostéoblastes. Ces observations sont en accord avec d’autres travaux sur les effets de
P’inhibition partielle de la voie du TGF-B par les Smads chez des souris Smad3+/- dont les
ostéoblastes expriment un dominant négatif de TBRII5*>5%, || est intéressant de noter que les
effets de I'inhibition de la voie du TGF-B dans les cellules osseuses peuvent également
affecter de maniére indirecte leurs activités dans le remodelage osseux en modifiant le
dialogue entre ces types cellulaires notamment via la régulation des facteurs RANKL et OPG.
L’ensemble de ces travaux démontre les effets du SD-208, en tant qu’inhibiteur de la voie de
signalisation du TGF-B mais également ses effets propres, a la fois sur les ostéoclastes et sur

les ostéoblastes, essentiels dans le controle de la quantité et la qualité osseuse.
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lll. Effets de l'inhibition de la voie de signalisation du TGF-$

sur le processus métastatique dans 'ostéosarcome

Le réle pro-métastatique du TGF-B est aujourd’hui bien connu. Certains travaux
démontrent d’ailleurs I’efficacité de son inhibition dans des modeles de cancer du sein,
adénocarcinome pancréatique, myélome, gliome ou encore mélanome et soulignent ainsi le
bénéfice a I'inhiber. SiI’on s’intéresse plus spécifiquement au tissu osseux, la contribution du
TGF-B au développement de métastases osseuses est bien documentée. En effet, le TGF-
constitue 'un des acteurs principaux du cercle vicieux s’établissant entre les cellules
tumorales et les cellules osseuses. Certains genes cibles du TGF-3, impliqués dans I’ostéolyse,
les phénomenes de migration et d’invasion ou dans I’adressage de métastases a un tissu
particulier, ont été identifiés. De plus, il a été montré que la surexpression de ces genes
cibles dans des cellules non métastatiques induisait leur potentiel métastatique a I'0s3>>5%7,
Ces geénes cibles, tels que I'lL-11 ou PTHrP, stimulent la dégradation osseuse et permettent
ainsi la libération de facteurs depuis I'environnement osseux, dont le TGF-B, capables
d’exacerber en retour le potentiel tumoral et métastatique des cellules cancéreuses et
P’activation de 'ostéolyse. Etant données i) ’existence d’un cercle vicieux faisant intervenir
des facteurs similaires dans I'ostéosarcome et ii) implication importante du TGF-B dans ce
cercle vicieux en tant que facteur sécrété par les cellules tumorales et libéré du
microenvironnement osseux, nous nous sommes intéressés au potentiel anti-métastatique

de I'inhibition de la voie de signalisation du TGF-8 dans I'ostéosarcome.

De maniére intéressante, nous avons tout d’abord démontré une augmentation de
la phosphorylation de Smads, donc de I’activation de la voie de signalisation du TGF-( par les
Smads, dans les biopsies de tumeurs de patients atteints d’ostéosarcome métastatique par
rapport aux patients non métastatiques. Comme nous 'avons énoncé dans la premiére
partie de cette discussion, ces résultats semblent souligner les effets pro-métastatiques du
TGF-B dans I'ostéosarcome mais également son éventuel intérét en tant que marqueur
pronostic. En nous intéressant aux effets de I'inhibition de la voie de signalisation du TGF-§,
nous avons démontré que la surexpression de Smady dans les cellules d’ostéosarcome, le
traitement par le SD-208 ainsi que le traitement a I’halofuginone inhibent la dissémination
métastatique. En effet, ces trois stratégies réduisent I'incidence de souris métastatiques ainsi

que le nombre de métastases lorsque ces derniéres sont présentes. Ces résultats sont en
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accord avec d’autres données de la littérature utilisant les mémes stratégies mais dans
d’autres modeéles cancéreux. En effet, la surexpression de Smady et I'utilisation du SD-208 et
de I’halofuginone dans un modéle de métastases osseuses de mélanome réduisent le
développement métastatique ainsi que les lésions ostéolytiques engendrées* 74448, Ces
trois stratégies montrent également leur aptitude a inhiber la capacité du TGF-B a induire les
génes pro-métastatiques tels CTGF, CXCR4 et IL-11 comme le démontrent nos travaux dans le
cadre de l'ostéosarcome. Ces résultats semblent trés importants dans le contexte de
I’ostéosarcome puisqu’ils permettraient, en plus d’inhiber le développement métastatique,
de réduire I'ostéolyse associée a la tumeur et ainsi ’emballement du cercle vicieux.
L’ostéosarcome pouvant également métastaser au niveau osseux, il serait intéressant de
tester ces stratégies dans des modeles d’ostéosarcome métastatique a I’os. Enfin, les effets
similaires de ces trois stratégies sur le développement métastatique semblent indiquer le
réle primordial de la voie de signalisation du TGF-f3 par les Smads dans ce processus. Le TGF-$
est en effet hautement impliqué dans toutes les étapes du processus métastatique a savoir

’EMT, ’'angiogenése, la migration, I'invasion et la colonisation des niches métastatiques.

Le r6le du TGF-B, et notamment de sa voie de signalisation par les Smads, en tant
qu’inducteur de ’EMT est désormais bien connu. Ce dernier intervient a 'aide de différents
facteurs dans la perte d’expression de marqueurs épithéliaux, la perte d’adhésion cellule-
cellule et "augmentation de marqueurs mésenchymateux. L’inhibition de Smad3/4 et la
surexpression de Smad7 abolissent I'induction de ’EMT. L’ostéosarcome étant une tumeur
d’origine mésenchymateuse, il semble intéressant de mentionner que ces cellules tumorales
ont déja une étape de moins a franchir dans la progression métastatique par rapport aux
tumeurs d’origine épithéliale. Cependant, certaines études suggerent I’existence d’un
processus affectant les cellules mésenchymateuses ressemblant a ’EMT dit « EMT-like ». Ce
processus se caractériserait par un changement de morphologie des cellules
mésenchymateuses avec une diminution du contact cellule-cellule et I'acquisition d’une
forme plus allongée, une diminution de I’expression des génes impliqués dans ’EMT a savoir
Z0-1 et une augmentation de I'expression de la fibronectine et la vimentine. De maniére
intéressante, des travaux démontrent I'implication du TGF-B, notamment par la voie des
Smads, dans ce processus’'. En effet, cette étude montre que I'ICSBP («Interferon
Consensus Sequence-Binding Protein ») stimule "expression de TRRI et TBRII et augmente
I’activation des voies du TGF-B, particulierement la voie des Smads, au cours de I'induction de

« P’EMT-like » dans des cellules d’ostéosarcome. Cette induction de « ’'EMT-like » via la voie
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du TGF-B s’accompagne de la stimulation de I’expression de facteurs impliqués dans ’'EMT,
en particulier Snail, responsables de 'inhibition de ZO-1 et de 'induction de la fibronectine et
la vimentine. Ces changements cellulaires augmentent les capacités de migration et
d’invasion des cellules d’ostéosarcome au cours de ce processus « d’EMT-like » et sont en
partie réversibles par I'utilisation du SB431542, inhibiteur chimique de TBRI analogue du SD-
208. L’ensemble de ces résultats soulignent I'importance de la voie de signalisation du TGF-3

dans « PEMT-like » et le bénéfice a I'inhiber dans "ostéosarcome.

Nos trois stratégies sont également capables d’inhiber I’angiogenése, processus
important dans le développement métastatique mais également dans la croissance
tumorale. De maniére intéressante, il existe une corrélation positive entre la densité de Ia
microvascularisation tumorale et la probabilité de développer des métastasess?®. Le TGF-B
est connu pour stimuler ce processus notamment via I'induction de VEGF et ’ANGPTL4. Nos
trois stratégies inhibent I’expression de genes impliqués dans I’angiogenése ainsi que le
nombre et la taille des vaisseaux sanguins mis en évidence par immunohistochimie sur nos
échantillons murins. D’autres études en accord avec ces résultats soulignent également les

effets anti-angiogéniques de I’halofuginone et du SD-208.

De plus nous nous sommes intéressés aux effets de I'inhibition de la voie du TGF-p
par nos trois stratégies sur I’expression et I’activation des MMPs. En effet, les MMPs jouent
un réle primordial en cancérologie et particulierement dans le développement métastatique.
En tant que protéinases impliquées dans le remodelage de la MEC, elles représentent les
médiateurs principaux des altérations du microenvironnement observées au cours de la
progression tumorale>*. Les MMPs sont également capables de promouvoir les
phénomenes de migration et d’invasion. Leur activité protéolytique est en effet requise par
les cellules cancéreuses de maniére a dégrader les barriéres physiques durant leur expansion,
I’intravasation au niveau des vaisseaux sanguins puis I’extravasation et I'invasion d’un tissu
distant>3°. De maniére intéressante, les MMPs sont capables d’activer le TGF-f3, lui-méme
capable d’induire leur expression. Ces mécanismes sont particulierement importants dans
’EMT et le processus métastatique. Nos travaux démontrent que la surexpression de Smady,
I’utilisation du SD-208 ou de [I’halofuginone inhibent la capacité du TGF-§ a induire
I’expression et I'activation de MMP2. De méme, la surexpression de Smady et le SD-208
inhibent "expression de MMP2 dans les biopsies de tumeurs. Cette inhibition s’accompagne

d’une diminution de la capacité du TGF-B a stimuler la migration et Iinvasion cellulaires. Des
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résultats similaires démontrent que la surexpression de Smady dans des cellules de
mélanome inhibe la production des MMP-2 et -9 par les cellules tumorales, s’accompagnant
également d’une réduction de I'invasion#®. De méme, I’halofuginone inhibe les capacités de
migration des cellules de cancer du sein en réduisant I’expression de MMP9 ou encore de
métastases de carcinome de la vessie*995®, Malgré le fait que nos stratégies diminuent la
capacité du TGF-f a stimuler ’expression et I'activité de MMP2, nous ne pouvons exclure que
ces effets soient des effets propres des molécules utilisées ou encore des effets liés a

I’inhibition d’autres voies de signalisation.

Le développement métastatique est bien souvent considéré comme un événement
survenant a un stade tardif de la progression tumorale. Une des explications possible semble
résider dans les méthodes de détection actuelles qui nous permettent certes de déceler les
métastases mais malheureusement a un stade déja avancé. Ces méthodes ne permettent
entre autre pas de détecter les micro-métastases ou les cellules tumorales circulantes. Un
intérét particulier est aujourd’hui porté sur d’éventuels marqueurs prédictifs du potentiel
métastatique des tumeurs. Certaines études apportent aujourd’hui des modéles illustrant un
développement métastatique précoce en insistant notamment sur I’existence de facteurs
sécrétés par la tumeur primitive et permettant la création de niches pré-métastatiques au
sein d’organes cibles. Ces niches pré-métastatiques seraient élaborées trés précocement et
constitueraient un environnement attractif et favorable pour le développement des
métastases3?®. Ce concept de niche pré-métastatique, faisant intervenir de nombreux
facteurs dont le TGF-B ainsi que le recrutement, entre autre, de cellules souches
mésenchymateuses, semblerait intéressant dans le contexte de 'ostéosarcome (Figure 46).
Certaines données pourraient s’inscrire en faveur de cette théorie qui reste cependant
encore trop peu documentée. Le TGF-B sécrété par la tumeur primitive joue un réle trés
important dans I’établissement des niches pré-métastatiques notamment en participant au
recrutement de progéniteurs hématopoiétiques dérivés de la moelle osseuse ou encore de
CSM et en créant ainsi un environnement a I’abri du systéme immunitaire. Dans le contexte
de I'ostéosarcome, ce processus pourrait certainement étre favorisé par la grande quantité
de TGF-B sécrété par les cellules tumorales et contenue dans I’environnement osseux ainsi
que par la proximité des cellules dérivées de la moelle osseuse. Dans certains modeéles de
poumons pré-métastatiques, cette sécrétion de TGF-B par les cellules tumorales induit
’expression de protéines notamment de la famille S100 (intervenants dans de nombreux

processus tels l'invasion et la réponse immune), spécifiquement dans le parenchyme
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pulmonaire. De maniére intéressante, des travaux démontrent I'implication de S100A4 dans
le développement métastatique de I'ostéosarcome via la régulation de ’'OPN et des MMPs.
S100A4 est connu comme un facteur dont ’expression est corrélée aux capacités invasives et
métastatiques des cellules cancéreuses et semble impliqué dans la naissance des niches pré-
métastatiques®3'. L’augmentation de son expression est cliniquement corrélée a un mauvais
pronostic pour les patients dans certains cancers et a été proposé comme un marqueur
prédictif de métastases et de survie>3>533, Ces travaux démontrent I'induction de I’OPN par
S100A4 et son implication dans la régulation de I’activation des MMPs notamment des MMP-
2 et -13, stimulant ainsi le potentiel métastatique des ostéosarcomes via le remodelage de la
MEC4. L’OPN est également aujourd’hui décrite comme étant sécrétée par la tumeur
primitive pour stimuler la croissance de métastases a distance®*®. De maniére intéressante,
nous démontrons dans nos travaux que la surexpression de Smady inhibe la capacité du TGF-
B a stimuler I'expression d’OPN et inhibe son expression dans les biopsies de tumeurs de
souris. De méme, nous avons observé que la surexpression de Smad7y, le SD-208 et
I’halofuginone inhibent I’expression et I’activation de la MMP-2. Les MMPs sont hautement
impliquées dans le processus métastatique, aussi bien au stade de niche pré-métastatique
qu’a des stades plus tardifs. Certains travaux s’intéressent d’ailleurs a I’association entre les
expressions de S100A4 et des membres de la famille des MMPs et une étude rapporte plus
particulierement I'interaction entre la voie TGF-f/Smad3 et S100A4 au cours du processus
invasif’¥. En effet, ces travaux montrent que linteraction entre S100A4 et Smad3
potentialise les effets pro-invasifs de la voie du TGF- notamment en augmentant sa capacité
a induire I’expression et I’activation de MMP9. L’ensemble de ces travaux fournit des
arguments intéressants en faveur de I'existence d’un processus métastatique régulé tres
précocement dans I’ostéosarcome notamment via la formation de niches pré-métastatiques.
Ce phénomeéene semble particulierement favorisé dans le cas de I'ostéosarcome grace
notamment a son environnement mettant a proximité tous les facteurs et types cellulaires
nécessaires. Ces études suggerent entre autre I'implication du TGF-$ dans ce processus ainsi
que des MMPs, de 'OPN et S100A4. Il serait donc intéressant de mieux comprendre ce
processus métastatique dans I’ostéosarcome et d’en déterminer les acteurs précoces de
maniere a agir au moment de la genése et avant méme la colonisation des niches pré-

métastatiques.
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L’inhibition de la voie de signalisation du TGF-B dans I'ostéosarcome semble donc
ouvrir des perspectives thérapeutiques tres intéressantes, notamment pour les patients

métastatiques grace a I'inhibition des différentes étapes impliquées dans ce processus.
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Figure 46 : Modeéle hypothétique de I'implication du TGF-B dans la genése de niches pré-
métastatiques dans I'ostéosarcome

Les cellules tumorales sécreteraient différents facteurs (TGF-B, S100A4, MMP, OPN,
VEGFA...) ® permettant la création de niches pré-métastatiques en stimulant notamment le
recrutement de CSM et de progéniteurs hématopoiétiques et endothéliaux présents dans la
moelle osseuse @. La proximité de ces différents facteurs et types cellulaires serait favorable

a la genése des niches pré-métastatiques. En effet, les cellules d’ostéosarcome stimulent
directement ® ou indirectement via les ostéoblastes @, I’'ostéolyse responsable d’une
libération accrue de TGF-f ® participant ainsi a ’emballement de ce processus. Le TGF-f3 joue
également unrdle essentiel dans la migration des cellules tumorales vers ces niches pré-
métastatiques ® et la néo-angiogenése @.
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IV. Perspectives

Au vu des effets bénéfiques de I'inhibition de la voie de signalisation du TGF-3 dans
I’ostéosarcome, les perspectives de ces travaux de thése sont de tester de nouvelles
approches inhibitrices, de maniére a mieux comprendre et préciser le réle de ce facteur dans
cette pathologie. De plus, étant données I"laugmentation des TGF-Bs dans les sérums de
patients et l'augmentation de [I’activation de Smad3 dans les biopsies de patients
métastatiques par rapport aux patients non métastatiques, nous souhaiterions confirmer le
réle joué par le TGF-B et ses voies de signalisation en tant que marqueur pronostic du
développement métastatique. En effet, le TGF-B semble jouer un ré6le primordial dés les
phases précoces du développement métastatique notamment dans I’élaboration de niches
pré-métastatiques, soulevant la possibilité de trouver des marqueurs précoces a ce
processus. Pour ce projet, notre intérét se portera entre autre sur USP15, une déubiquitinase
capable de stabiliser le récepteur TBRI a la membrane en empéchant sa dégradation par le
protéasome. De maniére intéressante, des travaux montrent I'implication d’USP15 en tant
que régulateur clé de la voie du TGF-B ainsi que son implication dans Ioncogenése du
glioblastome33®. En effet, ces travaux rapportent qu’une surexpression aberrante d’USP15
est responsable d’une hyperactivation de la voie du TGF-. Des données cliniques indiquent
que cette surexpression aberrante d’USP15 chez les patients atteints de glioblastome et de
cancer du sein leur confére un mauvais pronostic. Ces travaux établissent une corrélation
significative entre la forme phosphorylée de Smad2, TBRI et USP15. L’ensemble de ces
données nous conforte dans I'idée de tester USP15 en tant que marqueur pronostic dans
I’ostéosarcome ainsi qu’en tant que cible thérapeutique puisque 'inhibition d’'USP15 inhibe la
voie de signalisation du TGF-B et donc potentiellement ses effets pro-cancéreux. De plus, les
déubiquitinases sont considérées comme des cibles faciles grace au ciblage de leur activité
enzymatique par des molécules inhibitrices. Des inhibiteurs des déubiquitinases sont
d’ailleurs disponibles comme PR-619, cependant non spécifique d’USP15. Nos travaux
s’intéresseront donc a I’expression d’USP15, de TBRI et de la forme phosphorylée de Smad3
chez les patients atteints d’ostéosarcome métastatique ou non. Puis nous testerons le
potentiel anti-tumoral de I'inhibition d’"USP15 dans nos modeéles d’ostéosarcome, de la méme

maniére que nous I’avons fait pour les trois stratégies présentées dans cette thése.

Etant donnés les effets du TGF-f observés dans I’ostéosarcome, nous nous

interrogeons également sur son implication dans la pathogenése d’autres tumeurs osseuses
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primitives. Ainsi, un autre projet aura pour objectif de mieux comprendre les effets du TGF-$
dans le sarcome d’Ewing. En effet, des résultats préliminaires que nous avons obtenus
indiquent une absence de réponse au TGF- des cellules de sarcome d’Ewing due a une
inhibition majeure de I’expression de TPRII. Cette inhibition de TBRII est due a sa régulation
par EWS-Fli1. EWS-Fli1 est un facteur de transcription aberrant résultant d’une translocation
chromosomique observée dans plus de 80% des sarcomes d’Ewing. EWS-Fli1 apparait comme
étant capable de réguler I'expression de différents génes cibles impliqués dans la
tumorigenese. De maniére surprenante, EWS-Fli1 inhibe I’expression de TBRIl, empéchant
ainsi la réponse des cellules au TGF-f qui semble pourtant pro-cancéreux et pro-métastatique
dans I'ostéosarcome. Nous souhaiterions donc mieux comprendre et comparer les effets du
TGF-B dans le sarcome d’Ewing et I'ostéosarcome. Une des hypothéses envisagées pour
expliquer cette différence entre ces deux types de tumeurs osseuses provient de travaux
récents portant sur EWS-Fli1 qui suggérent une expression variable et séquentielle d’EWS-Fli1
en fonction du stade dans lequel se trouve la tumeur (résultats non publiés). En effet, EWS-
Fli1 semble exprimé au cours de la croissance tumorale primaire et serait réprimé au cours de
la dissémination métastatique. Une des hypothéses envisagées serait donc que I'inhibition
d’EWS-Fli1 au cours du développement métastatique permettrait de lever I'inhibition et donc
d’augmenter I’expression de TPRIl qui pourrait alors restaurer la réponse des cellules
tumorales au TGF-B et stimuler ainsi le processus métastatique. Pour répondre a ces
questions, nous souhaitons analyser les effets de la ré-expression de TBRII dans des cellules
de sarcome d’Ewing. Nous souhaitons également utiliser une lignée cellulaire de sarcome
d’Ewing exprimant un shRNA («small hairpin RNA ») inductible ciblant EWS-Fli1. Nous nous
intéresserons aux effets de la ré-expression de TRRII et a sa régulation par EWS-Fli1 in vitro et
in vivo sur la réponse au TGF-B, sur les phénoménes de migration et d’invasion, sur la

croissance tumorale, sur le développement métastatique et I’angiogenése.

164



Conclusion Générale




Conclusion Générale

En conclusion, ces travaux de thése montrent une augmentation des taux sériques
de TGF-B1 et -B2 dans les sérums de patients atteints d’ostéosarcome par rapport a des
individus sains, s’accompagnant d’une augmentation de l'activation de Smad3 dans les
biopsies de tumeurs des patients métastatiques par rapport aux patients non métastatiques.
Ces résultats suggeérent I'intérét d’utiliser le TGF-B et/ou des acteurs de sa voie de
signalisation pour le développement de biomarqueurs pronostic. Ces travaux soulignent
également le réle pro-tumoral du TGF-B, notamment par la voie des Smads, dans

’ostéosarcome.

Ces travaux de thése ont également permis de démontrer I'intérét de I'inhibition de
la voie de signalisation du TGF-B dans I’ostéosarcome. En effet, la surexpression du Smad-
inhibiteur naturel Smady a permis d’inhiber significativement la croissance de la tumeur
primitive en jouant essentiellement sur le remodelage osseux associé a la croissance
tumorale. La surexpression de Smady inhibe effectivement I’ostéolyse associée a la tumeur
en inhibant I’expression de facteurs ostéolytiques tels RANKL, bloquant ainsi le cercle vicieux
qui s’établit entre les cellules tumorales et les cellules osseuses. Les effets de cette stratégie
sur la croissance tumorale semblent donc étre principalement indirects et liés aux effets sur
le microenvironnement tumoral osseux. De plus, Iutilisation de I’halofuginone, un alcaloide
connu entre autre pour ses propriétés inhibitrices de la voie de signalisation du TGF-f, réduit
également la croissance de la tumeur primitive. Les effets de cette molécule semblent étre
principalement dus a ses propriétés pro-apoptotiques sur I'ostéosarcome. L’halofuginone a
également démontré sa capacité a affecter I'ostéolyse associée a la tumeur, bloquant ainsi le
cercle vicieux établi dans cette pathologie. De maniére trés intéressante, cette molécule,
déja testée dans certains essais cliniques dans d’autres pathologies, semble agir a la fois sur
les cellules tumorales et leur microenvironnement. L’action de I’halofuginone a différents
endroits du cercle vicieux est primordiale et souléve l'intérét de son utilisation dans
I’ostéosarcome. Enfin le SD-208, un inhibiteur chimique de TPRI, n’affecte pas la croissance

tumorale malgré sa capacité a affecter le remodelage osseux physiologique.

Ces trois stratégies ont également permis d’inhiber le processus métastatique et
suggerent que ces effets sont principalement dus a leur capacité a inhiber la voie de
signalisation du TGF-B. L’ensemble de ces résultats souligne le réle pro-tumoral du TGF-3
dans I'ostéosarcome en tant que pivot de par son implication centrale dans tous les stades

de la pathologie (Figure 47) et souligne donc I'intérét d’inhiber cette voie de signalisation.
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Les stratégies inhibitrices de la voie du TGF-B pourraient donc conduire vers des perspectives
thérapeutiques intéressantes pour les patients atteints d’ostéosarcome, pour qui le
pronostic demeure encore mauvais notamment dans les cas métastatiques. L’halofuginone
en particulier, pourrait constituer une nouvelle stratégie au vu de ses effets anti-tumoraux et
anti-métastatiques, ainsi que ses effets connus en tant que potentialisateur des agents de
chimiothérapie. Déja utilisée dans certains essais cliniques dans d’autres pathologies, cette
molécule semble donc étre le meilleur candidat pour ouvrir des perspectives thérapeutiques

intéressantes dans I'ostéosarcome.
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Figure 47 : Role central du TGF-B dans le développement tumoral et métastatique de
I'ostéosarcome

Présentation du TGF-B comme acteur principal dans le cercle vicieux établi entre
I’ostéosarcome et le microenvironnement tumoral osseux, participant ainsi aux phases
précoces et tardives du développement tumoral et métastatique.
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EVALUATION DU POTENTIEL ANTI-TUMORAL DES INHIBITEURS DE LA VOIE DE
SIGNALISATION DU TGF-3 DANS L’OSTEOSARCOME

RESUME

L’ostéosarcome est la tumeur osseuse primitive maligne la plus fréquente chez les enfants et les
adolescents pour qui le pronostic demeure mauvais, spécifiquement lorsque des métastases
pulmonaires sont détectées au diagnostic. Etant donné Iimplication du TGF-beta dans le
développement métastatique de nombreux cancers et aprés avoir démontré que les concentrations
de TGF-betas sont plus élevées dans les sérums de patients atteints d’ostéosarcome que chez les
individus sains, nous avons exploré les effets de I'inhibition de cette voie de signalisation dans cette
pathologie. Pour cela, nous avons développé une approche moléculaire utilisant la surexpression du
Smad-inhibiteur naturel Smad7 et une approche pharmacologique utilisant un inhibiteur chimique du
récepteur TBRI. La surexpression de Smady ralentit la croissance de la tumeur primitive en affectant le
« cercle vicieux » établi entre les cellules tumorales et les cellules osseuses. Ces deux approches
constituent la preuve de concept de I'intérét du ciblage de la voie de signalisation du TGF-beta dans
’ostéosarcome, notamment en inhibant le développement des métastases pulmonaires. L’utilisation
d’une troisiéme stratégie nous a permis de démontrer que I’halofuginone inhibe la croissance de la
tumeur primitive principalement grace a ses effets pro-apoptotiques et bloque le développement des
métastases pulmonaires essentiellement par sa capacité a inhiber la voie du TGF-beta. Ces résultats
démontrent que l'inhibition de la voie de signalisation TGF-beta/Smad pourrait étre une stratégie
thérapeutique prometteuse contre la progression tumorale et métastatique de ’ostéosarcome.

Mots clés : ostéosarcome, métastases, TGF-3, remodelage osseux, halofuginone, Smad7, SD-208

ANTICANCER ACTIVITY OF TGF-$ SIGNALING PATHWAY INHIBITORS IN OSTEOSARCOMA
ABSTRACT

Osteosarcoma is the main malignant primary bone tumor in children and adolescents for whom the
prognosis remains poor, especially when metastases are present at diagnosis. Because TGF-beta has
been shown to promote metastases in many solid tumors and because we demonstrated that TGF-
beta levels are higher in the serum of osteosarcoma patients compared to healthy volunteers, we
investigated the effects of TGF-beta/Smad cascade inhibition on osteosarcoma behavior. To this end,
two independent procedures, a molecular approach using the natural Smad-inhibitor Smad7 and a
pharmacological approach with TGF-beta Receptor | inhibitor SD-208, were developed. We first
demonstrated that Smady overexpression slows the growth of the primary tumor by affecting the
“vicious cycle” established between tumor cells and bone cells. Moreover, we showed that these
strategies inhibit the development of lung metastasis. In this context, we demonstrated that Smady7
and SD-208 reduce the capacity of osteosarcoma cells to migrate and invade. Then, we have
investigated halofuginone, known as an inhibitor of TGF-beta cascade, on osteosarcoma metastatic
progression. We demonstrated that halofuginone reduces primary tumor growth by its pro-apoptotic
effects and the development of lung metastases mainly by blocking TGF-beta cascade. These results
suggest that the inhibition of TGF-beta/Smad signaling pathway could be a promising therapeutic
strategy against the tumor progression of osteosarcoma.

Key words : osteosarcoma, metastases, TGF-B, bone remodeling, halofuginone, Smad7, SD-208
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Evaluation du potentiel anti-tumoral des inhibiteurs de la voie de
signalisation du TGF- dans I'ostéosarcome
Blocking TGF-f signaling pathway inhibits the development of osteosarcoma

Résumé

L’ostéosarcome est la tumeur osseuse primitive maligne
la plus fréquente chez les enfants et les adolescents
pour qui le pronostic demeure mauvais, spécifiquement
lorsque des métastases pulmonaires sont détectées au
diagnostic. Etant donné I'implication du TGF-beta dans
le développement métastatique de nombreux cancers et
apres avoir démontré que les concentrations de TGF-
betas sont plus élevées dans les sérums de patients
atteints d’ostéosarcome que chez les individus sains,
nous avons exploré les effets de I'inhibition de cette voie
de signalisation dans cette pathologie. Pour cela, nous
avons développé une approche moléculaire utilisant la
surexpression du Smad-inhibiteur naturel Smad7 et une
approche pharmacologique utilisant un inhibiteur
chimique du récepteur TBRI. La surexpression de
Smad7 ralentit la croissance de la tumeur primitive en
affectant le « cercle vicieux » établi entre les cellules
tumorales et les cellules osseuses. Ces deux approches
constituent la preuve de concept de l'intérét du ciblage
de la voie de signalisaton du TGF-beta dans
I'ostéosarcome, notamment en inhibant le
développement des métastases pulmonaires.
L’utilisation d’une troisieme stratégie nous a permis de
démontrer que I'halofuginone inhibe la croissance de la
tumeur primitive principalement grace a ses effets pro-
apoptotiques et bloque le développement des
métastases pulmonaires essentiellement par sa
capacité a inhiber la voie du TGF-beta. Ces résultats
démontrent que linhibition de la voie de signalisation
TGF-beta/Smad pourrait  étre une  stratégie
thérapeutique prometteuse contre la progression
tumorale et métastatique de I'ostéosarcome.

Mots clés
Ostéosarcome, métastases, TGF-8, remodelage
osseux, halofuginone, Smad7, SD-208

Abstract

Osteosarcoma is the main malignant primary bone
tumor in children and adolescents for whom the
prognosis remains poor, especially when metastases
are present at diagnosis. Because TGF-beta has been
shown to promote metastases in many solid tumors and
because we demonstrated that TGF-beta levels are
higher in the serum of osteosarcoma patients compared
to healthy volunteers, we investigated the effects of
TGF-beta/Smad cascade inhibition on osteosarcoma
behavior. To this end, two independent procedures, a
molecular approach using the natural Smad-inhibitor
Smad7 and a pharmacological approach with TGF-beta
Receptor | inhibitor SD-208, were developed. We first
demonstrated that Smad7 overexpression slows the
growth of the primary tumor by affecting the “vicious
cycle” established between tumor cells and bone cells.
Moreover, we showed that these strategies inhibit the
development of lung metastasis. In this context, we
demonstrated that Smad7 and SD-208 reduce the
capacity of osteosarcoma cells to migrate and invade.
Then, we have investigated halofuginone, known as an
inhibitor of TGF-beta cascade, on osteosarcoma
metastatic  progression. We demonstrated that
halofuginone reduces primary tumor growth by its pro-
apoptotic effects and the development of Ilung
metastases mainly by blocking TGF-beta cascade.
These results suggest that the inhibition of TGF-
beta/Smad signaling pathway could be a promising
therapeutic strategy against the tumor progression of
osteosarcoma.

Key Words
Osteosarcoma, metastases, TGF-3, bone remodeling,
halofuginone, Smad7, SD-208



